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14



NK uterinas: Células natural killer uterinas.
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
ONOO: Peroxinitrito.

P/E: Penicilina/estreptomicina.

PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Proteina C reactiva.

PE: Grupo de pacientes preeclampticas.
PE: Preeclampsia.

PFK-1: 6-fosfofructo-1-quinasa.

PFKFB3: Fosfofructoquinasa-2/fructosa-2-6-bifosfatasa, isoenzima 3.
PI-3K: Fosfatidilinositol-3 kinasa.

PIGF: Factor de crecimiento placentario.
PTPS: Piruvoil tetrahidrobiopterina sintasa.

rh: Proteina recombinante humana.

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay buffer.
RNS: Especies reactivas de nitrégeno.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.
Rot/AntA:  Mezcla rotenona-Antimicina A.

RPM: Revoluciones por minuto.

RTK: Receptores tipo tirosina quinasas.
RUPP: Reduced uterine perfusion pressure.
SDS: Sodium dodecil sulfato.

sEng: Forma soluble del receptor endoglina.
SEPI: Sepiapterina.

SFB: Suero fetal bovino.

sFlt-1: Forma soluble del receptor 1 de VEGF o soluble Fms-like tyrosine
kinase-1.

sGC: Guanilato ciclasa soluble.
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SI: Sistema inmune.

SOD: Superoxido dismutasa.
SR: Sepiapterina reductasa.
STB: Sincitiotrofoblastos.

SsVEGFR-1: Forma soluble del receptor 1 de VEGF o soluble Fms-like tyrosine
kinase-1.
SVEGFR-2: Forma soluble del receptor 2 de VEGF.

TAOC: Capacidad antioxidante total.
TFA: Acido trifluoroacético.
TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.

TGF-p1: Receptor beta 1 de TGF-f3.

TGF-B3: Receptor beta 3 de TGF-(3.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial.
VEGF-A: Isoforma A de VEGF.

VEGF-B: Isoforma B de VEGF.

VEGFR-1: Receptor 1 de VEGF.

VEGFR-2: Receptor 2 de VEGF.

WHA: Wound Healing Assay.

WYm: Potencial de membrana mitocondrial.
AWm: Cambios en el potencial de membrana mitocondrial.

16



RESUMEN

La preeclampsia (PE) es una complicacion cardiovascular asociada al embarazo,
responsable del 8% de todos los eventos de morbi-mortalidad materna en el mundo.
A pesar de su impacto a nivel global, no existe un tratamiento efectivo para la
enfermedad. Diversas teorias soportan que un proceso de placentacion defectuoso,
seguido de un incremento desproporcionado de factores anti-angiogénicos (FAAS)
circulantes, estan implicados en la fisiopatologia de la enfermedad. En condiciones
normales, FAAs tales como la forma soluble del receptor-1 del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) o fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1); regulan la
sefalizacion dependiente de VEGF. En PE, niveles aumentados de sFlt-1, conllevan
a disfunciéon endotelial materna generalizada y compromiso multi-sistémico. Para
entender mejor los mecanismos a través de los cuales, los FAAs afectan la funcién
endotelial; se investigo el papel de sFlt-1 en el metabolismo de células endoteliales
aorticas bovinas (CEs) y células trofoblasticas de las extra vellosidades de placenta
(HTR-8/SVneo). En este estudio se demostré que sFlt-1 afecta la funcién
bioenergética mitocondrial dosis dependientemente en CEs, conllevando a un
cambio de fenotipo metabdlico hacia glucodlisis. En contraste, las células HTR-
8/SVneo, demostraron poseer un metabolismo basal principalmente glucolitico. El
impacto de sFlt-1 en la funcién bioenergética mitocondrial de trofoblastos, fue
mucho menor que lo observado en CEs. Para confirmar el impacto de sFlt-1 en la
mitocondria, se llevaron a cabo estudios de viabilidad y proliferacion celular en
presencia de galactosa, donde se forzo la obtencién de energia a través de la
maquinaria mitocondrial. Se demostr6 que sFlt-1 afecta la habilidad de las células
de obtener sus demandas metabdlicas a traves de la mitocondria. Dada la
necesidad de un tratamiento efectivo para PE, en esta investigacion, se postuld el
uso de sepiapterina (SEPI), como un potencial agente farmacologico en el
tratamiento de la enfermedad. Se estudié el papel de SEPI para restablecer la
funcion endotelial, afectada por sFlt-1. SEPI, molécula analoga y precursora del
cofactor de la sintasa de oOxido nitrico endotelial (eNOS), denominado
tetrahidrobiopterina (BH4), es un farmaco seguro de administrar durante el
embarazo. SEPI restablecio el fenotipo metabdlico de CEs en el modelo in vitro de
PE establecido con sFlt-1 y en el modelo de correlacién in vitro, establecido con
sueros provenientes de pacientes preeclampticas. SEPI, limité la formacion de
especies reactivas de oxigeno de origen mitocondrial (MROS) en CEs y trofoblastos.
Los hallazgos de esta investigacion proponen a SEPI como una potencial droga con
habilidad pleiotropica que favorece la biodisponibilidad de BH4/sNO y previene la
formacion de mROS. A través de esta investigacion se propone el uso de SEPI para
el tratamiento efectivo de PE, ya que demostré la capacidad de mejorar la funcion
endotelial y metabdlica en el modelo in vitro de PE.
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ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is an often-fatal cardiovascular complication related to
pregnancy, responsible of almost 8% of all pregnancy associated morbidity and
mortality events worldwide. As the leading cause of maternal and neonatal deaths,
PE is a challenge to public health. Despite its global impact, there is no current
effective way of treatment available. Several theories support that a defective
placentation followed by an aberrantly increase of circulating anti-angiogenic factors
(AAFs) levels are implicated in PE physiopathology. In normal conditions, AAFs such
as the soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) modulates vascular endothelial
growth factor (VEGF) signaling. In PE, circulating sFlt-1 abnormally augmented
levels, induce a multi-systemic damage and widespread maternal endothelial
dysfunction. There is no current way of treatment to ameliorate AAFs detrimental
effects in the maternal vasculature observed in PE. To better understand the
mechanisms by which AAFs affect the endothelial function, we investigated the role
of sFlt-1 on endothelial cells (ECs) and extravillous trophoblast immortalized cell line
(HTR-8/SVneo) energy response. We found that sFlt-1 affected mitochondrial
respiratory capacity and spare respiratory capacity in ECs in a dose dependent
manner, leading to a metabolic phenotype switch to glycolysis. In contrast, HTR-
8/SVneo, demonstrate a basal glycolytic metabolic prolife. sFlt-1 did not disturb
HTR-8/SVneo mitochondrial metabolic phenotype with the same impact as in ECs.
To confirm the impact of sFlt-1 in mitochondria, cell viability assays forcing the cells
mitochondrial metabolism with galactose, reveal an impaired cell ability to obtain the
metabolic demands trough mitochondria, induced by sFlt-1. Given the necessity of
an effective treatment to PE, here, we postulate the use of sepiapterin (SEPI), as a
potential therapeutic approach for PE. We studied the ability of SEPI to restore the
endothelial function impaired by AAFs. SEPI, a precursor of eNOS’ co-factor
tetrehydrobiopterin (BH4), known to be safe during pregnancy, restored the
metabolic phenotype switch induced by sFlt-1 in ECs and restored the reserve
capacity and spare respiratory capacity in an in vitro model of PE induced by
maternal preeclamptic serum. In addition, SEPI protected ECs and HTR8/SVneo
cells from AAFs induced mitochondrial superoxide formation as detected by flow
cytometry MitoSOX fluorescence. SEPI probably acting as a pleiotropic drug,
enhance BH4/-NO bioavailability and diminish mitochondrial superoxide formation.
Our results demonstrate that AAFs are mitochondrial and bioenergetics disruptors
in both, ECs and trophoblast cells. SEPI, by enhancing endothelial and mitochondrial
function, is postulated a promising therapeutic drug to effectively treat PE.
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Introduccion

1.1 Preeclampsia: Problema de salud publica global

Una cifra estimada de 830 mujeres fallecen cada dia a nivel mundial, debido a
complicaciones asociadas al embarazo y al alumbramiento (1). El 99% de estas
muertes ocurre en paises en via de desarrollo, lo cual refleja la inequidad
socioeconémica existente en estas naciones, en comparacidn con paises
industrializados (1). Entre las principales causas de mortalidad materna se
encuentran: a) sangrado post-parto, b) infecciones, ¢) complicaciones asociadas a
abortos e, d) hipertension durante el embarazo (1, 2). En Colombia, los desérdenes
hipertensivos durante la gestacion, son la principal causa de mortalidad materna y
perinatal (3).

La preeclampsia (PE), es la complicacion mas enigmatica del embarazo, debido a
su efecto multi-sistémico (4). Se caracteriza por la aparicién de hipertension de
novo, a partir de la semana 20 de gestacion (5, 6), que generalmente se acompafa
de proteinuria (7). Al momento, se estima que afecta del 2 al 8% de todos los
embarazos a nivel mundial (8). La problematica en salud asociada a PE es mas
relevante en paises en via de desarrollo, donde la incidencia de hipertension en el
embarazo es alta. La tasa de mortalidad materna es veinte veces mayor que las
reportadas en paises desarrollados, lo cual convierte a PE en un desafio de alta
prioridad en salud publica (9). En Latinoamérica, la morbilidad perinatal relacionada
a PE puede llegar a cifras del 45%, mientras que la mortalidad se mantiene en entre
el 1-33% (9).

La diversidad de condiciones que predisponen a PE parecen estar vinculadas a
diferencias regionales, sociales y étnicas de cada poblacion (10). En paises
desarrollados, es usual que se relacione con obesidad, resistencia a la insulina e
hiperlipidemias (11). Mientras que en paises de bajo y mediano ingreso, el estilo de
vida poco saludable junto a la accesibilidad a dietas con alto porcentaje calérico, se
relaciona fuertemente a la aparicion de PE (12). La mayoria de estos factores de
riesgo, se relacionan a un estatus nutricional materno deficiente, que impactan
directamente en el desarrollo del feto (13) y en el crecimiento y desarrollo de la
placenta (14). La liberacion de factores placentarios (angiogénicos e inflamatorios)
al torrente sanguineo materno, de forma aumentada y desproporcionada, también
se relacionan a la aparicion de los sintomas de PE (15).

Clinicamente, la enfermedad se detecta por la aparicion de hipertension, que
generalmente se acompafia de proteinuria, a partir de la segunda mitad del
embarazo. Ademas, se asocia a otras manifestaciones clinicas como edema e
hiperuricemia (7). En su inicio, la PE puede ser asintomatica, con la presentacion
de algunos signos inespecificos, tales como: dolor de cabeza, alteraciones visuales,
edema en manos y pies, ganancia rapida de peso, entre otras (16). En
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complicaciones mas severas de PE, se denota la falla renal, edema y hemorragias
cerebrales, convulsiones y fallo hepatico entre las manifestaciones més resaltantes
(16). Para el manejo de PE, se emplean generalmente medicamentos anti-
hipertensivos. La administracion intravenosa o intramuscular de sulfato de
magnesio (MgS0Oa) es la primera eleccion para la prevencion y tratamiento de casos
de PE (17). Sin embargo, ante situaciones en donde peligre la vida de la madre o el
feto, el parto con el alumbramiento de la placenta resulta ser el procedimiento
efectivo (18).

1.2 Enigma en la etiologia de PE

1.2.1 Funcién de la placenta

A pesar de los multiples esfuerzos para entender la etiologia de PE, ésta sigue
siendo desconocida (19, 20). En el embarazo normal, las primeras fases de la
implantacion mantienen al saco gestacional en un ambiente de relativa baja tension
de oxigeno (O2), que favorece la proliferacion de las células trofoblasticas (15).
Durante el desarrollo de la placenta, el flujo sanguineo materno hacia el espacio
intermedio de las vellosidades coridnicas incrementa la tension de Oz (15). Este
estallido de Oz genera estrés oxidativo (21) y favorece la diferenciacion de los
trofoblastos proliferativos a trofoblastos invasores, permitiendo el intercambio de
nutrientes y desechos entre la madre y el feto (15).

Los citotrofoblastos (CTB) fetales migran hacia la decidua materna e invaden la
decidua (15) remodelando la capa de células endoteliales de las arteriolas
deciduales (22, 23), estableciendo la interfase materno-fetal durante el primer
trimestre de gestacion. Este ambiente de relativa hipoxia conlleva a la expresion del
factor inducible por hipoxia (HIF-1a) en la placenta (15), que regula la expresion de
genes inducibles por hipoxia (24). Hoy en dia, se propone que la placenta es el
organo desencadenante de la PE (18, 25). Inclusive, se ha presentado la
enfermedad con ausencia de feto (ejemplo: mola hidatiforme) (26-28). En casos
severos de PE, se han observado evidencias patologicas de hipo-perfusion e
isquemia del tejido placentario que se correlacionan con la severidad de la
enfermedad (29).

1.2.2 Teoria de dos estadios en la apariciéon de PE

En PE, el proceso de migracién e invasion trofoblastica estd alterado (30), la
remodelacion deficiente de las arterias espirales maternas provoca que el flujo
sanguineo hacia la placenta sea escaso, afectando el suplemento de O2 y nutrientes
(15). Figura 1.1. Normalmente, los trofoblastos se adentran en el tejido materno y
transforman los vasos sanguineos uterinos a partir de estructuras de bajo calibre, a
estructuras de mayor capacitancia (31). Esto permite aumentar el flujo de sangre
hacia los tejidos fetales y promover el desarrollo y crecimiento de la placenta (31).
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Figura 1.1 El escaso flujo sanguineo materno hacia la placenta esta asociado a una alterada invasion
y migracion de células trofoblasticas en PE (Primer estadio).

Zhou et al., 1993 y 1997; demostraron que en el desarrollo normal del embarazo,
los CTB invasores adoptan un fenotipo endotelial al expresar moléculas de adhesién
en su superficie celular, que les permite llevar a cabo un proceso de pseudo-
vasculogénesis (32, 33). En PE, los CTB carecen de esa habilidad y con ello la
invasion y remodelacion de la tanica intima de las arteriolas espirales maternas es
insuficiente (33). Entre los factores que regulan este proceso; se encuentran
mecanismos fisiolégicos como la hipoxia (34) y la expresion e interaccion de
moléculas angiogénicas y sus receptores, tales como el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento placentario (PIGF) y el receptor
1 de VEGF o soluble Fms-like tyrosine kinase 1 (VEGFR-1 o sFlt-1) (35). Ademas,
las células natural killer uterinas (NK uterinas), presentes en la decidua materna,
regulan la invasién trofoblastica y la remodelacion vascular (36).

En base a lo anterior, el Dr. Christopher Redman en 1991 describio la “teoria de
dos estadios” en el origen de PE (18). En su propuesta, Redman plante6 que el
primer estadio de la enfermedad incluiria una remodelacion vascular deficiente de
la decidua materna, que conllevaria a estados isquémicos/hipoxicos prolongados y
con ello la placenta se presentaria como un 6rgano extremadamente hipéxico (18).
A continuacién, en un segundo estadio, la placenta liberaria una serie de factores
placentarios al torrente sanguineo materno (18), regulados por un incremento en la
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expresion de genes inducidos por hipoxia (37), que en asociacion a factores de
riesgo poblacionales (10), conllevarian a la aparicion de signos y sintomas de PE
(18, 38, 39), incluyendo disfuncion endotelial (DE) materna generalizada (38, 39).
Figura 1.2.

Factores anti-angiogénicos

Factores pro-
Q inflamatorios

Otros
? ® Q mediadores

Trofoblasto

Figura 1.2 Las células trofoblasticas liberan una serie de factores placentarios al torrente sanguineo
en respuesta a un ambiente de extrema hipoxia en PE (Segundo estadio).

Se ha demostrado que la DE (40, 41) y el aumento de niveles circulantes de factores
anti-angiogénicos (FAAs); tal como sFlt-1 y la forma soluble del receptor endoglina
(seng) del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), estan involucradas en
la patogénesis de PE (42-45). Por otra parte, se ha sefialado un incremento en los
niveles de moléculas pro-inflamatorias y citoquinas en placentas mujeres
preeclampticas (46), lo cual sugiere una relacion del estatus inmunol6gico materno
en el inicio y/o desarrollo de PE (47).

1.3 Serializacion de VEGF y TGF-B. Papel de los FAAs y su relacion con PE

1.3.1 VEGF

La angiogénesis es un proceso de generacion de nuevos vasos sanguineos a partir
de estructuras pre-existentes (48), que permite la formacién y crecimiento de un
nuevo organismo durante el embarazo (49, 50). Como fue comentado
anteriormente, el desarrollo de la placenta cursa con periodos de isquemia o hipoxia
relativa mediados por HIF-1a (15), este evento favorece la transcripcion VEGF (51,
52). Por otra parte, VEGF ha demostrado ser un factor de supervivencia de células
endoteliales (CEs) (53). La activacion de las rutas de sefial dependientes de VEGF,
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dependen de su interaccion con diversos receptores celulares; entre los cuales se
encuentran:

VEGFR-1 o Flt-1 (fms-like tyrosine kinase 1) y el receptor 2 de VEGF
(VEGFR-2) o KDR (kinase domain region): Flt-1 y KDR son receptores tipo
tirosina quinasas (RTKs) (54). Flt-1 ha demostrado que es activado
débilmente en respuesta a VEGF (55), por lo que se ha postulado como un
receptor secundario, que favorece la activacion del receptor KDR (56). Por
su parte, KDR se considera el mayor modulador de la actividad de VEGF
(54), su fosforilacion permite la activacion de fosfolipasa C-y (57),
fosfatidilinositol-3 kinasa (PI-3K) (58), proteinas Ras GTPasa (59) y proteinas
de la familia Src (60).

VEGFR-3: Este receptor se encuentra principalmente en el endotelio venoso,
asociado a VEGFR-2, en etapas iniciales del desarrollo embrionario.
Finalmente en tejido adulto, se encuentra en el endotelio linfatico (61).

Neuropilinas 1y 2 (NRP 1y 2, respectivamente; Estos funcionan como co-
receptores de KDR, para potenciar la sefializacién de VEGF, favoreciendo la
sobrevivencia, quimiotaxis de CEs y angiogénesis (62). Figura 1.3.

Espacio
extracelular
VEGF-R1 VEGF-R2
FLT-1 KDR NRP1/2
%IIIIII XX I GG EQE T?Q— Membrana
ARl m HLBEEMQE plasmatica
CCCECESCOICEECTE D

Citoplasma

Figura 1.3 Principales receptores celulares de VEGF. VEGF-R1/FLT-1: Receptor 1 del factor de
crecimiento vascular endotelial, VEGF-R2/KDR: Receptor 2 del factor de crecimiento vascular
endotelial. NRP1/2: Neuropilinas 1y 2.

Los FAAs, al antagonizar la sefializacion dependiente de VEGF (63), afectan
negativamente la relajacion microvascular en el tejido renal (64), aumentan los
niveles de la molécula de adhesion celular 1 (ICAM-1), endotelina 1 (ET-1), factor
de von Willebrand, y llevan a la disminucién de la fosforilaciéon de PKB (Protein
kinase B) o Akt, en el residuo de serina 473 y de la fosforilacion de la enzima sintasa
de 6xido nitrico endotelial (eNOS) en el residuo de serina 1177 (65). Por otra parte,
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el antagonismo de VEGF, también impacta en la via de sefalizacion de las MAP
quinasas (Mitogen-Activated Protein Kinases) también conocida como la
sefalizacion de Raf-Mek-Erk y en la activacion de la via del fosfoinositol 3-
quinasa/Akt (P1-3K/Akt), afectando el crecimiento y proliferacion del endotelio (66).
Una funcion importante de VEGF corresponde a la induccion de relajacion vascular
dosis dependiente, como producto del incremento en la produccién de 6xido nitrico
(*NO) y de la expresion de eNOS (67, 68).

1.3.2 sEng

La forma soluble del receptor endoglina (seng) del factor de TGF-B, también actla
indirectamente como un importante antagonista en la sefializacién dependiente de
los receptores de TGF- (receptores Il (TBRII) y receptor tipo 1 ALK5) en CEs (69).
Ambos receptores actian en forma de complejos y son influenciados por moléculas
de endoglina (Eng) adheridas a la membrana celular, capaces de interactuar con
varias moléculas de la superfamilia de TGF- (69). De esta manera, Eng puede
estimular y/o inhibir varias respuestas en la sefalizacion de TGF- actuando como
ligando o como receptor (70).

Normalmente, la activacién de los receptores TBRII y ALK5 permiten la fosforilaciéon
y activacion de cascadas de sefalizacion intracelular que permite la activacion de
proteinas SMAD 1,5,8 en CEs (69). Estas SMADs forman complejos con moléculas
co-SMADs que se acumulan en el nacleo para participar como factores de
transcripcion en la regulaciéon de la expresion génica (69). A pesar que sEng ha sido
considerada como antagonista en la sefalizacién de TGF-f3, estudios in vitro que
emplearon sEng recombinante y la forma soluble del TBRII, indican que sEng tiene
un efecto débil en el bloqueo de la fosforilacion de SMADs 1,5,8 (70). Por otra parte,
sEng también bloquea la activacion de BMP9 (Bone Morphogenic Protein 9) y la
consecuente fosforilaciéon de SMADs 1,5,8 por esta via, demostrando su habilidad
de interferir con la sefializacion de la superfamilia de TGF- via BMP9. Bajo esta
premisa, SEng al antagonizar con BMP9 es capaz de afectar la funcién vascular
(70).

1.4 FAAs vy su funcién en PE

Un area de extensa investigacion en la patogénesis de PE, involucra el estudio de
la via de sefializacion dependiente de VEGF (42, 64, 71-74), debido a que su
sefalizacion es necesaria para funcién endotelial normal, angiogénesis vy
crecimiento celular durante el embarazo (49, 50). Un ligero desbalance en su
sefalizacion, puede desencadenar efectos sistémicos. Estos efectos se han
demostrado en otros escenarios, por ejemplo ante ciertos tipos de cancer, en donde
se emplea el bevacizumab (antagonista de VEGF isoforma A (VEGF-A) como
tratamiento, los pacientes han mostrado el desarrollo de signos de hipertension y
proteinuria (75). Asimismo, estudios in vivo en ratones, han demostrado que el
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silenciamiento de un alelo de VEGF-A resulta en degeneracion progresiva del
endotelio, que es fatal a los 11-12 dias de vida (76). Por otra parte, en lo
concerniente a la sefalizacion de TGF-[3, se ha mostrado que mutaciones en el gen
ENG que codifica para seng, resultan en malformaciones vasculares (77), desarrollo
insuficiente de la musculatura lisa vascular y arresto de la remodelacion endotelial
(78), control de la invasion y migracion de trofoblastos (79). Estas observaciones
muestran la implicacion de las vias de sefal dependientes de VEGF y TGF-(3 en el
funcionamiento correcto del sistema vascular, incluso durante el embarazo.

En el embarazo normal, los niveles circulantes de sFlt-1 aumentan progresivamente
mientras avanza la edad gestacional (64) y junto a VEGF, regulan el complejo
proceso de angiogénesis (80). En general, el incremento de los niveles de FAAs en
el embarazo tiene el efecto de aumentar el tono vascular materno y mantener la
perfusion uterina normal (15), actuando también como un regulador angiogénico
(80). En PE, los niveles circulantes de sFlt-1, se encuentran significativamente
elevados, comparado con mujeres normotensas (45, 81-83) debido a mecanismos
aun desconocidos (84). sFlt-1, antagoniza la sefializaciéon de VEGF e incrementa la
sensibilidad de CEs a moléculas pro-inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) (65). sFlt-1 también puede alterar los efectos vasodilatadores de
VEGF mediados por la produccién de *NO (15), lo cual resulta en hipertension (81).
De hecho, los niveles circulantes de sFlt-1 se correlacionan adversamente con los
niveles plasméticos de nitritos en PE (85) Figura 1.4.

Por otra parte, los niveles circulantes de sEng también aumentan en suero de
mujeres preeclampticas y este incremento se correlaciona con la severidad de la
enfermedad (42, 70). Para estos efectos, la placenta juega un papel importante en
la produccion de seng (42, 70). En PE, se ha identificado que los niveles circulantes
de seEng aumentan en mujeres preeclampticas de 8 a 10 semanas antes de la
apariciéon de sintomas (45). Las implicaciones moleculares de este aumento en los
niveles de seng conllevan al antagonismo en la sefalizacion dependiente de TGF-
B1y TGF-B3 (69) y a la disminucién de la activacion de eNOS (42).

En PE existen niveles significativamente mas elevados de sFlt-1 en plasma/suero
de pacientes con este trastorno, con respecto a mujeres normotensas (45, 81, 86),
junto a bajos niveles circulantes de; VEGF libre (71, 82, 87) y del PIGF (82, 86, 88).
Para entender el papel de sFlt-1, VEGF y PIGF en la aparicién de PE, un estudio in
vitro que emple6 sueros de pacientes normotensas y preeclampticas, demostro que
el suero de pacientes preeclampticas conlleva a efectos anti-angiogénicos,
observado mediante la inhibicion de la formacién de tubos (ensayo in vitro de
angiogénesis); mientras que el empleo de VEGF y PIGF recombinante, demostré el
restablecimiento de la angiogénesis (81). Por otra parte, en modelos animales con
sobreexpresion del gen sFlt-1 murino (empleo de vector adenoviral para la
transferencia génica del gen de sFlt-1), se encontré hipertension, proteinuria y
endoteliosis glomerular capilar (81), signos caracteristicos de PE (7). Finalmente,
ya que la placenta es el principal 6rgano productor de sFlt-1 (25), en PE, los niveles
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de mRNA sFlt-1 in situ se encuentran elevados comparados a tejidos de mujeres
normales (25). El aumento de la biodisponibilidad de sFlt-1 en PE, tiene efectos en
el tejido renal, que conllevan a proteinuria al bloquear los efectos de VEGF (81).

Receptores de VEGF
A Embarazo normal
td

vy

Fit-1

i
i
i
i
i
FIk-1/KDR]
i
i

Angiogénesis y vasculogénesis normal
Activacion de eNOS

Migracion y proliferacion celular

Trofoblasto
B Preeclampsia

" > Angiogénesis y vasculogénesis alterada i 14
Inhibicién de la activacion de eNOS
Inhibicién de la migracién celular
Apoptosis

—

Trofoblasto

Figura 1.4 Papel de los factores anti-angiogénicos en PE (11). A: Flt-1 y KDR son receptores de
VEGF tipo tirosina kinasa (RTKs) involucrados en el proceso angiogénico. sFlt-1 en condiciones
normales, regula la sefializacion de VEGF. B: En condiciones hipoxicas, elevadas concentraciones
de sFlt-1 (forma soluble del receptor Flt-1) compiten y antagonizan con VEGF y el PIGF, interfiriendo
con el enlace de estos ligandos por sus receptores; Flt-1 y KDR. Figura tomada y adaptada de:
Sanchez-Aranguren LC, Prada CE, Riano-Medina CE, Lopez M. Endothelial dysfunction and
preeclampsia: role of oxidative stress. Frontiers in physiology. 2014;5:372. Epub 2014/10/28.

Ademas de sFlt-1, la implicacién de sEng en PE resulta de la observacion de niveles
elevados de sEng en sangre de mujeres preeclampticas (42, 45). Estudios in vivo
en un modelo animal con sobreexpresién de SENG (con el empleo de adenovirus
como vectores de transfeccién) mostraron el desarrollo de signos clinicos de PE
(42). Ademas, estudios in vitro con SEng recombinante muestran que esta proteina
causa inhibicién del ensayo de formacion de tubos, lo cual da evidencia del impacto
de este sEng en la funcion vascular normal y su implicacion en PE (42). Estas
observaciones reiteran el impacto que las moléculas anti-angiogénicas tienen en la
instauracion de la fase sintomatica de PE.
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1.5 Factores pro-inflamatorios en PE

Funciéon de TNF-a

El embarazo se considera un proceso inmune complejo, en donde la madre tolera
inmunolégicamente al feto a través de la gestacion (89, 90). Un desbalance en este
delicado proceso inmune puede afectar la invasion trofoblastica (91, 92); proceso
clave en la aparicién de PE (30). En PE, hay una activacion aumentada de células
inmunes (93). Se ha demostrado que un desbalance en la sefalizacion del sistema
inmune (Sl), que implica el aumento de los niveles circulantes de factores pro-
inflamatorios (FPIs) como TNF-a (94), juegan un papel en la proliferacion, migracion
e invasion trofoblastica en PE (95). La PE, se ha asociado a una respuesta
inflamatoria excesiva, que involucra un aumento en produccién de citoquinas pro-
inflamatorias de la respuesta inmune tipo Thl, tal como TNF-a (96) y una reducida
respuesta inmune de tipo Th2 (97), tal como IL-10. Estos cambios conllevan a una
alteracién del balance Th1/Th2, favoreciendo una respuesta predominantemente de
tipo Thl en PE (96, 98); mientras que los embarazos normales se caracterizan por
una respuesta preferentemente de tipo Th2 (99). La respuesta tipo Thl en PE,
conlleva a una menor tolerancia del SI materno por el nuevo ser vivo en formacion,
que resulta en una invasion trofoblastica deficiente y placentacion alterada (91, 92).

TNF-a es producido principalmente por macréfagos y monocitos en respuesta a la
activacion del SI (100). En relacion al embarazo, TNF-a es producido por células de
las vellosidades coridnicas, por CTB, sincitiotrofoblastos (STB) y trofoblastos
invasivos de la placenta (101). Se ha demostrado en estudios in vivo en ratones,
que la infusion de TNF-a resulta en un incremento en los niveles de presion arterial
y proteinuria (102). En mujeres preeclampticas, los niveles de TNF-a estan
aumentados (94, 103). Ademas, otros FPIs, tal como la proteina C reactiva (PCR)
también estan aumentados en PE (104, 105). Incluso, estudios con explantes de
placentas, han demostrado un incremento en los niveles de sFlt-1 (106, 107) y TNF-
a (108-110) bajo condiciones que simulan PE. Un reporte, de Xu et al., 2009 indica
que sFlt-1 favorece la produccion de TNF-a en tejido placentario (98). Otros reportes
han postulado que el antagonismo de VEGF mediado por sFlt-1 en CEs, genera
mayor sensibilidad de estas células a FPIs (65).

1.6 Estrés oxidativo en PE

Cuando las defensas antioxidantes de los tejidos no son capaces de sobreponerse
a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), resulta en estrés oxidativo
(111). Durante el embarazo normal, hay produccion de ROS como condicién
fisiologica (112). Sin embargo, en PE, el incremento en la produccion de ROS
resulta en estrés oxidativo y se considera un factor determinante en la fisiopatologia
de la enfermedad (113, 114). Los periodos intermitentes isquemia/reperfusion e
hipoxia relativa, en las placentas preeclampticas ocasionan un incremento en la
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produccion de ROS (114, 115), que conllevan a peroxidacion de lipidos (114, 116),
aumento en la formacion de isoprostanos (productos de oxidacion del &cido
araquidonico) y reduccion de las defensas antioxidantes en PE (114, 117).

El estrés oxidativo causa alteraciones covalentes post-transcripcionales en
proteinas, ADN (118) y lipidos (119); lo cual conlleva a cambios estructurales y
funcionales en las proteinas y lipidos (119). La existencia de ROS durante el
embarazo normal es un hecho (120), lo cual indica que un desbalance de las
defensas antioxidantes naturales, es probablemente un mecanismo fisiopatologico
implicado en PE (121). Consistentemente, concentraciones elevadas de
tioredoxina-1 (proteina sensitiva a cambios redox), esta asociada a un aumento en
el estrés oxidativo en mujeres embarazadas (122). Otros marcadores de estrés
oxidativo como el malondialdehido (marcador de peroxidacién lipidica), se han
encontrado elevados en suero de pacientes preeclampticas, medidos entre las
semanas de gestacion 10-14 y de la 20-24; estos hallazgos indican que existen
cambios que favorecen el estrés oxidativo, incluso antes de la aparicion de sintomas
de PE (123).

La administracion exdgena de sFlt-1 en modelos animales establecido en ratas
embarazadas, conlleva a un incremento en la produccion de ROS e hipertension
(124). Recientemente, en un modelo murino con administracion exégena de sFlt-1,
se asoci6 a este FAAs con estrés oxidativo y apoptosis, los investigadores
demostraron que tras la administracion de sFlt-1, se presentaban cambios
histoldgicos en la mitocondria de células trofoblasticas y aumento de marcadores
pro-apoptéticos; lo cual sugirid que sFlt-1 juega un papel importante en el estrés
oxidativo y apoptosis en trofoblastos (125). Ademas de la determinacion de estrés
oxidativo y el dafio que esto acarrea en los tejidos, muchos investigadores han
evaluado la capacidad antioxidante en la circulacion materna, al determinar la
concentracion de antioxidantes especificos o la actividad de enzimas antioxidantes
(126). Sin embargo, los métodos de determinacion no son siempre posibles de ser
comparados y podrian no representar el verdadero estatus antioxidante materno
(126). Esto ha permitido que exista cierta ambigiedad en los hallazgos, pero el
consenso sugiere que la capacidad antioxidante en la circulacion materna, esta
disminuida (126). El glutation, es ampliamente reconocido como el mayor
antioxidante intracelular y ha sido analizado en sangre a través de diversas
metodologias (127). Las mujeres con PE reportan concentraciones en plasma mas
bajas de glutation en comparacion con pacientes normotensas (128) y menores
niveles de la razon glutation:hemoglobina, al comparar también con pacientes
normotensas (129).

1.7 Preeclampsia: una enfermedad de origen metabélico

El desarrollo de un nuevo ser vivo es un proceso metabdlico dindmico (130). En los
embarazos normales, existen dos etapas metabdlicas (130); la primera, ocurre
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durante los dos primeros tercios del embarazo. En ésta, el crecimiento del feto no
es tan marcado, en comparacion el proceso de diferenciacion y organogénesis, que
son dominantes (130). EI metabolismo materno durante la primera etapa es
principalmente anabdlico, dirigido a almacenamiento de nutrientes; esto ha sido
evidenciado por la acumulacion de tejido graso (131). En la segunda etapa; que
ocurre durante el tercer y ultimo tercio del embarazo, el crecimiento del feto es
rapido. Este crecimiento acelerado del feto, ocurre debido a un cambio en el
metabolismo materno, a un metabolismo principalmente catabdlico, para permitir la
transferencia de nutrientes al feto, a través de la placenta (130). En esta segunda
etapa metabdlica, existe un incremento del desdoblamiento de lipidos almacenados,
aumento en la cetogénesis y gluconeogénesis, principalmente en condiciones de
donde la ingesta alimenticia es reducida (132). El balance metabdlico durante el
embarazo esta idealmente disefiado para permitir un suplemento continuo de
nutrientes al feto y la placenta, incluso en condiciones cuando la ingesta de
alimentos por parte de la medre es limitada (130).

Hoy en dia, en paises de bajo y mediano ingreso, el desenfrenado acceso a dietas
poco saludables y a alimentos de porcentaje caldrico elevado y altos en grasas, ha
contribuido a desregulacion metabodlica y a obesidad materna (12). El estatus
nutricional materno es muy importante durante la gestacion, ya que predispone a la
aparicion de enfermedades metabdlicas como la diabetes gestacional (133). La
nutricibn materna tiene un impacto directo en la placenta y en la salud del feto en
etapas post-parto, mas adelante en su vida adulta (13). Basado en esta propuesta,
Barker et al., 1986 propuso la teoria del “Thrifty phenotype”, que postula que una
nutricion deficiente en etapas tempranas de la vida, conllevaria a cambios
permanentes en el metabolismo de los individuos en su vida adulta (13). Esta teoria
relaciona a un crecimiento fetal restringido o limitado con la aparicion de
enfermedades metabdlicas en esos individuos més tarde, en su vida adulta. Todo
esto como resultado de adaptaciones que el feto durante su desarrollo, adquiere en
respuesta a un limitado suplemento de nutrientes.

1.7.1 Papel de la mitocondria en PE

La mitocondria, considerada la principal maquinaria energética celular (134), tiene
una funcién determinante en la aparicién de enfermedades cardiovasculares (135)
y en complicaciones en el embarazo, tal como PE (136). Torbergsen et al. 1989,
fueron los primeros en reportar una elevada incidencia de PE, en una familia a la
cual se le habia diagnosticado disfuncion mitocondrial (DM) (137). Esta observacion,
conllevo a la hipétesis de que la fisiopatologia de PE estaria asociada a la funcion
mitocondrial (138).

Por otra parte, el proceso de diferenciacion de trofoblastos en etapas tempranas del
embarazo, junto a la invasién trofoblastica hacia el endometrio materno, es un
proceso que consume gran cantidad de energia, esto implica la migracion celular y
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sintesis de proteinas (138). Por lo tanto, un defecto en el proceso de obtencién de
energia en los trofoblastos, podria afectar gravemente el proceso de placentacion
normal durante el embarazo (138). Estudios funcionales y morfologicos han
demostrado una asociacion entre la mitocondria y PE; en mujeres preeclampticas
se evidenciaron cambios histologicos en mitocondrias de CEs, con pérdida de las
crestas mitocondriales, estos cambios son sugestivos de un desorden sistémico de
tipo metabdlico (139). Otros investigadores han reportado una disminucién de la
actividad (140) y expresion de ARN mensajero (141) de citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1IV) de la cadena transportadora de electrones (CTE) en placentas
provenientes de mujeres preecldmpticas, en comparacion a aquellas provenientes
de mujeres normotensas (140).

Un estudio de lllsinger et al. 2010, demostré una asociacién entre DM, PE y
sindrome de hemodlisis, elevados niveles de enzimas hepaticas y recuento
plaquetario disminuido o sindrome “HELLP” (Hemolysis, Elevated Liver enzymes
and Low Platelet count, por sus siglas en inglés) en un estudio in vitro con células
endoteliales umbilicales humanas (HUVEC, “Human Umbilical Vein Endotelial Cells
por sus siglas en inglés). Este estudio demostré una reduccion en las enzimas de la
CTE y en las involucradas en la oxidacién de acidos grasos en la unidad feto-
placentaria (142). Por otra parte, la mitocondria es considerada una de las mayores
fuentes de produccién de ROS en las células (136, 143). Los ROS de origen
mitocondrial (MROS), podrian conllevar a la acumulacién de mutaciones en el AND
mitocondrial (ADNmt) y con ello exacerbar defectos en respiracion mitocondrial, que
a su vez promoverian mayor acumulacion de mROS y estrés oxidativo en la
mitocondria (143). También, se ha demostrado que en PE, existen cambios
degenerativos indicativos de apoptosis en placentas (136), asi como en STB (144)
en comparacion con tejido proveniente de mujeres normotensas (136, 144).

1.7.2 Mitocondria y FAAs

Entre los factores angiogénicos asociados a la funcién mitocondrial, se encuentra
VEGF (145). Se ha demostrado que VEGF promueve el metabolismo mitocondrial
con la subsecuente formacion de ROS, para soportar la migracion de células
HUVEC. En un estudio de Wright et al. 2008, se emple6 una concentracion de VEGF
de 20 ng/mL y se determiné que el efecto de VEGF ocurre via Akt (homélogo Akt3)
(145). Se ha demostrado que la homeostasis de VEGF activa la sefializacion de PI-
3K/Akt, resultando en la inhibicién de la apoptosis por via intrinseca mitocondrial
(146). Estas observaciones de Chen et al., 20016, demostraron que VEGF juega un
papel crucial en el mantenimiento de la viabilidad celular, en aquellas células que
estan expuestas a periodos de isquemia/reperfusion (146).

Recientemente, un estudio in vivo, en ratones, demostré que la infusion exégena de
sFlt-1 conduce a los bien definidos signos clinicos de PE, tal como; hipertensién y
proteinuria (125). Ademas, demostraron que sFlt-1 induce cambios histolégicos en
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la mitocondria detectados por microscopia electrénica, junto a un aumento en
marcadores de apoptosis en el tejido placentario (125). Hasta el momento, no se ha
comprobado si sFlt-1 o en su defecto, la disponibilidad de VEGF, pueden conllevar
a cambios o perturbaciones metabdlicas tempranas en la mitocondria que
promuevan la DE y con ello la aparicion de la enfermedad.

1.8 Disfuncién endotelial en PE

Durante el embarazo normal ocurren variaciones hemodinamicas, existe aumento
del volumen sanguineo y del gasto cardiaco, con disminucion en la resistencia
vascular (147). El funcionamiento apropiado del endotelio, involucra la produccion
de oOxido nitrico (*NO) y la habilidad de esta molécula de llegar a su receptor
intracelular, la guanilato ciclasa soluble (sGC) que a su vez activa la enzima
guanilato monofosfato ciclica (cGMP), bloqueando la entrada de calcio (Ca?*) al
sarcomero, permitiendo la relajacion del muasculo liso (148). EI *NO se genera
enzimaticamente por las sintasas de 6xido nitrico (NOS), familia de enzimas que
catalizan la reduccion de 9-electrones (e”) de L-arginina a *NO, L-citrulina y agua
(149).

Al momento, tres isoformas de NOS han sido identificadas, caracterizadas y
clonadas y se han nombrado de acuerdo al tejido en donde fueron originalmente
identificadas (150);

e Dos isoformas, la neuronal (NNOS) y la endotelial (eNOS) que se expresan
constitutivamente (150). Ver representacién esquematica de eNOS en la
Figura 1.5.

e La forma inducible (iNOS), identificada en macréfagos es inducida por
citoquinas y productos bacterianos; por ejemplo: lipopolisacaridos (LPS)
(150).

La nNOS y la eNOS estan reguladas por el flujo de Ca?* en el citoplasma, lo cual
resulta en concentraciones nanomolares a picomolares de *NO (150). Se ha
demostrado que ademas de la funcion vasodilatadora, el *NO juega un papel central
en la implantacion del blastocisto y la diferenciacion, motilidad e invasion de las
células trofoblasticas (33). El papel del *NO en PE no ha sido definido como en otros
sistemas vasculares; los niveles plasmaticos, séricos y urinarios de nitritos (NO2") y
nitratos (NOz3’), representativos de la disponibilidad de <NO, son variables y
controversiales (11). Con respecto al cGMP, en PE se han identificado niveles
disminuidos en plasma y orina con respecto a mujeres normotensas (151).

En PE, las manifestaciones clinicas de la enfermedad y los hallazgos de estudios in
vitro e in vivo, reflejan una pérdida de la funcion endotelial materna (64, 81). Se ha
propuesto de la DE en PE esta mediada por diversas moléculas, entre ellas el factor
de von Willebrand (152), fibronectina celular (153), endotelina-1 (154), entre otras.
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En estudios in vivo se encontr6 que existe una relajacion vascular alterada,
dependiente del endotelio, en vasos sanguineos maternos (155). Ademas, se ha
demostrado que sFlt-1 es capaz de alterar la biodisponibilidad el *NO, al antagonizar
la sefalizacion dependiente de VEGF (63), que es capaz de inducir la transcripcion
y sintesis de eNOS (156) y la activacion de eNOS via fosforilacion del residuo de
serina 1177 (65). Entre otros FAAs, la sEng, al igual que sFlt-1, cooperan para
inducir DE in vitro y PE in vivo (42).
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L-arginina i NADP+
‘\ H+
+ ‘\* € [ 0 /’
02 e -~
o
FAD
FMN Fe
BH4 Oxidasa
+
L-citrulina

Figura 1.5 Representacion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS). La L-arginina es el
substrato enzimético que en presencia de oxigeno y los co-factores enzimaticos; NADPH:
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, FMN/FAD: Flavina mononucleétido/Flavina adenina
dinucle6tido, Ca?*/CaM: Calcio/calmodulina y BH4: Tetrahidrobiopterina, facilitan la transferencia de
electrones (e") del dominio reductasa al dominio oxidasa de eNOS y con ello la formacién de L-
arginina y 6xido nitrico (*NO).

1.9 Funcién del 6xido nitrico en PE

La funcion del *NO en PE no ha sido tan bien establecida como en otros modelos
patolégicos (11). Los resultados obtenidos de estudios que han detectado niveles
de *NO en plasma, suero y orina de mujeres con preeclampsia son controversiales
y variables (11). Al momento, se han reportado niveles de *NO en diferentes fluidos
corporales, como plasma, suero u orina; medidos a través de técnicas desde
colorimétricas hasta quimioluminiscentes (13). Tal como se resume en la Tabla 1,
diversos grupos de investigacion han reportado diferentes niveles de NOs™ y NOz".
Los resultados varian entre estudios y a través del tejido o fluidos empleados para
el estudio. A pesar de estas discrepancias, en lineas generales, muchos estudios
apuntan a que los niveles de *NO se encuentran disminuidos en PE, otros indican
gue no existen diferencias, mientras que otros han reportado niveles aumentados
en comparaciéon a los medidos en mujeres normotensas (Tabla 1).
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Estudios de cohorte llevados a cabo en México y Brasil, demostraron que los niveles
plasméticos de *NO en mujeres preeclampticas son significativamente mayores que
en mujeres normotensas (157, 158). En contraste, estudios in vitro en CEs
cultivadas con sueros provenientes de pacientes preeclampticas indicé que la
expresion de INOS en respuesta a suero preeclamptico fue significativamente mayor
en comparacion a la respuesta vista en pacientes normotensas (159). Otros
estudios han propuesto que la expresion y actividad de eNOS en CEs expuestas a
plasma de mujeres preeclampticas, fue significativamente mayor con respecto a las
determinaciones en células expuestas a plasma de mujeres normotensas (160,
161). Ademas, tal como ya ha sido indicado, el desacoplamiento de eNOS ha sido
demostrado como una fuente importante de producciéon de ROS, relacionada a una
baja disponibilidad de *NO (162, 163). Esto se ha observado cuando existe una
disponibilidad reducida del cofactor BH4 (164) o en presencia de cambios post-
transcripcionales de eNOS (165); en estos caso, se ve afectada su funcion
enzimatica y por ende, la produccién de *NO.
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Niveles de eNO

Referencia Metodologia Tejido Pais
Preeclampticas n Normotensas n P
. Estados
(Sl‘zgma” etal, 1994 poaccion de Greiss ~ Suero  4.65+085umolll 26  346+143umolll 26 002  Unidos
Estados
Baker et al., 1995 L : Células 97.3+ 9.6 71.9 + 4.3 .
(167). Reaccion de Greiss B88 nmolimg 10 nmolimg 10 <0.05 Unidos
Reino
|(_13/;|3|)et al., 1995 Reaccion de Greiss ~ Suero  29.5+1.06 ymollL 32 29.8+1.07pymollL 36 NS Unido
Davidge et al., 1996 Reaccién de Greiss Plasma 32.7+3.1umol/lL 14 258+24pumollL 20 NS Est_ados
(169). Unidos
0.37 + 0.06 pumol 0.69 + 0.11 umol
Orina NOz/mg 14 NOz/mg 20 <0.05
creatinina creatinina
Nobunaga etal., Reaccion de Greiss Plasma 456+23pumol/lL 23 30.3+1.0umol/lL 23 <0.01 Japén
1996 (170).
Pathak etal., 1999 Reaccion de Greiss Suero 1182+ 116 50 5.08+0.47 50 <0.01 India
(A71). umol/L
Choi et al., 2002 Reaccion de Greiss Suero 43.1+£12.7 uyM 52  249.7+51.3 uM 80 <0.05 Korea

(172).
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Aydin et al., 2004
(173).

Diejomaoh et al.,
2004 (174).

Sandrim et al., 2010
(175).

Ehsanipoor et al.
2013 (176).

Conrad et al., 1999
a77).

Nishikawa et al.,
2000 (178).

Shaamash et al.,
2000 (179).

Vural et al., 2002
(180).
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Reaccion de Greiss
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(NOA Sievers)

Reaccion de Greiss

Reaccion de Greiss

Reaccion de Greiss

Reaccion de Greiss

Reaccion de Greiss

Plasma

Suero

Plasma

Plasma

Plasma

Suero

Suero

Plasma

48.11
pmol/L

19.189
pumol/L

+

3.77

16.805

102 £ 7.1 nmol/L

36.6 UM

35+ 2 pM

43.23 £3.55 uM
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88.83
pmol/L

35

5.67

35

47

12

15
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63.14
umol/L

7.08

19.157 +
umol/L

13.407

214.8
nmol/L

26.1

58.1 uM

34+ 2 pM

23.63 + 1.87 uM

20.5 £ 6.7 umol/L

62.63
umol/L

9.52

34

47

12

22

20

<0.001

NS

<0.05
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NS

NS

<0.001
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Estados
Unidos

Estados
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Teran et al., 2006

(181) Quimioluminiscencia Plasma  15.8+ 1.1 yM 30 234+19puM 60 <0.01 Ecuador
China

Mao et al., 2010 2342 + 286 2883 + 244

(182). GC-MS Plasma umoliL 60 umol/L 30 <0.01

Tabla 1.1 Diferencias entre las concentraciones de *NO en diferentes estudios (11). Tabla tomada y adaptada de: Sanchez-
Aranguren LC, Prada CE, Riano-Medina CE, Lopez M. Endothelial dysfunction and preeclampsia: role of oxidative stress. Frontiers
in physiology 2014;5:372. Epub 2014/10/28.
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1.10 Metabolismo en PE

Metabolismo de carbohidratos en PE

La asociacion entre PE y ciertos factores de riesgo como la diabetes mellitus, previa
al periodo de gestacion, sugiere que defectos en el metabolismo, podrian contribuir
a la a paricién de PE (183). La glucosa, es el principal carbohidrato transportado a
través de la placenta, desde la circulacibn materna hacia el feto (130). El proceso
de gluconeogénesis es limitado en el feto, motivo por el cual, la glucosa debe ser
transportada desde la madre, hacia el feto a través de la placenta (184). Durante las
primeras etapas del embarazo, la tolerancia a la glucosa en el madre es normal o
ligeramente aumentada, debido a un aumento a la sensibilidad a la insulina en
tejidos periféricos; la produccién de glucosa a nivel hepatica también es normal
(185). A medida que el embarazo avanza, del mismo modo se ve incrementada la
tolerancia de la madre a la glucosa (186).

Varios estudios han reportado que la asociacion entre resistencia a la insulina y la
aparicion de PE durante el embarazo (187-189). Hasta la fecha, no se han
identificado las causas de esta asociacion (130). Sin embargo, el incremento en los
niveles de citoquinas en PE (94) y la relacion entre inflamacion y resistencia a la
insulina (190), podria explicar la asociacion con el aumento de la tolerancia a la
glucosay resistencia a la insulina, vista en PE (130). Por otra parte, se han reportado
diferencias entre los transportadores de glucosa (GLUT) en placentas provenientes
de pacientes preeclampticas con respecto a aquellas provenientes de embarazos
normales (130).

En otro orden de ideas, el metabolismo del glucégeno, ha sido esporadicamente
estudiado en PE (133). Robb et al., 1976 encontraron que los niveles de glucogeno
en tejido placentario proveniente de placentas preeclampticas tendia a ser mayor
en comparacion a tejidos de pacientes normotensas. Sin embargo, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (191). Dada la relacién entre PE e hipoxia
y hallazgos previos que asocian a la hipoxia placentaria con un alterado consumo
de glucosa y el transporte de glucosa hacia la placenta (192); la hipoxia podria
influenciar el metabolismo de carbohidratos en complicaciones como PE.

Metabolismo y FAAs

Entre los factores angiogénicos asociados a la funcién mitocondrial, se encuentra
VEGF (145). Se ha demostrado que VEGF promueve el metabolismo mitocondrial
con la subsecuente formacion de ROS, para soportar la migraciéon de células
HUVEC. Un estudio de Wright et al. 2008, emple6 una concentracion de VEGF de
20 ng/mL para determinar los efectos de esta proteina en la actividad mitocondrial
y demostrd, que este efecto ocurre via Akt (homologo Akt3) (145). Se ha
demostrado que la homeostasis de VEGF activa la sefalizacion de PI-3K/Akt,
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resultando en la inhibicion de la apoptosis por via intrinseca mitocondrial, lo cual
demuestra que VEGF juega un papel crucial en el mantenimiento de la viabilidad
celular, en células expuestas a periodos de isquemia/reperfusion (146).

Algunos autores han propuesto una conexidon entre el metabolismo de
carbohidratos, particularmente el metabolismo de la glucosa, con el desbalance
angiogénico caracteristico en PE (133). La deficiencia de PIGF, ha demostrado
tener un papel importante en la resistencia a la insulina (193). Un estudio en ratones
con deficiencia de PIGF (PIGF/) demostré que estos presentaban resistencia a la
insulina y una sensibilidad aumentada a la glucosa (193). Thadhani et al., 2004
también demostraron una asociacion entre niveles bajos de PIGF, resistencia a la
insulina y PE (194). Mientras, en un estudio en ratones se encontrd que la inhibicion
de PIGF conducia a obesidad y metabolismo alterado de lipidos, dichas
observaciones ocurrian en parte, como resultado de una funciébn angiogénica
alterada en respuesta a PIGF (193).

Por su parte, la deficiencia de VEGF isoforma B (VEGF-B) esta asociada a un
incremento en el consumo de glucosa y baja produccion de glucégeno, esto se
demostré en células HUVEC tratadas con inhibidor de VEGF (133). Estos hallazgos
sugieren que un desbalance angiogénico podria tener serias implicaciones en el
metabolismo placentario (133). Aun asi, hasta el momento, no se ha abordado la
posibilidad de que FAAs como sFlt-1 sean capaces de inducir cambios metabdlicos
tempranos capaces de inducir DE y con ello la aparicion de PE.

1.11 Sepiapterina: Potencial agente terapéutico en PE

Tetrahidrobiopterina (BH4) y eNOS

(6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) es una pteridina producida endégenamente,
gue actia como cofactor de enzimas hidroxilasas de aminoacidos aromaticos y de
las NOS (195). Es sintetizada principalmente en CEs, células de la musculatura lisa,
fibroblastos y trofoblastos a través de la via biosintética de novo y la via salvaje
(196) (salvage pathway o via salvaje) (195) Figura 1.6.
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Figura 1.6 Sintesis de BH4 a través de vias de novo y salvaje (195). En la via de novo, las enzimas
GTPCH-1: GTP ciclohidrolasa 1, PTPS: Piruvoil tetrahidrobiopterina sintasa y SR: Sepiapterina
reductasa y en la via salvaje, las enzimas SR: Sepiapterina reductasa y DHFR: Dihidrofolato
reductasa, permiten la sintesis de tetrahidrobiopterina. Figura adaptada de: Alp NJ, Channon KM.
Regulation of endothelial nitric oxide synthase by tetrahydrobiopterin in vascular disease.
Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology. 2004;24(3):413-20. Epub 2003/12/06 (197).

La primera enzima de la via biosintética y también la enzima limitante es la GTP
ciclohidrolasa 1 (GTPCH-1), a continuacion, las enzimas piruvoil
tetrahidrobiopterina sintasa (PTPS) y la sepiapterina reductasa (SR) permiten la
conversion de GTP a BH4. Ademés, la via salvaje permite la regeneracion de BH4
a partir de su producto oxidado 7,8-dihidrobiopterina (BH2) en donde patrticipa la
actividad de las enzimas SR y dihidrofolato reductasa (DHFR) (195).

BH4 es un cofactor esencial para el acoplamiento de eNOS (198, 199), promueve
la sintesis de *NO facilitando la transferencia de electrones del dominio reductasa
de eNOS, con la participacion de flavin monomucle6tido (FMN) y flavin adenin
dinucleétido (FAD), que permiten la transferencia electrones del NADPH al grupo
hemo en el dominio oxidasa de eNOS. El dominio oxidasa contiene sitios de enlace
para la L-arginina y BH4 (195). Una vez activada, la enzima adquiere una
conformacion homodimérica que incrementa la eficiencia en la oxidacion de la L-
arginina a L-citrulina en presencia de Oz y permite la formacion de *NO (200) Figura
1.7.

La formacion de O2"" por el desacoplamiento de eNOS ha sido implicada en DE,
asociado a enfermedades cardiovasculares como hipertensién y diabetes (163,
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201). Figura 1.7. En un modelo animal de hipertension en el embarazo en ratas, se
demostré que la suplementacion con sepiapterina, analogo precursor de BH4,
aumento la produccién de <NO, la relajacion vascular dependiente de *NO y
disminuyd la formacién de ROS (202).

A NADPH B NADPH

L-arginina 4 - L-arginina
e,

+
L-citrulina

- BH4

Figura 1.7 El desacoplamiento de la enzima eNOS, debido a una disponibilidad baja de BH4, resulta
en baja producciéon de *NO. A: Enzima eNOS acoplada. B: Desacoplamiento de eNOS por baja
disponibilidad de BH4.

BH4 como molécula antioxidante

Las actividades regulatorias de estrés oxidativo celular, mediadas por BH4, sugieren
que esta molécula podria actuar como “scavenger”, es decir, como un estabilizador
o neutralizador de ROS (203). Esto se infiere a partir de estudios cinéticos de la
reaccion de BH4 con radicales libres, que mostraron que a pH neutro, BH4
neutraliza rapidamente las especies reactivas (204). Sin embargo, esta teoria aun
esta por ser complementada ya que las reacciones subsiguientes de los radicales
derivados de BH4 siguen siendo desconocidas (203). Se ha propuesto que la
combinacion de BH4 con otros antioxidantes como el acido ascérbico, preserva su
poder reductor a través de la conversion rapida de radicales de BH4, a su forma
totalmente reducida (204). Por ello, se ha sugerido que el reciclaje de BH4 podria
estar acoplado a la actividad antioxidante del acido ascorbico (203). Ademas de
estas observaciones, quimicamente, la estructura de BH4 se basa en una molécula
de pteridina, asociada previamente con propiedades antioxidantes (205).

Algunos estudios citados a continuacion, se han enfocado en conocer las
propiedades antioxidantes de la molécula de BH4, empleando tetrahidroneopterina
(H4N), un compuesto con propiedades antioxidantes similares a BH4 pero que no
funciona como cofactor para eNOS. No obstante, los resultados obtenidos al
comparar esta molécula con BH4, han sido ambiguos. Wunderlich et al., 2008
emplearon un modelo animal de DE empleando ratones deficientes de caveolina-1,
en este estudio, el empleo de BH4, pero no H4N disminuyé la produccion de Oz
(206). Por otra parte, un estudio con fumadores crénicos, demostré que la
administracion de BH4, pero no de H4N, mejora la vasodilataciéon en respuesta a
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acetilcolina (207). En contraste, en estudios de hipoxia/reperfusion; tanto la
administracion de BH4 como H4N, causaron efectores protectores (208).

Mas recientemente, Sethumadhavan et al., 2016 encontraron en un modelo in vivo
en ratones con sobreexpresion especifica de GTPCH-1 en cardiomiocitos, que altos
niveles de BH4, debido a la sobreexpresion de GTPCH-1, disminuye
significativamente el estatus redox celular sin afectar los niveles celulares de *NO
(209). Es posible que BH4, en situaciones independientes de la actividad de eNOS,
pueda actuar como un potente agente antioxidante.

Sepiapterina

En el afio 2007, la “Food and Drug Administration” (FDA) aprobé el uso de la primera
formulacion de BH4 (dicloruro de sapropterina, Kuvan), para su uso en pacientes
con fenilcetonuria (210), enfermedad genética que causa la acumulacién de
fenilalanina en la sangre (211). El dicloruro de sapropterina es el primer farmaco
aprobado con funciones analogas a BH4 (210).

Experimentalmente, la administracién oral de L-sepiapterina, precursor de BH4, ha
demostrado restablecer la DE y reducir el estrés oxidativo en un modelo in vivo
empleando arterias mesentéricas aislada de ratones diabéticos (db/db) (212). La
sepiapterina (SEPI), funciona como precursor de BH4 por la via salvaje (195). Su
administracion oral a las 6 horas demostro restablecer los niveles de BH4 en
conejos previamente alimentados con una dieta rica en colesterol (modelo de DE in
vivo). Basado en sus hallazgos, los autores proponen que el empleo de sepiapterina
podria mejorar el tono vasomotor durante la ateroesclerosis (213). SEPI, como
precursor de BH4, funciona como agente acoplante de eNOS in vitro en CEs, donde
ha demostrado restablecer la produccion de *NO (203).

1.12 Tratamiento y prevencion de la hipertension en PE

Existen diferentes enfoques para el tratamiento de PE (214). En primer lugar, se
encuentran las drogas con funcién anti-hipertensiva, tal como la hidrazalina,
nefidipina y aldomet (metildopa), que han demostrado promover la vasodilatacion
sin ocasionar efectos desfavorables en la madre o en el feto (215). Entre otras
drogas, beta-bloqueantes como el labetalol se consideran tratamientos apropiados
en PE (216). Se ha administrado aspirina de manera profilactica, con la reduccion
de la aparicién de PE en un 15% (217) y 17% (218). Sin embargo, aln no es bien
conocido en qué grupos de mujeres la aspirina es una terapia adecuada (217). Por
otra parte, esta el empleo de sulfato de magnesio (MgSQ4), éste ha demostrado
reducir la mortalidad materna en PE y el riesgo de eclampsia en un 50% (17, 219).

La administracion de antioxidantes como la vitamina C y E se ha asociado con la
reduccion de la incidencia de la PE, en ciertas poblaciones en riesgo (220). Sin
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embargo, también se ha observado que no existe evidencia que la suplementacién
con vitamina C y E reduzca la aparicion de PE en mujeres de bajo riesgo de
presentar la enfermedad (221). También se ha administrado suplementacion con
Ca?* en mujeres con bajo riesgo de presentar la enfermedad, provenientes de
paises en vias de desarrollo. En estos casos, se ha reportado que el Ca?* es efectivo
para prevenir PE (222). En lineas generales, los hallazgos con respecto a la
administracion de Ca?* para el tratamiento de PE han sido reportados como
contradictorios (223).

Ya que la PE ha sido asociada a elevados niveles de sFlt-1 (45, 81, 82), se ha
propuesto el empleo de una terapéutica basada en contrarrestar esta condicion.
Maynard et al., 2003 sugieren que el uso de una terapia con administracion exégena
de moléculas pro-angiogénicas, tal como VEGF o PIGF podria ser beneficiosas para
el tratamiento de PE (81). Sin embargo, este enfoque podria ser muy arriesgado,
considerando que el balance angiogénico que soporta al proceso gestacional es
delicado. En relacion a sFlt-1, la nicotina del cigarrillo ha sido observada que es
capaz de estimular la angiogénesis, al disminuir el efecto de sFlt-1 en PE (224).

Mas recientemente, el procedimiento de remocion de FAAs por aféresis ha cobrado
interés en el tratamiento y prevencion de PE. Hoy en dia se considera a la remocion
terapéutica de FAAs por aféresis un procedimiento terapéutico potencialmente
efectivo para disminuir los sintomas de la enfermedad (225). Thadhani et al., 2016
demostraron que la remocion de sFlt-1 por aféresis redujo los niveles circulantes de
sFlt-1 y previno la proteinuria en mujeres con PE y dié indicios de prolongar el
embarazo sin mayores efectos adversos o consecuencias en el feto (225). Aun asi,
se sugieren otros estudios complementarios que soporten estos hallazgos (225). No
obstante, la aféresis es un proceso invasivo, que tal como cualquier procedimiento
extracorpéreo, conlleva a la necesidad de acceso a vias vasculares, traumas
asociados al proceso de colocacion de catéteres, infecciones, problemas de
coagulacion y sangrado (226). Estos eventos adversos podrian representar una
desventaja para la aplicacion de esta técnica en el manejo de pacientes
preeclampticas.
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2. Razonamiento del estudio

2.1 Planteamiento del problema

La preeclampsia (PE) es una de las complicaciones mas frecuentes en los
embarazos a nivel mundial (1). Su diagnostico clinico se efectia a partir de la
semana 20 de gestacion (5-7) y se caracteriza por la aparicion de hipertension de
novo, acompafada generalmente de proteinuria (7). Esta complicacion afecta del 2
al 8% de todos los embarazos (8), siendo significativamente mas prevalente en
subpoblaciones étnicas especificas (10). En paises en desarrollo, la incidencia de
hipertension en el embarazo es alta y la tasa de mortalidad materna es 20 veces
mayor gue las reportadas en paises desarrollados, lo cual convierte a la PE en una
complicacion de alta prioridad en salud publica (9). En Colombia, es la mayor causa
de mortalidad materna y perinatal (3); estos hechos denotan el gran impacto socio-
econdmico de la enfermedad en nuestro pais.

A pesar de los multiples esfuerzos en investigacion para entender el origen de PE,
su etiologia sigue siendo un enigma (19, 20). Hasta la fecha, se ha propuesto que
la PE aparece en dos etapas (18). En la primera etapa, una invasion trofobléstica
deficiente hacia la decidua materna (30), acompafiada de una remodelacion
anormal de los vasos sanguineos maternos (15), conllevaria a la liberacién de una
serie de factores placentarios; entre ellos FAAs y FPIs que inducen la aparicion de
la segunda etapa de la enfermedad, caracterizada por hipertensién y proteinuria,
sintomas clave y caracteristicos de PE (18, 38, 39). Aunque la etiologia de PE es
desconocida, se ha demostrado que la DE (38, 39) y alteraciones en los niveles
circulantes de FAAs, tal como sFlt-1 (45, 81-83) y skng (42, 70) estan involucradas
en su patogénesis y en la aparicion de signos y sintomas de la enfermedad.

Se ha propuesto el monitoreo de los niveles circulantes de moléculas pro y anti-
angiogénicas, tal como sFlt-1 y el factor de crecimiento placentario (PIGF),
respectivamente, junto con la razon sFlt-1/PIGF como potenciales marcadores
bioldgicos de deteccién temprana en el diagnéstico oportuno de PE (43). Dichos
FAAs, por mecanismos aun desconocidos, incrementan significativamente sus
niveles en la circulacion materna e impactan directamente en la funcion endotelial,
conllevando a DE materna generalizada. Ademas, se ha demostrado que una
alteracion en la sefalizacion del Sl, que implica niveles elevados de FPIs, como
TNF-a (94), juega un papel importante en proliferacidbn, migracion e invasion
trofoblastica en PE (91, 92). No obstante, los mecanismos moleculares a través de
los cuales los FAAs aumentados en la circulacion materna, son capaces de instaurar
un proceso de DE y conllevar a la aparicion de PE, aunado a los elevados niveles
de FPIs en sangre de maternas preeclampticas, aun son desconocidos.

El desarrollo de un nuevo ser vivo es un proceso metabolico dinamico (130). El
balance metabdlico durante el embarazo esta idealmente disefiado para permitir un
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suplemento continuo de nutrientes al feto y la placenta, incluso en condiciones
limitadas de ingesta de alimentos (130). Basado en esto, el estatus nutricional
materno es muy importante durante la gestacion, no sélo desde el punto de vista
fisiolégico sino que predispone a la aparicion de enfermedades metabdlicas como
la diabetes gestacional (133). La nutricidbn materna tiene un impacto directo en la
placenta y en la salud del feto en etapas post-parto, mas adelante en su vida adulta
(13). Basado en esta propuesta, Barker et al., 1986 propuso la teoria del “Thrifty
phenotype”, que postula que una nutricién deficiente en etapas tempranas de la
vida, conllevaria a cambios permanentes en el metabolismo de los individuos en su
vida adulta (13). Desde el punto de vista celular, la mitocondria es considerada la
principal maquinaria energética celular (134) y con ello es responsable de la
obtencién de energia y del metabolismo de células animales. Incluso, se ha
demostrado que la mitocondria tiene una funcion determinante en la aparicion de
ciertas enfermedades, entre ellas enfermedades cardiovasculares (135), tal como
PE (136).

En este orden de ideas, en estudios funcionales y morfolégicos, se ha demostrado
una asociacion entre la mitocondria y PE; en mujeres preeclampticas se han
evidenciado cambios histologicos en las mitocondrias de CEs, con pérdida de las
crestas mitocondriales, estos cambios son sugestivos de un desorden sistémico de
tipo metabdlico (139). Recientemente, un estudio in vivo, en ratones, demostro que
la infusion exdgena de sFlt-1 conduce a los bien definidos signos clinicos de PE, tal
como; hipertension y proteinuria (125). Ademas, demostraron que sFlt-1 induce
cambios histoldgicos en la mitocondria detectados por microscopia electronica,
junto a un aumento en marcadores de apoptosis en el tejido placentario (125). Hasta
el momento, no se ha comprobado si sFlt-1 o en su defecto, la disponibilidad de
VEGF, pueden conllevar a cambios o perturbaciones metabdlicas tempranas en la
mitocondria, que promuevan la DE y con ello la apariciéon de la enfermedad.

Por otra parte, la mitocondria es considerada una de las mayores fuentes de
produccion de ROS en las células (136, 143). Los ROS de origen mitocondrial
(mROS), podrian conllevar a la acumulacién de mutaciones en el ADN mitocondrial
(ADNmt) y con ello, exacerbar defectos en respiracion mitocondrial, que a su vez
promoverian mayor acumulacion de mROS y estrés oxidativo en la mitocondria
(143). Se ha demostrado que la homeostasis de VEGF, activa la sefalizacion de PI-
3K y Akt (PI-3K/Akt) resultando en la inhibicién de la apoptosis por via intrinseca
mitocondrial (146). Ademas, se ha demostrado que VEGF promueve la migracion
de células endoteliales via Akt (145). A pesar de estos hallazgos, hasta el momento
no se ha comprobado el papel de sFlt-1 en la funcion mitocondrial, que se asocien
a la aparicion de la enfermedad.

La PE, representa un problema de salud publica global. Aun asi, no existe un
tratamiento terapéutico, no invasivo, que permita la resolucion de la enfermedad. Al
momento, se ha propuesto que la remocion terapéutica de FAAs por aféresis como
procedimiento terapéutico para disminuir los sintomas de la enfermedad. Sin
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embargo, el impacto que este tipo de procedimiento invasivo podria tener en la
madre y en el feto aln esta por ser esclarecido en futuras investigaciones (225). No
obstante, ya que la DE ha mostrado ser uno de los principales mecanismos
responsables de la instauracion de PE, una droga capaz de impactar directamente
en el restablecimiento de la funcion endotelial, parece ser prometedora y eficaz para
prevenir PE.

La sepiapterina (SEPI), precursor de la tetrahidrobiopterina (BH4), es un analogo
precursor del cofactor esencial para la actividad de la sintasa de Oxido nitrico
endotelial (eNOS) (198, 199). Se ha demostrado que SEPI ser un precursor efectivo
y sustituto de BH4 (210, 212). Este cofactor estabiliza la actividad de eNOS,
permitiendo la formacién del 6xido nitrico (*\NO) y con ello la relajacién vascular (198,
199). En PE, las determinaciones de los niveles de *NO en plasma, suero y orina
de mujeres con preeclampsia son controversiales y variables (11). Dado el efecto
beneficioso de SEPI como agente potenciador de la funcion endotelial via el
restablecimiento de la actividad de eNOS (198, 199) y la biodisponibilidad de *NO
(203), su uso podria presentarse como un agente terapéutico potencial en el
tratamiento de la DE ocasionada por los elevados niveles de FAAs en PE.

Por tales motivos, y para entender mejor la dinamica de los procesos hipertensivos
del embarazo, tal como la PE, es necesario indagar en los mecanismos moleculares
que se vinculan a su fisiopatologia. Entender el papel de los FAAs como moléculas
moduladoras de cambios o perturbaciones metabdlicas tempranas que establecen
un desorden multi-sistémico endotelial generalizado es esencial para poder
establecer y proponer estrategias terapéuticas que permitan prevenir efectivamente
la aparicion de PE. Finalmente, el empleo de una terapéutica eficaz y de bajo riesgo
para prevenir la PE podria disminuir el gran impacto que esta enfermedad acarrea
en la sociedad de nuestro pais y en todo el mundo. De alli que la SEPI se presenta
como una droga de uso potencial, demostrada previamente ser segura durante el
embarazo, para tratar oportunamente la aparicion de la enfermedad.

Este estudio evalla el papel de sFlt-1 y de TNF-a como potenciales perturbadores

metabdlicos de la funcion bioenergética mitocondrial en PE y evalla el uso de SEPI
como potencial agente terapéutico en PE.
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2.2 Justificacion

Desde hace mas de 15 afios, la PE fue catalogada por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) como una complicacion del embarazo de alta prioridad en salud
publica (9). Esta patologia de origen desconocido, afecta mas del 8% de todos los
embarazos a nivel mundial (8). La PE es responsable de elevadas tasas de
mortalidad materna y perinatal, principalmente en paises de medianos y bajos
ingresos (1, 3), donde es motivo de hospitalizaciones prolongadas y repercusiones
econdmicas para las familias y para las instituciones de salud. La OMS estima que
las muertes asociadas a PE ascienden a 166 mil por afio. En Latinoamérica, la
morbilidad perinatal relacionada a PE puede llegar a cifras del 45%, mientras que la
mortalidad se mantiene en entre el 1-33% (9). Ademas, en Colombia, la PE es la
principal causa de mortalidad materna y perinatal (3), afectando a miles de familias
y ocasionando graves repercusiones sociales y econémicas en nuestra sociedad.

A pesar de los muchos esfuerzos enfocados en conocer la patogénesis de PE, esta
sigue siendo un enigma (19, 20). Hoy en dia, la DE (38, 39) y alteraciones en los
niveles circulantes de FAAs, tal como sFlt-1 (45, 81-83) y sEng (42, 70), han
demostrado estar involucradas en la patogénesis de PE y en la aparicion de signos
y sintomas de la enfermedad. Inclusive, se ha reportado que la determinacion de
los niveles circulantes de sFlt-1, junto con la relacion sFIt-1/PIGF es un marcador
biolégico de deteccion de PE, en etapas tempranas del embarazo (43). Mas
recientemente, se ha propuesto la realizacion de un procedimiento invasivo, como
lo es la aféresis, para remover sFlt-1 de la circulacion materna (225). Este
procedimiento, a pesar de no haber demostrado mayores efectos secundarios, ain
esta en estudio y se ha sugerido posterior confirmacion en estudios de cohorte con
mayor poblacion en estudio (225).

Es indiscutible la intima relacién existente entre los FAAs y PE. Se ha relacionado
gue la DE, signo clave en el desarrollo de PE, es originada por niveles elevados de
sFlt-1 y sus efectos en el sistema renal materno, y la aparicion de signos y sintomas
de la enfermedad. Sin embargo, alin no son bien conocidos los eventos moleculares
derivados de los FAAs que conllevan a la aparicién de PE. Por otra parte, la PE
también ha sido considerada una enfermedad de base inmunoldgica. Estudios ex
vivo con explantes de placentas, han demostrado un incremento en los niveles de
sFlt-1 y TNF-a bajo condiciones que simulan PE (106, 108, 109). Ademas, se ha
sugerido una relacion entre TNF-a y sFlt-1. Por una parte, TNF-a favorece la
produccion de sFlt-1, demostrado en estudios ex vivo con explantes de placenta
(110).

En contraste, existe al momento un reporte, de Xu et al., 2009 que indica que sFlt-
1 también puede favorecer la produccién de TNF-a en tejido placentario. Esto
sugiere una posible asociacion entre el incremento de FAAs y FPIs. Este mismo
estudio sugiere que sFlt-1 y TNF-a, podrian contribuir de forma sinérgica en el
establecimiento de DE (77). Sin embargo, esta teoria permanece sin haber sido
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probada. En base a este supuesto, se ha postulado que el antagonismo de VEGF
mediado por sFlt-1 en CEs, genera mayor sensibilidad de estas células a FPIs como
TNF-a (65).

Uno de los bien establecidos preceptos de los FAAs como moléculas
desencadenantes de PE sostiene que dichas moléculas, por ejemplo, sFlt-1, dada
su propiedad antagonista de la sefalizacion de VEGF (63), afecta la activacion de
rutas de sefial pro-angiogénicas, tal como la sefializacion dependiente de VEGF. La
activacion de rutas de sefial via VEGF, es fundamental durante el embarazo. VEGF
activa la sefalizacion de PI-3K y Akt (PI-3K/Akt) resultando en la inhibicion de la
apoptosis por via intrinseca mitocondrial (146). Ademas, VEGF tiene un impacto
directo en el metabolismo mitocondrial. En el embarazo normal, la demanda
energética que conlleva el desarrollo de un nuevo ser exige un aumento de los
requerimientos metabdlicos para el crecimiento y la proliferacion. Es alli donde la
homeostasis de VEGF juega un papel clave en sostener los requerimientos
metabdlicos a través de la mitocondria. A pesar de esto, hasta el momento no se ha
propuesto estudiar como sFlt-1, al desestabilizar el balance angiogénico, podria
inducir cambios o perturbaciones metabdlicas tempranas en la mitocondria que
promuevan la DE y con ello la aparicion de la enfermedad.

La PE hoy dia continda siendo un grave problema de salud publica. A pesar que
existen diversos enfoques terapéuticos para tratar PE, es clave conocer los
mecanismos moleculares que la desencadenan para poder encontrar la mejor
estrategia que permita prevenirla. Recientemente, la remocion de sFlt-1 por aféresis
mostré una luz al final tunel, sin embargo, para prevenir la enfermedad no se trata
Unicamente de impartir procedimientos invasivos, con potenciales efectos dafiinos
para la madre y el feto. Es necesario encontrar una terapéutica que combata la
enfermedad de raiz. Para ello, es imperativo conocer mas a fondo de qué manera
los FAAs son capaces de inducir DE y centrarse en estos mecanismos para
encontrar estrategias factibles, accesibles y universales para tratar PE.

Basado en este enfoque, con esta investigacibn se propuso conocer los
mecanismos moleculares y potenciales cambios o perturbaciones metabdlicas que
los FAAs y FPIs son capaces de desencadenar en PE. Conociendo mas a fondo el
impacto a nivel molecular y metabdlico de los FAAs y FPIs en PE, se podria
establecer y proponer mejores y mas adecuadas terapéuticas para esta grave
enfermedad. Asimismo, esta investigacion propone evaluar el uso de SEPI, analogo
precursor de BH4, cofactor de eNOS, segura de administrar durante el embarazo y
evaluar su capacidad de restablecer la funcion endotelial y metabolismo
mitocondrial como agente terapéutico potencial para prevenir la aparicion de PE.
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2.3 Objetivos

2.3.1 General

Evaluar la funcion del factor anti-angiogénico sFlt-1 y del factor pro-inflamatorio
TNF-a, como potenciales perturbadores metabdlicos de la funcion endotelial y
bioenergética mitocondrial en preeclampsia y valorar el uso de sepiapterina como
droga terapéutica de uso potencial en el tratamiento oportuno de preeclampsia.

2.3.2 Especificos

1)

2)

3)

4)

Determinar los efectos de sFlt-1 en la funcién endotelial, formacion de *NO,
acoplamiento de eNOS y en la funcion bioenergética mitocondrial y
metabolismo en un modelo in vitro establecido en células endoteliales
aorticas de bovino (CEs) y trofoblastos extravillosos de primer trimestre
(HTR-8/SVneo), tratadas con sFlt-1 recombinante exdgena.

Conocer el papel de sFlt-1 y TNF-a en la regulacion de la funcion endotelial,
formacién de *NO, acoplamiento de eNOS y en la funcién bioenergética
mitocondrial y metabolismo en un modelo de correlacion in vitro establecido
en células endoteliales adrticas de bovino (CESs) y trofoblastos extravillosos
de primer trimestre (HTR-8/SVneo) tratadas con TNF-a recombinante y
sueros provenientes de pacientes preeclampticas.

Evaluar el efecto de la suplementacibn con sepiapterina en la
biodisponibilidad de *NO, acoplamiento de eNOS y funcion bioenergética
mitocondrial en células endoteliales adrticas de bovino (CEs) y trofoblastos
extravillosos de primer trimestre (HTR-8/SVneo), al establecer un modelo in
vitro de preeclampsia inducido por la administracion exdégena de sFlt-1, TNF-
a y sueros provenientes de pacientes preeclampticas.

Valorar el uso de sepiapterina como droga terapéutica de uso potencial para
el restablecimiento de la funcién endotelial, acoplamiento de eNOS y funcion
bioenergética mitocondrial en células endoteliales adrticas de bovino (CES),
al establecer un modelo in vitro de preeclampsia inducido por la
administracion exogena de sFlt-1 y sueros provenientes de pacientes
preeclampticas.
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3. Materiales y métodos

3.1 Diseino del estudio

Estudio observacional con correlacién en modelo in vitro.

3.2 Poblacioén

Gestantes provenientes de las unidades obstétricas de la Fundacion Cardiovascular
de Colombia (FCV) (Floridablanca) y Clinica Materno Infantil San Luis (CMISL)
(Bucaramanga), Santander, Colombia.

3.3 Tamafio de la muestra

En este estudio se buscd conocer el papel de sFlt-1 como perturbador del
metabolismo en PE. Hoy en dia, los niveles circulantes de sFlt-1 son considerados
marcadores biologicos de deteccion de PE (43, 45). Dado que el presente es un
estudio observacional con correlacion in vitro, el método empleado para la
determinacion del tamafio de la muestra se baso en el método de evaluacion de
diferencias especificas para dos medias de los niveles de sFlt-1 (45). Se determiné
asumiendo un error tipo | del 1% vy error tipo 1l del 20%. El calculo indicé un tamafio
de muestra de 20 pacientes normotensas y 20 preeclampticas. Ademas, se incluyo
una muestra de 10 pacientes no gestantes incluidas en el estudio como grupo
control.

3.4 Reclutamiento de pacientes

El propésito del reclutamiento de pacientes fue la obtencion de muestras de suero
para la correlacion del estudio in vitro. Las pacientes incluidas en el estudio fueron
reclutadas en las unidades obstétricas de la FCV y la CMISL. En ambas
instituciones, se obtuvo el aval de los Comités de Etica en Investigaciones. Ademas,
las pacientes firmaron consentimiento informado como requisito para participar en
el estudio. El diagndstico de PE se hizo en funcion a los criterios del American
College of Obstetricians and Gynecologyst (ACOG) (7). Se recolectaron muestras
de suero de pacientes normotensas (n=20), preeclampticas (n=20) y no gestantes
sanas, como grupo control (n=10); segun los siguientes criterios de seleccion.

3.4.1 Criterios de inclusiéon

Fueron elegibles para participar en el estudio las pacientes que cumplieron los
siguientes criterios: Figura 3.1.

e Control ginecoldgico en las unidades obstétricas de la FCV y CMISL.
e Pacientes aparentemente sanas al momento de la evaluacion clinica.
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e Disposicion de participar en el estudio mediante autorizacion firmada a través
de consentimiento informado.

En gestantes, ademas de lo anterior;

¢ Decision de terminacion electiva del embarazo por cesarea programada.
e Edad gestacional mayor a 20 semanas.

La inclusion en los diferentes grupos de estudio se hizo segun los siguientes
criterios:

3.4.1.1 Grupo control: Pacientes no gestantes aparentemente sanas al momento de
evaluacion clinica con disposicion de participar en el estudio mediante firma de
consentimiento informado.

3.4.1.2 Grupo normotensas: Pacientes gestantes con tension arterial < 140/90
mmHg y proteinuria negativa.

3.4.1.3 Grupo preeclampticas: Pacientes gestantes que presentaron:

e Presién sanguinea: = 140/90 mmHg, a partir de la semana 20 de gestacién
en una mujer con presion sanguinea normal previa,

y

e Proteinuria: 2 300 mg/24 horas en orina.
0

En ausencia de proteinuria, se consider6 ademas de hipertension la aparicién de
alguno de los siguientes:

Trombocitopenia: Recuento de plaquetas menor de 100.000/uL.

Creatinina sérica: >97umol/L o duplicacion de los niveles de creatinina sérica.
Duplicacion de los niveles normales de transaminasas hepaticas.

Edema pulmonar.

Sintomas visuales o cerebrales.
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Figura 3.1 Diagrama de reclutamiento de pacientes.

3.4.2 Criterios de exclusion

Pacientes en tratamientos con medicamentos distintos a los suplementos
nutricionales indicados durante la gestacion.

Antecedente de hipertension arterial.

Diabetes gestacional.

Antecedente de enfermedades cardiovasculares, renales y endocrinas
agudas o cronicas.

Céancer.

Enfermedades autoinmunes.

Infecciones agudas o crénicas, por ejemplo; sifilis, toxoplasmosis, HIV,
Hepatitis C.

Enfermedad mental incapacitante.

Deteccion de anormalidades fetales y/o malformacion uterina.

Historia de alcoholismo o consumo de drogas.

Deseo expreso de no participar en la investigacion.
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3.5 Coleccion de muestras de sanqgre

Se tomaron muestras de sangre de 10 ml de volumen en tubos de sangre sin
anticoagulante. Las pacientes no gestantes incluidas en el estudio fueron reclutadas
y la muestra tomada el mismo dia de su inclusion en el estudio. Las gestantes fueron
reclutadas antes del parto y la toma de la muestra se hizo momentos antes de la
cesarea. Seguidamente, se separé el suero en viales para criopreservacion que
fueron almacenados a -80°C hasta el momento de su utilizacion en las diversas
pruebas de correlacion in vitro.

3.6 Medidas antropomeétricas

Se tomaron mediciones antropométricas de cada participante al momento del
ingreso al estudio. La presion arterial fue medida siguiendo las recomendaciones de
la American Heart Association (AHA), con un esfigmometro de mercurio (DFG
Mercury Corporation, USA) en el brazo derecho en 2 ocasiones diferentes,
espaciadas 5 minutos entre si, con las participantes sentadas en una posicion
confortable después de 10 minutos de reposo. Las presiones arteriales sistélica y
diastolica se registraron con el primer y el quinto sonido de Korotkoff,
respectivamente. El peso fue medido en una béascula calibrada y registrado en
kilogramos (Kg) y la talla se midié en centimetros (cm), ubicando a la participante
de pie, en posicion recta y de espalda contra la pared.

3.7 Cultivo celular

Para esta investigacion, se utilizaron dos lineas celulares provenientes de tejidos
clave en el desarrollo de PE. En primer lugar, las células endoteliales aérticas
bovinas (BAEC) se emplearon como modelo de células endoteliales (CES).
Previamente, las CEs han sido ampliamente utilizadas como modelo de endotelio
celular, basado en que presentan 100% de homologia con las NOS de origen
humano, ademéas que comparten una serie de factores de transactivacion basal del
promotor de eNOS (227). Las CEs fueron obtenidas de Cell Applications, Inc. (San
Diego, CA, USA). Fueron cultivadas y mantenidas en crecimiento en medio Bovine
Endothelial Cell Growth Medium (B211-500, Cell Applications) y en medio DMEM
(Cellgro, Manasas, VA, USA) suplementado con 5.5 mM de glucosa, 10% de SFB,
4 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio y 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina (P/E). Las células fueron cultivadas a 37 °C y atmdsfera
de 5% COz. Las CEs fueron empleadas en pases 5-8 para las diversas pruebas y
experimentos.

Ademas, se empleo la linea de trofoblastos inmortalizados aislados de placentas de
primer trimestre, HTR-8/SVneo. Dichos trofoblastos, fueron un amable obsequio del
Dr. Charles Graham de Queen’s University, ON, Canada. Las HTR-8/SVneo son
trofoblastos aislados de las extra vellosidades de placentas de primer trimestre e
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inmortalizados mediante transfeccion por electroporacion con el plasmido pSV3neo
(204). Las HTR-8/SVneo mantienen una morfologia similar a los trofoblastos
parentales HTR-8, ademas son 100% positivos para citoqueratina, lo cual confirma
que mantienen un fenotipo epitelial. EI empleo de esta linea celular fue muy
importante para establecer los efectos de sFlt-1 y para la correlacion in vitro de PE
usando sueros provenientes de pacientes. Al ser células derivadas de placentas de
primer trimestre, las HTR-8/SVneo son representativas del comportamiento
metabdlico de los trofoblastos en etapas tempranas del embarazo, a diferencia de
trofoblastos a término, qué por su condicién terminal, constitutivamente estan
sujetas a muerte celular. Las HTR-8/SVneo fueron cultivadas en RPMI-1640
suplementado con 5% de SFB y 100 U/ml de P/E a 37 °C y atmaésfera de 5% COz,
tal como ha sido descrito previamente (228). Las HTR-8/SVneo fueron utilizadas en
pases 75-82 para los diversos experimentos.

Previo al inicio de los experimentos, las células CEs fueron mantenidas en medio
de cultivo de ensayo suplementado con 2% de SFB por 24 horas, este paso previo
se realizé con la finalidad de adecuar las células a concentraciones de suero
similares a las encontradas in vivo, tal como ha sido descrito previamente (160). Las
HTR-8/SVneo en los ensayos fueron mantenidas con el mismo medio de cultivo
estandar de crecimiento. Seguidamente, al iniciar los experimentos, las células CEs
y HTR-8/SVneo fueron tratadas con diversas concentraciones de proteina
recombinante humana (rh) de sFlt-1, rh TNF-a y rh VEGF adquiridas de R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA). Ademas, para establecer el modelo de
correlacion in vitro, ambas lineas celulares fueron tratadas con sueros de pacientes
de los grupos control (CTL), normotensas (NOR) y preeclampticas (PE) al 2%, tal
como ha sido descrito previamente (218).

En otros escenarios, fue importante evaluar la contribucion del metabolismo
mitocondrial en la viabilidad y proliferacion celular, una vez las células eran tratadas
con sFlt-1, con la finalidad de comprobar su impacto como potencial perturbador
metabdlico. Con este fin, las células CEs y HTR-8/SVneo fueron forzadas a
sobrevivir en condiciones dependientes exclusivamente de fosforilacién oxidativa,
al cultivarlas en medio libre de glucosa y con galactosa como principal fuente de
carbono. La oxidacion de galactosa a piruvato por via glucolitica no genera la
produccion neta de ATP, esto fuerza a las células a depender de la fosforilacion
oxidativa para generar suficiente ATP para la sobrevivencia celular (229). Para ello,
las células CEs y HTR-8/SVneo fueron cultivadas en medio suplementado con D-
galactosa (sin glucosa) en concentraciones de 5.5 mM para CEs y 11.11 mM de
galactosa en HTR-8/SVneo, igualando las concentraciones de glucosa presentes
en los medios de cultivo empleados para cada linea celular.
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3.8 Ensayo de migracion (Wound Healing Assay)

Un primer enfoque en este estudio y determinante para alcanzar los objetivos
propuestos, fue utilizar concentraciones de rh sFlt-1 para el modelo in vitro, que no
demostraran induccion de respuesta anti-angiogénica. Para encontrar las
concentraciones optimas que cumplieran con esta condicion, se utilizé el ensayo de
migracion, Wound Healing Assay (WHA) por sus siglas en inglés. El WHA es un
ensayo muy bien descrito en donde se puede observar la migracion celular, tal como
ocurriria en un proceso de cicatrizacion de heridas (230). Util para demostrar la
potencial respuesta angiogénica de las células CEs y HTR-8/SVneo ante el
tratamiento exdégeno con sFlt-1. Basado en el ensayo propuesto por Liang et al.,
2007 con modificaciones (231), se sembraron las células CEs y HTR-8/SVneo en
placas de 24 pozos en densidad de 5.0 x 10* células/pozo hasta alcanzar
confluencia de 70-80%. Las células CEs fueron sembradas en medio de cultivo de
ensayo (Para CEs, DMEM suplementado con 2% SFB y para las HTR-8/SVneo,
medio de cultivo estdndar con 5% SFB).

Una vez alcanzada la confluencia de la monocapa de células, se removié el medio
de cultivo y se lavaron las células dos veces con PBS estéril a 37 °C. Seguidamente,
utilizando una punta de 200 pL estéril, se realizdé una rasgadura de la monocapa
celular, en linea recta. Esta marca de la rasgadura sirvi6 como linea base para la
medicion de la capacidad de migracion celular. Para ello, utilizando el microscopio
invertido Nikon Eclipse Ti-S y el software NiS Elements (USA), se midio el ancho de
la linea base, en tres réplicas distintas. A continuacion, las células fueron tratadas
con concentraciones de sFlt-1 de 10, 25, 50 y 100 ng/mL de rh sFlt-1 en medio de
cultivo de ensayo. Al cabo de 24 horas, se visualizo el cierre de la rasgadura
realizada y se midio la distancia remanente de la herida que fue nuevamente
cuantificada con el software NiS Elements, para calcular el porcentaje de cierre de
la herida. Figura 3.2.

3.9 Ensayo de viabilidad celular

Para evaluar los efectos del tratamiento con rh sFlt-1 y sueros de pacientes en la
viabilidad de las CEs y HTR-8/SVneo, se llevo a cabo el ensayo de metil tiazol
tetrazolio (MTT). El ensayo de MTT es una prueba colorimétrica que evalla la
actividad metabdlica celular de enzimas oxidorreductasas celulares dependientes
de NADPH, capaces de reducir el colorante tetrazolio MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide a su forma insoluble formazan, de color purpura.
Dado que el primer enfoque del estudio fue definir concentraciones de rh sFlt-1 que
no indujeran una respuesta anti-angiogénica; a través del ensayo de MTT se
constatd que dichas concentraciones ya evaluadas a través del ensayo de
migracion, no afectaran la viabilidad celular.
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Figura 3.2 Montaje del ensayo de migracion (Wound Healing Assay).

Las CEs y HTR-8/SVneo fueron sembradas en placas de 96 pozos en densidad
celular de 2.0 x 10* células/pozo. Las CEs fueron sembradas en medio de cultivo
de ensayo (suplementado con 2% SFB y las HTR-8/SVneo en medio de cultivo
estandar con 5% SFB). Al cabo de 24 horas, se ensayaron concentraciones de rh
sFlt-1 de 10, 25, 50 y 100 ng/mL, previamente probadas en ensayo de migracion
que no indujeron respuesta anti-angiogénica y se incubaron por un periodo de 24
horas a 37°C en atmdsfera de 5% CO:2. En otros escenarios, fue importante evaluar
la contribucién del metabolismo mitocondrial para el mantenimiento de viabilidad
celular luego del tratamiento con sFlt-1. Para ello, las células cultivadas en medio
suplementado con galactosa, fueron tratadas con rh sFlt-1 a 50 ng/mL por 24 horas
en iguales condiciones de cultivo. Ademas, para conocer los mecanismos
moleculares de sepiapterina (SEPI) (Schircks Laboratories, Switzerland) que
permitieron el restablecimiento de la funcién endotelial y mitocondrial, se evalué por
esta técnica el ICso de drogas como metotrexato (MTX), para definir
concentraciones de trabajo que fueran capaces de inducir un efecto sin afectar la
viabilidad celular, para este fin se empleé el software CalcuSyn.

Para completar el ensayo de MTT, a las células una vez cumplido el tiempo de
incubacion con los diversos tratamientos, se les removio el medio de cultivo y se les
incubd con 100 pL de medio de cultivo de la respectiva linea celular, conteniendo 5
mg/mL del reactivo de MTT, se incubaron a 37°C en atmésfera de 5% CO:2 por 1
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hora, en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se removié el medio conteniendo MTT
y se agregd 100 pL de DMSO para detener la reaccion. Se colocé la placa en
agitacion por 10 minutos, protegida de la luz a 500 RPM en un agitador de placas
Titramax 1000 (Heidolph). Finalmente, se ley6 la absorbancia a 570 nm utilizando
el lector de placas Thermo Scientific VarioSkan Flash Plate Reader.

3.10 Ensayo de proliferacion

Para constatar el efecto del tratamiento exdégeno de sFlt-1 y TNF-a; se utilizo el
ensayo de proliferacion con colorante de exclusion azul de tripan. Para este ensayo,
las CEs y HTR-8/SVneo fueron sembradas en medio de ensayo correspondiente a
cada linea celular, en placas de 24 pozos a densidad celular de 1.0 x 10%
células/pozo. Al cabo de 24 horas, las células fueron tratadas con concentraciones
de sFlt-1 de 10, 25, 50 y 100 ng/mL, mientras que para TNF-a, se evaluaron
concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 ng/mL. También, para evaluar la contribucién
del metabolismo mitocondrial en el mantenimiento de la proliferacion celular y el
potencial papel de sFlt-1 como perturbador metabdlico, las células también fueron
cultivadas en medio suplementado con galactosa y tratadas con rh sFlt-1 a 50 ng/mL
por 24 horas a 37°C en atmosfera de 5% CO:a.

Para completar el ensayo de proliferacion, una vez transcurrido el tiempo definido
para los tratamientos; tres réplicas de cada linea celular y tratamiento fueron
contadas a las 0, 24, 48 y 72 horas post-tratamiento utilizando un hematocitometro
(cdmara de Neubauer) y microscopio de luz convencional (Nikon). El contaje de
células discrimind las células viables de las no viables basado en el principio de
exclusiéon del colorante azul de tripan. La media de tres contajes independientes se
utilizé para el analisis de los resultados.

3.11 Determinacién de niveles de TNF-a y sFlt-1 a través de inmunoensayo
enzimatico (ELISA)

Para la determinacion de los niveles circulantes de TNF-a y sFlt-1 y ademas para la
cuantificacion de estas proteinas en sobrenadante de medio de cultivo celular se
empled la técnica de ELISA (Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay) utilizando los
kits comerciales:

e Human VEGF R1/Flt-1 Quantikine ELISA Kit (catalogo # DVR100B, lote #
337060) de R & D Systems,

e Bovine TNF-alpha DuoSet ELISA (catalogo # DY2279, lote # 326027) y el kit
DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 3 (catalogo # DY009, lote # 342181) de
R & D Systems; y

e Human TNF-alpha DuoSet ELISA (CATALOGO # DY210-05) de R & D
Systems.
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El empleo de los kits de ELISA permitio la determinacion de los niveles séricos de
sFlt-1 y TNF-a. Ademas, para establecer una relacion entre estos dos factores, se
cultivaron CEs y HTR-8/SVneo en presencia de sFlt-1 y TNF-a, para cuantificar en
el sobrenadante del medio de cultivo, la produccion de TNF-a y sFit-1,
respectivamente.

Procedimientos previos al ensayo de ELISA:

Para las determinaciones se empled suero de las pacientes y sobrenadantes
obtenidos a partir del cultivo celular de CEs y HTR-8/SVneo. Las células fueron
sembradas en placas de Petri de 100 mm en medio de cultivo de ensayo (DMEM
2% SFB para CEs y medio estandar con 5% SFB para HTR-8/SVneo). Al momento
de obtener confluencia de 70-80%, las células fueron lavadas con PBS estéril a
37°C y su medio se cambi6 a medio estandar sin SFB toda la noche. Seguidamente
se aplicaron tratamientos con TNF-a, sFlt-1 y VEGF. Dichos tratamientos se
aplicaron en medio de cultivo estandar (2% SFB para CEs y 5% SFB para HTR-
8/SVneo).

Finalizado el tiempo de los tratamientos, se recolectd el medio de cultivo y se
almacend en tubos de 2 mL a -80°C hasta el momento de las determinaciones. Se
determind también la concentracién de proteinas para la normalizacion de los
resultados por miligramo (mg) de proteinas. Para ello, las células fueron obtenidas
mediante raspado empleando PBS frio. Se centrifugd la suspension celular a 1500
RPM por 5 min a 4°C para obtener el sedimento de células. Las células fueron
lisadas en 100 pL buffer RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer),
conteniendo 50 mM de Tris-HCI, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM de EGTA, 0.1 % de
SDS, 0.1 % de deoxicolato de sodio y 0.1 % de nonidet P-40. Para la lisis, los
sedimentos de células con el buffer RIPA se mantuvieron en hielo y agitacion
durante 5 minutos. Posteriormente se clarifico el lisado mediante centrifugacion a
4°C durante 10 minutos a 13300 RPM. Por ultimo, se determiné la concentracion de
proteinas mediante el método de Pierce BCA (Ver “seccion Contenido total de
proteinas. Ensayo de Pierce BCA”). Figura 3.3.
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Figura 3.3 Representacion esquemaética de los procedimientos previos al ELISA. (A) Obtencién de
muestras de suero para la cuantificacion de niveles circulantes de TNF-a y sFit-1 y (B)
procedimientos para la obtencién y almacenamiento de medios de cultivo obtenidos tras la
incubacion de células CEs y HTR-8/SVneo con tratamientos con TNF-a, sFit-1 y VEGF.

Determinacién de niveles de sFIt-1;

El kit Human VEGF R1/FIt-1 Quantikine ELISA permitié6 medir los niveles de sFlt-1
presentes en el suero de pacientes control, normotensas y preeclampticas. Ademas
de evaluar la produccién de esta proteina en células expuestas a diversas
concentraciones de TNF-a, VEGF y SEPI. Este ensayo consta de una prueba de
ELISA de fase soélida que emplea la técnica de inmuno-ensayo enziméatico
cuantitativo tipo sandwich. El kit provee una placa de 96 pozos donde previamente
se ha recubierto la superficie de los pozos con anticuerpo monoclonal especifico
para sFlt-1 humano (VEGFR-1-humano), ademas provee los estandares para el
establecimiento de la curva de calibracion.

Para el ensayo se siguieron las instrucciones del fabricante, se prepararon las
muestras, estandares y reactivos segun la instruccion descrita en el manual inserto.
Los sueros fueron evaluados sin diluir y con dilucion 1:10 (en Assay Diluent RD1-
68). Para la activaciéon de la placa de ELISA se adicion6 100 puL de Assay Diluent
RD1-68 a cada pozo + 100 pL de los estandares y muestras en pozos por duplicado.
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Se incubd la placa durante 2 horas en agitacion horizontal a 500 RPM a temperatura
ambiente. Seguidamente se hicieron 3 lavados con el buffer de lavado siguiendo
recomendaciones del fabricante. Se adicionaron 200 uL del conjugado de VEGFR-
1 a cada pozo y se incubd la placa durante 2 horas a temperatura ambiente en
agitacion horizontal a 500 RPM. Se hicieron 3 lavados con buffer de lavado y
posteriormente se adicion6 200 pL con la solucién de substrato y se incubd la placa
durante 30 minutos sin agitacion, protegida de la luz. Por dltimo, se agregaron 50
UL de solucion de parada y se ley6 la absorbancia en los 15 minutos subsiguientes
en lector de placas Thermo Scientific VarioSkan Flash Plate Reader a 450 nm. Los
niveles circulantes de sFlt-1 se expresaron en ng/mL, mientras que los niveles de
sFlt-1 en el sobrenadante de cultivo se expresaron en pg/mL/mg de proteinas.

Determinacién de niveles de TNF-a:

Se empleo el kit Bovine TNF-alpha DuoSet ELISA, ya que este kit no provee placas
previamente recubiertas con anticuerpo para TNF-a, para tal fin, se utilizé también
el kit DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 3 que consta de los reactivos necesarios
para el revestimiento de la superficie de la placa con el anticuerpo de captura. El
ensayo de ELISA para la determinacion de los niveles de TNF-a es un ensayo de
fase sélida de tipo sandwich. Para el ensayo se siguieron las instrucciones provistas
por el fabricante. En primer lugar, se determiné el numero de muestras, incluyendo
estandares, por duplicado. La preparacion de la placa consistio en el revestimiento
de la superficie de los pozos necesarios para la prueba con el anticuerpo de captura
para TNF-a bovino provisto en el kit e incubacion de la placa a temperatura ambiente
durante la noche. Seguidamente, se lavaron los pozos con buffer de lavado 3 veces,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se adicioné 300 pL del reactivo diluente
provisto en el kit y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente, sin agitacion.
A continuacion, se hicieron 3 lavados con el buffer de lavado, se adicion6 100 uL de
las muestras y estandares por duplicado en los respectivos pozos y se incubd la
placa a temperatura ambiente durante 2 horas, sin agitaciéon. Culminada la
incubacion se hicieron 3 lavados, se adicionaron 100 pL del anticuerpo de deteccion
y se hizo otra incubacién de 2 horas a temperatura ambiente.

Se hicieron 3 lavados y se adicion6 200 pL de la solucidon de estreptavidina
conjugada con HRP (peroxidasa de rabano) y se incubd la placa durante 20 minutos
protegida de la luz. Se hicieron 3 lavados y se adicion6 100 pL del substrato y se
incubo la placa durante 20 minutos protegida de la luz. Para finalizar, se agregaron
50 pL de la solucion de parada y se leyd la absorbancia en los 15 minutos
subsiguientes empleando lector de placas Thermo Scientific VarioSkan Flash Plate
Reader configurado a 450 nm. Los niveles circulantes de TNF-a se expresaron en
pg/mL, mientras que los niveles determinados en el sobrenadante de cultivo se
expresaron en pg/mL/mg de proteinas.
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Curvas de calibracion y resultados:

Se obtuvo el promedio de las lecturas de absorbancia de muestra y estandares por
duplicado de cada prueba, tomando en cuenta la lectura del blanco en cada caso.
Para las curvas de calibracion, se graficaron las lecturas de absorbancia en el eje
Y, y las concentraciones de los estdndares en el eje X, se establecié una curva de
4 parametros logisticos (4-PL). Las lecturas de las muestras se interpolaron en la
curva de calibracion, en el caso de las lecturas de los sobrenadantes, estos fueron
normalizados por la concentracion de proteinas determinada por el método de

Pierce BCA. Figuras 3.4y 3.5.
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3.12 Funci6n bioenergética mitocondrial y metabolismo

Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar el papel potencial de sFlt-1 como
perturbador temprano del metabolismo celular en un modelo in vitro de PE. Para
ello, se evalud la actividad bioenergética mitocondrial y metabolismo glucolitico
celular en tiempo real en células intactas utilizando un XFe24 Extracellular Flux
Analyzer (Seahorse-Agilent, Billerica, MA, USA). Este equipo permite la medicion
de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y tasa de acidificacién extracelular (ECAR)
en tiempo real en el medio de cultivo de células intactas adheridas a una placa de
cultivo V7, especial para esta técnica; en donde la obtenciéon de substratos y el
metabolismo se evalian de manera simultanea. La técnica evalia el OCR,
representativo del metabolismo mitocondrial y la ECAR como indicador de la
extrusion celular de protones que ocurre durante la glucolisis. De esta manera, se
identifico el perfil metabdlico global y reprogramacion bioenergética de las células
luego del tratamiento con rh sFIt-1, TNF-a y sueros de pacientes.

Las placas V7 constan de un area de crecimiento celular similar al encontrado en
placas de 96 pozos (0.32 cm? aproximadamente). Previo al inicio de los ensayos,
fue determinante definir la densidad celular mas adecuada para el crecimiento en
estas placas y que permitieran observar una respuesta lineal entre la medicion de
OCR y ECAR con respecto a la densidad celular. En el caso de CEs, la literatura
revisada sugirié la utilizacion de 4.0 x 10# células/pozo (232). En el caso de HTR-
8/SVneo, la densidad 6ptima fue calculada entre 3.5-4.0 x 10* células/pozo.

El primer dia del ensayo, las células CEs y HTR-8/SVneo, fueron sembradas en
placas V7 en densidad de 3.5-4.0 x 10* células/pozo en 100 uL de medio de ensayo
respectivo para cada linea celular. Una vez sembradas, se verific6 que la
distribucion celular fuera homogénea en cada pozo, utilizando el microscopio
invertido Nikon Eclipse Ti-S. Al cabo de 2 horas aproximadamente, con las células
adheridas a la placa de cultivo, se aplicaron los tratamientos indicados. En un primer
escenario se evaluo el papel de sFlt-1 como perturbador metabdlico, para ello se
emplearon concentraciones de rh sFlt-1 previamente evaluadas que no indujeron
respuesta anti-angiogénica (10, 25 y 50 ng/mL), también se evalué el papel de TNF-
a en el metabolismo, para lo cual se utilizaron concentraciones de 1, 10 y 100 ng/mL
de la proteina recombinante. Para los estudios de correlacion in vitro, se evalud la
reprogramacion metabdlica en respuesta a tratamiento con 2% de sueros de
pacientes; control, normotensas y preeclampticas. En estos escenarios y en
diversas ocasiones también se suplementé con L-NAME, SEPI, MTX, GTN y VEGF;
para observar la contribucion de los metabolitos y/o rutas metabdlicas en los
cambios metabdlicos. Los tratamientos se aplicaron por 24 horas, donde se
mantuvieron las células incubadas a 37°C en atmosfera de 5% CO2. Figura 3.6.

Al cabo de las 24 horas de tratamiento, se removio el medio de cultivo y se hicieron
dos lavados con 700 pL de medio DMEM sin buffer, conteniendo 5.5 mM de glucosa
(s6lo para ensayos de metabolismo mitocondrial), 2mM glutamina y 1 mM de
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piruvato de sodio, ajustado a pH 7.35 con NaOH a 37 °C. Seguidamente, las células
fueron incubadas en el medio DMEM sin buffer durante 1 hora a 37 °C sin COz, para
permitir el equilibrio de temperatura y pH previo al inicio de las mediciones en el
equipo. Transcurrido este tiempo, ya dentro del equipo, se dio inicio a las
mediciones basales de OCR y ECAR, para establecer la linea base de metabolismo
mitocondrial y glucdlisis, respectivamente. Figura 3.6.
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Figura 3.6 Flujo de trabajo para la evaluacion de la funcién bioenergética mitocondrial y metabolismo.
Evaluacion de la actividad bioenergética mitocondrial:

Una vez establecida la linea basal de las mediciones de ECAR y OCR, se realizaron
inyecciones subsecuentes de los siguientes inhibidores de la funcion mitocondrial:

e Oligomicina (inhibidor de la ATP sintasa) a 1mM.

e FCCP (Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone), agente
desacoplante de la fosforilacién oxidativa, a 0.5 mM.

e Mezcla de 1mM de rotenona (inhibidor del complejo | de CTE)/antimicina A
(inhibidor del complejo 11l de la CTE) (Rot/AntA) en cada pozo.

Luego de cada inyeccion, se realizaron mediciones de ECAR y OCR en tiempo real
con intervalos de 3 minutos entre cada inyeccion para estabilizacion del
microambiente celular. La administracion de los inhibidores de la funcion
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mitocondrial permitié determinar la contribucion relativa de diferentes parametros de
consumo de oxigeno en la mitocondria. Con este ensayo se evaluaron los
parametros: consumo de oxigeno basal (OCR-basal), consumo de oxigeno
vinculado a la produccion de ATP (OCR-produccion de ATP), fuga de protones o
“proton leak” (OCR-fuga de protones), maximo consumo de oxigeno al complejo IV
de la CTE (OCR-méximo), reserva respiratoria (OCR-reserva) y respiracion no
mitocondrial (non-mitoOCR).

La primera inyeccién con oligomicina permite la inhibiciéon del complejo V o ATP
sintasa, esto ocasiona una disminucion del OCR dada la inhibicién de la sintesis de
ATP y un aumento de la tasa glucolitica con incremento de ECAR. La diferencia
entre la medicién de OCR-basal y esta medida permite calcular el OCR vinculado a
produccion de ATP. Seguidamente, la inyeccion de FCCP provoca disipacion del
potencial de membrana mitocondrial y el flujo de electrones (e°) a través de la CTE
lo que conlleva a un dramético incremento del consumo de oxigeno y con ello la
determinacion del OCR-maximo al complejo IV. La diferencia entre el OCR-maximo
y el OCR-basal permite calcular la OCR-reserva; ésta corresponde al total del
consumo de oxigeno disponible para las células en situaciones de estrés, donde
incrementa la demanda de ATP. Finalmente, la mezcla Rot/AntA inhibe el complejo
[ll'y | de la mitocondria, respectivamente; lo cual previene el consumo de oxigeno
en el complejo 1V, por lo cual se puede calcular el consumo de oxigeno de origen
no mitocondrial (non-mitoOCR). Figura 3.7.

Evaluacion del metabolismo glucolitico:

Para evaluar la contribucion de glucdlisis, se realizaron mediciones de ECAR como
indicador de la glucdlisis anaerobia. Tal como se indicé con anterioridad, previo al
inicio de estos estudios, el lavado de las células se hizo con medio DMEM sin buffer
y sin glucosa. Una vez iniciadas las mediciones en el equipo se realizaron
inyecciones subsecuentes de:

e Glucosa (para estimular la glucélisis) a 5.5 mM.
e Oligomicina (inhibidor de la ATP sintasa) a 1mM.
e 2-deoxi glucosa (2-DG) (inhibidor de la glucdlisis) a 100 mM.

Se realizaron 3 mediciones luego de la inyeccion de cada una de las drogas
indicadas. Esto permitié identificar parametros del metabolismo glucolitico:
glucdlisis, capacidad glucolitica, reserva glucolitica y acidificacion no glucolitica. La
administracion de glucosa estimula la glucdlisis conllevando a un incremento del
ECAR, la diferencia entre esta medicion y la ECAR basal permite calcular la tasa de
glucdlisis. Seguidamente, la oligomicina inhibe la sintesis de ATP en la mitocondria,
lo cual provoca otro aumento del ECAR gque indica que la célula activa mecanismos
compensatorios ante la falta de ATP de origen mitocondrial, lo cual se entiende
como una aumentada actividad glucolitica para soportar la demanda energética
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celular, la diferencia entre esta medicion y la ECAR basal permiten calcular la
capacidad glucolitica. Finalmente, la administracion de 2-DG, analogo competitivo
de la glucosa que no puede ser metabolizado por la enzima hexoquinasa a piruvato,
detiene la glucdlisis y permite calcular la tasa de acidificacion no glucolitica. Figura
3.7. Al finalizar cada experimento, mediante el ensayo de Bradford se cuantificé el
contenido de proteinas en cada pozo con la finalidad de normalizar por
concentracion de proteinas, los datos de OCR y ECAR de cada ensayo.

| Metabolismo glucolitico | | Funcidn bioenergética mitocondrial |
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Figura 3.7 Parametros evaluados en el metabolismo glucolitico y en la funcién bioenergética
mitocondrial.

3.13 Fenotipo energético celular

Los datos obtenidos luego de la evaluacion de la funcion bioenergética mitocondrial
y glucdlisis mediante los ensayos de bioenergética y metabolismo, permitieron
evaluar el fenotipo energético celular. Para ello, se utilizaron paquetes estadisticos
incluidos en archivos de MS Excel, propios de Seahorse-Agilent. En el macro de MS
Excel “Cell Energy Phenotype Test Report Generator” se evalua el potencial
metabdlico, fenotipo basal y fenotipo estresado de las células luego del tratamiento
especifico. Figura 3.8. Es importante definir cada uno de estos conceptos que la
tecnologia Seahorse-Agilent plantea al estudiar el fenotipo energético celular, a
saber:

Fenotipo energético celular: Descripcion acumulativa del potencial metabdlico,
fenotipo basal y fenotipo estresado.

Fenotipo basal: Corresponde a la medicién de OCR y ECAR en condiciones basales
(control), cuando no se ha administrado tratamiento exdégeno proteinas
recombinantes o0 sueros de pacientes.

64



Fenotipo estresado: Mediciones de OCR y ECAR en presencia de un compuesto o
condiciones que generan un incremento en la demanda energética o perturbacion
metabdlica, tales como las proteinas recombinantes y sueros de pacientes.

Potencial metabdlico: Porcentaje de incremento de las mediciones de OCR
estresado sobre OCR basal y porcentaje de incremento de las mediciones de ECAR
estresado sobre ECAR basal. Mide la capacidad de las células de alcanzar los
requerimientos energéticos por via glucolitica o mitocondrial.

OCR estresado

%) =
OCR estresado (%) OCR basal _* 100
ECAR est do (%) _ ECAR estresado 100
estresado (%) = —p— T — X

Tal como fue descrito en la seccion “Funcion bioenergética mitocondrial y
metabolismo”, la administracion de las drogas; oligomicina 1mM, FCCP 0.5 mM y
mezcla de 1mM Rot/AntA, permitieron evaluar la funcién bioenergética mitocondrial
y posteriormente, tras la normalizacion por concentracion de proteinas (Ver seccion
contenido total de proteinas), los datos incluidos en el macro de MS Excel
permitieron conocer los cambios en la funcion metabdlica y fenotipo metabdlico
celular antes y después de los tratamientos con sFlt-1 y sueros de pacientes.
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Figura 3.8 Representacion gréafica de (A) Fenotipo energético celular y (B) Potencial metabdlico.
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3.14 Potencial de membrana mitocondrial

Para poder establecer el papel de sFlt-1 como perturbador metabdlico temprano en
PE, fue necesario conocer el impacto de sFlt-1 y de los sueros de pacientes en el
establecimiento de disfuncion mitocondrial. Para ello, se evaluaron los cambios en
el potencial de membrana mitocondrial, inducidos por el modelo in vitro establecido.
La medicion de los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) se
realizaron utilizando la sonda fluorescente JC-1 (Invitrogen, Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA). JC-1 se localiza dentro de la mitocondria y forma agregados
gue emiten fluorescencia roja-naranja (Ex: 550/Em: 600 nm). Cuando el Ym se
disipa, por cambios mitocondriales que alteran el potencial de membrana; las
células emiten fluorescencia verde (Ex: 485/Em: 535 nm).

Para este ensayo, las células CEs y HTR-8/SVneo fueron sembradas en placas de
24 pozos, en densidades de 5.0 x 10* células/pozo. Las CEs en medio de ensayo
(suplementado con 2% de SFB) y las HTR-8/SVneo en medio de cultivo estandar,
respectivamente. Al cabo de 24 horas, se inici6 el ensayo, al adicionar los
tratamientos con sFlt-1 (10, 25 y 50 ng/mL) y sueros de pacientes; control,
normotensas y preeclampticas. Los tratamientos se aplicaron por 24 horas, donde
se mantuvieron las células incubadas a 37°C en atmdsfera de 5% CO2. Al finalizar
el tratamiento, las células se lavaron con buffer fosfato salino (PBS) estéril a 37 °C,
dos veces. Seguidamente, se incubaron las células con 5uM de JC-1 en medio de
cultivo por 30 minutos a 37°C en atmosfera de 5% CO: y en oscuridad. Luego, las
células fueron lavadas nuevamente en dos ocasiones con PBS vy la fluorescencia
roja/verde fue medida.

En primer lugar, se tomaron imagenes fluorescentes utilizando el microscopio
invertido Nikon Eclipse Ti-S y el software NiS Elements (USA), que permitio el
procesamiento de las imagenes y el céalculo de la intensidad media fluorescente
(IMF). Para confirmar los resultados obtenidos por microscopia, también se evalu6
la disipacion del Wm por citometria de flujo. Para esta técnica, el procedimiento ya
descrito incluy6 que, tras la finalizacion con los diversos tratamientos, las células
fueron tripsinizadas, lavadas e incubadas en suspension durante 15 minutos a 37
°C, atmosfera de 5% de CO:2 y en oscuridad con el reactivo de JC-1. Luego, las
células fueron lavadas dos veces con PBS Yy fijadas con parafolmaldehido al 1%.
Seguidamente, la fluorescencia fue medida en un BD FACS Canto Il (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) y los resultados analizados con el software Diva
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Los resultados fueron demostrados en imagenes de fluorescencia captadas y
procesadas con el microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-S y el software NiS
Elements (USA). Ademas, la IMF se representd como % de cambio en funcién al
control evaluando el radio de fluorescencia roja/verde.
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3.15 Deteccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante HPLC

En diversos escenarios, la produccion de ROS ha sido vinculada a la fisiopatologia
de numerosas enfermedades, tales como: ateroesclerosis, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas y cancer (233). Entre las diversas ROS implicadas en
enfermedad, el radical superdxido (Oz2) reacciona directamente con el *NO,
disminuyendo su actividad bioldgica. Niveles elevados de O2"- han sido relacionados
con la fisiopatologia de enfermedades cardiovasculares, donde la disponibilidad del
*NO es limitada (209). Para conocer el papel de los sFlt-1 en la produccion de ROS,
especificamente Oz, se empled la sonda fluorescente hidroetidina (HE) y se
detect6 analiticamente a través de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La sonda fluorescente HE, oxidada en presencia de O2", forma etidio (E*) como
producto de la oxidacién de 2 e a partir de HE. La fluorescencia emitida por el
producto E* se considera proporcional a la formacion de Oz intracelular. Tal como
ha sido demostrado previamente, la oxidacion de HE a E* no ocurre directamente
por la oxidacion HE mediada por Oz", en lugar, otro producto el 2-hidroxietidio (2-
OH-E*), con propiedades fluorescentes similares a E* se forma en la reaccion de
HE con Oz (233, 234). Afortunadamente, la reaccion de HE con otras especies
reactivas de oxigeno o nitrégeno, tales como (ONOO-, ‘OH, H202) no forma 2-OH-
E*, mientras que si permite la formacién de otros productos de oxidacién de HE,
tales como dimeros de E* (E*-E™). Figura 3.9. De tal manera que el monitoreo de la
formacion de 2-OH-E*, permite evaluar cualitativamente la formacién de Oz, que
puede ser identificado mediante técnicas analiticas como HPLC y deteccion por
fluorescencia (233, 234).

Fluorescencia
roja

Oxidantes

Figura 3.9 Oxidacion de HE. La sonda fluorescente HE puede ser oxidada a dos productos; 2-OH-
E*y E* debido a su oxidacién con Oz~ u otros agentes oxidantes, respectivamente. Obteniendo como
resultado la emision de fluorescencia roja. Imagen tomada y adaptada de: Kalyanaraman B, Darley-
Usmar V, Davies KJ, Dennery PA, Forman HJ, Grisham MB, et al. Measuring reactive oxygen and
nitrogen species with fluorescent probes: challenges and limitations. Free radical biology & medicine.
2012;52(1):1-6. Epub 2011/10/27 (233).

Para la deteccion de Oz, las células CEs y HTR-8/SVneo fueron sembradas y
cultivadas en placas de Petri de 100mm, se sembraron 1.0-1.5 x 108 células/placa
hasta confluencia de 70-80%, se aplicaron diversos tratamientos con sFlt-1, TNF-a,
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VEGF y SEPI por 24 horas. Las CEs fueron mantenidas en medio de ensayo
(suplementado con 2% de SFB) y las HTR-8/SVneo en medio de cultivo estandar.
Al cabo de las 24 horas de tratamiento, se removio el medido de las células, se
lavaron tres veces con PBS estéril a 37°C y se administré la sonda HE en
concentracion de 1 uM en Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) durante 30
minutos. La adicion del agente quelante &cido dietilen triamino pentaacético (DTPA)
en concentracion de 100 uM se administrd a los buffers para prevenir la oxidacion
secundaria y formacién de artefactos oxidados debido a la presencia de metales en
la superficie de material de vidrio, plastico y en los buffers.

Transcurrida la incubacion con HE, las células fueron cultivadas mediante raspado
en PBS frio, se centrifugo la suspensién celular a 1500 RPM por 5 min a 4°C para
obtener el sedimento de células. Las células fueron posteriormente lisadas en 150
pL de 0.1% Triton X-100 en PBS. Utilizando el lisado se determind la concentracion
de proteinas por el método de Bradford (Ver seccién contenido total de proteinas).
Para el ensayo de deteccion de Oz, 100 uL del lisado celular se mezclaron con 100
pL de acido perclérico (HCIO4) 0.2 M en metanol 98% (MeOH). Se incubd la mezcla
en hielo durante 1 hora, seguidamente se centrifugd a 14000 RPM durante 30
minutos a 4°C. El sobrenadante colectado se mezclo en partes iguales (100 pL) con
buffer fosfato pH 2.6. Finalmente se centrifugd esta mezcla a 14000 RPM por 15
minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido (150 pL) se empled para las
determinaciones analiticas a través de HPLC.

Anélisis de HPLC:

Se utilizé el sistema Agilent 1100 equipado con detector de absorcion UV-visible y
fluorescencia. Se utilizé una columna C18 (Phenomenex, Kinetex C18, 100 x 4.6
mm, 2.6 ym). Para el gradiente de elucion se utilizé una fase movil acuosa con un
incremento del gradiente de acetonitrilo de 20% a 100% en 5 minutos, en presencia
de 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA). Se utilizaron estandares de: HE, 2-OH-E*,
E*y E*-E*) para la cuantificacién. Ademas, los resultados fueron normalizados por
la concentracién de proteinas, previamente determinada mediante el ensayo de
Bradford. Para la deteccién de los diferentes productos, se utilizd el detector
fluorescente con Ex: 358nm/Em: 440nm para HE. Para 2-OH-E* se emple6 también
el detector fluorescente a Ex: 490nm/Em: 567nm. Para E* Ex: 490/Em: 596.
Finalmente, la deteccion de E*-E* se hizo a 290 nm en absorcion UV-visible.

3.16 Deteccidon de especies reactivas de oxigeno de origen mitocondrial

(mMROS)

La evaluacion de la produccién de especies reactivas de oxigeno de origen
mitocondrial, especificamente Oz, permitié observar el impacto de sFlt-1, TNF-a y
de los sueros de pacientes en la funcion mitocondrial. La produccion de O2™
mitocondrial (MROS) fue evaluada con la sonda fluorescente MitoSOX Red
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(Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). MitoSOX Red es un reactivo
fluorescente especificamente dirigido a la mitocondria, (HE conjugado con catién de
trifenilfosfina) (235). La oxidacion de la sonda en presencia de Oz~ produce la
emision de fluorescencia roja detectada a 580 nm (Ex: 510/ Em: 580 nm) en células
intactas.

La deteccion de mROS en CEs y HTR-8/SVneo se hizo por microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo. Las células CEs y HTR-8/SVneo fueron
sembradas en placas de 24 pozos, en densidades de 5 x 10* células/pozo. Las CEs
en medio de ensayo (suplementado con 2% de SFB) y las HTR-8/SVneo en medio
de cultivo estandar, respectivamente. Transcurridas 24 horas, se inicié el ensayo
con la adicion de rh sFlt-1 (10, 25 y 50 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL) y sueros de
pacientes; control, normotensas y preeclampticas. En ocasiones, se adicion6é SEPI,
MTX y VEGF, esto permitid6 observar la contribucion de los metabolitos y/o rutas
metabdlicas en la produccion de mROS. Los tratamientos se aplicaron por 24 horas,
donde se mantuvieron las células incubadas a 37°C en atmésfera de 5% CO2. Al
finalizar el tratamiento, Las células se lavaron con PBS estéril a 37 °C, dos veces.
Seguidamente, se incubaron las células con 5uM de MitoSOX en HBSS por 15
minutos a 37°C en atmdsfera de 5% CO:z y protegidas de la luz. Luego, las células
fueron lavadas nuevamente en dos ocasiones con HBSS vy la fluorescencia roja fue
medida a 580 nm. Utilizando el microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-S y el
software NiS Elements (USA), se capturaron y procesaron las imagenes
fluorescentes.

Para confirmar los resultados obtenidos por microscopia, también se evalud la
formacibn de mROS por citometria de flujo. Para citometria de flujo, el
procedimiento ya descrito incluyé que, tras la finalizacion con los diversos
tratamientos, las células fueron tripsinizadas, lavadas e incubadas en suspension
con MitoSOX Red durante 15 minutos a 37 °C, atmésfera de 5% de COz y protegidas
de la luz. Luego, las células fueron lavadas dos veces con HBSS. Posteriormente,
la fluorescencia fue medida en un BD FACS Canto Il (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) y los resultados analizados con el software Diva (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA). Ademas, se calcul6 la IMF. Los resultados fueron demostrados en
imagenes de fluorescencia captadas y procesadas con el microscopio invertido
Nikon Eclipse Ti-S y el software NiS Elements (USA). Finalmente, la IMF se
representd como % de cambio en funcion al control.

3.17 Medicion de .NO

La produccion de *NO se determino cuantificando los niveles de nitritos (NOz2),
usando un Sievers 280i Nitric Oxide Analyzer (NOA). El modelo 280i es un detector
de alta sensibilidad para la medicion de <NO basado en la reaccion
guimioluminiscente en fase gaseosa del éxido nitrico y ozono.
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.N0+03 _>N0;+ 02
NO; — NO, + hv

La emision del didxido de nitrdgeno excitado electronicamente, ocurre en el espectro
rojo e infrarrojo cercano y es detectado por un fotomultiplicador rojo sensitivo
termoeléctricamente enfriado. En sistemas biologicos, el *NO es producido por la
oxidacion enzimatica de la arginina. En solucién, el *NO reacciona con el oxigeno
molecular (O2) para normar nitrito (NO2’); con oxihemoglobina y O2" para formar
nitrato; con S-nitroso compuestos y aminas para formar nitrosaminas y con metales
para formar complejos metal-nitrosilados. En la ausencia de oxihemoglobinay O2",
el NOz formado de la reaccion de *NO con O2 corresponde al mayor producto de
oxidacion del *NO.

Para la medicion de *NO, se utilizé una solucion al 1% (p/v) de ioduro de sodio (Nal)
en &cido acético glacial como agente reductor, para convertir los nitratos
nuevamente a 6xido nitrico.

1
I”+ NO3 + 2H* >+ NO + 51, + H,0

Brevemente; el funcionamiento del equipo involucra el empleo de un gas inerte
(helio), que hace burbujear el agente reductor, para facilitar la conversion de nitratos
a *NO. Las muestras son inyectadas al recipiente de reaccion y el gas inerte acarrea
el *'NO hacia el detector del NOA. Para cuantificar *NO, a través de la medicion
indirecta de NO2 se utilizO una curva de calibracion de NO2 en HBSS en
concentraciones de (250, 500, 750 y 1000) nM de nitrito de sodio Figura 3.10.

Tratamientos:

CEs y HTR-8/SVneo fueron cultivadas en placas de Petri de 60 mm hasta
confluencia del 70-80%. Se aplicaron tratamientos con rh sFlt-1, TNF-a y sueros de
pacientes. En diversos escenarios se adicion6 SEPI y VEGF. Los tratamientos
fueron aplicados por 24 horas. Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas
con HBSS e incubadas con 0.5 mM de L-arginina, por 1 hora a 37 °C en 5% de
atmoésfera de CO2, en HBSS conteniendo calcio (Ca?*) y magnesio (Mg?*).
Seguidamente se recolectd el sobrenadante y se almaceno a -80 °C hasta las
determinaciones. El contenido de proteinas se determiné con el ensayo de Bradford
(ver seccion “Contenido total de proteinas”), esto permitié normalizar los resultados.

Lecturas:

Se realizaron dos lecturas para cada muestra desconocida y segun su medicion de
respuesta NOA (mV), se interpold el resultado en la curva de calibracion. Las
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lecturas fueron medidas y analizadas con el software Liquid (NOA Analysis
software) (Sievers version 3.22). Posteriormente las concentraciones de nitritos
fueron normalizadas por proteinas (Ver seccion contenido total de proteinas) para
obtener la razén de concentracion de nitritos sobre concentracion de proteinas
(INO27)/[mg proteinas]).
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Figura 3.10 Calibracién de nitritos. A: Concentraciones de nitrito de sodio empleadas para la curva
de calibracién de nitritos. Se realizaron dos lecturas por cada concentracién con el calibrador
respectivo. B: Regresion lineal y ecuacion de la curva de calibracion para la medicién de nitritos.

3.18 Niveles de peroxinitrito (ONOQO")

Para la determinacion de la formaciéon de ONOO-, especie reactiva formada por la
reaccion de Oz y *NO, se utiliz6 la sonda fluorescente boronato de cumarina (CBA)
(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). La sonda CBA es fluorescente y se utiliza
para detectar la formacion de ONOO-, acido hipocloroso y perdxido de hidrogeno
(H202). Sin embargo, la reaccion con ONOO" ocurre mas rapidamente (k=1.1 pM/s)
con respecto a la reaccion con acido hipocloroso y con H202 (234). El producto
fluorescente de la reaccion de CBA con ONOO" se detecto utilizando un lector de
placas Thermo Scientific VarioSkan Flash Plate Reader a Ex: 330nm/Em: 450nm.
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CEs y HTR-8/SVneo fueron cultivadas en placas de 96 pozos. Se sembraron 2.0 x
10 células/pozo en medio de ensayo respectivo para cada linea celular. Al cabo de
24 horas se aplicaron los tratamientos con sFlt-1, TNF-a, VEGF y SEPI. La
distribucion de los tratamientos se hizo horizontalmente, para garantizar 12 pozos
consecutivos por cada uno de ellos. Una hora antes de la finalizacion del
tratamiento, las placas de 96 pozos fueron virtualmente divididas en tres grandes
columnas de 4 lineas verticales cada una. La columna del extremo derecho fue
tratada con el inhibidor L-NAME 0.1 mM en DPBS conteniendo cloruro de magnesio
(MgCl2), cloruro de calcio (CaClz) y piruvato 1 mM, durante una hora a 37°C. Figura
3.11.

CEs .
» HTR-8/SVneo », Tratamientos

24 horas
37°C
5% CO,
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Figura 3.11 Representacion esqueméatica del montaje del ensayo para la deteccién de niveles de
ONOO-.

Transcurrido el acondicionamiento con L-NAME por una hora, se removi6 el medio
y DPBS de toda la placa y se administro en la columna 1, DPBS (MgClz, CaClz y
piruvato 1mM) + CBA 100 puM. Columna 2, DPBS + catalasa (CAT-4 de Fluka
(Sigma-Aldrich), proveniente de Corinebacterium glutamicin 660 KU/mL) 10U/mL +
CBA 100 uM y finalmente en la columna 3 se afiadi6 DPBS + L-NAME 0.1 mM +
CBA 100 pM. Figura 3.11. La fluorescencia fue medida en un lector de placas
Varioskan mantenido a 37°C durante 2 horas. El equipo se programé a Ex: 330
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nm/Em: 450 nm para realizar mediciones cinéticas del fondo y centro de cada pozo
de la placa de 96 cada 30 segundos. En total se hicieron 240 lecturas por pozo. Una
vez finalizadas las lecturas, se determiné la concentracion de proteinas por el
ensayo de Bradford para la posterior normalizacion de los resultados. Ya que la
oxidacion de la sonda CBA no es especifica para ONOO-, la administracion de los
inhibidores:

a) catalasa previno la formacién de H202 y con ello su reaccion con CBA
b) y b) L-NAME inhibi6 competitivamente la enzima eNOS y con ello la
formacién de *NO.

Anadlisis de resultados:

Para el analisis de los resultados las lecturas de cada pozo fueron graficadas en
funcién al tiempo (cada lectura se hizo cada 30 segundos). Se obtuvieron las
pendientes de cada determinacion por cuadruplicado con cada tratamiento e
inhibidor. Los resultados fueron normalizados por la concentracion de proteinas de
cada pozo y el promedio de las pendientes fue expresado en funcién al control (solo
CBA), para obtener el porcentaje de produccion de H202 (L-NAME) y de ONOO-
(catalasa) por tratamiento. Ademas, la produccion neta de ONOO" y H20:2 fue
comparada con respecto al control de células basal sin tratamiento.

3.19 Determinacion de niveles de biopterinas (BH4/BH?2)

La determinacion de los niveles de BH4 permitié valorar el uso de SEPI como
potencial tratamiento en PE. La determinacion de biopterinas por HPLC se
fundamenta en la propiedad quimica de las biopterinas oxidadas de emitir
fluorescencia, a diferencia de las biopterinas reducidas. La determinacién por HPLC
esta acoplada a un detector de fluorescencia (236).

CEs fueron cultivadas en placas de Petri de 100 mm, sembradas en densidad de
1.0-1.5 x 10° células/placa, hasta confluencia de 70-80%. Se aplicaron los
tratamientos con sFlt-1, TNF-a, VEGF y SEPI por 24 horas. Las CEs fueron
mantenidas en medio de ensayo (suplementado con 2% de SFB). Al cabo de las 24
horas de tratamiento, se removi6 el medio de las células, se lavo tres veces con
PBS estéril a 37°C. La obtencion de células se hizo a través de raspado empleando
PBS frio. Se centrifugo la suspension celular a 1500 RPM por 5 min a 4°C para
obtener el sedimento de células. Las células fueron posteriormente lisadas en 200
uL de la fase mévil (50mM buffer fosfato pH 2.6), conteniendo 1 mM de ditiotreitol
(DTT). Se clarificé el lisado mediante centrifugacion a 15700 g por 20 minutos a 4°C.
El sobrenadante obtenido se empleo para los analisis de biopterinas y una alicuota
se utilizé para la determinacién de proteinas por el método de Pierce BCA.
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Anélisis de HPLC:

Previo al andlisis, los sobrenadantes obtenidos fueron desproteinizados utilizando
filtros Amicon de 10K (Millipore, Bedford, MA). Dichos filtros fueron pre-tratados
antes del proceso de desproteinizacion. Para ello se hicieron centrifugaciones
consecutivas de los filtros con:

1) NaOH 0.1 M (500 pL) a 14000 RPM por 20 minutos.
2) Fase movil (50 mM buffer fosfato pH 2.6) (500 pL) a 14000 RPM por 20 minutos,
dos veces.

Una vez finalizada la ultima centrifugacion, los filtros se mantuvieron cerrados en
bafio de hielo a 4°C hasta el momento de la desproteinizacion de los sobrenadantes,
para ello se centrifugaron los sobrenadantes en los filtros Amicon pre-tratados a
14000 RPM por 20 minutos.

Los ensayos de HPLC se llevaron a cabo en el sistema de HPLC de ESA
Biosciences modelo 582-542 (ESA Biosciences CoulArray® System Modelos 582-
542), con detector electroquimico acoplado. Se usé una columna Synergi Polar-RP
(Phenomenex, 4 um, 250x4.6 mm). Para la elucion se utilizé argén y fase movil.
Para la deteccion se empled detector electroquimico configurado para medicion
coulométrica multicanal de 0-600 mV. Un canal se mantuvo configurado a -250 mV
para monitorear el pico de la reversibilidad de la oxidacién de BH4. Se establecieron
curvas de calibracién al sumar las areas calculadas en los picos de deteccion a0y
150 mV para BH4 y a 280 y 365 mV para BH2. Los estandares fueron obtenidos de
Schircks Laboratories, Switzerland. Para el célculo de los niveles intracelulares de
BH4, los resultados fueron normalizados por concentracién de proteinas.

3.20 Expresion de proteinas determinada por western blot

Para la deteccion de la expresion de eNOS, p-eNOS, GTPCH y B-actina se llevo a
cabo el ensayo de western blot. Para llevar a cabo este ensayo, las células CEs y
HTR-8/SVneo fueron cultivadas en placas de Petri de 100 mm, se sembraron 1.0-
1.5 x 10°% en medio de ensayo para cada linea celular hasta confluencia de 70%.
Las placas fueron lavadas con PBS estéril a 37°C dos veces y se le agregé medio
sin SFB correspondiente a cada linea celular y se incubaron las placas en este
medio durante toda la noche. Seguidamente, se agregé el tratamiento con sFlt-1,
TNF-a, VEGF y SEPI en medio de ensayo (CEs con 2% SFB y HTR-8/SVneo con
5% SFB) durante 24 horas de incubacion a 37°C y atmosfera de 5% CO2. Una vez
finalizado el tiempo de incubacion, se removio el medio de cultivo y se obtuvieron
las células mediante raspado, empleando 1000 pL de PBS frio, se centrifugaron las
células para obtener el sedimento durante 5 minutos a 1500 RPM a 4°C.
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Una vez obtenido el sedimento, se realizd la lisis celular en buffer lisis RIPA
(composicion descrita en la seccién ELISA) con la adicion de los siguientes
inhibidores de proteasas y fosfatasas:

Inhibidor Volumen (por mL de RIPA)
Inhibidor de proteasas coctel 1X 10 pL
(Roche)
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 20 pL
NaF (Fluoruro de sodio) 5uL
NasVO4 (ortovanadato de sodio) 5uL

Finalmente se clarificé el lisado celular mediante centrifugacién a 13300 RPM por
10 minutos a 4°C. Se almacené el sobrenadante a -80°C en alicuotas hasta el
momento de los ensayos de western blot. Una alicuota se us6 inmediatamente para
determinar la concentracion de proteinas del lisado mediante el ensayo de Pierce
BCA.

Ensayo de western blot:

Las proteinas obtenidas de las células CEs y HTR-8/SVneo, tratadas con sFlt-1,
TNF-a, VEGF y SEPI; fueron sembradas en geles de acrilamida/bisacrilamida. Para
las CEs se establecid la siembra de 30 pug de proteinas, mientras que para HTR-
8/SVneo se establecio 60 ug de proteinas. Previo a la siembra de muestras en el
gel, se mezclaron en proporcion 1:1 con buffer de muestras, el cual contenia glicerol
20% (v/v), SDS 10% (p/v), azul de bromofenol 0.1% (p/v), Tris-HCI 125 mM (pH 6.8)
y B-mercapto-etanol 5% (v/v) y se les incubd a 95°C durante minutos. Finalizada
esta incubacion, las muestras fueron sembradas y separadas en geles de 12-16%
de concentracion de acrilamida/bisacrilamida, mediante electroforesis, utilizando el
equipo de electroforesis Miniprotean de Biorad. La electroforesis se llevd a cabo
durante 80-90 minutos, que varié segun la concentracién de los geles, a 120 V
constantes en buffer de corrida pH 8.3, el cual contenia 25 mM de Tris-Base, 193
mM glicina'y 0.1% SDS.

Para la transferencia de proteinas ya separadas en los geles, se emplearon
membranas de PVDF (Fluoruro de polivinilideno) que fueron transferidas en el
equipo Mini Transblot Electrophoresis Transfer Cell de Biorad en buffer de
transferencia pH 8.3, que contenia 20 mM Tris-Base y 150 mM glicina, durante 1
hora a 4°C y 120 V constantes. Seguidamente se bloquearon las membranas en
solucion TBS-Tween20 pH 7.5, conteniendo 100 mM Tris-HCI, 0.9% NacCl, 0.1 %
Tween20 y 5% de albamina bovina (BSA), con la finalidad impedir la unién
inespecifica con los anticuerpos primarios en estudio, este proceso se realizo
durante 1 hora a 4°C en agitacion constante a 500 RPM. Posteriormente las
membranas fueron incubadas en solucion TBS-Tween20 y 1% BSA conteniendo los
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anticuerpos primarios policlonales (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) tal como
se describe a continuacion.

Anticuerpo primario Dilucibn  Anticuerpo secundario Dilucion
eNOS (NOS3) anti-rabbit 1:200
(sc-654). Goat anti-rabbit (sc-2004). 1:5000

p-eNOS (serina 1177) anti- 1:100

rabbit (sc-21871-R).

GCH-1 (GTPCH-1) anti- 1:200

goat (sc-48510). Donkey anti-goat (sc- 1:5000
B-actina anti-goat (sc-1616). 1:200 2020).

Con la finalidad de normalizar la expresion de proteinas se evalué también la
expresion de B-actina. La incubacién con los respectivos anticuerpos primarios se
hizo durante toda la noche a 4°C en agitacion constante. Seguidamente, las
membranas fueron lavadas en solucién TBS-Tween20 por 5 minutos, 3 veces. Para
finalmente incubar las membranas en solucion TBS-Tween20 y 1% BSA
conteniendo el anticuerpo secundario conjugado con HRP (tal como ha sido descrito
en la tabla anterior), durante 1 hora a 4°C en agitacion constante. Las membranas
se lavaron 3 veces en TBS-Tween20. En todos los experimentos se utilizo el
revelador Pierce ECL western blotting substrate durante 10 minutos en proteccion
de la luz. La toma y procesamiento de fotografias con el analisis densitométrico se
hizo empleando el equipo Versadoc de Biorad y el software Quantity One, también
de Biorad.

3.21 Contenido total de proteinas

Ensayo de Bradford:

Tras la finalizacién de los ensayos de bioenergética mitocondrial y metabolismo, asi
como los ensayos de determinacion de *NO, se cuantific6 el contenido total de
proteinas, con la finalidad de normalizar los datos obtenidos en cada ensayo. La
normalizacion por proteinas es un método efectivo para controlar la variabilidad de
los resultados con respecto al nimero de células. Para ello se empleé el reactivo de
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Para la cuantificacion de proteinas en los ensayos de bioenergética mitocondrial y
metabolismo se siguio el protocolo de Dranka et al., 2011 (237) con modificaciones.
Como lo plantea el autor en su protocolo, se emplean 480 uL del reactivo de
Bradford por cada 20 uL del lisado de proteinas. En esta investigacion se optimiz6
dicha cantidad del reactivo de Bradford, debido a que siguiendo las instrucciones
del protocolo no se consiguié mantener la linealidad en la regresion lineal de la curva
de calibracion para el margen de concentraciones de proteinas obtenidas en los
ensayos. Tal como ha sido reportado previamente (238), el ensayo de cuantificacion
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de proteinas con el reactivo de Bradford (Azul de Coomasie brillante), presenta el
inconveniente que en un amplio margen de concentraciones de proteinas existe una
curvatura normal que no permite obtener una correspondencia con la concentracion
de proteinas y la absorbancia medida, lo cual afecta la sensibilidad de la prueba.
Por ello, se establecio la curva de calibracion empleando concentraciones de BSA
de (0.125, 0.25, 0.75 y 1) mg/mL y se utilizé 1200 pL de reactivo de Bradford por
cada 20 pL del lisado de proteinas, para mantener una proporcion de 1:60 con
respecto al reactivo de Bradford.

Para la cuantificacion de proteinas en los ensayos de determinacién de *NO, basado
en el protocolo de Dranka et al., 2011 (237) se optimizo la curva de calibracidon
empleando concentraciones de BSA de (0.25, 0.5, 1, 1.5y 2) mg/mL y se utiliz6 300
uL del reactivo de Bradford por cada 5 pL del lisado de proteinas, para mantener
una proporcién de 1:60 con respecto al reactivo de Bradford.

En ambos casos, la determinacién de la absorbancia se hizo a 590 nm, empleando
un lector de placas Thermo Scientific VarioSkan Flash Plate Reader. Figura 3.12.
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Figura 3.12 Curvas de calibracion de la determinacion de proteinas por el método de Bradford. (A)
Curva de calibracién de proteinas para el ensayo de bioenergética mitocondrial y metabolismo. (B)
Calibracién de proteinas para el ensayo de determinacién de *NO.

Ensayo de Pierce BCA:

Para la determinacion de expresion de proteinas por western blot y cuantificacion
de proteinas para la normalizacién de los niveles de sFlt-1 y TNF-a medidos por
ELISA, se utilizé buffer RIPA como buffer de lisis. Cuando se cuantifican proteinas
en este buffer es necesario hacerlo por técnicas diferentes al ensayo de Bradford,
debido a que la reaccion del buffer RIPA con el reactivo de Bradford genera una
coloracién azul, que impide la correcta cuantificacion de las proteinas presentes en
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el lisado. Por ello se midieron las proteinas lisadas en buffer RIPA mediante el
ensayo de Pierce BCA.

Este ensayo permite la determinacion del contenido proteico de forma colorimétrica,
el método se basa en la reaccion de Biuret, donde las proteinas en medio alcalino
reducen el Cu?* a Cu'*, el reactivo compuesto por acido bicinconinico (BCA) cambia
de azul a violeta en presencia de proteinas. Esta caracteristica permite cuantificar
el contenido proteico por espectroscopia UV-visible al medir la absorbancia a 540
nm. Para la curva de calibracion se usaron estandares de BSA en concentracion de
0 — 2 mg/mL. Para el ensayo se utilizaron 10 pL del lisado o estandar y 200 pL del
reactivo de BCA. Se incubd la reaccion a 37°C durante 30 minutos en oscuridad y
se leyd la absorbancia a 540 nm usando un lector de placas Thermo Scientific
VarioSkan Flash Plate Reader. Figura 3.13.
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Figura 3.13 Curva de calibracién de la determinacién de proteinas por el método de Pierce BCA.

3.22 Aspectos éticos

Para la inclusién y participacién en el estudio; todas las pacientes firmaron
consentimiento informado, previamente avalado por los Comités de Etica en
Investigaciones de la FCV y CMISL (Anexos 1y 2). El desarrollo de este estudio no
genero ningun riesgo para la vida de las personas involucradas en la investigacion.
El estudio cumplié con las disposiciones de la Declaracion de Helsinki, las normas
cientificas técnicas y administrativas para la investigacién en salud contempladas
en la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud y aval de los Comités de
Etica. Todos los datos recopilados para la realizacion de este estudio son
confidenciales y utilizados soélo para fines de investigacion, bajo los parametros de
la Ley 1581 de 2012 de Proteccion de Datos Personales en Colombia.
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3.23 Procesamiento de los datos

Los datos recolectados durante el reclutamiento de pacientes fueron debidamente
diligenciados en los documentos de consentimiento informado y reporte de caso
(CRF). Se constatd que los datos estuvieran completos, fueran legibles y
consistentes. Las correcciones necesarias fueron anotadas con las fechas y las
iniciales de la persona que hizo la edicion. Inmediatamente después de corregir el
formato, la informacién fue registrada y almacenada en una base de datos en MS
Excel.

3.24 Anédlisis estadistico

Para los analisis estadisticos se utilizé el paquete estadistico de Stata 8.0 (Stata
Corporation). El andlisis descriptivo de las variables se expres6 en medias y
proporciones (%). La distribucién de las variables continuas se analiz6 con la prueba
de Shapiro-Wilk. La determinacién de diferencias entre dos grupos se realizd
mediante las pruebas de chi cuadrado, T de Student o U de Mann- Withney de
acuerdo a la distribucion de los datos y la homocedasticidad de las variables. En
casos de comparacion de multiples grupos se utilizd la prueba de analisis de
varianza (ANOVA) y se empled la prueba posthoc de Bonferroni cuando fue
apropiado. Valores de P<0.05, P<0.01 y P<0.001 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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4. Resultados

Capitulo I. El factor anti-angiogénico: soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-
1) causadisfuncion endotelial, favorece el desacoplamiento de eNOS e induce
cambios en el fenotipo metabdlico en preeclampsia, al interferir en la
sefalizacion dependiente de VEGF.

4.1 Introduccion.

La angiogénesis es un proceso de generacidén de nuevos vasos sanguineos a partir
de estructuras pre-existentes (48), que permite la formacién y crecimiento de un
nuevo organismo durante el embarazo (49, 50). En el complejo proceso de
angiogénesis durante la gestacion, el factor de crecimiento VEGF, juega un papel
protagonico (49, 50). Como evidencia de este hecho, en estudios in vivo e in vitro,
se ha demostrado que VEGF es un factor de supervivencia de CEs, a través de
mecanismos relacionados a la expresion de proteinas anti-apoptéticas de la familia
Bcl-2 (B-cell ymphoma 2 proteins) (53). Ademas, VEGF juega un papel fundamental
en la activacion de rutas de sefial intracelular via Raf, Mek y Erk que promueven la
proliferacion y migracion celular (66) y en la formacién de *NO (68), a través de la
activacion de PI-3K/Akt (146) y el incremento en la expresion de eNOS (67).

El sNO es un importante mediador de la angiogénesis a través de mecanismos que
aun no son bien conocidos (239). Por una parte, el *NO es un factor de
sobrevivencia de CEs, que inhibe la apoptosis (240). Asimismo, el *NO ejerce
efectos hemodinamicos como vasodilatador, lo cual es determinante en la
proliferacion del endotelio y la angiogénesis (239). En relacién a esto, se demostr
gue la activacion independiente del receptor 1 y 2 de VEGF (VEGFR-1 y VEGFR-
2), estimulan la formacién de tubos (in vitro) a través de la activacion de eNOS via
P1-3K/Akt (241). Estas evidencias, abren una ventana hacia nuevas teorias que
relacionan a la biodisponibilidad de VEGF con la activacién de eNOS y la produccion
de *NO en PE. El papel del *NO en PE, aun no esta bien esclarecido, hasta el
momento se han identificado controversias en los niveles determinados en mujeres
normotensas y preeclampticas. Una de las razones de estas inconsistencias, se
debe a que no existe consenso sobre el método mas idéneo para determinar los
niveles de *NO, el tipo de muestra y tiempo gestacional mas adecuado en el cuél se
deben deberian realizar las determinaciones (11). Sin embargo, desde el punto de
vista fisiopatolégico, se espera que los niveles de *NO en PE, estén disminuidos.

En esta investigacion se ha propuesto, que una baja activaciéon de eNOS, como
resultado del incremento de los niveles de SsFlt-1; que disminuyen la
biodisponibilidad e interfieren en la sefalizacion de VEGF, podria explicar la baja
produccion de *NO asociados a PE. Por otra parte, tal como ha sido descrito
previamente en otros modelos patoldgicos in vitro, la disponibilidad reducida de
*NO, puede deberse a un desacoplamiento de la enzima eNOS, en donde su
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cofactor BH4 juega un papel clave. Por tal motivo, en esta seccion se propuso
identificar el papel de sFlt-1 en la produccién de *NO y los mecanismos moleculares
gue conllevan a cambios en la biodisponibilidad de este importante vasodilatador.

Por otra parte, la dindmica gestacional que permite el desarrollo de un nuevo ser
vivo, es un proceso complejo que implica una serie de adaptaciones metabdlicas,
con un incremento en la demanda energética, aumento en la actividad y biogénesis
mitocondrial. La mitocondria, es la principal maquinaria energética celular, cuya
funcién es determinante durante el embarazo (136). En el embarazo normal, el
aumento de la demanda energética conlleva a un aumento de la actividad
mitocondrial para compensar los requerimientos metabdlicos necesarios para
sustentar el crecimiento y la proliferacién celular de los tejidos placentarios y
endotelial (242). La homeostasis de VEGF tiene un papel central en el
mantenimiento de la biogénesis y metabolismo mitocondrial, al soportar la
sefalizacion de PI-3K/Akt (242).

En el embarazo normal, los niveles circulantes de sFlt-1 aumentan progresivamente
mientras avanza la edad gestacional (64) y junto a VEGF, regulan el proceso de
angiogénesis (80). En general, el incremento de los niveles de FAAs en el embarazo
tiene el efecto de aumentar el tono vascular materno y mantener la perfusion uterina
normal (15), actuando también como un regulador angiogénico (80). En PE, los
niveles circulantes de sFlt-1, se encuentran significativamente elevados, comparado
con mujeres normotensas (45, 81-83) debido a mecanismos que aun desconocidos
(84). sFlt-1, antagoniza la sefalizacion de VEGF e incrementa la sensibilidad de
CEs a moléculas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)
(65). Hasta el momento, no se conocen los mecanismos fisiopatol6gicos que
conllevan a ese incremento desproporcionado de los niveles circulantes de FAAs
en PE. Tampoco se conocen los mecanismos moleculares que estos FAAs pueden
desencadenar, a medida que los niveles circulantes van en aumento con la edad
gestacional, es decir, antes de instaurarse el proceso patolégico.

Investigaciones previas con el factor anti-angiogénico sFlt-1, han demostrado in vivo
en ratones, que la infusién exdégena de sFlt-1 conduce a cambios histolégicos en la
mitocondria y a la expresion de proteinas pro-apoptoticas con un incremento
significativo en la apoptosis y estrés oxidativo (125). Esto sugiere que sFlt-1 tiene
un papel clave en la aparicién de la enfermedad, probablemente al disminuir la
biodisponibilidad de VEGF. Para conocer los mecanismos moleculares a través de
los cuales sFIt-1 conduce a enfermedad, en este estudio se planted conocer las
perturbaciones o cambios metabdlicos que sFlt-1 conlleva in vitro, a
concentraciones en las cuales alun no se evidencia respuesta anti-angiogénica,
procurando emular los eventos que ocurren in vivo, previo a la semana 20 de
gestaciéon, cuando los niveles de sFlt-1 van aumentando progresivamente, pero
antes de que sus niveles circulantes sean desproporcionadamente elevados.
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4.2 Establecimiento de las concentraciones de trabajo de sFlt-1 para el modelo in
vitro de PE.

Previamente, se ha descrito que los FAAs, entre ellos sFlt-1, estan aumentados en
PE (45, 81-83). Sin embargo, el impacto de estos niveles elevados en la circulacion
materna, para desencadenar eventos moleculares que conllevan a enfermedad, aun
no son bien conocidos. Dado que, en PE, por factores aun desconocidos, los niveles
de sFlt-1 superan drasticamente a los niveles encontrados en mujeres sanas; el
primer enfoque de este estudio fue conocer el impacto que tiene sFlt-1 en etapas
tempranas del embarazo. Al referirse a etapas tempranas del embarazo, se hace
referencia a cuando los niveles circulantes de sFlt-1 comienzan a elevarse, pero
antes de que se produzca una respuesta anti-angiogénica. Para ello se establecié
un modelo in vitro de PE, empleando proteina rh sFlt-1. El ensayo escogido para
encontrar las concentraciones de trabajo en las cuales no se estableciera respuesta
anti-angiogénica fue el ensayo de migraciéon, “Wound Healing Assay” (WHA). El
WHA es un ensayo muy bien descrito en donde se puede observar la migracién
celular, tal como ocurriria en un proceso de cicatrizaciéon de heridas (230). Los
resultados de este analisis fueron expresados en porcentaje en funcién al control,
considerando a éste con un 100% de cierre de la herida.

En el modelo in vitro de endotelio con CEs, se trataron concentraciones de 10, 25,
50 y 100 ng/mL de rh sFIt-1. Hasta 50 ng/mL, no se observd respuesta anti-
angiogénica, manteniéndose un porcentaje de cierre de la herida de (103, 105 y
104) % respectivamente, para las concentraciones de 10, 25y 50 ng/mL de rh sFlt-
1. Mientras que, en concentraciones de 100 ng/mL, a pesar que estadisticamente
no indicé una diferencia significativa con respecto al control (P=0.07), se observé
una ligera tendencia a disminuir la capacidad migratoria celular (Figura 4.1 Ay C).
De la misma manera, en el modelo de trofoblastos provenientes de las extra
vellosidades de placentas de primer trimestre, HTR-8/SVneo, en concentraciones
de: 10-100 ng/mL no se observaron cambios estadisticamente significativos en la
migracion celular (P=0.25). Los porcentajes de cierre de la herida determinados
fueron (99, 104, 99 y 106) % respectivamente, para los tratamientos de 10, 25,50y
100 ng/mL de rh sFlt-1 (Figura 4.1 B y D).

Una vez identificadas las concentraciones de trabajo que no conllevan a respuesta
anti-angiogénica, se evalu6 que dichas concentraciones no afectaran la viabilidad y
proliferacion celular. Para este fin se realizaron ensayos de viabilidad y proliferacion
celular, empleando los ensayos de MTT y contaje celular con colorante de exclusion
azul de tripan. Los resultados de los ensayos de MTT se expresaron en funcién al
control y los ensayos de proliferacion celular con coloracion de exclusién con azul
de tripan en nimero de células viables. En CEs, la viabilidad celular fue de (97, 96,
95 y 80) % respectivamente, luego de la administracion de rh sFlt-1 en
concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ng/mL. Mientras que, para el ensayo de
proliferacion, se determind el nimero de células viables tras 24, 48 y 72 horas de
incubacion por contaje con coloracion de exclusion con azul de tripan. Vale destacar
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gque no se observd diferencia estadisticamente significativa con respecto a
concentraciones de rh de sFlt-1 de 10-50 ng/mL en la viabilidad ni la proliferacion
celular (P=0.30 y P=0.13, respectivamente), (Figuras 4.2 A y 43 A,
respectivamente). Sin embargo, a 100 ng/mL se observd una disminucion
estadisticamente significativa de la viabilidad celular (P=0.002) y de la proliferacién
(P=0.02) (Figuras 4.2 Ay 4.3 A, respectivamente).
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Figura 4.1 Efectos de la administracion exdgena de proteina rh sFlt-1 en la migracion celular de CEs
y trofoblastos. sFlt-1 se administré en concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ng/mL, el tratamiento se
aplicé durante 24 horas, tras las cuales se tomaron microfotografias empleando microscopio de
contraste de fases Nikon Eclipse Ti-S, en CEs y trofoblastos. (A) Microfotografias de CEs y (B) HTR-
8/SVneo representando el efecto de sFlt-1 exdgena en la migracion celular (40X). (C) Capacidad
migratoria de CEs y (D) HTR-8/SVneo representada como el cierre de la herida del ensayo WHA con
respecto al control (100%). Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la media + SEM con
respecto al control. (n=3). NS: No se observaron diferencias estadisticamente significativas ya que
P>0.05, ANOVA).
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Por otra parte, en células HTR-8/SVneo, el empleo de sFlt-1 exdgena no arrojo
resultados con diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad (P=0.61).
Los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad mediante ensayo de MTT fueron
de: (102, 99, 101 y 100) % respectivamente, tras los tratamientos con 10, 25, 50 y
100 ng/mL de rh sFlt-1. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la proliferacion celular, determinada mediante el
contaje de células viables con coloracion de exclusion con azul de tripan (P=0.19),
ver figuras 4.2 B y 4.3 B, respectivamente).
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Figura 4.2 Efectos de la administracion exdgena de proteina rh sFlt-1 en la viabilidad celular de CEs
y trofoblastos. sFlt-1 se administré en concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ng/mL. La viabilidad se
determind a las 24 horas del tratamiento empleando la prueba de MTT en CEs y trofoblastos.
Viabilidad con respecto al control en: (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo. Los datos estan presentados con
la media = SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, *P<0.01 con respecto al control, ANOVA
(Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 4.3 Efectos de la administracién exégena de proteina rh sFlt-1 en la proliferacion celular de
CEs vy trofoblastos. sFlt-1 se administr6 en concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ng/mL. La
proliferacion celular se determiné a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento, para ello se realizaron
contajes empleando hematocitometro y azul de tripAdn como colorante de exclusiéon, en CEs y
trofoblastos. Proliferacion celular en: (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo. Los datos estan presentados con
la media £ SEM. (n=3), *P<0.05, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Basado en los resultados obtenidos (Figuras 4.1, 4.2 y 4.3), se establecioé que las
concentraciones de trabajo para la proteina rh de sFlt-1 tanto en CEs, como en HTR-
8/SVneo serian concentraciones de 10, 25 y 50 ng/mL, ya que no demostraron
respuesta anti-angiogénica in vitro, ni cambios en la viabilidad ni proliferacion
celular. Por este motivo, se considero que son las condiciones mas adecuadas para
conocer el impacto que sFlt-1 tiene en la bioenergética mitocondrial y metabolismo
en condiciones in vitro que no evidencian cambios en la viabilidad celular.

4.3 sFlt-1 disminuye los niveles de *NO in vitro al reducir la biodisponibilidad de
VEGF en CEs y trofoblastos.

Previamente se ha asociado una baja produccion de *NO al establecimiento de PE
(172,173, 175, 182). Estudios en modelos animales, por ejemplo: en ratones RUPP
(Reduced uterine perfusion pressure, por sus siglas en inglés), el cual es un modelo
de estudio in vivo de hipertensién con ratones con reduccion en la presion y
perfusion uterina, han demostrado una asociacion entre el balance positivo de sFlt-
1 con un incremento en la vasoconstriccién y en la presion arterial, debido a niveles
bajos de NO (243). Sin embargo, ya que la PE es enfermedad cardiovascular
asociada al embarazo, donde no sélo los FAAs juegan un papel determinante en su
fisiopatologia, no se ha esclarecido si FAAs como sFlt-1 pueden alterar los niveles
de *NO.

Para dilucidar estos eventos, se evaluo la produccién de *NO, al cuantificar los
niveles de NO2, como sustituto del *NO, por quimioluminiscencia. En CEs, los
niveles de NO2 obtenidos fueron de (140.8 y 93.9) nmol NOz/ug de proteina, para
el control y el tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1, respectivamente (P=0.003).
Mientras que, los niveles de NO2 obtenidos en HTR-8/SVneo fueron de (132.5y
104.3) nmol NO2z /ug de proteina (control y tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1),
respectivamente (P=0.04). Estos resultados muestran una disminucion en la
produccion de *NO en presencia de sFlt-1, en CEs y en HTR-8/SVneo (Figura 4.4
A y B). Seguidamente, fue importante conocer la relacién existente entre la baja
produccion de *NO encontrada y la sefializacion de VEGF. Esto permitiria a
continuacion, constatar el papel de sFlt-1 en la reduccion de la produccion del «NO.
Para ello, se administré 20 ng/mL de proteina rh VEGF y se observa la restauracion
de los niveles de *NO a nivel del control, en presencia de este factor de crecimiento;
tanto en CEs (122.4 nmol NO2/ug de proteina) (P=0.03 con respecto al grupo
tratado con sFlt-1) como en HTR-8/SVneo (125.9 nmol NO2/ug de proteina) (P=0.02
con respecto al grupo tratado con sFlt-1) (P=0.16 y P=0.26, respectivamente con
respecto al control) (Figura 4.4 Ay B).
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Figura 4.4 Efectos de sFlt-1 en la producciéon de *NO en CEs y HTR-8/SVneo. Se administro sFlt-1
(50 ng/mL) y VEGF (20 ng/mL) durante 24 horas a CEs y trofoblastos, el *NO se determin6 mediante
su sustituto, el NO2z- a través de quimioluminiscencia. (A) Produccion de *NO en CEs y (B) HTR-
8/SVneo medidas como la concentraciéon de NO2 (hmol NO2/ug de proteina). Los datos estan
presentados con la media £ SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, con respecto al control,
#P<0.05, con respecto al grupo tratado con sFlt-1 (prueba T de Student).

4.4 sFlt-1 afecta la activacion de eNOS en CEs y HTR-8/SVneo.

Una vez conocido el efecto de sFlt-1 en la produccion de *NO, fue significativo
conocer el mecanismo molecular que conlleva a estos cambios en la disponibilidad
de este importante vasodilatador. Por ello, se evalué la expresion de eNOS y la su
activacion, mediante la fosforilacion en el residuo de serina 1177, en CEs y HTR-
8/SVneo. El tratamiento de las células con las proteinas rh sFlt-1 y VEGF se realiz6
durante 15 minutos, se empled este tiempo ya que se ha demostrado previamente
que es suficiente para inducir la fosforilacion de eNOS en células endoteliales
aorticas bovinas (244).

Se encontro que sFlt-1 no provoca cambios en la expresion de eNOS, pero si influye
en la activacion de esta enzima al observar una reduccion la fosforilaciéon de eNOS
(p-eNOS), identificado por western blot en funcién al control (Figura 4.5). En la
figura 4.5 A y B se observan las bandas de expresion de eNOS para CE y HTR-
8/SVneo luego del tratamiento con 50 ng/mL de sFlt-1. La administracién de
proteina rh sFlt-1 no conlleva a cambios en la expresion de eNOS en ningdn caso
(P=0.4 y P=0.72, respectivamente para CEs y HTR-8/SVneo) (Figura 4.5 C y D).
Tal como ha sido demostrado en otros modelos cardiovasculares, la baja activacion
de eNOS también puede tener un papel fundamental en la baja produccion de *NO
(245), por ello se evalu6 por western blot la activacion de eNOS al medir la
fosforilaciébn de eNOS en la serina 1177. Se encontré que la fosforilacion de eNOS
disminuye en CEs y HTR-8/SVneo expuestas a sFlt-1 (50 ng/mL) (P=0.02 y P=0.02,
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respectivamente) (Figura 4.5 E y F). Estos efectos fueron reestablecidos al nivel
del control, al administrar 20 ng/mL de proteina rh VEGF (P=0.37 y P=0.28,
respectivamente) (Figura 4.5 A y B). Bajo las bandas, se muestran las unidades
densitométricas normalizadas con la expresiéon de B-actina (P=0.35) (Figura 4.5 C-
F). La razdn p-eNOS/eNOS, tal como se observa en la figura 4.6 demuestra como
en presencia de sFlt-1 disminuye la fosforilacion de eNOS tanto en CEs como en
HTR-8/SVneo (Figura 4.6 Ay B).

CEs HTR-8/SVneo
A ONOS [ w—— — eNOS -— e s
p-eNOS — p-eNOS ) -
B-actina T — — — B-actina — ——
sFit-1 - F - + sFit-1 -+ - +
VEGF - -+ o+ VEGF - -+ 4+

.
IS

-

I

C Q_"12 D %,\1'2-

s 17 Q8 1]

z e Z e

q_)oO.S- O 5 084

2Q 3R

29\10.6- o3 06

;) ] O ©

.620.4 5 c 0.4 4

OE (5] 23

S8 S’ 0.2 1

Ll>j 0 - L 0 4

- + - +

SFit-1 N N SFlt-1 - + - +

VEGF VEGF - - + +
E 1.8 F 1.6 -

. 1.6 1 <

Q F) 1.4 4

= 144 =

N ~ O 5 12

O3 12 * Z s *

Z s L c 1

e 14 Q_8

=3 081 L2081

° & 06 c g 967

c ‘O

f9§0-4' 5 E 0.4

$E 02 qg_%o.z-

5 ®© ] x

> 0 ] 0

ni

sFlt-1 - + - + sFIt-1 - + - +

VEGF - - + + VEGF - - + +

Figura 4.5 Efectos de sFlt-1 en la expresion de eNOS y p-eNOS en CEs y HTR-8/SVneo. La
recuperacion y lisado de proteinas se realizé tras 15 minutos de incubacién con las proteinas rh sFlt-
1 (50 ng/mL) y VEGF (20 ng/mL) y se determind por western blot en CEs y trofoblastos. La exposicion
de: (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo con sFlt-1 no afecta la expresion de eNOS, pero si afecta
significativamente la activacion de eNOS. La administracién de 20 ng/mL de proteina rh VEGF,
restablece la activacion de eNOS. Los datos estan presentados con la media + SEM con respecto
al control. (n=3), *P<0.05, ANOVA (Bonferroni’'s post-hoc test).
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Figura 4.6 Efectos de sFlt-1 en la activacién de eNOS en CEs y HTR-8/SVneo. La recuperacion y
lisado de proteinas se realiz6 tras 15 minutos de incubacion con las proteinas rh sFlt-1 (50 ng/mL) y
VEGF (20 ng/mL) y se determiné por western blot en CEs y trofoblastos. La exposicién de: (A) CEs
y (B) HTR-8/SVneo con sFlt-1 afecta significativamente la activacion de eNOS. La administracion de
20 ng/mL de proteina rh VEGF restablecio la activacion de eNOS a nivel del control. Los datos estan
presentados con la media £ SEM con respecto al control. (n=3), P<0.05, ANOVA (Bonferroni’s post-
hoc test).

4.5 sFlt-1 desacopla la enzima eNOS en CEs y trofoblastos.

Tal como fue descrito por Vasquez-Vivar et al., 1998; la actividad de la enzima eNOS
requiere el acoplamiento de los dominios oxidasa y reductasa, mediados por la
presencia de cofactores enziméaticos, entre los cuales fue identificado que BH4 es
determinante (164). Ya que en el presente estudio se identificé que sFlt-1 media un
proceso de DE a través de mecanismos que involucran una produccion reducida de
*NO, con disminucion en la activacion de eNOS; se evalud la produccion de Oz en
presencia de sFlt-1 empleando la sonda HE y los niveles de BH4 por HPLC. Estas
mediciones se realizaron con la finalidad de observar el papel de sFlt-1 en el
acoplamiento de la enzima eNOS.

La sonda fluorescente HE, oxidada en presencia de O2", forma etidio (E*) como
producto de la oxidacién de 2 e a partir de HE. La fluorescencia emitida por el
producto E* se considera proporcional a la formacion de Oz intracelular. Tal como
ha sido demostrado previamente, la oxidacion de HE a E* no ocurre directamente
por la oxidacion HE mediada por O2", en lugar, otro producto 2-OH-E*, con
propiedades fluorescentes similares a E* se forma en la reaccion de HE con O2™
(233, 234). Afortunadamente, la reaccion de HE con otras especies reactivas de
oxigeno o nitrdgeno, tales como (ONOO-, "OH, H202) no forma 2-OH-E*, mientras
que si permite la formacion de otros productos de oxidacion de HE, tales como
dimeros de E* (E*-E*). Por tal motivo, se detecté por HPLC empleando detector de
fluorescencia la formacion de 2-OH-E™.
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Tras la administracion de rh sFlt-1 (10 y 50) ng/mL, los niveles de Oz detectados
por HPLC en CEs fueron de: (7.532 + 2.4) y (11.76 = 1.1) nmoles/mg de proteina,
respectivamente. En comparacion con los niveles detectados en el control de 5.676
+ 1.14 nmoles/mg de proteina. Se encontré diferencia estadisticamente significativa
con respecto al tratamiento de 50 ng/mL de rh sFlt-1 (P=0.02) (figura 4.7). La
administracion de rh VEGF en concentracion de 20 ng/mL restablecié los niveles de
02" (2.209 £ 0.5) nmoles/mg de proteina a niveles que no fueron estadisticamente
diferentes al control. Estos hallazgos muestran una diferencia significativa con
respecto al control (P=0.01) y con respecto al tratamiento con rh sFlt-1 50 ng/mL
(P=0.01).
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Figura 4.7 Deteccion de superdxido (O2") en respuesta a sFlt-1 en CEs. La administracién de sFlt-1
conlleva al incremento en la produccion de Oz en CEs detectado por HPLC, empleando la sonda
HE, luego de 24 horas de tratamiento con la proteina rh sFlt-1 (50 ng/mL). La administracion de
VEGF (20 ng/mL) reestablecio la produccion de O2"- a nivel del control. Los datos estan presentados
con la media + SEM. (n=3), *P<0.05, **P<0.01 con respecto al control, #P<0.01 con respecto al
tratamiento con sFlt-1 50 ng/mL, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Por otra parte, se considero el papel del cofactor BH4 en el acoplamiento de eNOS.
Ya que el mantenimiento de los niveles de BH4 es fundamental para el acoplamiento
de eNOS, se midieron los niveles de BH4 en presencia de sFlt-1 y VEGF por HPLC.
Luego de la administracion de rh sFlt-1 en concentracién de 10 ng/mL se detectaron
niveles de BH4 de (14.65 = 0.43) pmol/mg de proteina, la administracién de 50
ng/mL conllevé a niveles de (10.97 + 1.36) pmol/mg de proteina. Mientras que los
niveles detectados en el control fueron de (48.65 + 13.6) pmol/mg de proteina
(P=0.03). Enlafigura 4.8 se observa el efecto de sFlt-1 en los niveles de BH4, los
cuales disminuyen significativamente en presencia de sFlt-1 en CEs. Vale destacar
que la administracion de VEGF no logré restablecer los niveles de BH4 a nivel del
control (Figura 4.8).
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Figura 4.8 Efectos de sFlt-1 en los niveles de tetrahidrobiopterina (BH4) en CEs. La administracion
de sFlt-1 conlleva a la disminucion en la produccién de BH4 en CEs detectado por HPLC, luego de
24 horas de tratamiento con la proteina rh sFlt-1 (50 ng/mL). La administracién de VEGF (20 ng/mL)
no restablece los niveles de BH4 a nivel del control. La determinacién se realizé tras 24 horas de
tratamiento con la proteina rh sFlt-1 (50 ng/mL) y VEGF (20 ng/mL). Los datos estan presentados
con la media + SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, *P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-
hoc test).

Estos resultados, sugieren que sFlt-1 conlleva al desacoplamiento de eNOS,
establecido debido a una baja disponibilidad del cofactor BH4. La biodisponibilidad
de BH4 refleja el balance entre la sintesis de novo, (donde GTPCH-1 es la enzima
limitante) y la reduccion de BH2 a BH4 por la via salvaje (via DHFR). La razén
BH4/BH2 puede verse afectada cuando el reciclaje de las formas oxidadas del
cofactor BH4 es reducida, proceso mediado por la enzima DHFR (246). Por una
parte, el incremento en la produccion de Oz~ observada en presencia de sFlt-1,
sugiere que la baja disponibilidad de BH4 en presencia de sFlt-1, ocurre debido a
qgue el reciclaje de BH2 a BH4 podria verse afectado, dados los niveles de Oz
determinados. En concordancia, tal como ha sido previamente reportado, el
acoplamiento de eNOS no solamente obedece a bajos niveles de BH4, sino también
a la disminucioén en la razén BH4/BH2 (246).

Sin embargo, no se puede descartar que la obtencién de BH4 también involucre a
su biosintesis, mediada por la enzima GTPCH-1. Por tales motivos, y para evaluar
el papel que juega la enzima GTPCH-1 en la generacion de BH4, se evalud su
expresion por western blot. Para este fin, CEs y trofoblastos fueron cultivados en
presencia de sFlt-1 50 ng/mL durante 24 horas, tras este tiempo, se obtuvo el lisado
de proteinas. En la figura 4.9 se observan las bandas de expresion de GTPCH,
demostrando que sFlt-1 (50 ng/mL) no afecta la expresion de esta enzima en CEs
ni en HTR-8/SVneo. Bajo las bandas, se evidencia un grafico de barras que muestra
las unidades densitométricas normalizadas con la expresion de [-actina. La
expresion de GTPCH-1 no varid6 en presencia de sFlt-1 (P=0.21 y P=0.38,
respectivamente) (Figura 4.9 Ay B).
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Figura 4.9. Efectos de sFlt-1 en la expresion de GTPCH-1 en CEs y HTR-8/SVneo. La recuperacion
y lisado de proteinas se realizé tras 24 horas de tratamiento con la proteina rh sFlt-1 (50 ng/mL).
Expresion de GTPCH-1 en: (A) CES y (B) HTR-8/SVneo, tratadas con sFlt-1 se determind por
western blot, en CEs y trofoblastos. Los datos estan presentados con la media + SEM con respecto
al control. (n=3), (prueba T de Student).

Estos resultados sugieren, que los mecanismos moleculares involucrados en la baja
disponibilidad de BH4 encontrada y mostrada en la figura 4.8, probablemente se
asocian a la actividad y reciclaje de BH2 via DHFR y no a mecanismos relacionados
a su biosintesis.

4.6 El factor anti-angiogénico sFlt-1 afecta la funcion bioenergética mitocondrial en
CEs.

Antes de iniciar los ensayos de bioenergética mitocondrial y metabolismo, se
consideraron las variables del ensayo que debian ser previamente estandarizadas
antes de iniciar experimentos. Tal como fue descrito en la seccidon de “Materiales y
meétodos, seccion: Funcion bioenergética mitocondrial y metabolismo”, la densidad
celular escogida para CEs se bas6 en experiencias previas de Dranka et al., 2010
(232). En el caso de HTR-8/SVneo, al momento no existen reportes que sugieran
una densidad celular 6ptima para esta linea celular en esta técnica. Por tal motivo,
se evaluaron densidades de 1.0 a 4.0 x 10 células/pozo y se encontr6 que entre
3.5-4.0 x 10% células/pozo existe una respuesta lineal entre la medicién de OCR y
ECAR con respecto a la densidad celular (Figura 4.10). El andlisis de regresion
lineal, demostré valores de r? de 0.9924 para OCR y de r? de 0.9494 para ECAR, lo
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cual indico una fuerte correlacion con respecto a la densidad celular escogida. Como
ha sido previamente demostrado (232), la correspondencia de OCR y ECAR con
respecto a la densidad celular sélo es lineal entre ciertos rangos de densidad celular.
Asimismo, la tecnologia Seahorse-Agilent sugiere que para el equipo XFe24, las
mediciones de OCR se encuentren entre 20-300 pmol O2/min y que de ECAR sean
superiores a 2.0 mpH/min para validar la sensibilidad de las mediciones.
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Figura 4.10 Parametros de OCR y ECAR para la estandarizacién de la densidad celular de HTR-
8/SVneo. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en placas V7 (Seahorse) en densidades de: 10,
20, 30 y 40 x 10“ células/pozo. Tras 24 horas, se determin6 el OCR y ECAR utilizando el kit de
glucdlisis y la tecnologia Seahorse-Agilent. El coeficiente de correlacion (r2) para OCR fue 0.9924 y
para ECAR r?=0.9494. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5).

Por tales motivos, en ambas lineas celulares, la densidad celular establecida y
estandarizada para todos los andlisis de bioenergética mitocondrial y metabolismo
fue de 3.5-4.0 x 10* células/pozo (Estandarizacion de densidad celular en HTR-
8/SVneo en figura 4.10).

Otra variable a considerar para estudiar la bioenergética mitocondrial fue el
establecimiento de las concentraciones de las drogas: oligomicina, FCCP y mezcla
de Rot/AntA a emplear. Para CEs, basado en experiencias previas de Dranka et al.,
2010 (232), se determind la utilizacion de oligomicina 1uM, FCCP 0.5 uM y 1uM de
Rot/AntA. Mientras que para HTR-8/SVneo, dado que no existen experiencias
previas de medicion del metabolismo mitocondrial en células intactas con la
tecnologia de Seahorse-Agilent, se estandariz6 las concentraciones mas
adecuadas para las drogas; se evaluaron concentraciones de 0.5y 1 uM de
oligomicinay 0.5y 1 uM de Rot/AntA obteniendo resultados similares con ambas
concentraciones (Figura4.11 Ay C, respectivamente). Por lo tanto y para mantener
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igual tratamiento con respecto a las CEs en estudio, se establecié utilizar 1 uM de
oligomicinay 1 uM de Rot/AntA. Mientras que al evaluar FCCP, se encontrd que a
concentraciones de 0.5y 1 uM de FCCP la respuesta de OCR no aumenté con
respecto a los niveles de OCR basales. Esto indicé que a pesar de la aceleracion
en el consumo de oxigeno que induce FCCP al aumentar la demanda energética,
en HTR-8/Svneo, la reserva respiratoria es practicamente nula. La ausencia de
reserva respiratoria indica que HTR-8/Svneo es una linea celular que incluso en
condiciones basales funciona a su maxima capacidad respiratoria. Ya que un
exceso de FCCP podria conllevar a una sobre estimulacion energética, se
establecié el empleo de 0.5 pM de FCCP como concentracion 6ptima para los
ensayos con la linea celular HTR-8/Svneo (Figura 4.11 B).
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Figura 4.11 Estandarizacion de las concentraciones de las drogas a emplear en los ensayos de
bioenergética mitocondrial de Seahorse en HTR-8/SVneo. Se realizaron determinaciones de
metabolismo bioenergético mitocondrial empleando diversas concentraciones de las drogas:
oligomicina, FCCP y mezcla Rot/AA (rotenona/antimicina A). (A) Oligomicina, (B) FCCP (Carbonyl
cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone) y (C) Rot/AntA. Para cada droga, se evalud la
respuesta de OCR obtenida luego de administrar concentraciones de 0.5y 1 uM de cada una. Los
datos estan presentados con la media £ SEM. (n=5).

Una vez establecidas las variables de densidad celular y concentracion de drogas,
se iniciaron los estudios de bioenergética mitocondrial y metabolismo con la
tecnologia de XFe24 Extracellular Flux Analyzer de Seahorse-Agilent. En la figura
4.12 se muestra el efecto de sFlt-1 en la actividad bioenergética mitocondrial en
CEs. Las CEs fueron cultivadas en placas V7, especiales de Seahorse-Agilent
durante dos horas, seguidamente se administraron diversas concentraciones de
sFlt-1 (10 ,25 y 50 ng/mL) durante 24 horas, tiempo tras el cual se realizaron las
determinaciones de bioenergética mitocondrial.

La figura 4.12 A muestra la representacion de los datos obtenidos con la
administracion exdgena de 10, 25 y 50 ng/mL de proteina rh sFlt-1. Es interesante
observar que tras la administracion de FCCP, sFlt-1 de forma dosis dependiente,
afectd la respiracion maxima de CEs, control: 14.25 + 0.8 pmol O2/min/ug de
proteina, 10 ng/mL: 9.25 = 0.9 pmol O2/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 6.15 + 0.4

93



pmol Oz2/min/ug de proteina (P=0.04) y 50 ng/mL: 5.73 + 0.7 pmol Oz/min/ug de
proteina (P=0.003) (Figura 4.12 B). Por consecuencia, existié un dramatico efecto
en la capacidad de reserva respiratoria mitocondrial, control: 5.04 + 0.8 pmol
O2/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 0.38 £ 0.8 pmol Oz/min/ug de proteina, 25 ng/mL:
0.05 + 0.1 pmol Oz2/min/ug de proteina (P=0.03) y 50 ng/mL: 0.01 + 0.04 pmol
O2/min/ug de proteina (P=0.002) (Figura 4.12 C). La disminucion de la reserva
respiratoria observada tras la administracion de FCCP, indica que las células a
medida que aumenta su exposicion con el factor anti-angiogénico, van perdiendo
Su reserva respiratoria y, por lo tanto; incluso en condiciones basales, funcionan en
su maxima capacidad. Esto sugiere que las CEs en PE, expuestas a elevados
niveles circulantes de sFlt-1, no son capaces de alcanzar las demandas energéticas
propias del proceso de gestacion a traves del metabolismo mitocondrial que se ve
afectado por sFlt-1, inclusive ante concentraciones que no necesariamente
desencadenan una respuesta anti-angiogénica (demostrado en la figura 4.1).

Tal como se observa en la figura 4.12 D, la respiracion basal no se ve afectada por
la exposicion a sFlt-1, (control: 8.85 £ 0.4 pmol Oz2/min/ug de proteina, 10 ng/mL:
8.87 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 7.82 £ 0.7 pmol Oz2/min/ug de
proteina y 50 ng/mL: 7.98 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina (P=0.1).
Consistentemente, en condiciones basales, sFlt-1 no induce cambios significativos
estadisticamente en la OCR y tal como fue demostrado anteriormente; incluso
concentraciones de 50 ng/mL no desencadenan cambios en la viabilidad y/o
proliferacion celular que sugieran una alteracion en el OCR basal (ver figuras 4.2y
4.3). De igual manera, el consumo de O: vinculado a la producciéon de ATP no fue
alterado ante la administracion de proteina rh sFlt-1, (control: 7.79 = 0.2 pmol
Oz2/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 7.65 + 0.01 pmol O2/min/pg de proteina, 25 ng/mL:
6.45 £ 0.2 pmol O2/min/ug de proteina y 50 ng/mL: 5.87 + 0.2 pmol O2/min/ug de
proteina (P=0.16) (Figura 4.12 E). Esto sugiere que sFlt-1 sélo altera la funcién
bioenergética mitocondrial en condiciones de estrés, mientras que, en condiciones
basales, las CEs son capaces de mantener su metabolismo y cumplir funciones
vitales, probablemente a través de otras rutas metabdlicas diferentes a la
respiracion celular que le permiten mantener la produccién de ATP.

Finalmente, otro aspecto evaluado fue el “proton leak” o fuga de protones; se
observo el fuga de protones aumenta a medida que se incrementa la dosis de sFlt-
1 exogena, control: 1.07 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 1.22 + 0.1
pmol O2/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 1.37 £ 0.5 pmol O2/min/ug de proteina y 50
ng/mL: 2.11 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina (Figura 4.12 F), siendo
estadisticamente significativa s6lo en dosis de 50 ng/mL (P=0.04). Esta observacién
sugiere que a pesar que la bioenergética mitocondrial se ve alterada incluso a bajas
dosis de sFlt-1 (que no conllevan a respuesta anti-angiogénica), solo ante
concentraciones mas altas, comienza a ser evidente que existen alteraciones en la
funcién mitocondrial que afectan; no sélo la capacidad energética de la mitocondria,
sino que también sugiere posibles alteraciones en la funcidon mitocondrial.
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Figura 4.12 Efecto de la administracion exdgena de proteina rh sFlt-1 en la funcidn bioenergética
mitocondrial de CEs. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10 células/pozo
en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 en concentraciones de: 10, 25 y 50 ng/mL,
durante 24 horas. Se determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia
Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la medicién de OCR (B) OCR-maximo, (C) OCR-reserva,
(D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-fuga de protones. Los datos estan presentados con la
media + SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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4.7 El factor anti-angiogénico sFlt-1 no afecta la funcion bioenergética mitocondrial
en células HTR-8/SVneo.

En contraste con las observaciones en CEs, se observo que las HTR-8/SVneo
tienen un elevado consumo de oxigeno basal y una reducida reserva respiratoria al
comparar con el perfil respiratorio de CEs (Figura 4.12 A y 4.13 A,
respectivamente). Estas diferencias sugieren que las células trofoblasticas en
condiciones basales, poseen mitocondrias altamente funcionales y que, en
condiciones de estrés metabdlico, (por ejemplo, tras la administraciéon de FCCP), no
dependen de la actividad metabdlica mitocondrial para soportar sus requerimientos
metabdlicos.

En base a estas observaciones se demostré que la administracion de proteina rh
sFlt-1 en concentraciones de 10 y 25 ng/mL, no desencadena cambios
estadisticamente significativos en la respiracion maxima, control: 23.47 £ 0.9 pmol
Oz2/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 25.37 £ 1.9 pmol O2/min/pg de proteina, 25 ng/mL:
22.95 + 2.2 pmol Oz2/min/ug de proteina y 50 ng/mL: 15.88 £ 1.5 pmol O2/min/ug de
proteina (Figura 4.13 B). Tampoco en la reserva respiratoria, control: 3.16 + 0.6
pmol O2/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 3.67 £ 0. 3 pmol O2/min/ug de proteina, 25
ng/mL: 1.28 = 1.1 pmol O2/min/ug de proteina y 50 ng/mL: -0.82 £ 0.0 pmol
O2/min/ug de proteina (Figura 4.13 C). Unicamente ante concentraciones mas
elevadas de sFlt-1 (50 ng/mL), se observé una disminucién significativa tanto en la
respiracion maxima como en la capacidad de reserva respiratoria mitocondrial
(P=0.01y P=0.002, respectivamente).

Consistentemente, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
las mediciones de OCR basal, control: 20.30 + 0.4 pmol O2/min/ug de proteina, 10
ng/mL: 21.70 + 1.9 pmol O2/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 21.67 + 1.5 pmol
O2/min/ug de proteina y 50 ng/mL: 18.71 + 1.4 pmol Oz2/min/ug de proteina (P=0.1)
(Figura 4.13 D); en el consumo de oxigeno acoplado a la produccion de ATP,
control: 16.31 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 17.07 + 1.4 pmol
O2/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 17.04 £ 1.1 pmol O2/min/ug de proteina y 50
ng/mL: 13.31 + 1.2 pmol O2/min/ug de proteina (P=0.23) (Figura 4.13 E);. Tampoco
en el consumo de oxigeno dependiente de la fuga de protones, control: 4.00 + 0.2
pmol Oz/min/ug de proteina, 10 ng/mL: 4.63 £ 0.6 pmol O2/min/ug de proteina, 25
ng/mL: 4.63 £ 0.4 pmol O2/min/ug de proteinay 50 ng/mL: 3.40 + 0.4 pmol O2/min/ug
de proteina (P=0.34) luego de la administracion de proteina rh sFlt-1 de 10, 25y 50
ng/mL (Figura 4.13 F). Los resultados obtenidos demuestran que los trofoblastos
de las extra vellosidades de placenta aislados de primer trimestre poseen un perfil
metabdlico diferente a las CEs.
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Figura 4.13 Efecto de la administracion exdégena de proteina rh sFlt-1 en la funcién bioenergética
mitocondrial de HTR-8/SVneo. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10*
células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 en concentraciones de: 10, 25
y 50 ng/mL, durante 24 horas. Se determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la
tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la medicion de OCR (B) OCR-maximo, (C)
OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-fuga de protones. Los datos estan
presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, *P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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4.8 sFlt-1 induce cambios en el fenotipo metabdlico en células endoteliales, pero no
en trofoblastos.

El fenotipo metabdlico celular, se define por la contribucion de las diversas rutas
metabdlicas primarias en las células. Hasta lo presentado hasta este momento, en
esta investigacion se ha observado que el metabolismo de las CEs es afectado por
concentraciones de sFlt-1 que no inducen respuesta anti-angiogénica ni cambios en
la viabilidad y/o proliferacién celular. Es interesante, que a pesar del impacto de sFlt-
1 en el metabolismo mitocondrial, no existiera un efecto observable en la produccion
de ATP y viabilidad. Esto sugiri6 que las CEs ante situacion de estrés, podrian
reprogramarse metabodlicamente para cumplir con los requerimientos energéticos
celulares. Para comprobar este supuesto, se estudidé el fenotipo energético y
potencial metabolico de CEs tratadas con sFlt-1. Esto permiti6 observar la
contribucion de la respiraciobn mitocondrial y glicélisis como principales rutas
metabdlicas, luego del tratamiento de sFlt-1.

Se observé un aumento de la ECAR en CEs, dosis dependiente a la exposicidén a
sFIt-1 (10-50 ng/mL). Con ello, la tasa glucolitica, control: 0.5 + 0.1 mpH/min/ug de
proteina, 10 ng/mL: 0.6 = 0.1 mpH/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 1.5 £ 0.1
mpH/min/ug de proteina (P=0.02) y 50 ng/mL: 4.2 + 0.2 mpH/min/ug de proteina
(P=0.003). Asi como la reserva glucolitica, control: 2.1 + 0.2 mpH/min/ug de
proteina, 10 ng/mL: 2.6 + 0.5 mpH/min/ug de proteina, 25 ng/mL: 3.2 £ 0.5
mpH/min/ug de proteina (P=0.02) y 50 ng/mL: 4.5 + 0.5 mpH/min/ug de proteina
(P=0.03) aumentan draméticamente a medida que se incrementan los niveles de
sFlt-1 (Figura 4.14 Ay B).
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Figura 4.14 Efectos en la actividad glucolitica de CEs expuestas a tratamiento con proteina rh sFlt-
1. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7
(Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 en concentraciones de: 10, 25 y 50 ng/mL, durante 24
horas. Se determino la actividad glucolitica empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. Incremento
de la (A) glucdlisis y de la (B) reserva glucdlitica en CEs expuestas a rh sFlt-1. Los datos estan
presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, *P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Estas observaciones sugieren que las CEs optimizan su metabolismo, favoreciendo
la obtencion de energia mediante glucdlisis para que la célula sea capaz de hacer
frente a sus demandas energéticas. En base a estas observaciones, la evaluacion
del fenotipo metabdlico permiti6 demostrar que efectivamente las CEs expuestas a
sFlt-1 muestran niveles de OCR basal de 10.40 = 0.18 pmol O2/min/ug de proteina
en comparacion con el control 12.24 + 0.2 pmol O2/min/pug de proteina, que no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas entre si (Prueba T de
Student). Mientras que, los niveles de OCR estresados (luego de la administracion
de FCCP), del control fueron de 17.64 + 0.94 pmol O2/min/ug de proteina y las
células expuestas a sFlt-1 50 ng/mL de 8.15 = 0.76 pmol Oz/min/ug de proteina.
Estos resultados son diferentes estadisticamente (P=0.001). Mientras, las
mediciones de ECAR basal fueron de 0.33 = 0.08 mpH/min/ug de proteina para el
controly 1.36 + 0.13 mpH/min/ug de proteina para las células tratadas con 50 ng/mL
de rh sFlt-1 (P=0.32). Por su parte, los niveles de ECAR estresado en el control
fueron de 2.80 + 0.13 mpH/min/ug de proteina y para las células tratadas con sFlt-
1 de 4.29 + 0.15 mpH/min/ug de proteina (P=0.001) (Prueba T de Student) (Figura
4.15).

El potencial metabdlico de CEs expuestas a sFlt-1 representa la habilidad de las
células de obtener sus demandas energéticas via respiracion mitocondrial y/o
glucdlisis, tal como se muestra en la figura 4.15, en condiciones de estrés, las
células expuestas a sFIt-1 son menos capaces de obtener sus requerimientos
metabdlicos via mitocondria. Asimismo, el potencial metabdlico via glucélisis es
mayor en células expuestas a sFlt-1 (Figura 4.15 B-D). Estos resultados sugieren
gue las CEs poseen la capacidad de reprogramar metabdlicamente y compensar la
demanda energética via glucdlisis ante perturbadores metabdlicos como ha
demostrado ser sFlt-1.

De forma opuesta, HTR-8/SVneo no demostré cambios en el fenotipo metabdlico
inducidos por sFlt-1 (Figura 4.16). Consistente con estos resultados, el potencial
metabdlico de HTR-8/SVneo demostrd que tras la administracion exégena de sFlt-
1, no ocurren cambios significativos en la habilidad de las células para obtener sus
requerimientos metabdlicos via respiraciéon mitocondrial. El OCR basal del control
determinado fue: 35.33 + 1.09 pmol O2/min/ug de proteina, mientras que tras la
administracion de 50 ng/mL de sFlt-1 se encontraron niveles de 33.47 £ 22.72 pmol
O2/min/ug de proteina. En situacion de estrés metabolico (luego de administrar
FCCP), los niveles de OCR (estresado) del control fueron de 38.49 + 1.5 pmol
O2/min/ug de proteina y de las células tratadas con sFlt-1 de 32.65 £ 2.74 pmol
O2/min/ug de proteina. Incluso ante situaciones de estrés metabolico, las células
HTR-8/SVneo no aumentan su potencial metabdlico a través de la respiracion
mitocondrial (P=0.15).
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Figura 4.15 Efectos de la administracion exdgena de proteina rh sFlt-1 en el fenotipo metabdlico de
CEs. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7
(Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 (50 ng/mL), durante 24 horas. Se determiné la actividad
bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent en CEs.
(A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR. Los datos estan presentados
con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001 con respecto al control, (Prueba T de
Student).
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Figura 4.16 Efectos de la administracién exdgena de proteina rh sFlt-1 en el fenotipo metabdlico de
trofoblastos. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en
placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 (50 ng/mL), durante 24 horas. Se determiné la
actividad bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent
en trofoblastos. (A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR. Los datos
estan presentados con la media + SEM. (n=5), (Prueba T de Student).
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Con respecto a la contribucion de la glucolisis como ruta metabolica en las células
trofoblasticas, se observo en el control niveles de ECAR basal de 6.99 + 0.2
mpH/min/ug de proteina y en las células tratadas con sFlt-1 de 7.35 £ 0.41
mpH/min/ug de proteina. Luego de la administracion de FCCP los niveles de ECAR
determinados para el control fueron de 13.67 £ 0.33 mpH/min/ug de proteina y de
las células tratadas con sFlt-1 de 13.95 + 0.74 mpH/min/ug de proteina (P=0.44).
Vale resaltar que el potencial metabdlico de OCR tiene una tendencia a disminuir
luego del tratamiento con altas dosis de sFlt-1 (50 ng/mL). Estos hallazgos, a pesar
de no ser estadisticamente significativos, se corresponden con las observaciones
previas de este estudio, (Figura 4.13), en donde se observaron alteraciones en la
bioenergética mitocondrial s6lo a 50 ng/mL de sFlt-1. Estos resultados sugieren que
las células HTR-8/SVneo probablemente dependen de glucdlisis con fines
energéticos mas que de la respiracion mitocondrial y con esto, el impacto de sFlt-1
como perturbador mitocondrial en estas células, es mucho menor que el observado
en CEs.

Para confirmar este supuesto, se evalué la dependencia metabdlica de las células
CEs y HTR-8/SVneo, cuando son forzadas a sobrevivir exclusivamente de la
respiracion mitocondrial. Ya que la oxidacion de galactosa a piruvato por via
glucolitica no genera la produccion neta de ATP, las células dependen de la
fosforilacidn oxidativa para generar suficiente ATP para la sobrevivencia celular
(229). Por tal motivo, las CEs y HTR-8/SVneo fueron cultivadas en medio de cultivo
estandar de crecimiento, suplementado con D-galactosa en lugar de D-glucosa, con
la finalidad de observar la dependencia de estas células de la fosforilacion oxidativa
con propdsitos metabdlicos.

Una primera observacion fue que tanto CEs como HTR-8/SVneo mostraron una
morfologia mas alargada, en comparacién con la morfologia que presentan cuando
son cultivadas en medio de cultivo estandar con glucosa (Figura 4.17 A y B,
respectivamente). Ademas, su patron de crecimiento fue mas lento que el
observado en condiciones de cultivo estandar con glucosa; demorando de 10-12
(CEs) y de 17-22 dias (HTR-8/SVneo) en alcanzar confluencia de 70-80%. Para
entender el impacto de sFlt-1 en el metabolismo de células que dependen
exclusivamente de la respiracion celular con fines energéticos, se cultivaron CEs y
HTR-8/SVneo en presencia de galactosa y de rh sFlt-1 (50 ng/mL). Se realizaron
contajes de células viables con coloracion de exclusién de azul de tripan, a las 24,
48y 72 horas (tabla 4.1y 4.2).

En ambas lineas celulares se encontro un efecto de sFlt-1 en la proliferacion celular
en presencia de galactosa. En CEs, el cultivo de las células en glucosa y sFlt-1 no
conllevd a cambios estadisticamente significativos con respecto al control con
glucosa, glucosa y sFlt-1 y control con galactosa. Mientras que, si se observaron
diferencias con respecto al grupo expuesto a galactosa y sFlt-1. El andlisis
estadistico mediante ANOVA vy test posthoc de Bonferroni, indico valores de P de:
0.02 a las 24 horas, 0.02 a las 48 horas y 0.01 a las 72 horas, las diferencias

102



estadisticas encontradas se obtuvieron al comparar el grupo expuesto a galactosa
y sFlt-1 con respecto a los otros tres tratamientos en estudio (control con glucosa,
control con galactosa y células expuestas a galactosa y sFlt-1) (Figura 4.17 C).

Tiempo (horas)

Tratamiento 0 24 48 72
Glucosa 0.132 0.245 0.438 0.812
Glucosa + sFlt-1 0.115 0.247 0.434 0.799 X 105
Galactosa 0.103 0.210 0.403 0.770 células
Galactosa + sFlt-1 0.117 0.162 0.317 0.600

Tabla 4.1 Contaje de CEs viables tratadas con sFlt-1 y expuestas a glucosa y galactosa. Contajes
con coloracion con exclusion con azul de tripan, de células expuestas a glucosa o galactosa (5 mM)
y sFlt-1 (50 ng/mL) durante 24, 48 y 72 horas. (n=3), *P<0.05 con respecto a los grupos glucosa,
glucosa + sFlt-1 y galactosa, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Con respecto a HTR-8/SVneo, el contaje de células viables expuestas a galactosa,
en comparacion a aquellas expuestas a glucosa, demostrd que estas células no son
capaces de sobrevivir exclusivamente de galactosa via fosforilacion oxidativa. Lo
cual, junto a las observaciones previas en esta seccion, sugieren que los
trofoblastos son células altamente glucoliticas. La glucosa es el substrato primario
para la generacion de energia en el tejido placentario, ademas de ser la principal
fuente de carbonos en la placenta (247). Tal como se observa en la figura 4.17 D,
los trofoblastos expuestos a galactosa con respecto a aquellos expuestos a glucosa,
presentan una menor tasa de proliferacion celular (tabla 4.2). Por otra parte, la
adicién de sFlt-1 a las células expuestas a galactosa ocasiond un gran impacto en
la proliferacion de esta linea celular. El andlisis estadistico mediante ANOVA y
Bonferroni’'s post-hoc test, demostré diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de células expuestas a glucosa (control con glucosa y expuestas a
glucosa y sFlt-1) con aquellas expuestas a galactosa (P=0.02 a las 48 horas y
P=0.01 a las 72 horas) y diferencias estadisticas entre las células tratadas con
galactosa con respecto a células expuestas a galactosa y sFlt-1, P=0.01 a las 24
horas, P=0.001 a las 48 horas y P=0.002 a las 72 horas).

Tiempo (horas)

Tratamiento 0 24 48 72
Glucosa 0.116 0.302 0.640 1.150
Glucosa + sFlt-1 0.135 0.295 0.623 1.220 x 105
Galactosa 0.125 0.201 0.300 0.445 celulas
Galactosa + sFlt-1 ~ 0.135 0.155 0.129 0.079

Tabla 4.2 Contaje de HTR-8/SVneo viables tratadas con sFlt-1 y expuestas a glucosa y galactosa.
Contajes con coloracién con exclusién con azul de tripan, de células expuestas a glucosa o galactosa
(5 mM) y sFlt-1 (50 ng/mL) durante 24, 48 y 72 horas. (n=3), *P<0.05 con respecto a los grupos
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glucosa, glucosa + sFlt-1 y galactosa. #P<0.01 con respecto al grupo control expuesto a galactosa,
ANOVA (Bonferroni’'s post-hoc test).

La viabilidad evaluada por el ensayo de MTT se correspondid con a las
observaciones en el contaje de células viables (Figura 4.17 C y D). La viabilidad
evaluada por MTT, se representd en funcién al control (Figura 4.17 E y F). En el
caso de CEs, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
control con glucosa y las células expuestas a glucosa + sFlt-1 (100 y 101) %,
respectivamente (P=0.98). Mientras que, si se observaron diferencias significativas
desde el punto de vista estadistico entre las células expuestas a galactosa y
aquellas también expuestas a sFlt-1 (99 y 86) %, respectivamente (P=0.03) (Figura
4.17 E). Por otra parte, en los trofoblastos, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad evaluada mediante el ensayo de MTT
en células expuestas a glucosa y glucosa + sFlt-1 (100 y 98) %, respectivamente
(P=0.49). Mientras que, si se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de células expuestas a galactosa y galactosa + sFlt-1
(52 y 30) %, respectivamente (P=0.001). Ya que las diferencias en HTR-8/SVneo
fueron tan marcadas con respecto a los tratamientos con glucosa y galactosa, se
evalu6 a través de ANOVA con post-test de Bonferroni las diferencias entre las
medias analizadas y se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos expuestos a galactosa, con respecto a aquellos expuestos a glucosa con
valor P=0.00055 (Figura 4.17 F).

Vale destacar que, en el proceso experimental, el cambio del medio de cultivo
suplementado con glucosa a galactosa se hizo gradualmente, aumentando el
porcentaje de medio conteniendo galactosa tras cada cambio de medios. Esto fue
necesario ya que las HTR-8/SVneo mostraron poca tolerancia a la galactosa,
observandose una marcada disminucion de la viabilidad celular cuando el cambio
de medio se hizo inmediatamente. A pesar que las CEs no mostraron este
comportamiento, y para mantener igual tratamiento a las dos lineas celulares, las
CEs fueron también cambiadas de medio de cultivo gradualmente. Las CEs
sobrevivieron en medio de cultivo con galactosa, mostrando una viabilidad y
proliferacion celular disminuida, s6lo cuando ademas de galactosa, las células eran
expuestas a sFlt-1 (Figura 4.17 C y E). Por otra parte, el impacto tan marcado en la
viabilidad celular visto en HTR-8/SVneo, junto a las observaciones previas de su
dependencia metabdlica en glucolisis (Figuras 4.13 y 4.15), sugirié que debido a
reducidos niveles de glucosa en el medio de cultivo de HTR-8/SVneo, las células
tanto en condiciones basales, como las tratadas con sFlt-1 no serian capaces de
mantener sus requerimientos metabdlicos via glucdlisis, dependiendo totalmente de
la maquinaria mitocondrial.

En condiciones basales, las HTR-8/SVneo, a pesar de no depender
metabdlicamente de mitocondria con fines energéticos, son capaces de establecer
una reprogramacion metabolica a respiracion mitocondrial; que, aunque escasa,
permiti6 mantener la viabilidad celular y la proliferacién celular. Mientras que en
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presencia de sFlt-1, se demostré que, al depender de la maquinaria mitocondrial
con fines energéticos, las HTR-8/SVneo son incapaces de reprogramar
metabdlicamente su fuente energética primaria, resultado en disminuida viabilidad
y disminuida proliferacion celular (Figura 4.17 Dy F).
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Figura 4.17 sFlt-1 ejerce cambios metabdlicos que afectan la viabilidad y proliferacion celular en CEs
y HTR-8/SVneo. (A) Morfologia in vitro de CEs y (B) HTR-8/SVneo cultivadas en medios
suplementados con glucosa y galactosa, respectivamente (40X). (C) Contaje de células a las 24, 48
y 72 post-tratamiento con 50 ng/mL de sFlt-1 en CEs y (D) HTR-8/SVneo cultivadas en medios con
glucosa y galactosa. (E) Viabilidad de CEs y (F) HTR-8/SVneo cultivadas en medios suplementados
con glucosa y galactosa, 24 horas después de la administracién exdgena de proteinarh sFlt-1. Barra:
50 um. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=3, *P<0.05 en C, corresponde al
comparar el grupo de células tratado con galactosa y sFlt-1 con los otros grupos en estudio, en D
corresponde al comparar las células tratadas con glucosa con aquellas tratadas con galactosa, en E
corresponde a la comparacion entre las medias de los dos grupos tratados con galactosa, ***P<0.001
en F con respecto al control tratado con galactosa y aquellas células tratadas con galactosa y sFlt-
1, #P<0.001 en F, con respecto a los grupos tratados con glucosa y galactosa, NS=No significativo
estadisticamente con respecto al control (glucosa y galactosa), respectivamente).
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En conjunto, estos resultados sugieren que sFlt-1, probablemente actia como un
perturbador metabdlico que afecta de manera mas dramatica a células que
dependen metabdlicamente de la respiracion mitocondrial con fines energéticos. En
condiciones de cultivo normales, con glucosa, las CEs incluso cambiando su
fenotipo metabdlico mitocondrial a metabolismo principalmente glucolitico, son
mucho méas susceptibles a la perturbacion metabdlica de sFlt-1. En comparacion,
las HTR-8/SVneo, que basalmente tienen una programacion metabdlica
dependiente de glucdlisis para hacer frente a sus requerimientos metabolicos, se
observé que solo al forzar su metabolismo mitocondrial, sFlt-1 logra impactar en el
metabolismo de estas células, cuya respiracibn mitocondrial no es su fuente
energética primaria.

4.9 sFlt-1 en altas concentraciones conlleva a disfuncion mitocondrial en células
endoteliales, pero no en HTR-8/SVneo.

Posteriormente, para constatar el impacto de sFlt-1, no sélo a nivel metabdlico como
un perturbador temprano, sino evaluar su capacidad de inducir disfuncion
mitocondrial (DM); se estudi6 la produccion de especies reactivas de oxigeno de
origen mitocondrial (MROS) y cambios en el potencial de membrana mitocondrial
(AWm), inducidos por la proteina rh sFlt-1 en el modelo in vitro de endotelio (CES) y
trofoblastos (HTR-8/SVneo).

Primero, se evalud el efecto de la administracion de 50 ng/mL de sFlt-1 en la
formacibn de mROS de CEs expuestas a este FAAs durante 24 horas. La
determinacién de mROS se hizo empleando la sonda fluorescente MitoSOX Red,
por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo (Figura 4.18); a esta
concentracion, se observd un incremento estadisticamente significativo en la
formacion de mROS (P=0.03) (Prueba T de Student) (Figura 4.18).
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Figura 4.18 Efectos de sFlt-1 en la formacion de mROS en CEs. (A) Microscopia de contraste de
fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X), (B) Incremento en la formacién de mROS con
respecto al control y (C) Histogramas de fluorescencia de MitoSOX Red por citometria de flujo, 24
horas post-tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1. Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la
media £ SEM. (n=3, *P<0.05 con respecto al control, (prueba T de Student).

Seguidamente, y soportando estos hallazgos en relacibn a mROS, al evaluar los
cambios en el Wm inducidos por la administracién exdgena de sFlt-1, se observo
gue en elevadas dosis (50 ng/mL) el potencial de membrana mitocondrial disminuy6

significativamente (P=0.02) (Prueba T de Student) (Figura 4.19). Para este ensayo
las CEs fueron sembradas en densidad de 5.0 x 10* células/pozo y tratadas durante
24 horas con sFlt-1, tiempo tras el cual se llevd a cabo el ensayo de JC-1, sonda
fluorescente que permitié observar la disipacion del WYm (disminucién del Wm) tras
la administracion de este FAASs, por microscopia de fluorescencia y citometria de
flujo (Figura 4.19).

Los cambios en el metabolismo mitocondrial, estan generalmente asociados a
cambios en el potencial de membrana mitocondrial y a la produccion de mROS (248,
249). A pesar de esto, los resultados previos relacionados a la bioenergética
mitocondrial y metabolismo de CEs y sFlt-1 de este estudio, (Figuras 4.12, 4.14,
4.15y 4.17), sugieren que sFlt-1 es capaz de inducir perturbaciones metabdlicas
tempranas que no necesariamente conllevan a disfuncion mitocondrial de manera
inmediata, es decir, cuando los niveles de sFlt-1 son relativamente bajos, entre 10
y 25 ng/mL. Esto sugiere que, durante el embarazo, cuando los niveles de sFlt-1
comienzan a aumentar, ya inicia un proceso metabdlico con perturbaciones
tempranas, que mas adelante, en PE, cuando los niveles de sFlt-1 rebasan los
niveles normales y alteran drasticamente, conllevan a que el proceso de DM se
instaure por completo.
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Figura 4.19 Cambios en el WYm inducidos por la administracion exégena de sFlt-1 en CEs. (A)
Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con JC1 (40X) demuestra una disminucion del
Wm con respecto al control (B) Control y (C) 50 ng/mL de sFlt-1 inducen cambios en el Wm tras por
la administracion exégena de sFlt-1 en CEs, demostrados por citometria de flujo, 24 horas post-
tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1. Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la media +
SEM. (n=3, *P<0.05 con respecto al control, (prueba T de Student).

Por otra parte, contrastando con las evidencias obtenidas en CEs, los experimentos
en HTR-8/SVneo demostraron que sFlt-1, incluso a elevadas dosis de 50 ng/mL de
rh sFlt-1, no conllevan a incrementos significativos en la produccion de mROS
(Figura 4.20). Inclusive, no se observaron cambios significativos en el Wm (Figura
4.21), estos resultados sugieren que la funcién mitocondrial de las HTR-8/SVneo no
se afecta por sFlt-1 con la misma magnitud que lo observado con respecto a CEs.
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Las células trofoblasticas en estudio, al igual que las CEs, fueron sembradas en
densidad de 5.0 x 10* células/pozo y tratadas con sFlt-1 por 24 horas. Tiempo tras
el cual se determind por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, la
formacion de mROS vy la disipacion del Ym (disminucion del WYm). Tal como se
demostré en el perfil bioenergético mitocondrial y metabolismo de los trofoblastos
HTR-8/SVneo (Figuras 4.13, 4.16 y 4.17), solo en concentraciones de 50 ng/mL de
sFlt-1 comienzan a observarse perturbaciones metabdlicas que potencialmente
conllevarian a alteraciones en la funcion mitocondrial.
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Figura 4.20 Efectos de sFlt-1 en la formacion de mROS en HTR-8/SVneo. (A) Microscopia de
contraste de fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X), (B) Formacion de mROS con respecto
al control y (C) Histogramas de fluorescencia de MitoSOX Red por citometria de flujo, 24 horas post-
tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1. Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la media +
SEM. (n=3, (prueba T de Student).

Es probable, que debido al metabolismo glucolitico basal que demuestran las HTR-
8/SVneo, donde la mitocondria parece no tener el papel protagonico para sustentar
las demandas energéticas celulares, el efecto perturbador de sFlt-1 no es tan

dramatico y con ello que no se observen cambios asociados a un proceso de DM
con estas dosis (hasta 50 ng/mL).
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Figura 4.21 Cambios en el Wm inducidos por la administracion exdgena de sFlt-1 en trofoblastos. (A)
Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con JC1 (40X) no conlleva a cambios en el WYm
con respecto al control. (B) Control y (C) 50 ng/mL de sFlt-1 no inducen cambios en el Wm tras la
administracion exdgena de sFlt-1 en HTR-8/SVneo, evaluados por citometria de flujo, 24 horas post-
tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1. Barra: 50 pm. Los datos estan presentados con la media +
SEM. (n=3, (prueba T de Student).
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5. Resultados

Capitulo Il. Modelo de correlacion in vitro de PE. sFlt-1 y TNF-a como
moduladores del metabolismo, funcién endotelial y funcién bioenergética
mitocondrial en PE.

5.1 Introduccion.

La PE es una enfermedad cardiovascular asociada al embarazo, que afecta hasta
el 8% de todos los embarazos a nivel mundial (8). Su elevada prevalencia, junto a
las graves repercusiones en la morbi-mortalidad materna y perinatal, convierte a
esta enfermedad en un problema de alta prioridad en salud publica (9). Su
fisiopatologia sigue siendo un enigma. Sin embargo, se ha identificado que, desde
el punto de vista molecular, la enfermedad cursa con un proceso de DE, mediado
por elevados y desproporcionados niveles de FAAs y FPIs.

El embarazo es un proceso complejo, dirigido por un balance angiogénico y por el
reconocimiento, comunicacion y reparacion celular mediada por el sistema inmune
(SI) (250). Ademas del papel que juegan los FAAs en PE, esta enfermedad también
se ha considerado que tiene una base inmunoldgica (92, 251, 252). Una de las
citoquinas pro-inflamatorias mejor estudiadas en PE corresponde al factor de
necrosis tumoral a (TNF-a). Existen estudios que soportan la hipotesis de que en
PE, TNF-a contribuye con la DE caracteristica de esta enfermedad (252). TNF-q,
activa la expresion de la sintasa de oxido nitrico inducible (iINOS) (253), mientras
gue niveles bajos de esta citoquina desestabilizan la expresion de la enzima eNOS
(254), constitutivamente expresada (150) y que ha sido ya ampliamente asociada a
DE vy a PE (175, 176).

Murphy et al. 2003, propusieron en su estudio un enfoque que asocia a TNF-a y
sFlt-1 (107). En estudios ex vivo con explantes de placenta, se ha demostrado que
el incremento en los niveles de TNF-a se acompana de incrementos en los niveles
de sFlt-1 (106-109). Ademas, se ha postulado que el antagonismo de VEGF
mediado por sFlt-1 en CEs, genera mayor sensibilidad de estas células a FPIs (65).
Por otra parte, se demostr6é en un modelo animal de PE (modelo isquémico RUPP)
gue la infusién cronica de TNF-a aumenta la presion arterial y los niveles circulantes
de sFlt-1 (107). Estas evidencias sugieren un papel regulatorio de sFlt-1, mediado
por TNF-a. Sin embargo, aun no se ha descrito los posibles mecanismos
moleculares que conllevan a esta asociacion.

Desde hace mas de dos décadas, algunos autores han manifestado argumentos en
contra de la asociacion de TNF-a con la fisiopatologia de PE (252, 255, 256). Entre
estos argumentos se encuentra falta de asociacion de niveles circulantes elevados
de TNF-a con la enfermedad (257). Sin embargo, ya que la vida media de esta
citoquina es menor a 30 minutos (258), los niveles plasméaticos de TNF-a podrian
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variar considerablemente, lo cual podria explicar algunas inconsistencias en la
asociacion TNF-a/PE descritas en la literatura (257). Otro argumento apunta a que
TNF-a, en escenarios completamente diferentes a PE, contribuye al establecimiento
de hipotension (en casos de sepsis) (259). Dada la variabilidad de argumentos en
torno a TNF-a como molécula involucrada en la fisiopatologia de PE; en este estudio
se considero la posibilidad de un proceso regulatorio de TNF-a mediado por sFit-1
y no Unicamente dependiente de TNF-a. Todo esto basado en la presuncion de que
la manifestacion de PE podria estar mediada por otros eventos de sefalizacion que
involucren el incremento en los niveles de TNF-a como una consecuencia al proceso
patolégico mismo de la enfermedad.

Con base en los resultados obtenidos en relacion a sFlt-1 en el capitulo anterior
(capitulo | de “Resultados”), se evalué en un modelo de correlacion in vitro,
empleando sueros provenientes de mujeres no embarazadas, normotensas y
preeclampticas, la contribucion de sFlt-1 como mecanismo fisiopatolégico al regular
la biodisponibilidad y sefializacion de VEGF. Ademas, dado el impacto del Sl en PE,
se evaluo el papel de TNF-a en el establecimiento de cambios o perturbaciones
metabdlicas en el modelo in vitro de endotelio y trofoblastos. Por dltimo, se evalu6
la posible asociacién de sFlt-1 en la estabilizacién y regulacién de los niveles de
TNF-a en cultivo, como posible mecanismo fisiopatoldgico en la aparicion de PE.

5.2 Establecimiento del modelo de correlaciéon in vitro de PE. Reclutamiento de
pacientes para el estudio.

El presente estudio consté de un modelo de correlacion in vitro, en donde se
evaluaron los cambios y perturbaciones metabodlicas tempranas en el endotelio
(CEs) y en células trofoblasticas, que pueden ser inducidos por las moléculas
presentes en el suero de mujeres preeclampticas. Ademas, se busco evaluar si sFlt-
1, previamente identificados aumentados en sangre materna de mujeres
preeclampticas (45, 81-83), es responsable de esos cambios metabdlicos.

Para ello, ademas del modelo in vitro con administracion exdgena de proteina rh
sFlt-1 de la seccidn anterior (capitulo I, de “Resultados”), se trataron CEs y HTR-
8/SVneo, con sueros de las pacientes control (no embarazadas), normotensas y
preeclampticas vinculadas al estudio. Para este fin, se realizé el reclutamiento de
las pacientes y la toma de muestra de sangre antes de la cesarea. El reclutamiento
de las pacientes consistié en la identificacion, por parte del personal médico de las
areas de Ginecologia y Obstetricia de las clinicas FCV y CMISL, de las pacientes
gue cumplieran con los criterios de inclusion (Descritos en la seccion criterios de
inclusion de “Materiales y métodos”). Ya que este no fue un estudio de cohorte, no
se realiz6 seguimiento del embarazo de las maternas que participaron en el estudio.
El reclutamiento se hizo previa identificacion clinica; el mismo dia del parto, en el
caso de las maternas y el dia de consulta por ginecologia en el caso de las pacientes
no embarazadas.
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Al momento de la toma de muestras de sangre de las pacientes, se tomd nota de
datos clinicos suministrados por el médico tratante, ademas de datos demograficos
suministrados directamente por la paciente. En la tabla 5.1 se muestran las
caracteristicas clinicas de las pacientes vinculadas al estudio. Como se observa en
la tabla, los grupos de pacientes no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a su edad (P=0.33). Con respecto a la edad gestacional,
el grupo de pacientes preeclampticas se caracterizé por el hecho de que los partos
fueron inducidos hacia la semana gestacional 33 (pre-término), lo cual suele ser
caracteristico en este grupo de pacientes que, dada su situacion patolégica, son
rapidamente indicadas a tener una terminacion prematura del parto por cesérea.
Por tal motivo se identificé una diferencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo de pacientes normotensas (P=0.00025).

Otra caracteristica resaltante fue el indice de masa corporal (IMC), en donde el
grupo de pacientes preeclampticas mostré un mayor IMC con respecto al grupo
control (P=0.03). Sin embargo, es importante recalcar que no existieron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo normotensas (P=0.12). Tal
como ha sido previamente descrito, las pacientes preeclampticas presentaron una
presion arterial sistélica y diastolica significativamente mayor con respecto a
pacientes controles y normotensas. Ademds, la proteinuria fue observada
Gnicamente en el grupo de paciente preeclampticas. Tal como lo sugiere la ACOG
(7), el criterio diagnoéstico para PE se baso en la presion arterial y proteinuria.

Grupos
Variable Control n=10 Normgtensas Preeclémptlcas P
n=20 n=20
Edad (afios) 24+15 29.64+1.4 26.84+2.2 0.33
Edad gestacional N.A. 38.340.3 33.3+1. 3% 0.00025
(semanas)
indice de masa corporal *
(IMC) (kg/m?) 22.3+1.1 27.9+0.9 30.9+1.4 0.03-0.12
Primiparas (%) N.A. 12% 65%# 0.00092
Presion (?T':trf]rll""g)s'sm“ca 112413 115+1.9 150+6.8%* 0.00053
Presion arterial diastdlica 68+1 5 74+1.9 08+4 O** 0.0073
(mmHg)
Proteinuria (mg proteina/ <300 <300 A58+30%+* 0.00064

orina de 24 horas)

Tabla 5.1 Datos clinicos de las pacientes vinculadas al estudio. Los datos estan presentados como
la media + SEM con respecto al control. La variable “primiparas” se presenta en porcentaje.
*P=<0.05, **P<0.01, **P<0.001 con respecto al grupo control, #P<0.01 con respecto al grupo
normotensas (prueba T de Student). N.A.= No aplica.

Ya que la finalidad de esta seccion fue establecer un modelo de correlacién in vitro
empleando sueros de pacientes y asi conocer el papel de sFlt-1 y TNF-a en la
fisiopatologia de PE; se determinaron los niveles circulantes de sFlt-1 en el grupo
de pacientes en estudio. Para este fin se empled el Kit de ELISA: Human VEGF
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R1/FIt-1 Quantikine. Con este ensayo, se encontré que las pacientes control no
embarazadas (CTL) presentaron niveles de sFlt-1 de 102.4 + 0.75 pg/mL, mientras
gue las pacientes del grupo normotensas (NOR) mostraron niveles de 4737.9 + 0.98
pg/mL, ademas los niveles de sFlt-1 en pacientes del grupo preeclampticas (PE)
fueron 31056.1 *+ 12.19 pg/mL. Se observdé una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos CTL y NOR (P=0.001) y entre los grupos CTL y PE
(P=0.03), respectivamente, tal como se observa en la figura 5.1. Ademas, la
diferencia entre los niveles de sFlt-1 de pacientes NOR y PE fue significativa
estadisticamente (P=0.04).

#
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80000
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1
>

40000

Niveles de sFlt-1 en
suero (pg/mL)

Figura 5.1 Niveles circulantes de sFlt-1 en sueros de pacientes en estudio. Muestras de sangre
fueron colectadas antes del parto (embarazadas) o al momento de consulta por ginecologia
(controles no embarazadas). El suero fue empleado para la determinacién de los niveles de sFlt-1 a
través de ELISA. CTL: Pacientes de grupo control no embarazadas. NOR: pacientes de grupo
normotensas. PE: pacientes del grupo preeclampticas. (n=6), *P<0.05 en comparacion al control,
#P<0.05 en comparacion al grupo NOR, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

5.3 Papel de la sefializacién de VEGF en el establecimiento de DE en PE.

Una vez establecidos los niveles de sFIt-1 presentes en sueros de pacientes
normotensas y preeclampticas, se evalué el papel de sFlt-1 en el establecimiento
de DE. Para ello, se cultivaron CEs en presencia de sueros provenientes de
pacientes en estudio (2% de suero) y se administré proteina rh VEGF (20 ng/mL).
Previamente, otros investigadores han establecido modelos de correlacion in vitro
de PE al cultivar células en presencia de sueros de pacientes (160). En base a esta
investigacion, se establecid la administracion de 2% de suero para el cultivo de CEs
y trofoblastos en estudio. Al igual que en la seccién capitulo | de “Resultados”, la
determinacion de los niveles de *NO fueron medidos mediante la cuantificacion de
su sustituto, NO2", por quimioluminiscencia.

Los niveles de NO2 en células expuestas a suero proveniente del grupo NOR fueron
de 95 = 2 nmol NO2/ug de proteina, 78 + 5 nmol NO2/ug de proteina en células
expuestas a sueros del grupo PE y de 98 £ 5 nmol NO2/ug de proteina en el grupo
expuesto a sueros CTL. Se encontro que las CEs tratadas con sueros de pacientes
preeclampticas producen una cantidad significativamente menor de nitritos
(P=0.01), con respecto a los grupos CTL y NOR. Mientras que, la administracion
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exdgena de VEGF (20 ng/mL), logré aumentar significativamente la produccion de
*NO (detectado como NO2") a 86 + 3 nmol NO27/ug de proteina con respecto al grupo
PE (P=0.03); sin embargo, los niveles no lograron ser reestablecidos al nivel del
control (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Efectos de la administracion exdgena de VEGF en la produccion de *NO en CEs tratadas
con sueros provenientes de pacientes normotensas y preeclampticas. Los niveles de *NO fueron
medidos como la concentracion de NO2z (hmol de NO2/ug de proteina) por quimioluminiscencia en
CEs tratadas durante 24 horas con sueros de pacientes (2%), suplementadas con 20 ng/mL de
proteina rh VEGF. NOR: Suero proveniente de pacientes normotensas. PE: Suero proveniente de
pacientes preeclampticas. Los datos estan presentados con la media = SEM. (n=3), **P<0.01, con
respecto al control. #P<0.05, con respecto al grupo PE, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

5.4 Modelo de correlacion in vitro de PE. Efectos en la funcién bioenergética
mitocondrial en CEs y trofoblastos.

Para establecer el modelo de correlaciéon in vitro en CEs y HTR-8/SVneo, se
cultivaron las células en estudio, en medio de cultivo conteniendo suero de los
diversos grupos de pacientes en estudio. Tal como ha sido empleado anteriormente
(160), se empled 2% de suero de cada grupo, para el cultivo de cada linea y para
los experimentos de bioenergética mitocondrial. Con respecto a las CEs, en la
figura 5.3 A se observan las mediciones de OCR con respecto al tiempo, en CEs
expuestas a suero de pacientes CTL, NOR y PE. Luego de la administracion de
FCCP, se cuantificaron los niveles de consumo de oxigeno correspondientes a la
respiracion maxima; en el grupo CTL: 23.3 £ 1.7 pmol O2/min/ug de proteina, grupo
NOR: 22.1 + 0.7 pmol O2/min/ug de proteinay grupo PE: 12.1 £ 1.5 pmol O2/min/ug
de proteina (P=0.02, con respecto al control) (Figura 5.3 B). Asimismo, la
cuantificacion de la capacidad respiratoria maxima en el grupo CTL fue 5.8 + 1.5
pmol O2/min/ug de proteina, del grupo NOR: 4.1 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina
y del grupo PE: -1.2 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina. Se observo diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo CTL y PE (P=0.03) (Figura 5.3 C). Tal
como se observa en las figuras 5.3 A-C, la administracion de suero proveniente del
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grupo NOR no conllevé a cambios estadisticamente significativos en la respiracion
maxima (P=0.42) ni en la capacidad respiratoria maxima (P=0.06) con respecto al
control.

Entre otros parametros evaluados, se observé que la administracion de sueros del
grupo NOR y PE, no conllevé a cambios en la respiracion basal (Figura 5.3 D)
(P=0.2 y P=0.5, respectivamente), con determinaciones para el grupo CTL de 17.4
+ 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, grupo NOR: 18.0 + 0.8 pmol O2/min/ug de
proteina y en el grupo PE: 18.7 = 1.2 pmol O2/min/ug de proteina. Mientras que,
tampoco se observaron cambios en el OCR acoplado a la produccién de ATP
(Figura 5.3 E) (P=0.80 y P=0.12, respectivamente); grupo CTL: 14.9 £ 0.4 pmol
O2/min/ug de proteina, grupo NOR: 15.7 £ 0.7 pmol O2/min/ug de proteina y grupo
PE: 16.6 £ 0.9 pmol O2/min/ug de proteina. Finalmente, el OCR acoplado a la fuga
de protones en el grupo CTL fue de: 2.5 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina, grupo
NOR: 2.3 £ 0.2 pmol O2/min/ug de proteina y grupo PE: 3.1 + 0.4 pmol Oz2/min/ug
de proteina. La administracion de sueros del grupo NOR no conllevé a cambios
significativos en el OCR-fuga de protones, mientras que el suero PE indujo un
aumento significativo de esta medicion (Figura 5.3 F) (P=0.07 y P=0.04,
respectivamente).

Por otra parte, se evalu6 el impacto de la administracién de sueros de los grupos en
estudios en la funcién bioenergética y mitocondrial de HTR-8/SVneo. En la figura
5.4 A se evidencia la representacion del consumo de oxigeno con respecto al tiempo
en trofoblastos expuestos a sueros de pacientes. La respiracion maxima
determinada en el grupo CTL fue: 6.76 = 0.7 pmol O2/min/ug de proteina, grupo
NOR: 6.16 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina y grupo PE: 4.73 £ 0.5 pmol O2/min/ug
de proteina. Se observdé que el tratamiento con sueros de PE disminuy6
significativamente la respiracién maxima (P=0.03) (Figura 5.4 B). La capacidad de
reserva respiratoria mitocondrial en el grupo CTL fue: 0.67 = 0.4 pmol O2/min/ug de
proteina, en el grupo NOR: 0.64 + 0.4 pmol O2/min/ug de proteina y en el grupo PE:
-1.08 + 0.1 pmol O2/min/ug de proteina. El analisis estadistico mostr6 una diferencia
significativa con respecto al grupo CTL (P=0.002) (Figura 5.4 C).
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Figura 5.3 Efectos de la administracion de sueros provenientes de pacientes en estudio, en la
actividad bioenergética mitocondrial de CEs. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de
4.0 x 104 células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con suero de pacientes en estudio
(2%) durante 24 horas. Se determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia
Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la medicion de OCR (B) OCR- méximo, (C) OCR-reserva,
(D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-fuga de protones. Pacientes no embarazadas (CTL),
normotensas (NOR) y preeclampticas (PE). Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5),
*P<0.05, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Entre otros parametros evaluados, el OCR-basal para el grupo CTL fue: 6.1 = 0.4
pmol Oz2/min/ug de proteina, en el grupo NOR: 5.5 + 0.2 pmol Oz2/min/ug de proteina
y en el grupo PE: 5.5 £ 0.4 pmol O2/min/ug de proteina. Estadisticamente, no se
observaron diferencias en el OCR-basal entre las tres condiciones evaluadas
(P=0.31) (Figura 5.4 D). Con respecto al consumo de oxigeno acoplado a la
produccién de ATP, los niveles detectados en el grupo CTL fueron: 5.4 = 0.3 pmol
O2/min/ug de proteina, en el grupo NOR: 4.5 £ 0.2 pmol O2/min/ug de proteina y en
el grupo PE: 4.5 £ 0.2 pmol Oz2/min/ug de proteina. El analisis estadistico no indicé
diferencias estadisticas entre las medias evaluadas (P=0.29) (Figura 5.4 E).
Finalmente, el OCR asociado a la fuga de protones en el grupo CTL fue: 0.7 £ 0.1
pmol O2/min/ug de proteina, en el grupo NOR: 1.0 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina
y en el grupo PE 1.0 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina. En esta oportunidad,
tampoco se observaron diferencias estadisticas entre los tres grupos evaluados
(P=0.45) (Figura 5.4 F).

5.5 La administracion exdgena de VEGF no reestablece la actividad bioenergética
mitocondrial de CEs y HTR-8/SVneo.

Un punto central en esta investigacion fue conocer el papel de sFlt-1 en el
establecimiento de cambios o perturbaciones metabdlicas tempranas que pudieran
conllevar a la aparicion de procesos patologicos, como PE. Una vez conocido el
impacto de los sueros provenientes de pacientes PE en el establecimiento de
cambios bioenergéticos, no sélo en CEs sino en trofoblastos, fue imperativo conocer
si sFlt-1 es el responsable de dichas alteraciones observadas. Para ello, sueros de
pacientes PE fueron suplementados con proteina rh VEGF a una concentracion de
20 ng/mL. Como ha sido previamente propuesto, sFlt-1 actia como un modulador
de la actividad pro-angiogénica de VEGF, limitando su biodisponibilidad (63), para
regular el delicado balance angiogénico durante la gestaciébn. Con este
conocimiento y responsabilizando a sFlt-1 de los cambios observados en la
correlacion in vitro (figura 5.3 y 5.4), se esperaba que la administracién de VEGF
rescatara la actividad bioenergética mitocondrial tanto en CEs como en HTR-
8/SVneo. Sin embargo, se observo que a pesar que VEGF logra una tendencia a
mejorar el OCR, los datos no se normalizan a nivel del control (Figura 5.5).

En la figura 5.5 A se muestra la respiracion maxima de CEs expuestas a sueros y
a sueros suplementados con rh VEGF. La tabla 5.2 resume las mediciones de OCR-
Méaximo. La adicion de VEGF a los sueros CTL y NOR conllevé a diferencias
significativas con respecto a las células tratadas con sueros unicamente, mientras
gue se observd un aumento significativo del OCR-Maximo en presencia de VEGF
con respecto al grupo PE (P=0.03). Sin embargo, el aumento de OCR observado
no logra restablecer el OCR a nivel del control (P=0.07). Asimismo, tal como se
evidencia en la figura 5.5 B, y se resume en la tabla 5.3, no se logro restablecer la
capacidad respiratoria maxima a nivel del control, tras la administracion de rh VEGF
(P=0.06).
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Figura 5.4 Efectos de la administracion de sueros provenientes de pacientes en estudio, en la
actividad bioenergética mitocondrial de HTR-8/SVneo. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en
densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con suero de pacientes
en estudio (2%) durante 24 horas. Se determiné la actividad bioenergética mitocondrial empleando
la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la medicion de OCR (B) OCR- maximo, (C)
OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-fuga de protones. Control (CTL),
normotensas (NOR) y preeclampticas (PE). Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5),
*P<0.05, *P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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OCR-Maximo
(pmol Oz/min/ug de proteina)
Tratamiento

Grupos experimentales

CTL NOR PE
Suero 254 +1.7 22.1+0.7 12.1 + 1.5%
Suero + VEGF 23.3+1.3 202+14 16 +1.3*

Tabla 5.2 Niveles de OCR-Maximo en células CEs tratadas con sueros de pacientes de los grupos
CTL, NOR y PE, suplementados con VEGF. VEGF: 20 ng/mL. (n=5), *P<0.05, con respecto al
control, #P<0.05 con respecto al grupo PE, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

OCR-Reserva

(pmol Oz/min/ug de proteina)
Tratamiento

Grupos experimentales

CTL NOR PE
Suero 58+15 410+0.2 1+0.2*
Suero + VEGF 7+15 3414 1.3+1.0

Tabla 5.3 Niveles de OCR-Reserva en células CEs tratadas con sueros de pacientes de los grupos
CTL, NOR y PE, suplementados con VEGF. VEGF: 20 ng/mL. (n=5), *P<0.05, con respecto al
control, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Por otra parte, en las células trofoblasticas, tal como se observo previamente (figura
5.4), la administracion de suero PE indujo cambios significativos en la respiracion
méaxima. De igual manera, la suplementacion con VEGF no desencadend variacion
en esta misma medicién (P=0.09) con respecto al grupo control y (P=0.28) con
respecto al grupo PE (Figura 5.5 C) (tabla 5.4). Mientras que, en la capacidad
respiratoria maxima, tal como se evidencia en la figura 5.5 D, logré un aumento
estadisticamente significativo con respecto al grupo PE (P=0.04). Sin embargo, esta
tendencia a mejorar la OCR-Reserva no fue suficiente para restablecer la
bioenergética mitocondrial con respecto al grupo control (P=0.06) (Tabla 5.5).
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OCR-Maximo
(pmol Oz/min/ug de proteina)
Tratamiento

Grupos experimentales

CTL NOR PE
Suero 6.76 + 0.7 6.16 + 0.2 4.73 £ 0.5*
Suero + VEGF 6.45+0.3 6.33+0.4 51+0.6

Tabla 5.4 Niveles de OCR-Maximo en células HTR-8/SVneo tratadas con sueros de pacientes de los
grupos CTL, NOR y PE, suplementados con VEGF. VEGF: 20 ng/mL. (n=5), *P<0.05, con respecto
al control, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

OCR-Reserva

(pmol Oz/min/ug de proteina)
Tratamiento

Grupos experimentales

CTL NOR PE
Suero 0.67+0.4 0.64+0.4 -1.08 £ 0.1*
Suero + VEGF 0.85+0.5 0.83+0.3 -0.22 £ 0.1#

Tabla 5.5 Niveles de OCR-Reserva en células HTR-8/SVneo tratadas con sueros de pacientes de
los grupos CTL, NOR y PE, suplementados con VEGF. VEGF: 20 ng/mL. (n=5), *P<0.05, con
respecto al control, #P<0.05, con respecto al grupo PE, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Estas observaciones sugieren que sFlt-1 podria ser responsable de antagonizar con
la actividad homeostéatica de VEGF, teniendo un impacto a nivel mitocondrial. Sin
embargo, es probable que otras moléculas presentes en el suero materno de
mujeres PE, (y a menor escala en sueros de pacientes NOR), podrian ser
responsables de desencadenar los efectos observados a nivel metabdlico. Al
contrastar estos resultados con las observaciones previas en relacion a sFlt-1
exogena, es posible que sFIt-1 promueva la liberacién de otras moléculas que
potencialmente impacten a nivel metabdlico y establezcan perturbaciones
metabdlicas tempranas a nivel mitocondrial. En esta investigacién se sugiere que
una de estas moléculas involucradas podria ser TNF-a.
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Figura 5.5 Cambios en la funcién bioenergética mitocondrial luego de la administracion exégena de
proteina rh VEGF al tratamiento con sueros de pacientes en CEs y trofoblastos. OCR-Maxima de (A)
CEs y (B) HTR-8/SVneo. (C) OCR-Reserva de CEs y (D) HTR-8/SVneo, 24 horas post-tratamiento
con 2% de sueros de pacientes control (CTL), normotensas (NOR) y preeclampticas (PE). Ademas,
se administré 20 ng/mL de rh VEGF para observar su efecto en cada grupo en estudio. Los datos
estan presentados con la media + SEM. (n=5, *P<0.05, con respecto al control, #P<0.05 con respecto
al grupo PE, NS=No significativo estadisticamente con respecto a PE, ANOVA (Bonferroni’s post-
hoc test).

5.6 VEGF no disminuye la produccion de mROS ni restablece los cambios en el ¥m
inducidos por la administracion de sueros de pacientes preeclampticas en CEs y
trofoblastos.

A continuacion, se evalu6 si los sueros provenientes de pacientes, podria conllevar
a una produccion aumentada de mROS y cambios en Wm. Para ellos, las CEs
fueron sembradas en placas de 24 pozos en densidad de 5.0 x 10* células/pozo,
tratadas con sueros de pacientes de los grupos CTL, NOR y PE al 2% por 24 horas;
tiempo tras el cual se midié por microscopia de fluorescencia, empleando la sonda
mitoSOX Red, la formacion de mROS. En CEs, se observo una produccion
incrementada de mMROS en presencia de suero proveniente del grupo PE
(P=0.0009). De igual manera, se observé que el suero de pacientes del grupo NOR
no conllevé a cambios estadisticamente significativos en la formacién de mROS con
respecto al control (P=0.12) (Figura 5.6 A-B).

Seguidamente, se observo que el suero de pacientes del grupo PE conlleva a una
disminucion del WYm en CEs (P=0.002). Para este fin, las CEs, sembradas en
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densidad celular de 5.0 x 10* células/pozo, en placa de 24 pozos; fueron tratadas
con sueros de pacientes CTL, NOR y PE (2%), durante 24 horas. Tras este tiempo,
se evaluo por microscopia de fluorescencia, usando la sonda fluorescente JC-1, la
disminucién (disipacion) del Wm. Estos cambios no fueron observados cuando se
administré suero de pacientes NOR (P=0.35), al comparar con el control (Figura 5.6
C).

Ademas, se busco evaluar el papel de sFlt-1 en los cambios observados a nivel de
la funcion mitocondrial. Para ello se administré 20 ng/mL de proteina rh VEGF. En
CEs, la administracion exdégena de VEGF atenud la formacion de mROS con
respecto al grupo PE (P=0.03). Sin embargo, esto no logré restablecer la formacién
de mMROS a los niveles del control, manteniendo aun, una diferencia
estadisticamente significativa con el grupo CTL (Figura 5.6 A-B). Ademas, VEGF
no logré restablecer los cambios en el Ym inducidos por el suero de pacientes PE
(P=0.052), manteniendo una marcada disminucién en el WYm con respecto al grupo
CTL (Figura 5.6 C).
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Figura 5.6 Efecto de la administracidon exégena de proteina rh VEGF en la formacién de mROS y en
la disminucién del Wm, inducido por el tratamiento con sueros de pacientes en estudio en CEs. (A)
Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X), (B) Incremento en la
formacién de mROS con respecto al control y (C) Disminucion del Wm con respecto al control, 24
horas post-tratamiento con 2% de sueros de pacientes control (CTL), normotensas (NOR) y
preeclampticas (PE). Ademas, se administr6é 20 ng/mL de proteina rh VEGF para observar su efecto
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durante la administracién de suero del grupo PE. La formacién de mROS se detect6 por fluorescencia
empleando la sonda MitoSOX Red y el potencial de membrana empleando la sonda JC-1, ambos
por fluorescencia. Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=3), *P<0.05,
*pP<0.01, **P<0.001 con respecto al control, #P<0.05 con respecto al grupo PE, ANOVA
(Bonferroni’s post-hoc test).

Con respecto a las observaciones en HTR-8/SVneo, células trofoblasticas fueron
sembradas en placas de 24 pozos en densidad de 5.0 x 10* células/pozo, tratadas
con sueros de pacientes de los grupos CTL, NOR y PE al 2% por 24 horas; tiempo
tras el cual se midi6 por microscopia de fluorescencia, empleando la sonda mitoSOX
Red, la formaciéon de mROS. En la figura 5.7 se observé que la administracion de
sueros provenientes de pacientes del grupo NOR, asi como del grupo PE son
capaces de inducir un incremento estadisticamente significativo en la formacion de
mROS (P=0.04 y P=0.009, respectivamente) (Figura 5.7 A-B). Mientras que, sélo
la administracion de suero PE logro establecer una disminucion significativa del ¥Ym
(P=0.003) al comparar con el control. La administracion de proteina rh VEGF 20
ng/mL, logré restablecer los niveles de mROS a nivel del grupo NOR, con una
disminucién estadisticamente significativa con respecto al grupo PE (P=0.02), sin
lograr restablecer la formacion de mROS a nivel del control.
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Figura 5.7 Efecto de la administracion exégena de proteina rh VEGF en la formacién de mROS y en
la disminucion del Wm, inducido por el tratamiento con sueros de pacientes en estudio en HTR-
8/SVneo. (A) Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X), (B)
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Incremento en la formacién de mROS con respecto al control y (C) Disminucion del Wm con respecto
al control, 24 horas post-tratamiento con 2% de sueros de pacientes control (CTL), normotensas
(NOR) y preeclampticas (PE). Ademas, se administré 20 ng/mL de proteina rh VEGF para observar
su efecto durante la administracion de suero PE. La formacién de mROS se detecté por fluorescencia
empleando la sonda MitoSOX Red y el potencial de membrana empleando la sonda; JC-1, ambos
por fluorescencia. Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=3), *P<0.05,
**P<0.001 con respecto al control, #P<0.05 con respecto al grupo PE, ANOVA (Bonferroni’s post-
hoc test).

Una observacion interesante a nivel de las células trofoblasticas, fue que el suero
de pacientes PE tuvo un impacto en la formacion de mROS, que VEGF logré igualar
en las células tratadas con suero de pacientes NOR. Esto sugiere que, tanto en
embarazos normales como en PE, existe una formacion aumentada de mROS. Lo
cual implica que a nivel trofoblastico, esta formacion incrementada de mROS, podria
jugar un papel crucial durante la gestacion. Ademas, estas observaciones sugieren
qgue la biodisponibilidad de VEGF puede regular la produccion exacerbada de
mROS.

Por otra parte, la administraciéon de VEGF no logro restablecer el Wm en ninguna de
las dos lineas celulares; esto sugiere que los cambios observables en el WYm no
dependen Unicamente de sFlt-1, otras moléculas presentes en el suero materno de
mujeres preeclampticas, (y en menor escala en sueros de pacientes normotensas),
podrian estar involucradas en este efecto observado en la funcién mitocondrial. Tal
como se manifestd anteriormente, en esta investigacion se propone que TNF-a
podria ser una de estas moléculas involucradas.

5.7 Efectos de TNF-a en la funcién endotelial y funcién bioenergética mitocondrial
de CEs y trofoblastos.

Dado que las observaciones con sueros de pacientes y VEGF no demostré que la
funcién endotelial y bioenergética mitocondrial pueda ser restablecida al
incrementar la biodisponilidad de VEGF; se evalu6 el papel de TNF-a, como
mediador de DE y como mediador de perturbaciones metabdlicas en PE. Hace
algunos afos, se asocio a TNF-a, con la sobreproduccion de sFlt-1 en PE (107).
También, la regulacion de TNF-a a través de sFlt-1 ha sido sugerida con anterioridad
(260). Con ello, el siguiente enfoque en este estudio fue evaluar los mecanismos a
través de los cuales TNF-a podria inducir a DE, impactando en el metabolismo
celular, para luego poder estudiar el papel que juega sFlt-1 en los efectos de TNF-
a sobre la bioenergética mitocondrial y metabolismo.

En primer lugar, se evalu6 a través de ELISA los niveles de TNF-a en sueros de
pacientes normotensas y preeclampticas en estudio. La media de TNF-a en suero
de pacientes normotensas fue: 4.691 + 0.47 pg/mL y en pacientes preeclampticas;
9.272 + 0.74 pg/mL. Se constato que los niveles de TNF-a estan significativamente
aumentados en pacientes preeclampticas en comparacion a los niveles encontrados
en pacientes normotensas (P=0.01), tal como se muestra en la figura 5.8.
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Figura 5.8 Niveles circulantes de TNF-a en sueros de pacientes gestantes. Las muestras de sangre
fueron colectadas antes del parto. El suero fue empleado para la determinacién de los niveles de
TNF-a a través de ELISA. NOR: pacientes del grupo normotensas. PE: pacientes del grupo
preeclampticas. (n=6), *P=<0.05, **P<0.01 en comparacion al control (prueba T de Student).

Una vez establecidos los niveles de TNF-a en suero de las maternas, normotensas
y preeclampticas, se busc6 conocer el papel de esta citoquina en la funcién
endotelial. Tal como ha sido previamente descrito en la literatura, TNF-a conlleva a
DE mediante la disminucién de la expresion de eNOS (261). Por tal motivo, células
CEs y HTR-8/SVneo expuestas a 50 ng/mL de proteina rh TNF-a fueron evaluadas
mediante western blot y se determiné la expresion de eNOS vy la fosforilacion de
esta enzima en el residuo de serina 1177. Para este ensayo, células trofoblasticas
y CEs, fueron tratadas durante 15 minutos con proteina rh TNF-a (50 ng/mL), tiempo
tras el cual, las células fueron lisadas y ensayado en el western blot.

Tal como se evidencia en la figura 5.9, el tratamiento con TNF-a no conlleva a
cambios en la expresidén de eNOS, pero si en la activacidon de esta enzima, evaluado
mediante fosforilacion de eNOS (en el residuo de serina 1177), que disminuye
significativamente en presencia de TNF-a. En consistencia con estos hallazgos, la
razén p-eNOS/eNOS indica que en presencia de TNF-a, existe una regulacion en
la activacion de eNOS (Figura 5.10). Seguidamente, se evalué el papel de TNF-a a
nivel metabdlico. Para ello, se identificaron las concentraciones de TNF-a mas
adecuadas para emplear en los ensayos, que fueran capaces de inducir cambios
metabdlicos que no afectaran la viabilidad y/o proliferacién celular. Es por ello que
se realizaron ensayos de proliferacion y viabilidad con MTT. Tal como se muestra
enlafigura5.11, TNF-a incluso a bajas concentraciones, impacta en la viabilidad y
proliferacion celular de CEs, pero no en HTR-8/SVneo.

TNF-a en concentraciones de 1 ng/mL a 100 ng/mL afectd significativamente la
viabilidad celular de CEs (P=0.0003) (Figura 5.11 A). La administracion de TNF-a
en concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 ng/mL conllevé a cambios en la viabilidad
de CEs determinadas en porcentaje, en funcion al control, de: (99.4, 83.5, 649 y
36) %, respectivamente, en funcion al control. En cuanto a la proliferacion celular,
el contaje con coloracion de exclusion con azul de tripan, demostroé una diferencia
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estadistica con respecto a los grupos control y al tratamiento con 0.1 ng/mL de rh
TNF-a (P=0.0002) (Figura 5.11 C).
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Figura 5.9 Efectos de TNF-a en la expresion y activacién de eNOS en CEs y HTR-8/SVneo. La
recuperacion y lisado de proteinas se realiz6 tras 15 minutos de incubacion con la proteina rh TNF-
a (50 ng/mL), determinado por western blot en CEs y trofoblastos. (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo, Los
datos estan presentados con la media £+ SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, (prueba T de

Student).
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Figura 5.10 Efectos de TNF-a en la activacion de eNOS en CEs y HTR-8/SVneo. La recuperacion y
lisado de proteinas se realiz6 tras 15 minutos de incubacion con la proteina rh TNF-a (50 ng/mL),
determinado por western blot en CEs vy trofoblastos. (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo. Los datos estan
presentados con la media = SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05 (prueba T de Student).

Mientras que, las células trofoblasticas tratadas con iguales concentraciones de
TNF-a, sorpresivamente no presentaron cambios en su viabilidad con respecto al
control, cuando fueron expuestas a concentraciones de proteina rh TNF-a de 0.1,
1, 10 y 100 ng/mL, obteniendo resultados de la viabilidad, medidos por MTT de:
(100, 101, 103 y 102) %, respectivamente (P=0.15) (Figura 5.11 B). En cuanto a la
proliferacion celular, el contaje con coloracién de exclusiéon con azul de tripan, no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio
(P=0.26) (Figura 5.11 D).

A continuacion, se evaluo el impacto de TNF-a en el metabolismo celular de CEs.
Se observo que TNF-a es capaz de afectar la funcién bioenergética mitocondrial en
CEs (Figura 5.12). Enlafigura5.12 A, se evidencia el impacto de la administracion
exogena de TNF-a en el OCR de CEs, en concentraciones de rh TNF-a de 1 a 100
ng/mL. Como se observo en la figura 5.11, concentraciones de TNF-a de 0.1 a 10
ng/mL afectan la viabilidad celular en menos del 50%. Con estas concentraciones,
se mantuvo la densidad celular necesaria para que no se viera comprometida la
sensibilidad de los ensayos de bioenergética mitocondrial por la tecnologia
Seahorse-Agilent. Mientras que, en concentraciones de 100 ng/mL, el efecto de
TNF-a logré impactar en mas de 60% la viabilidad celular. Esto comprometio la
densidad celular al evaluar el metabolismo mitocondrial y por ello la interpretaciéon
de los resultados mostrados debio ser rigurosamente considerada.
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Figura 5.11 Efectos de la administracion exdgena de proteina rh TNF-a en la viabilidad y proliferacion
celular de CEs y HTR-8/SVneo. TNF-a se administrd en concentraciones de: 0.1, 1, 10 y 100 ng/mL.
La viabilidad se determiné a las 24 horas de tratamiento mediante el ensayo de MTT. La proliferacién
celular fue evaluada mediante contaje con hematocitometro y coloraciéon de exclusion con azul de
tripan, alas 24, 48 y 72 horas de tratamiento, con las mismas concentraciones de TNF-a ya descritas.
Viabilidad con respecto al control de (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo. Proliferacion celular de (C) CEs y
(D) HTR-8/SVneo. Los datos estan presentados con la media = SEM con respecto al control. (n=3),
*P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001, NS: No significativo estadisticamente con respecto al control,
ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

En la figura 5.12 B se evidencia el impacto de TNF-a en la respiracion maxima de
CEs. El OCR-Maximo determinado para el control fue: 23.66 + 1.4 pmol O2/min/ug
de proteina, mientras que para los tratamientos con TNF-a 1, 10 y 100 ng/mL, el
OCR medido fue: 23.03 = 0.3 pmol O2z/min/ug de proteina, 17.13 £ 1.4 pmol
O2/min/ug de proteinay 11.61 £ 0.6 pmol O2/min/ug de proteina, respectivamente.
En concentraciones de 10 y 100 ng/mL de TNF-a, se observé una disminucion
significativa del OCR-Maximo (P=0.03, P=0.0003, respectivamente). Asimismo, la
capacidad de reserva respiratoria de CEs se observé significativamente disminuida
con la administracion de 1, 10 y 100 ng/mL de TNF-a (P=0.04, P=0.002 y P=0.0001,
respectivamente), las mediciones de OCR-Reserva para el control fue: 9.6 £ 1.1
pmol O2/min/ug de proteina, mientras que para los tratamientos con TNF-a 1, 10 y
100 ng/mL, el OCR medido fue: 8.29 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina, 2.66 *+ 0.6
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pmol O2/min/ug de proteina y 0.89 = 0.4 pmol O2/min/ug de proteina,
respectivamente (Figura 5.12 C).

Entre otros parametros, la OCR-basal determinada en el control fue: 14.60 + 0.5
pmol Oz2/min/ug de proteina, para los tratamientos con TNF-a se obtuvo mediciones
de OCR-basal de: 14.74 + 0.6 pmol Oz/min/ug de proteina, 14.47 + 1.1 pmol
O2/min/ug de proteina y 10.72 + 0.6 pmol O2/min/pg de proteina, respectivamente
para los tratamientos con 1, 10 y 100 ng/mL de TNF-a. Se observo que TNF-a puede
impactar la respiracion basal en elevadas concentraciones (100 ng/mL) (P=0.04),
mientras que concentraciones de TNF-a iguales o inferiores a 10 ng/mL, no
conllevan a cambios significativos del OCR-basal (P=0.18) (Figura 5.12 D).

Seguidamente, el OCR vinculado a la produccién de ATP del control fue: 12.98 +
0.4 pmol O2/min/ug de proteina, luego de los tratamientos con TNF-a se obtuvieron
mediciones de OCR-ATP de: 12.99 £ 0.9 pmol Oz2/min/ug de proteina, 12.13 £ 0.4
pmol Oz2/min/ug de proteina y 8.57 + 0.5 pmol O2/min/ug de proteina, con respecto
a los tratamientos en estudio (1, 10 y 100) ng/mL. La administracién exdégena de 1
y 10 ng/mL de TNF-a no conllevd a cambios estadisticamente significativos
(P=0.27), mientras que a 100 ng/mL, este efecto fue significativamente estadistico,
evidenciandose una disminucion del OCR-ATP (P=0.003) (Figura 5.12 E).
Finalmente, se evalu6 el OCR-asociado a fuga de protones; a medida que se
incrementd la administracion de TNF-a, se observé un aumento de la fuga de
protones, siendo significativo a partir de 10 ng/mL (P=0.04). Las mediciones de
OCR-fuga de protones fueron de: 1.62 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, 1.75 + 0.3
pmol Oz2/min/ug de proteina, 2.33 = 0.5 pmol Oz2/min/ug de proteinay 2.77 + 0.2 pmol
O2/min/ug de proteina, respectivamente para los grupos control, 1, 10 y 100 ng/mL
de proteina rh TNF-a (Figura 5.12 F).

Estas observaciones sugieren que concentraciones de 10 ng/mL de TNF-a podrian
ser suficientes para desencadenar perturbaciones metabdlicas en CEs, capaces de
alterar la viabilidad y proliferacion celular de forma significativa. Mientras que
elevadas concentraciones, como 100 ng/mL, son perjudiciales para la célula,
desencadenando perturbaciones metabdlicas que sobrepasan las capacidades
celulares para mantener la viabilidad y proliferacion.
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Figura 5.12 Efecto de la administracién exégena de proteina rh TNF-a en la funcién bioenergética
mitocondrial de CEs. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo
en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh TNF-a en concentraciones de: 1,10 y 100 ng/mL,
durante 24 horas. Se determiné la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia
Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la medicion de OCR (B) OCR- méaximo, (C) OCR-reserva,
(D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-fuga de. Los datos estan presentados con la media + SEM.
(n=5), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ANOVA (Bonferroni’'s post-hoc test).
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Contrastando con las observaciones en CEs, las células trofoblasticas HTR-
8/SVneo no manifestaron cambios estadisticamente significativos en la viabilidad y
proliferacion celular (figura 5.11). Sin embargo, a nivel metabolico, TNF-a condujo
a perturbaciones metabolicas que afectaron el OCR a medida que se aumento la
concentracion de TNF-a (Figura 5.13 A). La respiracion maxima determinada en el
control fue: 24.31 + 1.1 pmol O2/min/ug de proteina, mientras que tras la
administracion de TNF-a de 1, 10 y 100 ng/mL, la medicion de OCR-Méaxima fue:
19.05 £ 0.6 pmol O2/min/ug de proteina, 16.89 + 0.6 pmol O2/min/ug de proteina y
15.69 + 1.2 pmol O2/min/ug de proteina, respectivamente.

A partir de la administracion de 1 ng/mL de TNF-a, se evidencidé una disminucion
significativa con respecto al control (P=0.004) (Figura 5.13 B). Por otra parte, la
capacidad de reserva respiratoria también se afectdé con la elevacion de las
concentraciones de TNF-a administradas a HTR-8/SVneo. Para el control, la
determinacion de OCR- Reserva fue: 11.03 = 0.8 pmol O2/min/ug de proteina y con
los tratamientos de TNF-a la medicion de OCR fue: 7.76 + 0.2 pmol O2/min/ug de
proteina, 6.09 = 0.6 pmol O2/min/ug de proteina y 5.13 £ 0.4 pmol Oz/min/ug de
proteina, respectivamente. El valor P=0.002 indic6 que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio (Figura 5.13 C).

Mientras que, entre otros parametros evaluados, el OCR-basal determinado fue:
13.28 + 0.4 pmol O2/min/pg de proteina, 11.29 + 0.4 pmol O2/min/pg de proteina,
10.79 = 0.1 pmol O2/min/ug de proteina y 10.56 + 0.8 pmol O2/min/ug de proteina,
respectivamente para el control y los tratamientos con 1, 10 y 100 ng/mL de TNF-a.
Con respecto a las mediciones de OCR-basal, se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P=0.015) (Figura 5.13 D). Por otra parte, la
determinacion del consumo del OCR acoplado a la produccion de ATP, para el
control fue de: 14.58 + 0.7 pmol O2/min/ug de proteina y para los tratamientos con
TNF-a, 14.04 + 0.3 pmol O2/min/ug de proteina, 13.37 = 0.5 pmol O2/min/ug de
proteina y 12.66 + 0.6 pmol O2z/min/ug de proteina, respectivamente. En esta
medicidn no se observaron cambios significativos (P=0.21) (Figura 5.13 E).

Finalmente, la determinacién del OCR-fuga de protones en el control fue: 2.89 + 0.3
pmol Oz2/min/ug de proteina y para los tratamientos con TNF-a fue: 2.90 £ 0.2 7 pmol
O2/min/ug de proteina, 2.75 £ 0.4 7 pmol Oz2/min/ug de proteinay 2.99 + 0.5 7 pmol
O2/min/ug de proteina. En esta determinacion tampoco se evidencio una diferencia
estadisticamente significativa (P=0.34) (Figura 5.13 F).
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Figura 5.13 Efecto de la administracion exégena de rh TNF-a en la funcién bioenergética mitocondrial
de HTR-8/SVneo. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo
en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh TNF-a en concentraciones de: 1,10 y 100 ng/mL,
durante 24 horas. Se determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia
Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la medicion de OCR (B) OCR- méximo, (C) OCR-reserva,
(D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-fuga de protones. Los datos estan presentados con la
media £ SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Tal como fue descrito en la seccion “capitulo |, de Resultados”, las células HTR-
8/SVneo son células que presentan un elevado metabolismo glucolitico basal. Ya
que el impacto de TNF-a en la mitocondria es elevado en HTR-8/SVneo, los
hallazgos aqui presentados sugieren que TNF-a podria conllevar a efectos
perjudiciales en la obtencion de ATP para estas células trofoblasticas. Sin embargo,
dado que su metabolismo depende principalmente de la glucdlisis aerobia en
condiciones basales, esto podria explicar por qué las HTR-8/SVneo mantienen su
viabilidad a pesar del impacto observado en la respiracion mediado por TNF-a.

5.8 El mantenimiento de la viabilidad y proliferacion celular en presencia de TNF-a
no dependen de la reprogramacion metabolica celular.

La contribucion de diversas rutas metabdlicas, como la glucolisis y respiracion
mitocondrial definen el fenotipo metabdlico de las células, el cual puede modificarse
drasticamente bajo ciertas condiciones de estrés. Tal como ha sido observado en
esta seccion (figura 5.11), TNF-a impacta en la viabilidad de CEs, lo cual sugiere
que las células endoteliales en presencia de esta citoquina, no lograr copar sus
requerimientos metabolicos. También, como se observo en la figura 5.12, TNF-q,
afecta draméaticamente el metabolismo mitocondrial en CEs. Sin embargo, hasta el
momento no se ha demostrado si las CEs, en presencia de TNF-a, son capaces de
alterar su metabolismo a un fenotipo principalmente glucolitico para compensar
requerimientos metabdlicos.

Para comprobar este supuesto, se estudié el fenotipo energético y potencial
metabdlico de CEs tratadas con TNF-a. Esto permitié observar la contribucion de la
respiracion mitocondrial y glicélisis como principales rutas metabdlicas, luego del
tratamiento de con proteina rh TNF-a (100 ng/mL). La evaluacion del fenotipo
metabdlico permiti6 demostrar que efectivamente las CEs expuestas a TNF-a
muestran un disminuido OCR basal, con determinaciones de: 20.19 + 0.82 7 pmol
O2/min/ug de proteina'y 12.49 + 0.75 pmol O2/min/ug de proteina, respectivamente
para los grupos control y TNF-a 100 ng/mL. Mientras que el OCR estresado fue:
29.25 + 0.84 pmol O2/min/ug de proteinay 13.35 £ 0.29 pmol O2/min/ug de proteina,
respectivamente para el control y células expuestas a TNF-a (100 ng/mL).

En ambas determinaciones, la prueba T de Student demostré diferencias
significativas entre las medias del OCR basal y OCR estresado (P=0.001) (Figura
5.14 A y C). Con respecto a la habilidad metabdlica de las células para depender
de glucdlisis, la determinacion de ECAR basal para el control fue: 2.70 + 0.08
mpH/min/ug de proteina y para el tratamiento con TNF-a 2.92 + 0.07 mpH/min/ug
de proteina. Mientras que el ECAR estresado medido fue: 9.11 + 0.09 mpH/min/ug
de proteina y 6.59 + 0.09 mpH/min/ug de proteina, respectivamente para el control
y tratamiento con TNF-a (100 ng/mL). No se observaron diferencias estadisticas en
el ECAR basal, pero si en el ECAR estresado (P=0.001, n=5) (Figura 5.14 Ay D).
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Por otra parte, el potencial metabdlico de CEs expuestas a TNF-a representa la
habilidad de las células de obtener sus demandas energéticas via respiracion
mitocondrial y/o glucdlisis, tal como se muestra en la figura 5.14 B, en condiciones
de estrés, las células expuestas a TNF-a son menos capaces de obtener sus
requerimientos metabdlicos tanto por respiracion mitocondrial como a través de
glucdlisis (Figura 5.14 B-D). Estos resultados sugieren que las CEs en presencia
de TNF-a no son capaces de reprogramarse metabdlicamente para compensar la
demanda energética que no pueden adquirir via mitocondria a través de glucalisis,
lo cual se corresponde con la disminuida viabilidad observada en estas condiciones.

Consistentemente, HTR-8/SVneo no demostré cambios en el fenotipo metabdlico
inducidos por TNF-a (Figura 5.15 A). El potencial metabdlico de HTR-8/SVneo
demostré que tras la administracion exdgena de TNF-a, ocurre una disminucion
significativa en la habilidad de las células para obtener sus requerimientos
metabdlicos via respiracion mitocondrial. El OCR basal para el control fue: 32.70 +
1.02 pmol O2/min/ug de proteina y para TNF-a 100 ng/mL: 27.45 £ 0.94 pmol
O2/min/ug de proteina. Mientras que el OCR estresado determinado fue: 43.74 *
1.77 pmol O2/min/ug de proteina para el control y 32.58 + 1.27 pmol Oz/min/ug de
proteina para las células tratadas con 100 ng/mL de TNF-a. La diferencia en las
medias de OCR estresado fue estadisticamente significativa (P=0.0009) (Figura
5.15 C). Con respecto a la contribucion de la glucélisis al perfil metabdlico, el ECAR
basal determinado fue: 8.65 + 0.26 mpH/min/ug de proteina y 8.17 + 0.24
mpH/min/ug de proteina, respectivamente para el control y el tratamiento con TNF-
a. Las mediciones de ECAR estresado; 13.89 + 0.45 mpH/min/ug de proteina
(control) y 13.19 + 0.31 mpH/min/ug de proteina (TNF-a) no evidencian diferencias
estadisticamente significativas entre si (Figura 5.15 D).
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Figura 5.14 Efectos de la administracion exégena de proteina rh TNF-a en el fenotipo metabdlico de
CEs. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7
(Seahorse-Agilent), tratadas con rh VEGF (100 ng/mL), durante 24 horas. Se determiné la actividad
bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent en CEs.
(A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR. Los datos estan presentados
con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 con respecto al control, (prueba T de
Student).
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Figura 5.15 Efectos de la administracion exdgena de proteina rh TNF-a en el fenotipo metabdlico de
HTR-8/SVneo. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en
placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh VEGF (100 ng/mL), durante 24 horas. Se determind
la actividad bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-
Agilent en trofoblastos. (A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR. Los
datos estan presentados con la media + SEM. (n=5, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al
control, (prueba T de Student).
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5.9 TNF-a aumenta la produccion de mROS y la disipa el WYm en CEs, pero no en
HTR-8/SVneo.

Seguidamente, para evaluar el impacto de TNF-a en la funcion mitocondrial, se
estudio la produccién de especies reactivas de oxigeno de origen mitocondrial
(mROS) y cambios en el potencial de membrana mitocondrial (Ym), inducidos por
proteina rh TNF-a en el modelo in vitro de endotelio (CEs) y trofoblastos (HTR-
8/SVneo), empleando las sondas fluorescentes mitoSOX Red y JC-1,
respectivamente.

En CEs, la administracion de 50 ng/mL de proteina rh TNF-a conllevé a un aumento
significativo de la produccibn de mROS (P=0.02). La administracion de
concentraciones de 100 ng/mL, tal como fue descrita en la seccidn anterior (seccion
5.8), fue perjudicial para el mantenimiento de la viabilidad celular. Por esta razén,
se emplearon concentraciones hasta 50 ng/mL, con la finalidad de poder observar
cambios inducidos por TNF-a que no estén enmascarados por la disminucion en la
viabilidad que conduce el empleo de elevadas concentraciones de esta citoquina.
(Figura 5.16 A). En el modelo de trofoblastos con HTR-8/SVneo, se continud
empleando las concentraciones de trabajo de TNF-a definidas para CEs.
Observandose que concentraciones de 50 ng/mL de proteina rh TNF-a, este
incremento fue estadisticamente significativo (P=0.04) (Figura 5.16 B).

Soportando los hallazgos concernientes a mROS, se observé que TNF-a impacto
en el potencial de membrana mitocondrial al inducir una disipacion (disminucién) del
Wm en CEs (Figura 5.17 A). En concentraciones 50 ng/mL de proteina rh TNF-a se
observé una disminucién del Wm con respecto al control (P=0.04). Mientras que en
HTR-8/SVneo, se observd una disminucion significativa del Wm a partir de
concentraciones de 50 ng/mL de rh TNF-a (P=0.002) (Figura 5.17 B).
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Figura 5.16 Efectos de TNF-a en la formacion de mROS en CEs y trofoblastos. (A) Microscopia de
contraste de fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X), representacion grafica del incremento
de la formacion de mROS con respecto al control en CEs y (B) HTR-8/SVneo. La formacién de mROS
se detecto por fluorescencia empleando la sonda MitoSOX Red. El tratamiento con TNF-a se empled
por 24 horas. Barra: 50 um. Los datos estan presentados con la media £ SEM. (n=3), *P<0.05 con
respecto al control (prueba T de Student).
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Figura 5.17 Cambios en el Wm inducidos por la administracion exégena de TNF-a en CEs y HTR-
8/SVneo. (A) Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con JC-1 (40X) y grafico que
demuestra una disminucion del Ym con respecto al control de CEs y (B) HTR-8/SVneo, tras la
administracion exdégena de TNF-a 50 ng/mL. Barra: 50 um. Los cambios en el potencial de
membrana se detectaron por fluorescencia empleando la sonda JC-1. El tratamiento con TNF-a se
empled por 24 horas. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=3), *P<0.05 con respecto
al control, (prueba T de Student).
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5.10 VEGF, regulador maestro de la produccién de sFlt-1 y TNF-a.

Hasta el momento, los hallazgos en esta investigacion apuntan a que no solo sFlt-
1, como FAAs involucrado en PE, es responsable de desencadenar la enfermedad.
Es probable que otras moléculas, tal como TNF-qa, tengan un papel protagdnico en
la fisiopatologia de la enfermedad. Hasta el momento, no se ha respondido el
mecanismo a través del cual, sFit-1 y TNF-a estan aumentados en PE. Por esta
razén y con la finalidad de encontrar un mecanismo regulatorio capaz de modular la
sefalizacion de sFlt-1 y TNF-a, esta siguiente seccion se enfocé en VEGF como
molécula que potencialmente podria regular tanto a sFlt-1 como TNF-a.

Previamente, se ha demostrado que VEGF en la placenta, regula la produccion de
sFlt-1 (25); mientras que en escenarios diferentes a PE, se ha demostrado que
VEGF también es capaz de regular la expresion y produccién de TNF-a, evidenciado
en un modelo de endotoxemia, donde la produccién de TNF-a y la respuesta
inflamatoria, estuvo modulada por la administracion de LPS (262). Tampoco se
puede descartar el hecho que otras investigaciones han manifestado que sFlt-1 es
capaz de regular a TNF-a (98) y éste a su vez a sFlt-1 (260), cuando las condiciones
hipdxicas son exacerbadas (107). Pero, ¢ quién regula a quién?; hasta la fecha sigue
siendo una incégnita qué mecanismo molecular precede y cudl inicia o desencadena
la PE (263).

En esta investigacion se ha propuesto que este agente desencadenante de los
eventos moleculares que llevan a PE, podria ser VEGF; como evidencia de esto, se
cuenta con observaciones de otros autores, donde el exceso de la produccion de
sFlIt-1 en PE, seria secundario a un proceso de isquemia/hipoxia (81). Sin embargo,
es desconocido si la hipoxia per se puede afectar el balance angiogénico neto, ya
gue la misma hipoxia también regula a VEGF (264). Para soportar la afirmacion que
VEGF seria el regulador maestro en la produccién de sFlt-1 y TNF-a, se evalu6 el
papel de VEGF como regulador de la sefalizaciéon de VEGF/sFIt-1 y VEGF/TNF-a.

Para demostrar la correspondencia en la regulacion de la produccién de sFlt-1 y
TNF-a dependiente de VEGF, se cultivaron células CEs y HTR-8/SVneo en
presencia de proteina rh VEGF en concentraciones de: 10 y 20 (ng/mL). Se
cuantificé por ELISA los niveles de sFlt-1 y TNF-a en el medio de cultivo
sobrenadante de cada linea celular, luego del tratamiento durante 24 horas con
proteina rh VEGF. Los resultados demuestran que VEGF es capaz de regular la
produccion tanto de sFlt-1 como de TNF-a.

Es peculiar que este efecto de VEGF para aumentar los niveles de sFlt-1 se observo
unicamente en células CEs, mas no en trofoblastos. En CEs se obtuvo un valor
promedio de sFlt-1 de 226.98 + 29.31 (pg/mL/mg de proteinas) en el grupo control,
1313.6 £ 86.8 (pg/mL/mg de proteinas) en presencia de VEGF 10 ng/mL (P=0.07) y
1515.38 + 74.32 (pg/mL/mg de proteinas) en presencia de VEGF 20 ng/mL (P=0.03)
(Figura 5.18 A). Las diferencias observadas fueron estadisticamente significativas
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en comparacion al control. Mientras, en HTR-8/SVneo, los niveles de sFlt-1 en el
control fueron de 384.49 + 64.03(pg/mL/mg de proteinas), en células expuestas a
VEGF 10 ng/mL 343.01 + 15 (pg/mL/mg de proteinas) (P=0.6) y con exposicién a
VEGF 20 ng/mL 368.70 = 20.93 (pg/mL/mg de proteinas) (P=0.8), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Figura 5.18 B).

Con respecto a la determinacién de los niveles de TNF-a, ésta se hizo en medio de
cultivo sobrenadante obtenido de células CEs tratadas con proteina rh VEGF en
concentraciones de: 10 y 20 (ng/mL). Se obtuvo una concentracion de 11.93 + 2.3
(pg/mL/mg de proteinas) en el control, 22.26 + 3.4 (pg/mL/mg de proteinas) en
presencia de VEGF 10 ng/mL (P=0.03) y 35.57 = 8.7 (pg/mL/mg de proteinas
cuando las células fueron tratadas con 20 ng/mL de VEGF (P=0.01). Estos
resultados arrojan diferencias estadisticamente significativas entre el control y los
tratamientos con VEGF (Figura 5.19).
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Figura 5.18 Regulacion de la produccion de sFlt-1 mediada por VEGF en CEs y HTR-8/SVneo.
Niveles de sFlt-1 (pg/mL/mg de proteinas) en medio de cultivo sobrenadante de (A) CEs y (B) HTR-
8/SVneo fueron detectados por ELISA, luego de la exposicién durante 24 horas con proteina rh
VEGF. (n=3), *P<0.05, **P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 5.19 Regulacion de la produccion de TNF-a mediada por VEGF en CEs. Niveles de TNF-a
(pg/mL/mg de proteinas) evaluados en medio de cultivo sobrenadante de células CEs fueron
detectados por ELISA, luego de la exposicidon durante 24 horas con proteina rh VEGF. (n=3),
*P<0.05, *P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

En complemento a los resultados obtenidos hasta este momento, estas
observaciones vinculan a VEGF con el incremento de los niveles de sFlt-1 y TNF-a.
Ademas, fue pertinente evaluar el impacto de los factores sFlt-1 y TNF-a podrian
tener para regular sus niveles entre si. Al momento, existen muy pocos reportes que
asocian la produccion de sFlt-1 mediada por TNF-a y viceversa. Tal como se
describié anteriormente, no solo sFlt-1 al impactar en la biodisponibilidad de VEGF
es capaz de conllevar a DE y a perturbar el metabolismo mitocondrial in vitro.

Las observaciones aqui descritas muestran que TNF-a también es un modulador
de la funcién endotelial y del metabolismo. Ya que se ha reportado que PE es una
enfermedad que cursa con un proceso de DE y también se ha reportado que tiene
un componente inmunolégico de base, el siguiente aspecto que fue considerado en
esta investigacion se centré en conocer la interrelacion de estos factores (sFlt-1 y
TNF-a) para regular sus niveles entre si. Para ello se midieron los niveles de TNF-
a en el medio de cultivo de CEs expuestas a sFlt-1 exdgeno y también se midieron
los niveles de sFlt-1 en el medio de cultivo de CEs y HTR-8/SVneo expuestas a
TNF-a exdgeno.

En el primer enfoque que relacion6 a TNF-a en el incremento de los niveles de sFlt-
1; se evaluo en el medio de cultivo sobrenadante de células CEs y HTR-8/SVneo
expuestas a concentraciones de proteina rh TNF-a de 10, 25 y 50 ng/mL por ELISA.
Los resultados demostraron que TNF-a es capaz de conllevar a un incremento en
los niveles de sFlt-1 en ambas lineas celulares. En CEs, tras la administracion de
TNF-a 10 ng/mL se detecté una concentracién de sFlt-1 de 475.9 + 2.9 pg/mL/mg
de proteinas. Mientras que tras la administracion de (25 y 50) ng/mL de TNF-a se
detectaron niveles de sFlt-1 de (555.8 £ 6 y 559.4 + 14.2) pg/mL/mg de proteinas,
respectivamente. Las diferencias con respecto al control 226.9 + 29.3 pg/mL/mg de
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proteinas, muestran diferencias estadisticamente significativas, con valores de P de
0.01, 0.008 y 0.009 para las células tratadas con TNF-a de 10, 25 y 50 (ng/mL),
respectivamente (Figura 5.20 A).

Con respecto a HTR-8/SVneo, luego de la administracion de TNF-a 10 y 25 ng/mL
se detectaron niveles de sFlt-1 de (542.7 £ 21.5 y 580.32 + 35.5) pg/mL/mg de
proteina, que con respecto al control 387.5 + 64 pg/mL/mg de proteina, mostraron
una tendencia al incremento de los niveles de sFlt-1 en funcion a la concentracion
de TNF-a. Sin embargo, las diferencias detectadas no fueron estadisticamente
significativas (P=0.14 y 0.11, respectivamente). Finalmente, tras la administracion
de 50 ng/mL de TNF-a los niveles de sFlt-1 detectados 790.7 + 2.7 pg/mL/mg de
proteina mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (P=0.02) (Figura 5.20 B).
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Figura 5.20 Regulacion de la produccion de sFlt-1 mediada por TNF-a en CEs y HTR-8/SVneo. Los
niveles de sFlt-1 en sobrenadante de cultivo celular fueron detectados mediante ELISA, luego de la
exposicion durante 24 horas con proteina rh TNF-a. (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo. (n=3), *P<0.05,
**P<0.01, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

A continuacion, se evalud la correspondencia que sFlt-1 tendria en el incremento de
los niveles de TNF-a, se evalu6 en el medio de cultivo sobrenadante de células CEs
expuestas a concentraciones de proteina rh sFlt-1 de 10, 25y 50 ng/mL, por ELISA.
Los resultados demostraron que sFlt-1 es capaz de conllevar a un incremento en
los niveles de TNF-a en células CEs. Tras la administracion de sFlt-1 10 ng/mL se
detectaron niveles de TNF-a de 32.6 + 2.9 pg/mL/mg de proteina, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control 11.92 + 2.3
pg/mL/mg de proteina (P=0.22). Mientras que luego de la administracion de sFlt-1
25y 50 ng/mL, los niveles de TNF-a detectados en el sobrenadante fueron de (37.6
+ 6y 759 + 14.1) pg/mL/mg de proteina, respectivamente; en estos casos las
diferencias con respecto al control fueron estadisticamente significativas, (P=0.01y
0.02, respectivamente) (Figura 5.21).

144



100 1
90 A
80 A
70 4
60 A
50 1 *
40 A
30 A
20 A
10 A

Niveles de TNF-a (pg/mL/mg
proteinas)

0 10 25 50
sFIt-1 (ng/mL)

Figura 5.21 Regulacién de la produccién de TNF-a mediada por sFlt-1 en CEs. Los niveles de TNF-
a en sobrenadante de cultivo celular fueron detectados mediante ELISA, luego de la exposicion
durante 24 horas con proteina rh sFlt-1. (n=3), *P<0.05, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Estos resultados sugieren, un mecanismo regulatorio de VEGF sobre la produccion
de sFIt-1 y TNF-a a través de la senalizaciéon de VEGF/sFlt-1 y VEGF/TNF-a.
Ademas, los resultados sugieren la existencia de mecanismos alternos, mediado
por el incremento en los niveles de sFlt-1 y TNF-a, como regulacion entrecruzada
entre estos dos factores que han demostrado ser protagonicos en la fisiopatologia
de PE.
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6. Resultados

Capitulo Ill. Sepiapterina, analogo precursor de tetrahidrobiopterina,
restablece la funcidon endotelial, acoplamiento de eNOS v el fenotipo
metabodlico en CEs.

6.1 Introduccion.

En PE, las manifestaciones clinicas de la enfermedad, reflejan una pérdida de la
funcion endotelial materna (64, 81). En el proceso de DE, el acoplamiento de eNOS
y la produccién de *NO, tienen un papel protagonico. La formacion de O2" por el
desacoplamiento de eNOS, ha sido implicada en DE, asociada a enfermedades
cardiovasculares como hipertensién y diabetes. En este ambito, la PE no es la
excepcion. Estudios de resonancia paramagnética del electrén (EPR), han
demostrado que el cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), es crucial en el acoplamiento
y funcionamiento de eNOS, ya que estabiliza los dominios oxidasa y reductasa de
la enzima y permite la oxidacion de L-arginina a L-citrulina y la produccion de *NO
(265).

Experimentalmente, la administracién oral de L-sepiapterina, precursor de BH4, ha
demostrado restablecer la DE y reducir el estrés oxidativo en un modelo in vivo,
empleando arterias mesentéricas aisladas de ratones diabéticos (db/db) (212). La
sepiapterina (SEPI), funciona como precursor de BH4 por la via salvaje (195). Su
administracion oral a las 6 horas, demostré restablecer los niveles de BH4 en
conejos previamente alimentados con una dieta rica en colesterol (modelo de DE in
Vivo), basado en sus hallazgos, los autores proponen que el empleo de SEPI, podria
mejorar el tono vasomotor durante la ateroesclerosis (213). SEPI, como precursor
de BH4, funciona como agente acoplante de eNOS in vitro en CEs, donde ha
demostrado restablecer la produccién de *NO (203).

Inclusive, se le ha atribuido propiedades antioxidantes al actuar como un
estabilizador o neutralizador de ROS (203). Mas recientemente, Sethumadhavan et
al., 2016 encontraron en un modelo in vivo en ratones, con sobreexpresion
especifica de GTPCH-1 en tejido cardiaco, que niveles elevados de BH4 disminuyen
significativamente el estatus redox celular de cardiomiocitos (209), sin afectar los
niveles celulares de *NO. Estos resultados sugieren que BH4, en situaciones
independientes de la actividad de eNOS, podria actuar como un potente agente
antioxidante.

Vale acotar que en el afio 2007, la “Food and Drug Administration” (FDA) aprobdé el
uso de la primera formulacion de BH4 (dicloruro de sapropterina, Kuvan), para su
uso en pacientes con fenilcetonuria (210). El dicloruro de sapropterina, es el primer
farmaco aprobado con funciones analogas a BH4, que es seguro de emplear en
mujeres en estado de gestacion.
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Las propiedades estabilizadoras de la funcion endotelial y antioxidantes de SEPI,
sugieren su uso potencial como agente terapéutico en el tratamiento de la DE
ocasionada por niveles elevados de FAAs en PE. En este estudio, se evaluo el papel
de SEPI en el acoplamiento de eNOS y produccién de *NO en PE. Dado que la
formulacion “Kuvan” ha sido empleada y es segura de administrar en mujeres en
embarazo (210), en esta investigacion, los resultados obtenidos en lo concerniente
al restablecimiento de la funcién endotelial, la sugieren como posible tratamiento a
emplear en PE. SEPI, demostrd tener un papel como un agente antioxidante en el
modelo in vitro de PE y de correlacién in vitro con sueros de pacientes, donde
restablecio el fenotipo metabodlico en CEs y HTR-8/SVneo expuestas a sFlt-1 y a
sueros de pacientes preeclampticas.

6.2 SEPI restablece la produccion de *NO, al favorecer el acoplamiento de eNOS
en CEs y HTR-8/SVneo.

Como ha sido previamente descrito, SEPI, al actuar como un anélogo precursor de
BH4, permite restablecer el acoplamiento de eNOS, en casos de baja disponibilidad
de este importante cofactor (265). Para constatar el efecto de SEPI en el
restablecimiento de los niveles de *NO, disminuidos por la administracion exdgena
de sFIt-1 y TNF-qa; se evaluo la produccién de *NO a través de la cuantificacion de
los niveles de NO2 por quimioluminiscencia. En CEs, los niveles de NOz', medidos
en sobrenadante celular, se muestran en la tabla 6.1. La administracion de SEPI
logro restablecer la produccion de *NO a nivel del grupo control, en células tratadas
con sFlt-1y TNF-a (P=0.32) (Figura 6.1 A). Mientras, en HTR-8/SVneo, también se
logro restablecer los niveles de *NO en presencia de sFlt-1 + SEPI y TNF-a + SEPI
(P=0.31). Los niveles de NO2", se muestran en la tabla 6.2 (Figura 6.1 B).

Tratamiento [NO>] (nmol/ug de proteinas)

Control 152 +11
sFlt-1 99 + 12*
SEPI 160 + 14

sFlt-1 + SEPI 137 + 10#

TNF-a 78 £ 12%**

TNF-a + SEPI 132 + 22#

Tabla 6.1 Niveles de NO2" determinados en sobrenadante de células CEs tratadas con sFlt-1, TNF-
a y SEPI. Los tratamientos se aplicaron durante 24 horas. sFlt-1: 50 ng/mL, TNF-a: 50 ng/mL y SEPI:
100 puM. (n=3), *P<0.05, *P<0.01, **P<0.001 con respecto al grupo control. #P<0.05 con respecto
al grupo SEPI. ANOVA, (Bonferroni’s post-hoc test).
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Tratamiento [NO>] (nmol/ug de proteinas)

Control 140+ 7.5
sFlt-1 112 £ 11*
SEPI 138+ 12

sFlt-1 + SEPI 125 + 9#

TNF-a 101 + 8*

TNF-a + SEPI 119 + 8#

Tabla 6.2 Niveles NO2 de determinados en sobrenadante de células HTR-8/SVneo tratadas con sFlt-
1, TNF-a y SEPI. Los tratamientos se aplicaron durante 24 horas. sFlt-1: 50 ng/mL, TNF-a: 50 ng/mL
y SEPI: 100 uM. (n=3), *P<0.05 con respecto al grupo control. #P<0.05 con respecto al grupo SEPI.
ANOVA (Bonferroni’'s post-hoc test).
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Figura 6.1 Efectos de la administracion de SEPI en el restablecimiento de la produccién de *NO en
CEs y HTR-8/SVneo expuestas a tratamiento con sFIt-1 y TNF-a. Los tratamientos se aplicaron
durante 24 horas. sFlt-1: 50 ng/mL, TNF-a: 50 ng/mL y SEPI: 100 yM. Lo niveles de *NO, medidos a
través de su sustituto, NOz", se determinaron por quimioluminiscencia. (A) Produccion de *NO en
CEsy (B) HTR-8/SVneo, medidas como la concentracion NO2" (nmol NO2z/ug de proteina). Los datos
estan presentados con la media £ SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
con respecto al control, #P<0.05 con respecto a grupo SEPl. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

La enzima eNOS, requiere de un adecuado acoplamiento de sus dominios oxidasa
y reductasa, para la formacion de *NO. Este adecuado acoplamiento de la enzima,
ocurre por la presencia de sus cofactores enzimaticos; entre los cuales, BH4 ha sido
descrito previamente, como un mediador esencial en el acoplamiento de eNOS
(265). En esta seccion de la investigacion, se evalud el papel de SEPI, en el
restablecimiento de la activacién de eNOS, evaluada por la fosforilacion del residuo
de serina 1177 de la enzima, en CEs expuestas a sFlt-1.

Para estos ensayos, las CEs fueron sembradas y cultivadas en placas de Petri de
100 mm, al llegar a confluencia del 70-80 %, las células fueron tratadas durante 24
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horas con la proteina rh sFlt-1 (50 ng/mL), también se suplementaron con SEPI (100
pUM). La administracién de SEPI a CEs no afecto la expresion de la enzima eNOS
(figura 6.2 A y B). La administracién de 100 uM de SEPI restablecio la activacion
de la enzima eNOS (figura 6.2 A, C y D) en presencia de proteina rh sFlt-1 (50
ng/mL), que se evidencia mediante el restablecimiento, a nivel del control, de la
razén p-eNOS/eNOS (Figura 6.2 D).
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Figura 6.2 Efectos de la administracion de SEPI en la expresion de eNOS y activacién de eNOS (p-
eNOS) expuestas a sFlt-1 en CEs. Larecuperacién y lisado de proteinas se realizé luego de 24 horas
de tratamiento con sFlt-1 (50 ng/mL) y SEPI (100 uM); se determind la expresién de las mismas,
mediante western blot. (A) Expresion de eNOS, p-eNOS y B-actina en CEs tratadas con sFlt-1 y
SEPI. (B) Normalizacion de la expresion de eNOS y (C) p-eNOS en funcién a la expresion de B-
actina. (D) Razén de activacién de eNOS en presencia de sFlt-1 y SEPI. Los datos estan presentados
con la media + SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, con respecto al control. ANOVA,
(Bonferroni’s post-hoc test).

Ya que en secciones anteriores de esta investigacion se demostro que tanto sFlt-1,
como TNF-q, juegan un papel crucial en el desacoplamiento de eNOS (capitulos |
y Il de “Resultados”); ademas de las evidencias que ubican a SEPI como un agente
acoplante de eNOS, se evaluaron los niveles de BH4, por HPLC en presencia de
sFlt-1 y TNF-a (50 ng/mL), suplementados con 100 uM de SEPI.

Tras la administracion de SEPI (100 uM) a CEs previamente tratadas con proteina
rh sFlt-1 y TNF-a, se detectaron niveles de BH4 por HPLC de: 426.34 + 89.35
pmol/mg de proteina en CEs tratadas con sFlt-1 + SEPIy 447.27 + 108.34 pmol/mg
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de proteina, en CEs tratadas con TNF-a + SEPI. Mientras que las CEs tratadas con
SEPI mostraron niveles de BH4 de: 412.65 + 94.76 pmol/mg de proteina. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de
células tratadas con SEPI. Mientras que, si se observo diferencia significativa entre
todos los grupos tratados con SEPI, en comparacion al control (CEs sin tratamiento)
(Figura 6.3).
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Figura 6.3 Efectos de la administracion de SEPI en el restablecimiento de los niveles de
tetrahidrobiopterina (BH4) en CEs expuestas a tratamiento con sFlt-1 y TNF-a. Los niveles de BH4
fueron determinados por HPLC luego de tratamiento durante 24 horas con sFlt-1 (50 ng/mL), TNF-a
(50 ng/mL) y SEPI (100uM). Los datos estan presentados con la media + SEM con respecto al
control. (n=3), *P<0.05, **P<0.01. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Mientras que, los niveles de Oz~ medidos por HPLC, empleando la sonda HE para
evaluar la formacion de Oz, mostraron que en células tratadas con sFlt-1 (50
ng/mL) y suplementadas con SEPI (100uM), los niveles de O:2" lograron
restablecerse a nivel del grupo control (P=0.56). Es resaltante, que la administracion
de SEPI, logré disminuir la produccion de Oz" incluso a niveles inferiores a los
detectados en el grupo control (P=0.006). Los niveles de Oz~ detectados fueron:
2.21 + 0.50 nmoles/mg de proteina en CEs tratadas con SEPI y 6.87 + 0.29
nmoles/mg de proteina en CEs tratadas con sFlt-1 + SEPI, 5.676 + 1.14 nmoles/mg
de proteina en células control y 11.76 + 1.1 nmoles/mg de proteina en células
tratadas con 50 ng/mL de sFlt-1. El restablecimiento de los niveles de Oz
detectados en células tratadas con sFlt-1 con respecto a aquellas que ademas
fueron suplementadas con SEPI fue significativo estadisticamente (P=0.004)
(Figura 6.4).
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Figura 6.4 Efectos de la administracion de SEPI en el restablecimiento de los niveles de superéxido
(O2™) en CEs tratadas con sFlt-1. Los niveles de Oz~ fueron determinados mediante HPLC usando
la sonda HE, tras 24 horas de tratamiento con sFlt-1 (50 ng/mL) y SEPI (100 uM). Los datos estan
presentados con la media £+ SEM con respecto al control. (n=3), *P<0.05, **P<0.01, #P<0.01 con
respecto al grupo de células tratadas con sFlt-1. ANOVA, (Bonferroni’s post-hoc test).

6.3 El aumento en la producciéon de *NO mediado por SEPI no conlleva a la
produccion de especies reactivas de nitrégeno.

Cuando se restablece la produccion de *NO en escenarios de estrés oxidativo, una
consecuencia resulta ser la formacidn de especies reactivas de nitrogeno (RNS), tal
como peroxinitrito (ONOO") (266). ONOO" se produce debido a la reaccion rapida
entre *NO y Oz (267). En esta investigacion, el aumento de los niveles de *NO
mediado por SEPI, ademas de la observacién de la produccion de Oz en presencia
de sFlt-1 y TNF-q, indicé que probablemente los niveles de ONOO- podrian
encontrarse elevados. Por ello, se evalud la produccion de ONOO" medido a través
de la reaccion de este RNS con la sonda boronato de cumarina (CBA), siguiendo
las indicaciones del Dr. Zielonka del Departamento de Biofisica del “Medical College
of Wisconsin” (267). Se observo que los niveles de ONOO™ no cambian en presencia
de sFlt-1 y TNF-a (Figura 6.5). Ademas, la administracién de SEPI no altera la
produccion de ONOO- en CEs y en trofoblastos (tablas 6.3y 6.4).

Para este ensayo, CEs y HTR-8/SVneo fueron sembradas en placas de 96 pozos
en densidad de 1.0 x 10 células/pozo y tratadas durante 24 horas con las proteinas
rh sFlt-1 (50 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL) y suplementadas con SEPI (100uM). Para
la deteccion de ONOO" se empleod la sonda CBA, que permitid detectar en tiempo
real, la formacién de ONOO". Tal como se describié en la seccion “Materiales y
métodos; Niveles de ONOO™; la deteccion de ONOO- se hizo bajo tres condiciones
o tratamientos que permitieron discriminar entre la formacion de ONOO" y H20:2. En
una primera condicion, se administré la sonda CBA; que reacciona con ONOO" y
H202. Ya que la sonda también reacciona con peréxido de hidrégeno (H202), se
administro catalasa, con la finalidad de descomponer el H202 en Oz y agua; por lo
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gue el producto detectado bajo esta condicion correspondié a ONOO". Ademas, se
administr6 L-NAME, inhibidor competitivo de la enzima eNOS que inhibe la
formacion de *NO y con ello la tasa de produccion de ONOO- disminuye, de tal
manera que el metabolito que bajo estas condiciones reaccion6 con la sonda
correspondio a H20x.

Niveles de ONOO
(Unidades arbitrarias/mg) x 106

Tratamiento

ONOO + H202  ONOO" (Cat) H202 (L-NAME)
(CBA) (CBA + Cat) (CBA + L-NAME)

Control 6.25 + 0.48 3.00 + 0.01 4.75 + 0.48
SFit-1 8.25 + 0.01* 2.75+0.25 6.50 + 0.01#
TNF-a 9.50 + 0.50* 3.25 +0.25 6.75 + 0.01#
SEPI 8.75 + 0.75* 2.50 + 0.30 5.25 + 0.63
SFlt-1 + SEPI 8.75 + 0.48* 3.00 £ 0.01 5.25 + 0.25
TNF-a + SEPI 8.25 + 0.10* 2.75 + 0.25 4.50 + 0.29

Tabla 6.3 Niveles de ONOO- determinados en CEs. CEs fueron sembradas en placas de 96 pozos y
tratadas durante 24 horas con sFlt-1 (50 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL) y SEPI (100uM),
respectivamente. La deteccion de peroxinitrito (ONOO-) se hizo mediante fluorescencia empleando
la sonda boronato de cumarina (CBA) y lector de placas. El uso de catalasa (Cat) y L-NG-
Nitroarginine methyl ester (L-NAME) permitié discriminar entre la formacion de ONOO-, ONOO- +
H202 y H202. (n=3), *P<0.05 en comparacién con el control con la sonda CBA, #P<0.05 en
comparacion con el control con L-NAME. ANOVA, (Bonferroni’'s post-hoc test).

Tal como se observa enlafigura 6.5 Ay se resume en latabla 6.3; la administracion
de sFlt-1 conllevé a un aumento en los niveles totales de ONOO~ + H202. Este
aumento también fue evidente en CEs tratadas con TNF-a, en comparacion al grupo
control. La administracién de SEPI a CEs, asi como la co-administracion de sFlt-1y
SEPI o TNF-a y SEPI también result6 en un aumento en los niveles totales de
ONOO" + H202 (P=0.013 en comparacion al control). Ya que en todos los
tratamientos el aumento de ONOO" + H202 no discrimina entre los niveles reales de
ONOO" o0 H202; los niveles detectados en presencia de L-NAME (H202),
demostraron que bajo los tratamientos con sFlt-1 y TNF-a el aumento de los niveles
totales de ONOO™ + H202 es dependiente de la formacion de ROS. El analisis
estadistico mostré una diferencia significativa entre el control y las células tratadas
con sFlt-1 y TNF-a (P=0.018). Esto es consistente con resultados previos de esta
investigacion que indican que en presencia de estos factores existe estrés oxidativo.
Mientras que, no se encontraron diferencias estadisticas entre los niveles de ONOO-
(medidos con la administracion de catalasa) (P=0.072).

Con la finalidad de evaluar la formaciéon de ONOO- en trofoblastos tratados con sFlt-
1y TNF-a y de conocer el efecto de SEPI en la formacién de ONOO-; se detectaron
los niveles de ONOO™ en HTR-8/SVneo empleando la sonda CBA. En latabla6.5y
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figura 6.6 B se muestran los niveles de ONOO- detectados como niveles totales
(ONOO" + H202), H202 (L-NAME) y ONOO" (catalasa). La administracion de sFlt-1
no conllevdé a cambios estadisticamente significativos en los niveles totales de
ONOO (P=0.13). Por su parte, TNF-a tampoco logré disminuir significativamente
esta misma medicion (con respecto al grupo control) (P=0.43). La administracion de
SEPI, asi como bajo los tratamientos de sFlt-1 + SEPIly TNF-a + SEPI, no mostraron
ser significativamente diferentes al valor medio obtenido en el grupo control. Con
respecto a los niveles de ONOO" (catalasa) y H202, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en estudio (P=0.37) (Figura6.5B y
tabla 6.4).

Niveles de ONOO- (Unidades arbitrarias/mg) x 10°

Tratamiento  ONOO-" + H20 ONOO- (Cat) H202 (L-NAME)
(CBA) (CBA+Cat)  (CBA +L-NAME)

Control 6.00 + 0.01 1.50 + 0.29 5.25 + 0.25
SFlt-1 6.00 + 0.25 2.00 +0.25 5.75 + 0.25
TNF-a 5.50 + 0.50 2.00+0.01 5.25 + 0.25
SEPI 6.00 + 0.01 2.00+0.01 5.00 + 0.01
SFlt-1 + SEP 6.00 + 0.01 2.00 +0.01 5.25 + 0.25
TNF-a+ SEPI 5,50 +0.29 2.00 + 0.02 4.75 + 0.25

Tabla 6.4 Niveles de ONOO- determinados en HTR-8/SVneo. Células trofoblasticas, HTR-8/SVneo,
fueron sembradas en placas de 96 pozos y tratadas durante 24 horas con sFlt-1 (50 ng/mL), TNF-a
(50 ng/mL) y SEPI (100uM), respectivamente. La deteccién de peroxinitrito (ONOO-) se hizo
mediante fluorescencia empleando la sonda boronato de cumarina (CBA) y lector de placas. El uso
de catalasa (Cat) y L-NG-Nitroarginine methyl ester (L-NAME) permitié discriminar entre la formacién
de ONOO-, ONOO" + H202 y H202. (n=3). ANOVA, (Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 6.5 Deteccién de ONOO- en CEs vy trofoblastos tratados con sFlt-1, TNF-a y SEPI. Células
trofoblasticas y CEs, fueron sembradas en placas de 96 pozos y tratadas durante 24 horas con sFlt-
1 (50 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL) y SEPI (100uM), respectivamente. La deteccién de peroxinitrito
(ONOO") se hizo mediante fluorescencia empelando la sonda boronato de cumarina (CBA) y lector
de placas. El uso de catalasa (Cat) y L-NG-Nitroarginine methyl ester (L-NAME) permitié discriminar
entre la formacion de ONOO-, ONOO- + H202 y H202. (A) Produccion de ONOO- en CEs y (B) HTR-
8/SVneo, respectivamente. (n=3), *P<0.05 en comparacién con el control, #P<0.05 en comparacién
con el control en tratamiento con L-NAME. ANOVA, (Bonferroni’s post-hoc test).

6.4 SEPI disminuye la produccion de mROS en modelo in vitro de PE.

Hasta el momento, los resultados obtenidos en esta investigacion han evidenciado
que SEPI favorece el acoplamiento de la enzima eNOS y a su vez, el
restablecimiento de la produccion de <NO. Un hallazgo importante, fue la
disminucién de la formacion de Oz en presencia de SEPI. Ademas, durante la
determinacién de los niveles de ONOO-, la suplementaciéon con SEPI conllevo a
determinar niveles de H202 menores que los determinados en el grupo control.
Estas observaciones sugieren que SEPI podria, ademas de favorecer el
acoplamiento de eNOS, actuar como un potencial agente antioxidante.

En la seccién 6.2 de este capitulo, se encontré que SEPI es capaz de restablecer
los niveles de Oz~ en células CEs tratadas con sFlt-1 y TNF-a a nivel del grupo
control. Por otra parte, en secciones anteriores de esta investigacion se determiné
que en el modelo in vitro de PE, con administracion de sFlt-1 y TNF-qa, la funcién
bioenergética mitocondrial y formacion de mROS est4 incrementada (capitulos |y
Il de “Resultados”). Por ello, a continuacion, se evaluo el papel de SEPI en el
restablecimiento de la formacion de mROS en células endoteliales tratadas con
proteina rh sFlt-1 (50 ng/mL) y TNF-a (50 ng/mL).
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En CEs, la administracion exogena de sFlt-1 (50 ng/mL) conlleva al aumento
significativo en la produccion de mROS, medido por microscopia de fluorescencia,
empleando la sonda MitoSOX Red (P=0.03) (Figura 6.6). Mientras que, la
administracion de SEPI, también conlleva a una diferencia significativa con respecto
al control, sin embargo; SEPI (100uM) es capaz de disminuir la produccion de
MROS en mas del 40% (P=0.002). Cuando se co-administré sFlt-1 y SEPI se
mantuvo la misma disminucion en la produccion de mROS, restableciendo su
produccién a niveles del grupo control. La disminucién en la produccién de mROS
con respecto al grupo de células tratadas con sFlt-1 fue estadisticamente
significativa (P=0.02) (Figura 6.6).
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Figura 6.6 Efecto de la administracion exdgena de SEPI en la formacion de mROS en modelo in vitro
de PE, inducido por el tratamiento con sFlt-1 en CEs. (A) Microscopia de contraste de fases y
fluorescencia con MitoSOX Red (40X), (B) Incremento en la formacion de mROS con respecto al
control, 24 horas post-tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1 y 100 uM de SEPI. Barra: 50 um. Los
datos estan presentados con la media + SEM. (n=3), *P<0.05, **P<0.01, con respecto al control,
#P<0.05 con respecto al grupo de células expuestas a sFlt-1, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

Cuando se evalué el papel de SEPI en el restablecimiento de la formacion de mROS
en CEs tratadas con TNF-a, se observaron resultados similares a los observados
con sFlt-1. TNF-a (50 ng/mL) conlleva al aumento significativo en la produccion de
MROS (P=0.04) en mas de un 20% en comparacion al grupo control. Tal como se
observé anteriormente, la administracion de SEPI (100uM) disminuy6
estadisticamente la formacion de mROS (P=0.01). Finalmente, la administracion de
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TNF-a y SEPI permiti6 restablecer la formacién de mROS, detectado por
fluorescencia, empleando la sonda MitoSOX Red, a nivel del control. Asimismo, la
disminucién en la formacion de mROS es estadisticamente significativa al comparar
con el grupo de células expuestas a TNF-a (50 ng/mL) (P=0.02) (Figura 6.7).

A

Contraste
de fases

MitoSOX
Red

Control TNF-a SEPI TNF-a + SEPI

150 4

120 1

(%Control)
3 8

w
o

MitoSOX Red Fluorescencia

Control TNF-a SEPI TNF-a +
SEPI

Figura 6.7 Efecto de la administracién exdgena de SEPI en la formaciéon de mROS en modelo in vitro
de PE, inducido por el tratamiento con TNF-a en CEs. (A) Microscopia de contraste de fases y
fluorescencia con MitoSOX Red (40X), (B) Incremento en la formacion de mROS con respecto al
control, 24 horas post-tratamiento con 50 ng/mL de rh sFlt-1 y 100 uM de SEPI. Barra: 50 um. Los
datos estan presentados con la media + SEM. (n=3), *P<0.05, **P<0.01, con respecto al control,
#P<0.05 con respecto al grupo de células expuestas a TNF-a, ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

6.5 SEPI reestablece la funcién bioenergética mitocondrial y el fenotipo metabdlico
en modelo in vitro de PE.

Los resultados obtenidos con respecto al papel de SEPI en el restablecimiento de
la funcion endotelial y en la disminucion de la formacion de mROS, indican que SEPI
podria tener también un papel clave en el restablecimiento de la funcion
bioenergética mitocondrial de células que han sido expuestas a factores disruptores
mitocondriales; tal como sFlt-1.

Para probar este supuesto, se evalud la funcion bioenergética mitocondrial de CEs
y trofoblastos, expuestos a sFlt-1 y SEPI. En un primer enfoque, se emplearon

156



concentraciones de SEPI de 50 uM. Sin embargo, los resultados obtenidos al
emplear esta concentracion no indicaron que SEPI tuviera un efecto en el
restablecimiento de la funcion bioenergética mitocondrial (Figuras 6.8 y 6.9).

En la figura 6.8 A, se representan de los datos de OCR con respecto al tiempo,
obtenidos en CEs luego de la administracion exdégena de SEPI (50uM) y la co-
administracion de sFlt-1 25 ng/mL + SEPI (50uM) y sFlt-1 50 ng/mL + SEPI (50uM).
Luego de la administracion de FCCP en el ensayo, se calcul6 el OCR-Méximo; los
resultados obtenidos fueron los siguientes: en el control; 35.16 + 1.1 pmol O2/min/ug
de proteina, SEPI: 33.83 + 1.3 pmol O2/min/ug de proteina, sFlt-1 25 ng/mL + SEPI:
27.25 £ 0.9 pmol O2/min/ug de proteina y 19.25 + 0.6 pmol O2/min/ug de proteina
en células tratadas con sFlt-1 50 ng/mL + SEPI. Tal como se observa en la figura
6.8 B, el OCR-Maximo determinado en este ensayo disminuye de forma
dependiente a la dosis de sFlt-1 administrada (P=0.0004) y SEPI no conlleva a
cambios en esta determinacion. Consistentemente, al calcular los resultados de
OCR-Reserva se obtuvieron resultados para el control de: 24.51 =+ 1.0 pmol
O2/min/ug de proteina, SEPI: 23.25 £ 1.2 pmol O2/min/ug de proteina, 14.87 £ 0.7
pmol Oz2/min/pug de proteinay 7.72 £ 0.4 pmol O2/min/ug de proteina en CEs tratadas
con sFlt-1 25 ng/mL + SEPI y sFlt-1 50 ng/mL + SEPI, respectivamente. En esta
determinacion, tal como se evidencié en el capitulo | de “Resultados” de esta
investigacion; sFlt-1 de forma dependiente a la dosis administrada, disminuye
significativamente la capacidad de reserva respiratoria en CEs (P=0.0003) (Figura
6.8 C).

Entre otras determinaciones, el OCR-basal no cambi6é en presencia de sFlt-1 o
durante su co-administraciéon con SEPI, los resultados obtenidos en el control
corresponden a: 10.65 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, SEPI: 10.58 + 0.2 pmol
O2/min/ug de proteina, para células tratadas con sFlt-1 25 ng/mL + SEPI: 11.38 +
0.4 pmol O2/min/ug de proteina y 11.54 + 0.4 pmol O2/min/ug de proteina, para
aguellas tratadas con sFlt-1 50 ng/mL + SEPI (P=0.12) (Figura 6.8 D). Por otra
parte, el OCR acoplado a la produccion de ATP no cambid significativamente en
células tratadas con sFlt-1 y SEPI. Los resultados detectados en el control fueron:
9.12 + 0.2 pmol Oz/min/ug de proteina, en células tratadas con SEPI: 9.24 + 0.2
pmol Oz2/min/ug de proteina, 9.71 + 0.3 pmol Oz2/min/ug de proteinay 8.13 + 0.3 pmol
O2/min/ug de proteina en células tratadas con sFlt-1 25 ng/mL + SEPI y sFlt-1 50
ng/mL + SEPI, respectivamente. Se observé una diferencia estadisticamente
significativa en el OCR-ATP de células co-tratadas con sFlt-1 50 ng/mL + SEPI con
respecto al control (P=0.03) (Figura 6.8 E). De igual manera, se determinaron los
niveles de OCR vinculados a la fuga de protones y se obtuvieron resultados de: 1.53
+ 0.1 pmol Oz/min/ug de proteina en el control, 1.34 + 0.01 pmol O2/min/ug de
proteina en células tratadas con SEPI, 2.17 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteinay 3.41
+ 0.1 pmol O2/min/ug de proteina, en células que respectivamente fueron tratadas
con sFlt-1 25 y 50 ng/mL + SEPI. Se encontro una diferencia significativa entre estos
dos ultimos grupos con respecto al control (P=0.0004) (Figura 6.8 F).
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Figura 6.8 Efecto de la administracién de SEPI (50uM) en la funcién bioenergética mitocondrial de
CEs en modelo in vitro de PE inducido por la administracién de sFlt-1. Células endoteliales fueron
sembradas en densidad de 4.0 x 10 células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh
sFIt-1 en concentraciones de: 25 y 50 ng/mL, y suplementadas con SEPI 50 uM, durante 24 horas.
Se determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A)
Curso de tiempo en la medicién de OCR (B) OCR- méximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E)
OCR-ATP y (F) OCR-fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5),
*P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001 con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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En complemento a estos analisis, se determind el potencial metabdlico y fenotipo
metabdlico de CEs co-tratadas con sFlt-1 y SEPI (50 uM). El OCR basal encontrado
en células CEs control fue: 14.14 + 0.24 pmol O2/min/ug de proteina, mientras que
las células tratadas con SEPI evidenciaron un resultado de: 15.33 + 0.46 pmol
O2/min/ug de proteina, las CEs tratadas con sFlt-1 25 ng/mL + SEPI: 15.10 + 0.63
pmol Oz2/min/ug de proteina y aquellas tratadas con sFlt-1 50 ng/mL + SEPI: 14.09
+ 0.74 pmol O2/min/ug de proteina. El analisis estadistico empleado en esta
oportunidad (ANOVA; Bonferroni post-hoc test), no indico diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados del OCR basal (P=0.35). Sin
embargo, con respecto al OCR estresado, el control se determind: 38.65 + 1.20 pmol
O2/min/ug de proteina, con SEPI: 38.59 + 1.58 pmol O2/min/ug de proteina, en CEs
tratadas con sFlt-1 25 ng/mL + SEPI: 31.27 + 0.86 pmol Oz/min/ug de proteina y en
las tratadas con sFlt-1 50 ng/mL + SEPI: 21.81 + 0.88 pmol O2/min/ug de proteina.
Se encontraron diferencias significativas entre las medias del OCR estresado de los
cuatro grupos evaluados (P=0.003) (Figura 6.9 C). Con este analisis se demuestra
que SEPI en concentraciones de 50 uM, no restablece el fenotipo metabdlico de
CEs expuestas al disruptor metabalico, sFlt-1, en dosis crecientes de 25 a 50 ng/mL.

Las mediciones de ECAR basal correspondieron a: 0.45 + 0.08 mpH/min/ug de
proteina para el control, 0.48 + 0.05 mpH/min/ug de proteina para células tratadas
con SEPI; 1.02 £ 0.07 mpH/min/ug de proteina y 1.02 + 0.05 mpH/min/ug de
proteina para CEs tratadas con 25 ng/mL de sFlt-1 + SEPI y 50 ng/mL de sFlt-1 +
SEPI, respectivamente. En esta determinacion se observé una diferencia
estadisticamente significativa de los valores de ECAR basales de las células
tratadas con sFlt-1 + SEPI, con respecto al control (P=0.03) (Figura 6.9 D). Por su
parte, las mediciones de ECAR estresado para el control fueron de: 2.40 £ 0.19
mpH/min/ug de proteina, 2.28 + 0.08 mpH/min/ug de proteina en CEs tratadas con
SEPI, 3.08 + 0.14 mpH/min/ug de proteina en células tratadas con sFlt-1 25 ng/mL
+ SEPI y 3.43 + 0.19 mpH/min/ug de proteina en aquellas tratadas con sFlt-1 50
ng/mL + SEPI. Es resaltante que, tal como se observo en la seccion “capitulo | de
Resultados”, a medida que se incrementa la dosis de sFlt-1, aumenta ECAR. En
esta ocasion el ECAR estresado también fue estadisticamente diferente entre los
grupos evaluados (P=0.002) (Figura 6.9 D). Finalmente, la administraciéon de SEPI
50 uM no permitié restablecer el fenotipo metabodlico de CEs tratadas con sFlt-1.
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Figura 6.9 Efectos de la administracién exégena de SEPI (50uM) en el restablecimiento del fenotipo
metabdlico de CEs expuestas a sFlt-1. Células endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x
10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 (25 y 50 ng/mL) y SEPI
(100uM), durante 24 horas. Se determind la actividad bioenergética mitocondrial y fenotipo
metabolico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent en CEs. (A) Fenotipo energético, (B) potencial
metabolico, (C) OCR y (D) ECAR en CEs expuestas a sFlt-1 y SEPI 50 uM. Los datos estan
presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al control,
ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Al revisar la literatura publicada con respecto a la administracion de BH4 para el
restablecimiento de la funciéon endotelial, en modelos animales y en humanos; se
encontré que la dosis de BH4 administrada corresponde a 10 mg/Kg/dia (207, 268,
269). Hattori et al. 2007, emplearon en ratones C57BL/6J, una dosis de 10
mg/Kg/dia (269), correspondiente a la administracion de 500 uM de BH4/dia
(tomando en cuenta que el peso promedio del raton C57BL/6J es 30 gramos y el
volumen de sangre 5.5 mL/100 gramos de peso, referencia de: The Jackson
Laboratories Bar Harbor, ME, USA). Heitzer et al. 2000 y Taylor et al. 2016
emplearon en humanos, la misma dosis de 10 mg/Kg/dia de BH4 (207, 268),
correspondiente a la administracion de 450 uM/dia de BH4; considerando el peso
promedio de un adulto: 70 Kg y volumen de sangre total de 5 litros. Con este
conocimiento, se tomo la decision de incrementar la concentracion de SEPI, ya que
una concentracion de 50 uM/dia en CEs podria no concluir en resultados notorios
dada su baja disponibilidad en el periodo de tiempo evaluados para los ensayos de
bioenergética que corresponden a 24 horas.

Por tal motivo, se evaludé nuevamente la respuesta metabdlica de CEs tratadas con
sFlt-1 (25 y 50 ng/mL) y SEPI en concentraciones de 100 uM. La evaluacion de la
bioenergética mitocondrial por la tecnologia Seahorse-Agilent, permiti6 observar
que el OCR en CEs tratadas con SEPI (100uM) si permitio el restablecimiento del
consumo de oxigeno afectado por la administracion de sFlt-1. Tal como se observa
en la figura 6.10 A, el OCR con respecto al tiempo en CEs tratada con sFlt-1 (25 y
50 ng/mL) no cambia luego de la administracion de FCCP, cuando las células son
igualmente tratadas con SEPI (100uM). Los resultados de OCR-Maximo (tabla 6.5)
demuestran, tal como fue indicado en la seccion “capitulo | de Resultados”, que la
administracion de sFlt-1 afecta el consumo de oxigeno maximo, mientras que, la co-
administracion de sFlt-1 con SEPI permite restablecer esta mediciéon (figura 6.10
B). Consistentemente, el OCR-Reserva también afectado por sFlt-1, fue
restablecido en presencia de SEPI (100uM) (Tabla 6.5) (Figura 6.10 C).

Los resultados de OCR-Basal, representados en la tabla 6.5 muestran que tanto la
administracion de sFlt-1, como SEPI (100uM) y sFLT-1 + SEPI (100uM) no afectan
el consumo de oxigeno basal de CEs (Figura 6.10 D). Con respecto al OCR-ATP y
OCR-Fuga de protones, representados en la tabla 6.5; se observa que la
administracion de SEPI (100uM) permite restablecer los efectos de sFlt-1 en las
mediciones correspondientes (Figura 6.10 E y F). Con respecto al fenotipo
metabdlico, en la tabla 6.6 se resumen los resultados obtenidos con respecto al
OCR basal y estresado de las CEs tratadas con sFlt-1 (25 y 50 ng/mL) y SEPI 100
M. La administracion de SEPI permitié el restablecimiento del fenotipo metabalico
afectado por la administracién del disruptor mitocondrial sFlt-1 (Figura 6.11).
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Consumo de oxigeno (OCR)
(pmol Oz/min/ug de proteina)

Tratamiento

OCR-Méaximo OCR-Reserva OCR-Basal ~ OCR-ATP Oi?&fgr?jsde

Control 32.38+2.6 20.81+2.4 11.58+0.2 10.85+0.2 0.73+0.1

sFIt-1 (50 ng/mL)  13.35+0.3 0.26 + 0.06 12.09+0.6 11.98+0.6 1.12+0.1

SEPI 100 pM 33.48+3.1 23.74+25 11.76 +0.8  9.56 + 0.8 0.2+0.01
sFlt-1 (25 ng/mL)

+SEPI100 UM 3426+ 2.6 22.64 2.4 11.63+0.3 11.07+0.2  0.56+0.2
sFIt-1 (50 ng/mL)

+SEPI100 UM 34 26 + 3.0 19.87 £ 2.7 11.79+0.6 11.11+0.3  0.68+0.1

Tabla 6.5 Consumo de oxigeno (OCR) de células CEs tratadas con sFlt-1 y SEPI (100uM). OCR-
Méximo: Consumo de oxigeno maximo, OCR-Reserva: Capacidad de reserva respiratoria, OCR-
Basal: Consumo de oxigeno basal, OCR-ATP: Consumo de oxigeno acoplado a la produccién de
ATP, OCR-Fuga de protones: Consumo de oxigeno acoplado a la fuga de protones.

Fenotipo metabolico

Tratamiento

Consumo de oxigeno (OCR)
pmol Oz/min/ug de proteina

Acidificacién extracelular (ECAR)
mpH/min/ug de proteina

OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado

Control 16.36 £ 0.35 37.17 +3.09 0.68 + 0.05 3.10 + 0.08

SFlIt-1 (50 ng/mL)  15.47 +1.02 15.74 + 0.49 1.26 + 0.20 5.65 + 0.50

SEPI1100 uM 15.73 £1.55 39.45 + 4.20 0.76 + 0.07 3.08 + 0.25
sFIt-1 (25 ng/mL)

+ SEPI1 100 pM 17.20 + 0.56 39.85 + 3.44 0.73 +0.03 3.22+0.25
sFIt-1 (50 ng/mL)

+ SEPI 100 pM 17.07 + 0.60 36.94 + 3.84 0.90 + 0.08 3.82 +0.15

Tabla 6.6 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion extracelular (ECAR) de células CEs tratadas
con sFlt-1 y SEPI (100uM). OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-Estresado: consumo de
oxigeno luego de la administracién de FCCP, ECAR-Basal: acidificacion extracelular basal, ECAR-
Estresado: acidificacién extracelular luego de la administracion de FCCP.
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Figura 6.10 Efecto de la administracion de SEPI (100uM) en la funcién bioenergética mitocondrial de
CEs en modelo in vitro de PE inducido por la administracién de sFlt-1. Células endoteliales fueron
sembradas en densidad de 4.0 x 10% células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh
sFIt-1 en concentraciones de: 25 y 50 ng/mL, y suplementadas con SEPI 100 puM, durante 24 horas.
Se determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A)
Curso de tiempo en la medicién de OCR (B) OCR- maximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E)
OCR-ATP y (F) OCR-Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5,
*P<0.05, **P<0.01 con respecto al control, ANOVA, Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 6.11 Efectos de la administracion exdgena de SEPI (100pM) en el restablecimiento del
fenotipo metabdlico de CEs expuestas a sFlt-1. Células endoteliales fueron sembradas en densidad
de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 (25 y 50 ng/mL) y
SEPI (100uM), durante 24 horas. Se determiné el fenotipo metabdlico empleando la tecnologia
Seahorse-Agilent en CEs. (A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR
en CEs expuestas a sFlt-1 (25 y 50 ng/mL) y SEPI 100 uM. Los datos estan presentados con la
media £ SEM. (n=5, *P<0.05, *P<0.01, **P<0.001 con respecto al control, ANOVA, Bonferroni’s
post-hoc test).
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Una vez conocido el efecto de SEPI en concentracion de 100 pM en el
restablecimiento de la funcion endotelial y fenotipo metabdlico en CEs, se evaluo el
papel de SEPI en el metabolismo mitocondrial de trofoblastos. En la tabla 6.7 se
resumen los resultados obtenidos con respecto al OCR de células HTR-8/SVneo
expuestas a tratamiento con sFlt-1 y al co-tratamiento de sFlt-1 + SEPI. En la figura
6.12 A, se observa el consumo de oxigeno en funcion al tiempo de trofoblastos
tratados con sFlt-1 50 ng/mL, SEPI 100uM vy tratadas con sFlt-1 50 ng/mL + SEPI
100uM. Con respecto al OCR-Méaximo; las células tratadas con sFlt-1 mostraron una
disminucién en esta medicion, que fue estadisticamente significativa (P=0.02) con
respecto al control. ElI OCR-Reserva también mostr6 una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control de las células que fueron
tratadas con sFlt-1 50 ng/mL y sFIt-1 50 ng/mL + SEPI 100 uM (P=0.03) (Figuras
6.12 B y C). Hasta el momento las mediciones realizadas se corresponden con los
resultados obtenidos en la seccién “capitulo | de Resultados”. En relacién a las
células trofoblasticas, la administracion de SEPI 100 pM no demostré tener un
efecto en el restablecimiento de la bioenergética mitocondrial de células expuestas
a sFlt-1.

Entre otras mediciones realizadas, el OCR-basal determinado en células HTR-
8/SVneo no mostré diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (P=0.64) (Figura 6.12 D). De la misma manera, las determinaciones de
OCR-ATP y OCR-Fuga de protones, representadas en la tabla 6.7, tampoco
muestran diferencias estadisticamente significativas (P=0.23 y P=044,
respectivamente) (Figura 6.12 Ey F).

Consumo de oxigeno (OCR) pmol O2/min/ug de proteina

Tratamiento -
OCR-Méximo OCR-Reserva OCR-Basal OCR-ATp OCR-Fugade

protones

Control 20.66 + 0.1 5.56 + 0.3 16.10+ 0.2 14.13+0.2 1.69+0.1
sFit-1 (50

ng/mL) 1457 +0.8 259+0.01 14.83+0.3 13.74+0.4 1.98+0.1

SEPI 100 uM 19.75+ 1.4 437+0.1 14.79+1.0 13.99+0.9 0.81+0.1
sFlt-1 (50

ng/mL) + SEPI
100 uM 1769+ 1.1 2.79+0.7 15.38+0.7 13.69+0.7 1.10+0.1

Tabla 6.7 Consumo de oxigeno (OCR) de células HTR-8/SVneo tratadas con sFlt-1 y SEPI (100uM).
OCR-Maximo: Consumo de oxigeno maximo, OCR-Reserva: Capacidad de reserva respiratoria,
OCR-Basal: Consumo de oxigeno basal, OCR-ATP: Consumo de oxigeno acoplado a la produccion
de ATP, OCR-Fuga de protones: Consumo de oxigeno acoplado a la fuga de protones.

165



>
oy

30 % OCR-MAXIMO
— —o— SEPI 24 -
\g: 25 | Oligomicina —o— sFit-1 50 + SEPI 100 Sl *
£ g =20 *
20 » —
SE” E 16
s % 9012 ]
E £
2 10 4 = 8
o v 44
O 5 5 4
o 8 o |
0 T T T T =, 0 50 0 50
0 20 40 60 80 100 + SEPI 100 uM
Tiempo (minutos) [sFlt-1 (ng/mL)]
OCR-RESERVA OCR-BASAL
~ 6 - 518 -
2 216 ]
£ 51 E 14 1
€ <12 -
£ 4 *
o * © 10 4
= 31 ° g
=t €
E 2 S 6
o =
~ o 4 -
g 11 O 24
S o © o
0 50 0 50 0 50 0 50
+ SEPI 100 uM + SEPI 100 uM
[sFlt-1 (ng/mL)] [sFlt-1 (ng/mL)]
OCR-ATP OCR-FUGA DE PROTONES
D 16 S 24 1 *
< 14 S 21
‘E 12 A s 18 1
S 10 A 3151 *
S 81 5 1.2 1 *%
g 6 - £ 0.9 1
ST 4 E? 0.6
o 2 - G 0.3 1
O o O oo 4
0 50 0 50 0 50 0 50
+ SEPI 100 uM + SEPI 100 pM
[sFlt-1 (ng/mL)] [sFlt-1 (ng/mL)]

Figura 6.12 Efecto de la administracion de SEPI (100uM) en la funcién bioenergética mitocondrial de
HTR-8/SVneo en modelo in vitro de PE inducido por la administracion de sFlt-1. Células HTR-
8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10 células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent),
tratadas con rh sFlt-1 (50 ng/mL) y suplementadas con SEPI 100 uM, durante 24 horas. Se determind
la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Curso de
tiempo en la medicion de OCR (B) OCR- maximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E) OCR-ATP
y (F) OCR-Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05,
**P<0.01 con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Con respecto al fenotipo metabdlico de células HTR-8/Svneo expuestas a sFlt-1 y
SEPI (100 pM); en la tabla 6.8 se representan los valores obtenidos con respecto
al OCR-Basal y OCR-Estresado. Tal como se evidencia en la figura 6.13, la
administracion de sFlt-1 50 ng/mL conlleva a una tendencia a disminuir el OCR en
situaciones de estrés (no es estadisticamente significativo) (P=0.10). La
administracion de SEPI 100 pM, no restablece el fenotipo metabdlico en
trofoblastos. Se observé una tendencia a mejorar el OCR-Estresado, que no fue
significativo estadisticamente con respecto al grupo de células tratadas con sFlt-1
50 ng/mL o con respecto al control (ANOVA, Bonferroni’'s post hoc test) (P=0.07)
(Figura 6.13).

Fenotipo metabdlico

Consumo de oxigeno (OCR) Acidificacion extracelular (ECAR)

Tratamiento pmol Oz/min/ug de proteina mpH/min/pg de proteina

OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado

Control 17.86+0.96  23.41+0.74 6.83 + 0.20 10.60 + 0.44
SFIt150 (ng/ml) 18.16+2.32  20.98+2.55 6.89 + 0.66 10.82+ 1.16
SEPI100 M 20.97+1.79  23.86+1.92 6.88 + 0.16 11.87 + 0.47
SFIL150 (ng/ML) 19551100 2289+1.96 6.73+0.12 10.43 +0.39

+ SEPI 100 pM

Tabla 6.8 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacién extracelular (ECAR) de células HTR-8/SVneo
tratadas con sFlt-1 y SEPI (100uM). OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-Estresado:
consumo de oxigeno luego de la administracion de FCCP, ECAR-Basal: acidificacién extracelular
basal, ECAR-Estresado: acidificacion extracelular luego de la administracién de FCCP.

Hasta el momento, los resultados obtenidos indican que SEPI en concentraciones
de 100 uM permite restablecer el fenotipo metabdlico en CEs expuestas a sFlt-1.
Mientras que en trofoblastos, ya que el efecto de sFlt-1 no es tan dramatico con
respecto a la bioenergética mitocondrial; los efectos de SEPI no indican un efecto
en el restablecimiento de la funcion metabdlica de esta linea celular.

En esta investigacion también se demostré que TNF-a es otra molécula capaz de
conllevar a cambios metabdlicos, tanto en CEs como en trofoblastos, en la seccion
“capitulo Il de Resultados”, TNF-a demostré tener un efecto a nivel metabdlico, en
la funcion bioenergética mitocondrial de CEs y trofoblastos, por lo tanto; el siguiente
enfoque fue conocer el papel de SEPI 100 uM, en el restablecimiento de la funcion
bioenergética mitocondrial de CEs vy trofoblastos expuestos a TNF-a en
concentracion de 50 ng/mL.
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Figura 6.13 Efectos de la administracién exdgena de SEPI (100uM) en el restablecimiento del
fenotipo metabdlico de trofoblastos expuestos a sFlt-1. Células HTR-8/SVneo fueron sembradas en
densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh sFlt-1 (50
ng/mL) y SEPI (100uM), durante 24 horas. Se determiné el fenotipo metabdlico empleando la
tecnologia Seahorse-Agilent en CEs. (A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y
(D) ECAR en trofoblastos expuestos a sFlt-1 (50 ng/mL) y SEPI (100 uM). Los datos estan
presentados con la media + SEM. (n=5, ANOVA, Bonferroni’s post-hoc test).
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En la figura 6.14 A se representa el OCR con respecto al tiempo de CEs expuestas
a TNF-a y suplementadas también con SEPI (100 pM). EI OCR-Maximo
determinado bajo estos tratamientos fue: 6.00 + 0.26 pmol O2/min/ug de proteina en
el control, 5.50 + 0.31 pmol O2/min/ug de proteina en células tratadas con SEPI,
2.40 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina 'y 2.80 £ 0.26 pmol O2/min/ug de proteina en
células tratadas con TNF-a 50 ng/mL y TNF-a 50 ng/mL + SEPI, respectivamente.
Las ultimas dos mediciones mostraron ser diferentes estadisticamente con respecto
al control (P=0.008) (Figura 6.14 B). En concordancia, los niveles de OCR-Reserva
detectados fueron: en el control: 1.90 £ 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, con SEPI
2.00 £ 0.2 pmol O2/min/ug de proteina, en células tratadas con TNF-a: 0.10 + 0.6
pmol O2/min/ug de proteina y 1.00 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina en aquellas
tratadas con TNF-a 50 ng/mL y suplementadas con SEPI (Figura 6.14 C). Tal como
fue demostrado en secciones anteriores de esta investigacion; TNF-a 50 ng/mL es
capaz de afectar la capacidad de reserva respiratoria en CEs. La administracién de
SEPI logra mejorar esta medicion, sin embargo, sus niveles no lograron
restablecerse a nivel del control.

Entre otras determinaciones, el OCR-Basal obtenido en el control fue: 15.60 + 0.9
pmol O2/min/ug de proteina, en células tratadas con SEPI: 16.10 + 0.5 pmol
O2/min/ug de proteina, 13.50 + 1.3 pmol Oz2/min/ug de proteina y 13.60 £ 1.0 pmol
O2/min/ug de proteina para células tratadas con TNF-a 50 ng/mL y TNF-a 50 ng/mL
+ SEPI, respectivamente. La diferencia estadistica observada en los grupos tratados
con TNF-a 50 ng/mL con respecto al control, se mantuvieron incluso luego de
administrar SEPI (P=0.03) (Figura 6.14 D). El OCR acoplado a la produccién de
ATP en el control fue: 13.10 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina en el control, 14.10 +
0.8 pmol Oz/min/ug de proteina con SEPI, 11.00 £ 0.2 pmol Oz/min/ug de proteina,
en presencia de TNF-a 50 ng/mL y 10.70 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina. Las
diferencias de los grupos tratados con TNF-a 50 ng/mL fueron estadisticamente
significativas a pesar de la suplementacion con SEPI (P=0.03) (Figura 6.14 E).
Finalmente, el OCR acoplado a la fuga de protones medido en el control fue: 2.50 +
0.1 pmol O2/min/ug de proteina, con SEPI: 2.10 + 0.1 pmol O2/min/ug de proteina,
2.50 + 0.2 pmol O2/min/ug de proteina con TNF-a 50 ng/mL y 2.80 £ 0.1 pmol
O2/min/ug de proteina con TNF-a 50 ng/mL + SEPI. Esta determinacion fue
significativamente menor en el grupo tratado con SEPI con respecto al control
(P=0.01) y significativamente mayor en células tratadas con TNF-a 50 ng/mL + SEPI
(P=0.04) (Figura 6.14 F).

Basado en estas determinaciones; se calculd el fenotipo y potencial metabdlico de
CEs expuestas a TNF-a y SEPI. En la tabla 6.9 se muestran los resultados
obtenidos con respecto a OCR-Basal, OCR-Estresado, ECAR-Basal y ECAR-
Estresado de CEs bajo los tratamientos ya descritos. La administracion de SEPI no
logré restablecer el fenotipo metabodlico de CEs expuestas a tratamiento con TNF-a
50 ng/mL (Figura 6.15).
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Figura 6.14 Efecto de la administracion de SEPI (100uM) en la funcién bioenergética mitocondrial de
CEs en modelo in vitro de PE inducido por la administracion de TNF-a. Células endoteliales fueron
sembradas en densidad de 4.0 x 10 células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh
TNF-a (50 ng/mL) y suplementadas con SEPI 100 uM, durante 24 horas. Se determiné la actividad
bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en la
medicién de OCR (B) OCR- maximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-
Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.01 con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Fenotipo metabdlico

Consumo de oxigeno (OCR) Acidificacién extracelular (ECAR)
Tratamiento pmol Oz/min/ug de proteina mpH/min/ug de proteina

OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado

Control 18.27 + 1.36 2429 +1.38 2.38 +0.23 6.68 + 0.51
TNF-a 50 (ng/mL)  18.01 *2.96 20.43 + 3.15 3.20 +0.19 7.14 +0.09
SEPI 100 pM 21.87 +0.60 27.32+1.88 2.22 +0.09 6.50 + 0.24
TNF-a50 (ng/mL) 1700+ 0.96 19.77 + 1.51 3.39 + 0.26 7.36 + 0.30
+ SEPI 100 UM

Tabla 6.9 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion extracelular (ECAR) de células CEs tratadas
con TNF-a (50 ng/mL) y SEPI (100uM). OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-Estresado:
consumo de oxigeno luego de la administracion de FCCP, ECAR-Basal: acidificacién extracelular
basal, ECAR-Estresado: acidificacion extracelular luego de la administracién de FCCP.

En células HTR-8/SVneo también se evalud el papel de SEPI en el restablecimiento
del fenotipo metabdlico de trofoblastos expuestos a TNF-a. En la figura 6.16 A se
muestra el consumo de oxigeno con respecto al tiempo de células trofoblasticas que
fueron expuestas a TNF-a (560 ng/mL) y también suplementadas con SEPI (100uM).
El OCR-Maximo determinado en el control fue: 13.26 + 0.7 pmol O2/min/ug de
proteina, con SEPI: 14.71 £ 1.3 pmol O2z/min/ug de proteina, 9.96 + 0.7 pmol
O2/min/ug de proteina en presencia de TNF-a y 10.54 + 1.3 pmol Oz/min/ug de
proteina con TNF-a y SEPI. En presencia de TNF-a se observd una diferencia
estadisticamente significativa de esta medicion (P=0.03) (Figura 6.16 B). Los
resultados del OCR-Reserva medidos para el control fueron: 1.74 + 0.3 pmol
O2/min/ug de proteina, 5.29 + 1.8 pmol O2/min/ug de proteina en presencia de SEPI,
1.82 £ 0.4 pmol O2/min/ug de proteina con TNF-a y 1.75 + 0.5 pmol O2/min/ug de
proteina con TNF-a + SEPI. Con respecto a esta medicion, el grupo de células
expuesto a SEPI mostr6 un restablecimiento de la OCR-Reserva, sin embargo, las
células igualmente tratadas con TNF-a no mostraron ninguna diferencia
estadisticamente (P=0.002) (Figura 6.16 C).

Con respecto al OCR-Basal, en el control se determind: 11.52 + 0.8 pmol Oz2/min/ug
de proteina, con SEPI: 8.14 + 0.4 pmol O2/min/ug de proteina, en presencia de TNF-
a: 10.65 £ 1.3 pmol O2/min/ug de proteina y en co-tratamiento con SEPI: 9.55 £ 0.7
pmol O2/min/ug de proteina. Con respecto a TNF-a, se encontré una diferencia
estadistica en comparacion al control, que durante el co-tratamiento de TNF-a +
SEPI se logroé restablecer (P=0.008) (Figura 6.16 D). Con respecto al OCR-ATP, en
el control se determind 7.57 + 0.4 pmol O2/min/ug de proteina, con SEPI: 7.43 £ 1.1
pmol O2/min/ug de proteina, con TNF-a: 5.49 £ 0.3 pmol O2/min/ug de proteina;
mientras que con TNF-a + SEPI se midié: 6.73 + 0.5 pmol Oz/min/ug de proteina.
Tal como se determind en el OCR-Basal, solo la medicion de OCR-ATP en células
tratadas con TNF-a, mostré una diferencia estadisticamente con respecto al control
(P=0.03) (Figura 6.16 E). Finalmente, el OCR acoplado a la fuga de protones en el

171



control fue: 3.95 + 0.4 pmol O2/min/ug de proteina, con SEPI: 2.65 + 0.2 pmol
O2/min/ug de proteina, en presencia de TNF-a y TNF-a + SEPI: 3.60 + 0.3 pmol
O2/min/ug de proteina y 2.82 + 0.3 pmol O2/min/ug de proteina, respectivamente
(Figura 6.16 F).

En base a las observaciones en la figura 6.16, se determiné el fenotipo y potencial
metabalico de células HTR-8/SVneo expuestas a TNF-a y SEPI. En la tabla 6.10 se
muestran los valores obtenidos de OCR-Basal y OCR-Estresado, asi como el
ECAR-Basal y ECAR-Estresado (Figura 6.17). La suplementacion con SEPI, en
células tratadas con TNF-a no tiene efecto en el fenotipo metabdlico de células
trofoblasticas. EI OCR-Estresado en trofoblastos expuestos a SEPI, es
significativamente mayor con respecto al control (P=0.02) (Figura 6.17 C).
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Figura 6.15 Efectos de la administracion exdgena de SEPI (100uM) en el restablecimiento del
fenotipo metabdlico de CEs expuestas a TNF-a. Células endoteliales fueron sembradas en densidad
de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con rh TNF-a (50 ng/mL) y
suplementadas con SEPI 100 uM, durante 24 horas. Se determind el fenotipo metabdlico empleando
la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Fenotipo energético, (B) potencial metabdlico, (C) OCR y (D)
ECAR en trofoblastos expuestos a sFlt-1 y SEPI 100 uM. Los datos estan presentados con la media
+ SEM. (n=5), *P<0.05, con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 6.16 Efecto de la administracion de SEPI (100uM) en la funcién bioenergética mitocondrial de
trofoblastos en modelo in vitro de PE inducido por la administracion de TNF-a. Células HTR-8/SVneo
fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas
con rh TNF-a (50 ng/mL) y suplementadas con SEPI 100 uM, durante 24 horas. Se determiné la
actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo
en la medicién de OCR (B) OCR- méaximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F)
OCR-Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01
con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Fenotipo metabdlico

Consumo de oxigeno (OCR)
pmol Oz/min/ug de proteina

Acidificacién extracelular (ECAR)

Tratamiento mpH/min/ug de proteina

OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado
Control 15.62+0.68  17.36+0.48 7.23+0.55 9.68 + 0.82
TNF-a 50 (ng/ml) 1523+0.38  17.02+0.78 5.98 + 0.37 8.23 + 0.42
SEPI 100 uM 16.34+1.87  20.40 +2.43 6.17 + 0.43 8.41 + 0.64
TNF-a50 (ng/mL) +  17364+121 1836+ 1.70 6.14 + 0.42 8.52 + 0.51
SEPI 100 uM

Tabla 6.10 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion extracelular (ECAR) de células HTR-8/SVneo
tratadas con TNF-a (50 ng/mL) y SEPI (100uM). OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-
Estresado: consumo de oxigeno luego de la administracion de FCCP, ECAR-Basal: acidificacion
extracelular basal, ECAR-Estresado: acidificacion extracelular luego de la administracion de FCCP.

6.6 SEPI reestablece la funcién endotelial en el modelo de correlaciéon in vitro de
PE.

Para evaluar el papel de SEPI en el restablecimiento de la funcién endotelial in vitro,
se cultivaron células CEs en presencia de sueros de pacientes control no
embarazadas, normotensas (NOR) y preeclampticas (PE) (2% de suero). Ademas
del tratamiento de estas células con sueros, se suplementaron con SEPI (100 uM).
Los niveles de *NO se determinaron por quimioluminiscencia, al medir los niveles
de NOz2. En CEs, los niveles de NO2" detectados en el sobrenadante celular en el
grupo control fueron: 95 + 5 nmol NOz2/ug de proteina, en células tratadas con SEPI:
94 + 2 nmol NO2/ug de proteina, 90 £ 7 nmol NO2/ug de proteina 'y 79 £ 3 nmol
NO2/ug de proteina, en CEs tratadas con sueros de pacientes NOR y PE,
respectivamente.

Cuando las células fueron tratadas con sueros de pacientes NOR y ademas
suplementadas con SEPI se determinaron niveles de NO2 de 89 + 5 nmol NO27/ug
de proteina y cuando se administré suero proveniente de pacientes preeclampticas
y SEPI, se logro restablecer la produccién de *NO a nivel de 86 + 3 nmol NO27/ug
de proteina. El analisis estadistico mostr6 una diferencia estadisticamente
significativa entre las mediciones de NO2 con sueros de pacientes preeclampticas
con respecto al control (P=0.03). La administracion de SEPI a este grupo de células
permitio restablecer la produccion de *NO (Figura 6.18).
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Figura 6.17 Efecto de la administracién de SEPI (100uM) en la funcién bioenergética mitocondrial de
trofoblastos en modelo in vitro de PE inducido por la administracion de 50 ng/mL de TNF-a. Células
HTR-8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-
Agilent), tratadas con rh TNF-a (50 ng/mL) y suplementadas con SEPI 100 uM, durante 24 horas. Se
determiné el fenotipo metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Curso de tiempo en
la medicion de OCR (B) OCR- maximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E) OCR-ATP y (F) OCR-
Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media = SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01 con
respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 6.18 Restablecimiento de la funcién endotelial en modelo de correlacion in vitro empleando
sueros de pacientes en cultivo de CEs. Los niveles de *NO fueron medidos como la concentracion
de NO2 (nmol NO2z/ pug de proteina) por quimioluminiscencia, luego del tratamiento con sueros de
pacientes (2%) y SEPI (100uM) durante 24 horas. Los datos estan presentados con la media £ SEM.
(n=3, *P<0.05, con respecto al control, ANOVA, Bonferroni's post-hoc test).

6.7 SEPI reestablece la funcidn bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico en
el modelo de correlacién in vitro de PE.

La administracion de SEPI demostro el restablecimiento de funcién endotelial en el
modelo de correlacion in vitro de PE con sueros de pacientes (seccion 6.6). En
adicién, SEPI logr6 disminuir la formacion de mROS y el restablecimiento de la
funcién bioenergética mitocondrial en el modelo in vitro con sFlt-1 y TNF-a
(secciones 6.4 y 6.5). En base a estas observaciones, se determind el efecto de
SEPI en la funcién bioenergética mitocondrial de células tratadas con sueros de
pacientes (2%) y suplementadas con SEPI (100uM).

En la tabla 6.11 se resumen las mediciones de OCR-Maximo en células CEs
tratadas con sueros de pacientes y suplementadas con SEPI. Tal como se observa
en la figura 6.19 A, la adicion de SEPI permite incrementar del OCR-Méaximo de
células tratadas con sueros de pacientes del grupo NOR y de aquellas tratadas con
sueros de pacientes PE (P=0.0018) (Figura 6.19 A). El OCR-Maximo, a pesar de
ser diferente estadisticamente con respecto a los grupos de células tratados con
sueros NOR y PE, respectivamente, no logro restablecerse a nivel del control. En la
tabla 6.12 se muestran los datos obtenidos con respecto al OCR-Reserva de células
CEs tratadas con sueros de pacientes y SEPI. En este caso, la administracion de
SEPI mejoré significativamente la capacidad de reserva respiratoria en células
tratadas con sueros de pacientes NOR y PE (P=0.0032). Nuevamente se observo
gue los niveles no fueron restablecidos a nivel del control (Figura 6.19 B).
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OCR-Méximo
(pmol Oz/min/ug de proteina)

Grupos experimentales

Tratamiento

CTL NOR PE
Suero 30.4+0.7 17.7 +0.8* 15.7 £ 0.6**
Suero + SEPI 27.9+0.7 22.8 + 0.6# 22.6 + 1.5##

Tabla 6.11 Niveles de OCR-Maxima en células CEs tratadas con sueros de pacientes de los grupos
CTL, NOR y PE ademas de la suplementacién de SEPI (100 uM). (n=5), *P<0.05, *P<0.01 con
respecto al control, #P<0.05, ##P<0.01 con respecto al grupo PE, ANOVA. (Bonferroni’s post-hoc
test).

OCR-Reserva
(pmol Oz/min/ug de proteina)

Grupos experimentales

Tratamiento

CTL NOR PE
Suero 13.7+0.2 6.87 + 1.0* 4.48 + 1.1**
Suero + SEPI 121+1.6 10.41 £ 1.2# 7.7 + 3.5##

Tabla 6.12 Niveles de OCR-Reserva en células CEs tratadas con sueros de pacientes de los grupos
CTL, NOR y PE ademas de la suplementacién de SEPI (100 uM). (n=5), *P<0.05, *P<0.01 con
respecto al control, #P<0.05, ##P<0.01 con respecto al grupo PE. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc
test).

Con respecto al papel de SEPI en el restablecimiento de la funcién bioenergética
mitocondrial en HTR-8/SVneo; en la figura 6.19 C-D se muestra la representacion
grafica de los niveles de OCR-Méaxima y OCR-Reserva determinados en esta linea
celular y que se representan en las tablas 6.13 y 6.14, respectivamente. Es
interesante que el suero NOR no conlleva a cambios significativos con respecto al
control, pero la administracion de sueros de pacientes del grupo PE si lo hace
(P=0.02).

La administracion de SEPI mantiene niveles de OCR-Maxima de células tratadas
con NOR en niveles gue no son diferentes estadisticamente al grupo NOR o al grupo
control. Mientras que, SEPI si logré restablecer el consumo de oxigeno en células
tratadas con sueros de pacientes PE (P=0.01), incluso a niveles que no fueron
estadisticamente distintos al grupo control (P=0.19) (Figura 6.19 C). Finalmente, el
OCR-Reserva en trofoblastos mostr6 un comportamiento similar a la observacién
anterior. La administracion de SEPI logro restablecer la capacidad de reserva
respiratoria a niveles que no son estadisticamente diferentes al control (P=0.08)
(Figura 6.19 D).
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OCR-Méximo
(pmol Oz/min/ug de proteina)
Grupos experimentales

Tratamiento

CTL NOR PE
Suero 6.8+0.7 6.43+0.2 4,55 + 0.5%
Suero + SEPI 6.9+0.3 6.8+0.4 5.7 +0.6#

Tabla 6.13 Niveles de OCR-Maxima en células HTR-8/SVneo tratadas con sueros de pacientes de
los grupos CTL, NOR y PE ademas de la suplementacion de SEPI (100 uM). (n=5), *P<0.05, con
respecto al control, #P<0.05, con respecto al grupo PE. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

OCR-Reserva
(pmol Oz/min/ug de proteina)

Grupos experimentales

Tratamiento

CTL NOR PE
Suero 0.68+0.4 0.69+04 -0.56 £ 0.1*
Suero + SEPI 0.82+0.5 0.75+0.3 0.22 + 0.1#

Tabla 6.14 Niveles de OCR-Reserva en células HTR-8/SVneo tratadas con sueros de pacientes de
los grupos CTL, NOR y PE ademas de la suplementacién de SEPI (100 puM). (n=5), *P<0.05, con
respecto al control, #P<0.05, con respecto al grupo PE. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 6.19 Cambios en la funcion energética mitocondrial luego de la administracion de SEPI en
modelo de correlacién in vitro de PE establecido con el tratamiento con sueros de pacientes en CEs
y trofoblastos. CEs y HTR-8/SVneo fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10 células/pozo en
placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con sueros de pacientes en estudio (2%) control (CTLS),
normotensas (NORS) y preeclampticas (PE) y suplementadas con SEPI 100 uM, durante 24 horas.
Se determiné la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent.
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OCR-Maxima de (A) CEs y (B) HTR-8/SVneo. (C) OCR-Reserva de CEs y (D) HTR-8/SVneo. Los
datos estan presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01 con respecto al control,
#P<0.05 con respecto al grupo PE. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

6.8 SEPI disminuye la produccion de mROS en el modelo de correlacion in vitro de
PE.

En el capitulo anterior, “capitulo Il de Resultados”, seccion 5.6, se demostrd que la
administracion de sueros de pacientes del grupo PE, conlleva a un incremento en
la produccion de mROS en CEs. Mientras que en células trofoblasticas; tanto sueros
de pacientes NOR, como PE conllevan a un incremento de esta misma medicion.
En este capitulo, seccién 6.4, también se demostré que SEPI restablece la
produccion de mROS en células expuestas a sFlt-1 y TNF-a. Finalmente, ya que en
el modelo de correlacion in vitro se evidencié un efecto de los sueros de pacientes
en la produccion de mROS; se evalud el papel de SEPI en la formacion de mROS,
medido con la sonda fluorescente MitoSOX Red por microscopia de fluorescencia.

Para este fin, CEs fueron sembradas en placas de 24 pozos en densidad de 5.0 x
104 células/pozo, tratadas durante 24 horas con sueros de pacientes en estudio
(2%). Al finalizar el tiempo de tratamiento, se determind por microscopia de
fluorescencia, la produccién de mROS. Vale acotar que también se administré SEPI
(100uM) en co-tratamiento, durante 24 horas. En la figura 6.20 se muestran
microfotografias de células CEs expuestas a sueros de pacientes control y
preeclampticas, asi como la suplementacion con SEPI. En presencia de SEPI, se
disminuye significativamente la formacién de mROS en funcién al control. Mientras
que el suero PE induce la formacion de mROS significativamente (P=0.0001). La
administracion de SEPI a células expuestas con suero de pacientes PE, restablece
los niveles de mROS (P=0.0002) en comparacion a células expuestas a sueros de
grupo PE. Estos resultados muestran que SEPI permite abrogar la formacion de
MROS vy restablecer sus niveles, incluso a menor escala de lo observado en el
control.

Por dltimo, en células HTR-8/SVneo (figura 6.21), se evalu6 también el papel de
SEPI en la formacion de mROS en el modelo de correlacion in vitro de PE con
sueros, establecidos al igual que en el caso anterior con CEs. En concordancia con
las observaciones en CEs, los trofoblastos mostraron una disminucion en la
formacion de mROS en presencia de SEPI (P=0.0002). Cuando estas células fueron
tratadas con sueros provenientes del grupo PE, el incremento de mROS fue
significativo (P=0.003). Finalmente, la suplementacion con SEPI, de células tratadas
con sueros de pacientes del grupo PE, mostraron una disminucion significativa en
la formacion de mROS, en niveles inferiores a los observados en el grupo control
(P=0.00004) (Figura 6.21).
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Figura 6.20 Efecto de la administracion de SEPI en la formacién de mROS en modelo de correlacion
in vitro de PE establecido con el tratamiento con sueros de pacientes en estudio en CEs. (A)
Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X) (B) Incremento en la
formacién de mROS con respecto al control, 24 horas post-tratamiento con 2% de sueros de
pacientes control (CTL) y preeclampticas (PE). Ademas, se administré 100 uM de SEPI para
observar su efecto durante la administracion de suero PE. Barra: 50 um. Los datos estan presentados
con la media £ SEM. (n=3, *P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001 con respecto al control, #P<0.001 con
respecto al grupo PE. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Figura 6.21 Efecto de la administracién de SEPI en la formacién de mROS en modelo de correlacion
in vitro de PE establecido con el tratamiento con sueros de pacientes en estudio en trofoblastos. (A)
Microscopia de contraste de fases y fluorescencia con MitoSOX Red (40X) (B) Incremento en la
formacién de mROS con respecto al control, 24 horas post-tratamiento con 2% de sueros de
pacientes control (CTL), normotensas (NOR) y preeclampticas (PE). Ademas, se administré 100 uM
de SEPI para observar su efecto durante la administracién de suero PE. Barra: 50 um. Los datos
estan presentados con la media + SEM. (n=3), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al control,
#P<0.001 con respecto al grupo PE. ANOVA (Bonferroni’'s post-hoc test).
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7. Resultados

Capitulo IV. La sepiapterina, a través de la via salvaje, reestablece el fenotipo
metabolico en CEs tratadas con sFlt-1, al funcionar como un potencial agente
antioxidante.

7.1 Introduccion.

El cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), es crucial en el acoplamiento y
funcionamiento de eNOS y por consiguiente en la producciéon de *NO (265). Mas
alla de sus funciones como agente acoplante de la enzima productora de *NO, otra
de las funciones que se le ha atribuido a BH4, es la de agente antioxidante. Sin
embargo, esta funcion, ha sido muy poco explorada. Patel et al., 2002 demostraron
que BH4 es capaz de neutralizar ROS, mostrando inclusive mayor reactividad como
antioxidante que el acido ascorbico (204). Recientemente, Sethumadhavan et al.,
2016 encontraron en un modelo in vivo con ratones con sobreexpresion especifica
de GTPCH-1 en cardiomiocitos, que niveles elevados de BH4, disminuyen
significativamente el estatus redox celular, sin afectar los niveles celulares de *NO
(209). Méas alla de estas observaciones, se ha considerado que el papel de BH4
como agente antioxidante es improbable (265).

Sin embargo, ya hace méas de 40 afios, Rembold et al., 1972 demostraron que BH4
se localiza a nivel mitocondrial, doblando el contenido presente en el citoplasma
(estudio hecho con mitocondrias provenientes de hepatocitos de rata). Inclusive,
demostraron de BH4 es un estimulador del consumo de oxigeno mitocondrial capaz
de reducir a citocromo ¢ (270). En aquel entonces, Rembold et al.,, 1972
demostraron en otra publicacion, que BH4 se incorpora en la mitocondria; y
propusieron un mecanismo analogo al intercambiador glicerol-fosfato/malato para
el transporte de poder reductor hacia la mitocondria (271). Ademas, reconocieron
que el nivel de NADH intra-mitocondrial juega un papel determinante en la
concentracion de BH4 a nivel mitocondrial (271). Estas evidencias sugieren que
BH4 efectivamente puede actuar como un potente agente antioxidante, que podria
modular la actividad de los complejos mitocondriales (271).

Los hallazgos de esta investigacion evidencian que SEPI, analogo precursor de
BH4, es capaz de restablecer el fenotipo metabdlico en CEs expuestas a FAAs
como sFlt-1, ademas de conllevar al acoplamiento de eNOS y restablecimiento de
los niveles de *NO en situaciones de DE. Pero, ¢a través de qué mecanismos
moleculares SEPI logra prevenir el cambio de fenotipo metabdlico en el modelo in
vitro de PE? La respuesta a esta pregunta sugirié dos opciones; la primera, que el
restablecimiento del fenotipo metabdlico ocurriria via *NO (BH4 como cofactor
enzimatico permitiria el restablecimiento de la produccion de *NO y este mediador
a su vez, por mecanismos aun no definidos, potenciaria un cambio de fenotipo
metabdlico con aumento del consumo de oxigeno mitocondrial). La segunda opcion
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corresponderia a que BH4, actuaria como un agente antioxidante en la mitocondria,
capaz de favorecer el consumo de oxigeno y de restablecer el fenotipo metabdlico
(Ver figura 7.1).

Citoplasma

eNOS — .NO —» TOCR (',?

acoplamiento

SR DHFR
SEPI —» BH2 —» |BH4 - e,
\ Cit c oxidasa oy
TBH4 > <
Pool CitC 1oq
mitocondrial Cit ¢ oxidasa o —> T OCR

Mitocondria

Figura 7.1 Representacion esquemaética de los posibles mecanismos moleculares a través de los
cuédles SEPI restablece el fenotipo endotelial en el modelo in vitro de PE. SEPI (sepiapterina), a
través de la via salvaje y la accién de SR (sepiapterina reductasa) y DHFR (dihidrofolato reductasa),
respectivamente; aumenta la concentracion de BH4 (tetrahidrobiopterina) citoplasmatica. En la
primera hipoétesis: BH4 acopla la enzima eNOS (sintasa de éxido nitrico endotelial), permitiendo el
aumento en la produccién de *NO (6xido nitrico); por mecanismos desconocidos, el *NO permitiria
elaumento del OCR (consumo de oxigeno). En la segunda hip6tesis: BH4 aumenta su concentracién
intra-mitocondrial (pool mitocondrial), permitiendo la reducciéon de complejos mitocondriales, Cit C ox:
citocromo ¢ oxidado y Cit ¢ oxidasa ox: citocromo ¢ oxidasa oxidado a Cit ¢ red: citocromo ¢ reducido
y Cit ¢ oxidasa red: citocromo c¢ oxidasa reducido, lo cual favorece el consumo de oxigeno y con ello

el restablecimiento del fenotipo metabdlico.

Para determinar qué mecanismos moleculares estarian implicados en este efecto
de SEPI a nivel metabdlico, se evaluaron estas dos posibles opciones al emplear
inhibidores como L-NAME y metotrexato (MTX) y donadores de *NO como la
nitroglicerina (GTN).

7.2 Papel del *NO en el restablecimiento del fenotipo metabdlico en CEs, luego de
la administracion exégena de sFlt-1.

La primera hipotesis que se abordd en este capitulo, corresponde a que el *NO seria
el responsable del restablecimiento del fenotipo metabdlico observado en CEs
expuestas a sFlt-1 y SEPI. Tal como se evidencié en secciones anteriores de esta
investigacion; sFlt-1 es capaz de conllevar a un cambio de fenotipo metabdlico en
CEs, de un fenotipo bioenergético mitocondrial a un fenotipo glucolitico (“capitulo |
de Resultados”). Ademas, en la seccién “capitulo Il de Resultados”, se observé
que la administracion de SEPI, restablece la produccion de *NO y también
restablece el fenotipo metabdlico mitocondrial en CEs expuestas a sFlt-1. Sin
embargo, los mecanismos moleculares que permiten estos efectos no fueron
respondidos en dicho capitulo. Ya que SEPI, es conocida por prevenir el
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desacoplamiento de eNOS y por ende de mantener la produccion de *NO, las
observaciones de esta investigacion sugirieron que probablemente el *NO estaria
involucrado en este efecto metabdlico que SEPI tiene en el restablecimiento de la
funcion bioenergética mitocondrial.

Vale destacar que en la seccién “capitulo 1ll de Resultados”, se demostré que la
administracion de SEPI (100 uM) no conlleva a un aumento estadisticamente
significativo en la produccion de NO en CEs en condiciones basales (ver tabla 6.1
y figura 6.1 en seccion “capitulo Il de Resultados”). En células tratadas con sFlt-1
y TNF-a, asi como en el modelo de correlacién in vitro establecido con sueros de
pacientes en estudio, SEPI permitié restablecer los niveles de *NO. Sin embargo, el
restablecimiento de los mismos fue siempre significativamente menor con respecto
al control y a las células tratadas con SEPI (ver tabla 6.1 y figuras 6.1y 6.18, en
seccién “capitulo 1l de Resultados”). Esta observacién desfavorece la aceptacion
de la hipdtesis en cuestion, ya que de haberse encontrado niveles de <NO
significativamente mayores a los medidos en el control o inclusive niveles
significativamente mayores de ONOO- (“capitulo Il de Resultados”) en presencia
de SEPI, se sugeriria que *NO es el responsable de estos eventos.

Ya que la administracion de SEPI si restablecié la produccion de *NO en CEs
sometidas a tratamiento con sFlt-1, TNF-a y sueros de pacientes; el siguiente
enfoque de esta investigacion se enfoco en conocer el papel del *NO en la funcion
bioenergética mitocondrial de CEs expuestas a sFlt-1. Se logré este enfoque al
inhibir competitivamente la actividad de la enzima eNOS, empleando el inhibidor L-
NG-Nitroarginine methyl ester (L-NAME) en concentracion de 2 mM. En la tabla 7.1
se representan los resultados obtenidos de consumo de oxigeno en CEs expuestas
a sFlt-1, tratadas con SEPI (100pM) y ademas con tratamiento con L-NAME (2 mM).

Consumo de oxigeno (OCR)
pmol O2/min/ug de proteina

Tratamiento

OCR-Fuga de

OCR-Maximo OCR-Reserva OCR-Basal OCR-ATP protones

Control 2147 +1.7 1029+ 1.5 11.28+05 10.02+04 1.27+02

sFit-1 (50 ng/mL) 13354023 0.26 + 0.06 1209+06 11.98+06 1.12+0.1

SEPI(100UM) 5145418 947 +1.3 11.98+05 1094+06 0.4+0.3

L-NAME (2 mM) 19.23+1.8 922+1.1 11.01+1.0 9.61+0.7 1.04+0.1
sFIt-1 (50 ng/mL)
+ SEPI (100 pM)

+ LINAME (2 18.66 + 1.0 18.66 + 1.0 1263+03 11.70+0.3 0.98+0.2

mM)

Tabla 7.1 Consumo de oxigeno (OCR) de CEs tratadas con sFlt-1, SEPI y L-NAME. El tratamiento
con; sFit-1 (50 ng/mL), SEPI (100uM) y L-NAME (2 mM) se emple6 durante 24 horas en CEs, los
parametros de bioenergética mitocondrial se determinaron por la tecnologia Seahorse-Agilent. OCR-
Méximo: Consumo de oxigeno maximo, OCR-Reserva: Capacidad de reserva respiratoria, OCR-
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Basal: Consumo de oxigeno basal, OCR-ATP: Consumo de oxigeno acoplado a la produccion de
ATP, OCR-Fuga de protones: Consumo de oxigeno acoplado a la fuga de protones.

En la Figura 7.2 A se representa esquematicamente el OCR de CEs tratadas con
sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100pM) y L-NAME (2 mM) con respecto al tiempo. La
evaluacion de la bioenergética mitocondrial por la tecnologia Seahorse-Agilent,
permitid observar que el OCR en CEs tratadas con sFlt-1 (50 ng/mL), tal como ha
sido previamente establecido en esta investigacion, afecta el OCR-Maximo,
mientras que la administracion de SEPI (100uM) y L-NAME (2 mM) no tienen efecto
en esta determinacion. El OCR-Maximo en CEs tratadas con sFlt-1 presenté un
valor de P de 0.001 (Figura 7.2 B). Cuando se administro L-NAME (2 mM) junto a
sFlt-1 (50 ng/mL) y SEPI (100uM), se observé una tendencia del OCR-Maximo a
disminuir. Sin embargo, esta ligera disminucion no fue significativa
estadisticamente. En consistencia a esta determinacion; la medicion del OCR-
Reserva que representa la capacidad respiratoria maxima de las células, se
encontro significativamente disminuida en CEs tratadas con sFlt-1 (P=0.0001).
Cuando se evaluo el papel del *NO al afiadir L-NAME (2 mM) a CEs tratadas con
sFlt-1 (50 ng/mL) y SEPI (100uM), se observo una diferencia significativa con
respecto al control, asi mismo se observé una diferencia significativa con respecto
a células tratadas con sFlt-1, ya que se mejoré el OCR-Reserva en mas de seis
unidades de medicién (P=0.02) (Figura 7.2 C).

Los resultados de OCR-Basal, representados en la tabla 7.1, muestran que no
existen cambios estadisticamente significativos con ninguno de los tratamientos
aplicados (P=0.3) (Figura 7.2 D). Con respecto al OCR-ATP, se observé gran
variabilidad en los resultados obtenidos, a pesar de las diferencias, desde el punto
de vista estadistico, estas no fueron significativas (Figura 7.2 E). Finalmente, el
OCR acoplado a la fuga de protones, la administracion de sFlt-1 no mostrd
diferencias significativas con respecto al control, la administracion de SEPI (100uM)
disminuy6 significativamente esta medicién (P=0.003), mientras que al administrar
L-NAME (2 mM) también se observé una disminucion significativa. Vale acotar que
cuando se co-administré sFlt-1 (50 ng/mL) + SEPI (100uM) + L-NAME (2 mM),
también se observé una disminucion significativa del OCR-Fuga de protones, con
respecto al control (P=0.001), el analisis estadistico también mostré6 una mejoria
significativa de esta medicion, al comparar con las mediciones en células tratadas
con sFlt-1 (P=0.02) (Figura 7.2 F).
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Figura 7.2 Funcion bioenergética mitocondrial de CEs tratadas con sFlt-1, SEPI y L-NAME. Células
endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-
Agilent), tratadas con sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100uM) y L-NAME (2 mM), durante 24 horas. Se
determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A)
Curso de tiempo en la medicién de OCR (B) OCR- maximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E)
OCR-ATP y (F) OCR-Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5),
*P<0.05, **P<0.01 con respecto al control, #P<0.05 con respecto a células tratadas con 50 ng/mL de
sFIt-1. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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En base a los resultados obtenidos, se calculo el fenotipo metabdlico de CEs
expuestas a tratamiento con sFlt-1 (50 ng/mL), suplementadas con SEPI (100 uM)
y ademas tratadas con el inhibidor competitivo de eNOS, L-NAME (2 mM). En la
tabla 7.2 se resumen las mediciones de OCR-Basal, OCR-Estresado, ECAR-Basal
y ECAR-Estresado de los diversos tratamientos en estudio. Ademas, en la figura
7.3 se representan estos resultados graficamente. En la figura 7.3 A se evidencia
el fenotipo metabdlico, es interesante que la co-administracion de sFlt-1 + SEPI +
L-NAME logra mejorar el fenotipo metabdlico, sin embargo, no se logra un
restablecimiento a nivel del control. En la figura 7.3 C y D, respectivamente, se
observa el efecto en el OCR que ejerce sFlt-1 cuando se administra en presencia
de SEPI y L-NAME; en este caso, se observa que la administracion de L-NAME no
desfavorece el OCR en CEs expuestas a SEPI. Sin embargo, se observo una
tendencia a su disminucién. Cuando se compara esta medicion con células tratadas
con sFIt-1 dnicamente, se observa que el consumo de oxigeno mejora
significativamente (P=0.02) (Figura 7.3 C). Mientras que con respecto al ECAR, los
efectos de sFlt-1 en el aumento de la acidificacién celular permanecen cuando se
administra SEPI + L-NAME, siendo significativamente mayores con respecto al
control (P=0.03) (Figura 7.3 D).

Fenotipo metabdlico
Consumo de oxigeno (OCR) pmol Acidificacién extracelular (ECAR)

O2/min/ug de proteina mpH/min/ug de proteina
Tratamiento OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado
Control 13.64 + 0.90 23.83+£2.23 1.01+0.15 5.55+0.42
SFit-1 50 15.47 £1.02 15.74 £ 0.49 1.26 +0.20 7.65+0.5
(ng/mL)
SEPI 100 pM 16.41 +0.90 27.35+2.75 1.08 + 0.08 5.48+0.27
L-NAME (2 mM)  17.25+0.99 27.33+2.32 1.16 £ 0.19 5.87 +0.43
sFIt-1 50 ng/mL)
+ (SEPI 100 puM)
+ L-NAME (2 19.02 £ 0.42 25.06 + 1.39 2.32+0.15 7.16 £ 0.23
mM)

Tabla 7.2 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion extracelular (ECAR) de células CEs tratadas
con sFlt-1, SEPI y L-NAME. El tratamiento con; sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100uM) y L-NAME (2 mM)
se emple6 durante 24 horas. OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-Estresado: consumo de
oxigeno luego de la administracion de FCCP, ECAR-Basal: acidificacion extracelular basal, ECAR-

Estresado: acidificacion extracelular luego de la administracion de FCCP.
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Figura 7.3 Fenotipo metabdlico de CEs tratadas con sFlt-1, SEPI y L-NAME. Células endoteliales
fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas
con sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100uM) y L-NAME (2 mM), durante 24 horas. Se determiné el fenotipo
metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Fenotipo energético, (B) potencial
metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5), *P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001 con respecto al control, #P<0.05 con respecto a células tratadas con 50 ng/mL
de sFlt-1. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Los resultados observados en esta seccidn, donde se inhibié la produccion de *NO,
al emplear el inhibidor competitivo de L-arginina, L-NAME, muestran que al inhibir
la produccion de *NO, los efectos de SEPI son parcialmente limitados. El *NO quizas
no juega un papel central en el restablecimiento de la bioenergética mitocondrial,
mediada por la suplementacion con SEPI. Pero, su papel en el acoplamiento y
mejoramiento en la produccion de *NO si esta involucrado en el mecanismo de
accion de SEPI.

En otras investigaciones, se ha reconocido el papel de *NO como un potente
inhibidor de la respiracion mitocondrial (272). Es interesante que, en esta
investigacion se muestre que el *NO si podria estar involucrado en el mecanismo
de SEPI para restablecer el fenotipo metabdlico. Vale destacar que observaciones
previas relacionadas al papel de *NO como inhibidor de la respiracion mitocondrial
indican que el *NO interactia con la CTE de diferentes maneras:

a) El sNO causa una inhibicion réapida, selectiva e irreversible del citocromo ¢
oxidasay,

b) las especies reactivas de nitrogeno (RNS), tal como ONOO-, entre otras,
causan inhibicion lenta, no selectiva e irreversible de diversos componentes
mitocondriales (272).

Por lo tanto, el *\NO podria causar citotoxicidad y estar involucrado en la produccion
de especies reactivas de oxigeno mitocondriales (mMROS) al afectar la respiracion
mitocondrial (273). Para constatar el papel del *NO en estos efectos protectores de
la funcion bioenergética mitocondrial de SEPI, se evaluo el papel de nitroglicerina
(GTN), donador de *NO, en el restablecimiento de la funcion bioenergética
mitocondrial de CEs tratada con sFlt-1.

La nitroglicerina o glicerol trinitrato (GTN), fue descubierta en 1847 por Ascanio
Sobrero y hoy en dia cuenta con mas de 160 afios desde que ha comenzado a
emplearse con fines terapéuticos (274). Es importante recalcar que GTN posee
varios mecanismos de liberacion para el *NO; uno de ellos involucra la interaccion
entre nitroglicerina y receptores celulares sulfihidrilos (-SH), la administracion
repetida de GTN conlleva al agotamiento de —SH por oxidacion y con ello conlleva
a tolerancia a GTN (275). Otro mecanismo de bio-activacion de GTN involucra la
actividad de enzimas aldehido deshidrogenasas mitocondriales que intervienen en
la reduccion de nitroglicerina a nitrito y *NO (275). Ademas, Bonini et al., 2008
demostré que GTN activa las sintasas de 6xido nitrico constitutivas (NOS), como
una ruta de GTN para mediar vasodilatacion (276). En su investigacion, Bonini
demostré con el empleo de inhibidores de eNOS, tal como; L-Ns-(1-iminoethyl)
ornithine dihydrochloride (L-NIO), la inhibicibn de los efectos de GTN en la
disminucioén de la presion arterial en un modelo in vivo con ratas (276). Afos
después, su grupo de investigacion demostré que la activacion de NOS por GTN
ocurre via PI-3K/Akt (277).
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Para probar el papel del *NO en el restablecimiento de la funcién endotelial en CEs
expuestas a sFlt-1, se emple6 GTN en concentracion de 1 uM. Ademas, se empled
L-NAME (2 mM) para inhibir competitivamente a la enzima eNOS; en la tabla 7.3
se resumen las mediciones de OCR en CEs luego de la administraciéon de sFlt-1 (50
ng/mL), GTN (1 uM) y L-NAME (2 mM).

Consumo de oxigeno (OCR)
pmol O./min/ug de proteina

Tratamiento

OCR-Fuga de
OCR-Maximo OCR-Reserva OCR-Basal OCR-ATP protones
Control 23.64+0.8 14.74 +0.9 889+03 7.73+03 1.16+0.1
GTN (1 uM) 2267 +2.1 14.08 +1.8 859+03 7.74+04 0.85+0.1
L-NAME 2 mM)  23.41+1.4 13.70+ 1.6 9.71+05 851+02 1.19+0.6
sFlt-1 (50 ng/mL)
+GTN (LpM)+  19.01+1.0 7.61+0.8 10.40+0.3 9.18+0.3 2.23+0.2

L-NAME (2 mM)

Tabla 7.3 Consumo de oxigeno (OCR) de células CEs tratadas con sFlt-1, GTN y L-NAME. El
tratamiento con; sFlt-1 (50 ng/mL), GTN (1 uM) y L-NAME (2 mM) se emple6 durante 24 horas. OCR-
Méximo: Consumo de oxigeno maximo, OCR-Reserva: Capacidad de reserva respiratoria, OCR-
Basal: Consumo de oxigeno basal, OCR-ATP: Consumo de oxigeno acoplado a la produccién de
ATP, OCR-Fuga de protones: Consumo de oxigeno acoplado a la fuga de protones.

En la figura 7.4 A se evidencia el consumo de oxigeno con respecto al tiempo de
CEs sometidas a los tratamientos ya descritos. EI OCR-Méaximo determinado,
mostré diferencias estadisticamente significativas en el grupo de células tratadas
con sFlt-1 + GTN + L-NAME, con respecto al control (P=0.02) (Figura 7.4 B). En
concordancia a esta observacion, el OCR-Reserva medido demostrd que, bajo este
mismo tratamiento, se evidencia una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo control (P=0.001) (Figura 7.4 C). Estas observaciones sugieren
que L-NAME, actuando como inhibidor de eNOS, permite la inhibiciébn de la
formacion de *NO y con ello, los efectos protectores en el restablecimiento de la
funcion bioenergética mitocondrial en células sometidas a tratamiento con sFlt-1.

Entre otras mediciones realizadas, no se encontraron diferencias estadisticas con
respecto al OCR-Basal bajo los diversos tratamientos aplicados (P=0.62) (Figura
7.4 D). El OCR acoplado a la produccion de ATP, no fue diferente estadisticamente;
(P=0.23) (Figura 7.4 E). Mientras que, con respecto al OCR acoplado a la fuga de
protones, se observo una diferencia significativa en el grupo de células tratadas con
sFIt-1 + GTN + L-NAME, con respecto al control (P=0.002) (Figura 7.4 F).
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Figura 7.4 Funcién bioenergética mitocondrial de CEs tratadas con sFlt-1, GTN y L-NAME. Células
endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-
Agilent), tratadas con sFlt-1 (50 ng/mL), GTN (1uM) y L-NAME (2 mM), durante 24 horas. Se
determiné la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A)
Curso de tiempo en la medicién de OCR (B) OCR- méximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E)
OCR-ATP y (F) OCR-Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5),
*P<0.05, **P<0.01 con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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Los resultados obtenidos con respecto al fenotipo metabdlico se muestran en la
tabla 7.4. Al estudiar el fenotipo metabdlico de CEs tratadas con sFlt-1, GTN y L-
NAME, se observo que en células expuestas a estos tratamientos que, el OCR-
basal tiende a ser significativamente mayor con respecto al control, sin ser
estadisticamente significativo (P=0.06) (Figura 7.4 C). De la misma manera, el
OCR-Estresado determinado fue mucho menor en este grupo de estudio, en
comparacioén con el control (P=0.003) (Figura 7.4 C). Por otra parte, se observo que
el ECAR-Basal fue siginicativamente mayor en el grupo de céulas expuestas a sFlt-
1+ GTN + L-NAME, con respecto al control (P=0.03) (Figura 7.4 D). Finalmente, el
ECAR-Estresado determinado demostré6 que en presencia de sFlt-1 + GTN + L-
NAME aumenta significativamente en comparacion con el control (P=0.005) (Figura
7.4 D).

Fenotipo metabdlico

Consumo de oxigeno (OCR) pmol Acidificacién extracelular
O2/min/ug de proteina (ECAR) mpH/min/ug de proteina
Tratamiento OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado
Control 11.61+£0.12 26.36 + 0.94 1.18 + 0.09 4.89 +0.16
GTN 1uM 11.98 + 0.55 26.06 £ 2.59 1.43+0.22 5.44 +0.34
L-NAME (2 mM) 14.03 +0.71 27.74 £ 2.53 1.66 +0.21 5.92+0.34
sFIt-1 50 (ng/mL)
+ (GTN 1 uM) + L- 14.45 + 0.61 22.05+1.03 2.80+£0.28 7.35+0.44
NAME (2 mM)

Tabla 7.4 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion extracelular (ECAR) de CEs tratadas con sFlt-
1, GTN y L-NAME. El tratamiento con; sFlt-1 (50 ng/mL), GTN (1 uM) y L-NAME (2 mM) se emple6
durante 24 horas. OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-Estresado: consumo de oxigeno
luego de la administracion de FCCP, ECAR-Basal: acidificacion extracelular basal, ECAR-Estresado:
acidificacion extracelular luego de la administraciéon de FCCP.

GTN es un vasodilatador potente cuyo efecto farmacoldgico ha sido considerado
que es dependiente de la generacion de *NO (277). Los mecanismos a través de
los cuales GTN produce *NO han sido investigados durante mas de 100 afios. En
esta investigacion, una desventaja de emplear GTN como donador de *NO, es que
su liberaciéon y efecto vasodilatador puede ocurrir por diversos mecanismos, que
incluyen; la actividad de enzimas como xantina oxidasa, glutationa S-transferasa, y
la enzima aldehido deshidrogenasa mitocondrial (ALDH-2) (276, 277).

Los mecanismos a traves de los cuales GTN libera *NO en el modelo in vitro de PE
empleado en esta investigacién, podrian no ser los mas adecuados para permitir
evidenciar el efecto del NO en el restablecimiento de la funcion bioenergética
mitocondrial. Por consiguiente, para tener un acercamiento mas concluyente en el
papel del *NO en el restablecimiento del fenotipo metabdlico en células endoteliales
tratadas con sFlt-1, se propone el empleo de otros donadores de *NO.
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Figura 7.5 Fenotipo metabdlico de CEs tratadas con sFlt-1, GTN y L-NAME. Células endoteliales
fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas
con sFlt-1 (50 ng/mL), GTN (1uM) y L-NAME (2 mM), durante 24 horas. Se determiné el fenotipo
metabolico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Fenotipo energético, (B) potencial
metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR. Los datos estan presentados con la media £ SEM. (n=5), *P<0.05,
**P<0.01 con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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7.3 La conversion de BH2 a BH4 via DHFR es esencial para el restablecimiento del
fenotipo metabdlico en CEs en el modelo in vitro de PE.

Para entender mejor el papel de SEPI en el restablecimiento de la funcion
bioenergética mitocondrial de células tratadas con sFlt-1; se evalu6 su papel como
potencial agente antioxidante mitocondrial. En secciones anteriores de esta
investigacion, se demostr0 que SEPI es capaz de abrogar la produccion de
superoxido de origen mitocondrial. Ademas, la produccién de ROS (O2") también
disminuye significativamente en presencia de SEPI, en células tratadas con sFlt-1
(Seccion “capitulo 1l de Resultados”). Estas observaciones sugirieron que SEPI,
podria actuar como un “scavenger” o neutralizador de ROS y con esto, mejorar la
respiracion mitocondrial en células que se encuentran bajo tratamiento con
disruptores de la mitocondria, tal como sFlt-1.

Para probar esta hipoétesis, se inhibié el metabolismo de SEPI a BH4 por la via
salvaje, al inhibir la actividad de la enzima DHFR. Esta enzima permite la reduccion
de BH2 a BH4, la cual, corresponde a la molécula biolégicamente activa y que
tendria actividad potencial como antioxidante. Para lograr la inhibicién de DHFR se
empledé la droga MTX en concentracion de 100 puM. Se evalu6 la funcién
bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico de CEs expuestas a sFlt-1, SEPI y
MTX. En primer lugar, se determind la dosis de MTX mas aceptable para causar un
efecto inhibitorio de DHFR que no conllevara a muerte celular, dado que MTX es
una droga citotoxica.

Con esta finalidad, se realizdé un ensayo de viabilidad con la prueba de MTT. En la
figura 7.5 se representan los resultados del ensayo de MTT, expresados en funcion
al control. Se emplearon tratamientos con MTX en concentraciones de: 12.5, 25, 50,
100 y 5000 uM y se obtuvieron resultados en funcién al control de: 90, 91, 87, 82y
53 %, respectivamente. La concentracion de 5000uM de MTX conllevé a la pérdida
de viabilidad celular en un 47% (P=0.003), por lo tanto se emple6 la concentraciéon
de: 100 uM, que conllevd a una viabilidad de mas del 80% y que ademas, en otras
investigaciones ha sido reportada como la concentracion a emplear en modelos in
vitro (278, 279).
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Figura 7.6 Viabilidad celular de CEs expuestas a diferentes concentraciones de MTX. La droga
metotrexato (MTX) se administré en concentraciones de 12.5, 25, 50, 100 y 5000 uM. La viabilidad
celular se determiné con el ensayo de MTT, luego de administrar tratamientos durante 24 horas. Los
datos estéan presentados con la media + SEM con respecto al control. (h=3), *P<0.05, **P<0.01 con
respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).

A continuacion, se evalud la importancia del metabolismo de SEPI a BH4, via DHFR,
como mecanismo molecular que permite los efectos de SEPI en el restablecimiento
de la funcion bioenergética mitocondrial de CEs expuestas a sFlt-1. En la tabla 7.5
se representan los datos obtenidos con respecto al consumo de oxigeno de CEs
que fueron tratadas con sFlt-1, SEPI Y MTX.

Consumo de oxigeno (OCR)
pmol Oz/min/ug de proteina

Tratamiento

OCR-Maximo OCR-Reserva OCR-Basal OCR-ATp ~ OCRFugade

protones

Control 3047 £2.1 20.51+2.1 9.95+0.1 8.93+0.2 1.03+0.2

SEPI(100uM) 3185+1.1 22.03+1.0 9.81+0.2 9.48+0.3 0.80+0.1

MTX (100 uM)  30.54 £ 1.1 18.76 £ 1.7 11.78+0.6  10.32+0.6 1.44+£0.2

sFit-1 (50

ng/mL) + SEPI

a0ouM) + 2377 £25 118120 1196 £10 109908 0.97+0.2

MTX (100 uM)

Tabla 7.5 Consumo de oxigeno (OCR) de células CEs tratadas con sFlt-1, SEPI y MTX. El
tratamiento con; sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100 pM) y MTX (100 uM) se empleé durante 24 horas.
OCR-Maximo: Consumo de oxigeno méaximo, OCR-Reserva: Capacidad de reserva respiratoria,
OCR-Basal: Consumo de oxigeno basal, OCR-ATP: Consumo de oxigeno acoplado a la produccion
de ATP, OCR-Fuga de protones: Consumo de oxigeno acoplado a la fuga de protones.

En la figura 7.6 A se muestran los datos de consumo de oxigeno con respecto al
tiempo, de CEs sometidas a los tratamientos ya descritos. La evaluacion de la
bioenergética mitocondrial por la tecnologia Seahorse-Agilent, permitié observar
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gue el OCR-Méaximo determinado en CEs tratadas con SEPI y MTX no es diferente
estadisticamente con respecto al control (P=0.13); mientras que, al administrar sFlt-
1+ SEPI + MTX, los efectos protectores en la funcidén bioenergética mitocondrial de
SEPI son abrogados, conllevando a una disminucion significativa del OCR-Maximo
(P=0.01) (Figura 7.6 B). En concordancia con esta observacion, el OCR-Reserva
determinado en CEs tratadas con sFlt-1 + SEPI + MTX determinado mostré
resultados significativamente menores con respecto al control (P=0.002) (Figura 7.6
C). A diferencia de aquellas células tratadas con SEPI o MTX Unicamente, donde
no se evidencid cambios estadisticamente significativos con respecto al control
(P=0.33).

Entre otras determinaciones; el OCR-Basal determinado bajo los diversos
tratamientos no mostro diferencias estadisticamente significativas (P=0.29) (Figura
7.6 D). Con respecto al OCR acoplado a la produccién de ATP, se observé una
tendencia a incrementar esta medicion en CEs tratadas con MTX, en tratamiento
anico o en co-administracion con sFit-1 y SEPI. A pesar de esto, estadisticamente
esta tendencia a incrementar no fue significativa (P=0.08) (Figura 7.6 E). Por ultimo,
el OCR acoplado a la fuga de protones medido fue significativamente mayor en CEs
tratadas con MTX Unicamente (P=0.04) (Figura 7.6 F). Al determinar el fenotipo
metabdlico en presencia de MTX se demostré que el metabolismo de SEPI a BH4
es esencial para que SEPI pueda restablecer el fenotipo metabdlico en células
tratadas con sFlt-1. En la tabla 7.6 se muestran los resultados obtenidos con
respecto al OCR-Basal, OCR-Estresado, ECAR-Basal y ECAR-Estresado en CEs
tratadas con sFlt-1, MTX y SEPI.

Fenotipo metabdlico

Tratamiento Consumo de oxigeno (OCR) pmol Acidificacién extracelular
O2/min/ug de proteina (ECAR) mpH/min/ug de proteina
OCR-Basal OCR-Estresado ECAR-Basal ECAR-Estresado
Control 13.71£0.12 34.23+2.62 1.04 + 0.08 4.44 +0.16
SEPI (100 uM) 15.61 + 0.49 37.64 +£1.38 0.91 £ 0.05 3.97 £ 0.27
MTX (100 uM) 18.04 + 0.50 36.81 £ 2.05 1.08 + 0.06 45+0.16
sFIt-1 50 (ng/mL)
+ (SEPI 100 uM) + 15.63 +1.06 27.43 +2.63 1.84 +£0.30 5.67 £0.72

MTX (100 pM)

Tabla 7.6 Consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion extracelular (ECAR) de células CEs tratadas
con sFlt-1, SEPI y MTX. El tratamiento con; sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100 pM) y MTX (100 pM) se
empled durante 24 horas. OCR-Basal: consumo de oxigeno basal, OCR-Estresado: consumo de
oxigeno luego de la administracion de FCCP, ECAR-Basal: acidificacion extracelular basal, ECAR-
Estresado: acidificacion extracelular luego de la administracion de FCCP.
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Figura 7.7 Funcion bioenergética mitocondrial de CEs tratadas con sFlt-1, SEPI y MTX. Células
endoteliales fueron sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-
Agilent), tratadas con sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100pM) y MTX (100puM), durante 24 horas. Se
determind la actividad bioenergética mitocondrial empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A)
Curso de tiempo en la medicién de OCR (B) OCR- maximo, (C) OCR-reserva, (D) OCR-basal, (E)
OCR-ATP y (F) OCR-Fuga de protones. Los datos estan presentados con la media + SEM. (n=5),
*P<0.05, **P<0.01 con respecto al control. ANOVA (Bonferroni’s post-hoc test).
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No se observaron diferencias estadisticas en el OCR-Basal con respecto al control
(P=0.18) (Figura 7.7 C). Con respecto al OCR-Estresado, se observo que la co-
administracion de sFlt-1 + MTX + SEPI, el OCR disminuyd significativamente
(P=0.01). Incluso, el andlisis estadistico mostr6 que este grupo presenta una
diferencia significativamente menor con respecto al grupo tratado con MTX
anicamente (P=0.02), lo cual sugiere que los efectos observados en el OCR-
Estresado dependen de la accidon de sFlt-1 como agente disruptor del metabolismo
mitocondrial (Figura 7.7 C).

Por otra parte, se calculé el ECAR-Basal, no se encontraron diferencias estadisticas
entre los grupos en estudio. Sin embargo, en el grupo de células tratadas con sFlt-
1 + MTX + SEPI se observé una tendencia a aumentar el ECAR, probablemente
debido a la presencia de sFlt-1, que como ha sido previamente demostrado en esta
investigacién, conlleva a un cambio de fenotipo metabdlico que favorece la
obtencion de energia a partir de glucdlisis (P=0.06) (Figura 7.7 D). Finalmente, el
ECAR-Estresado observado en células tratadas con sFlt-1 + MTX + SEPI mostro
diferencias significativas con respecto al grupo control (P=0.04), probablemente
debido a la actividad citotoxica de la droga MTX (Figura 7.7 D).

Estos resultados obtenidos sugieren que SEPI podria estar actuando como una
droga analoga precursora de BH4, capaz de modular la funcién endotelial al servir
como cofactor enzimético de eNOS, que promueve la formacién de '"NO. Ademas,
SEPI también demostré un papel importante en el restablecimiento de la funcién
metabdlica mitocondrial y como un potencial agente antioxidante mitocondrial, que
favorece la disminucion de la formacion de Oz"" en la mitocondria.
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Figura 7.8 Fenotipo metabdlico de CEs tratadas con sFlt-1, SEPI y MTX. Células endoteliales fueron
sembradas en densidad de 4.0 x 10* células/pozo en placas V7 (Seahorse-Agilent), tratadas con
sFlt-1 (50 ng/mL), SEPI (100pM) y MTX (100uM), durante 24 horas. Se determind el fenotipo
metabdlico empleando la tecnologia Seahorse-Agilent. (A) Fenotipo energético, (B) potencial
metabdlico, (C) OCR y (D) ECAR en CEs expuestas a 50 ng/mL de rh sFlt-1. Los datos estan
presentados con la media £+ SEM. (n=5), *P<0.05, **P<0.01 con respecto al control, ANOVA
(Bonferroni’s post-hoc test).
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8. Discusion

8.1 El factor anti-angiogénico soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) causa
disfuncién endotelial; favorece el desacoplamiento de eNOS e induce cambios
en_el fenotipo metabdlico en preeclampsia, al interferir en la sefializacion
dependiente de VEGF.

8.1.1 Modelo in vitro de PE con administracion exdgena de sFlt-1. Lineas celulares
y determinacion de concentraciones de trabajo.

Modelo in vitro para el estudio de PE.

Para poder entender el papel de sFlt-1 en la enfermedad, se emplearon dos lineas
celulares derivadas de dos tejidos que esencialmente estan afectados durante PE;
el endotelio y la placenta. Por tal motivo, CEs y trofoblastos fueron cultivados in vitro
en presencia de proteina rh sFlt-1 en diversas concentraciones. Como modelo de
endotelio, se emplearon células endoteliales adrticas bovinas (BAEC), que a lo largo
del texto fueron presentadas como células endoteliales (CEs). En esta investigacion
se hace referencia a las BAEC como CEs ya que previamente, dichas células han
sido ampliamente utilizadas como modelo de endotelio celular (280-283). Todo esto,
basado en que presentan 100% de homologia con las NOS de origen humano,
ademas que comparten una serie de factores de trans-activacion basal del promotor
de eNOS (227).

En PE, tanto la hipertension, como la proteinuria, implican al endotelio como el tejido
blanco de la enfermedad (71). Por su parte, la hipertensiébn se caracteriza por
vasoconstriccion periférica (284). Mientras que, la proteinuria, se asocia a un signo
patognomonico de la enfermedad como lo es la endoteliosis glomerular, en la cual
las células endoteliales del glomérulo renal, aumentan de tamafio y pierden sus
fenestraciones caracteristicas (285). Basado en estas evidencias en el tejido
endotelial, en esta investigacion fue clave conocer, a nivel molecular, los efectos
que sFlt-1 puede desencadenar para conllevar a PE. Motivo por el cual, el empleo
de las CEs, fue determinante y clave en este estudio.

Por otra parte, dado que las células trofoblasticas son naturalmente productoras de
sFlt-1 (25), su estudio fue esencial para completar los hallazgos en endotelio. El Dr.
Charles Graham, en el afio 1998 (228), publicé un estudio en el cual demostro la
inmortalizacion de células trofoblasticas de las extra vellosidades de placenta,
obtenidas de pacientes de primer trimestre; denominadas, HTR-8/SVneo. Dichas
células, mantienen una morfologia similar a los trofoblastos parentales HTR-8.
Ademas, son 100% positivos para citoqueratina, lo cual confirma que mantienen un
fenotipo de tipo epitelial. El uso de esta linea celular en esta investigacion, fue muy
importante para establecer los efectos de sFlt-1 y para la correlacion in vitro de PE
usando sueros provenientes de pacientes. Todo esto, ya que los trofoblastos de las
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extra vellosidades de la placenta, juegan un papel crucial en etapas tempranas del
proceso de placentacion (286). Para este estudio, donde se buscé conocer las
perturbaciones metabdlicas tempranas que sFlt-1 conllevaria hasta la instauracion
de enfermedad, el uso de las células HTR-8/SVneo, fue una ventaja, frente a
modelos in vitro con trofoblastos a término, qué por su condicion terminal,
constitutivamente estan sujetas a muerte celular. Por su puesto, todo modelo
presenta desventajas, que en este caso podrian no ser tan relevantes. Los
trofoblastos de extra vellosidades de placenta han mostrado estar parcialmente
involucrados en la liberacion de biomarcadores de deteccién de PE (286), motivo
por el cual la interpretacion y analisis de resultados en lo concerniente a la liberacion
de sFlt-1 o TNF-a en sobrenadante celular (capitulo Il de “Resultados”) debid ser
rigurosamente analizada.

Determinacién de concentraciones exdgenas de sFlt-1 para el establecimiento del
modelo in vitro de PE.

Dado que en PE, por factores aun desconocidos, los niveles de sFlt-1 superan
drasticamente a los niveles encontrados en mujeres sanas (45); el primer enfoque
de este estudio fue conocer el impacto que tiene sFlt-1 en etapas tempranas del
embarazo. Al referirse a etapas tempranas del embarazo, se hace referencia a
cuando los niveles circulantes de sFlt-1 comienzan a elevarse, pero antes de que
se produzca una respuesta anti-angiogénica. Previamente, se ha demostrado que
a lo largo del proceso de gestacion y en el embarazo normal, los niveles circulantes
de sFlt-1 aumentan progresivamente mientras avanza la edad gestacional (64) y
junto a VEGF, regulan el complejo proceso de angiogénesis (80).

En general, el incremento de los niveles de FAAs en el embarazo tiene el efecto de
aumentar el tono vascular materno y mantener la perfusion uterina normal (15),
actuando también como un regulador angiogénico (80). Sin embargo, por
mecanismos que aun son desconocidos (84), en PE, los niveles de sFlt-1 superan
un umbral que dicta la aparicion de la enfermedad. En esta investigacion, se busco
conocer los efectos de sFlt-1 como perturbador temprano en PE, es decir, al
trasladar del modelo in vitro a situaciones reales e in vivo. En este estudio se busco
conocer los efectos moleculares de sFlt-1 antes que ese umbral sea superado. La
forma de definir dicho umbral, se baso6 en la respuesta anti-angiogénica de sFlt-1.

Tal como ha sido establecido anteriormente, otros investigadores han empleado el
ensayo de formacién de tubos, para el estudio de la angiogénesis en PE (42, 81,
287, 288). Por ejemplo, en el estudio de Maynard et al. 2003, mediante el ensayo
de formacion de tubos, los investigadores demostraron que sFlt-1, al ser afiadido
exdgenamente a células tratadas con suero proveniente de pacientes normotensas,
conllevaba a la inhibicion de la formacion de tubos (81). En la presente
investigacion, por razones de disponibilidad de reactivos, se llevo a cabo otro
ensayo, que al igual que en el caso de formacion de tubos, es indicativo del proceso
de angiogénesis. Este ensayo corresponde al “Wound Healing Assay” (WHA). El
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WHA es un ensayo muy bien descrito en donde se puede observar la migracion
celular, tal como ocurriria en un proceso de cicatrizacion de heridas (230). Otros
investigadores han empleado el WHA para conocer los efectos de factores anti-
angiogénicos en el proceso de angiogénesis, asociada a la cicatrizacion de heridas
en modelos in vivo con transfeccién génica de la forma soluble del receptor 2 de
VEGF (Flk-1) (289).

Tal como se observa en la figura 4.1 de esta investigacion, en el modelo in vitro de
endotelio con CEs, se trataron concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ng/mL de rh
sFIt-1. Hasta 50 ng/mL, no se observo respuesta anti-angiogénica. Mientras que, en
concentraciones de 100 ng/mL, a pesar que estadisticamente no indicO una
diferencia significativa con respecto al control, se observé una ligera tendencia a
disminuir la capacidad migratoria celular (Figura 4.1 A y C). De la misma manera,
en el modelo de trofoblastos provenientes de las extra vellosidades de placentas de
primer trimestre, HTR-8/SVneo, en concentraciones de: 10-100 ng/mL no se
observaron cambios estadisticamente significativos en la migracion celular (Figura
4.1ByD).

En los dltimos afios, las concentraciones empleadas de sFlt-1 para inducir un
modelo de PE han sido variables; se han administrado concentraciones desde 10
ng/mL (81), hasta 1 pg/pozo de sFlt-1 (42), logrando una respuesta anti-angiogénica
bastante elegante, determinada por el ensayo de formacién de tubos. Una de las
razones por las cuales las concentraciones de sFlt-1 varian entre estos estudios, se
debe a que los medios de cultivo tienen remanentes de factores angiogénicos que
disminuyen la biodisponibilidad de sFlt-1 y con ello su actividad como factor anti-
angiogénico. En base a esta observacion, la concentracién mas adecuada de sFlt-
1 en este estudio fue determinada por el WHA, ya que observaciones de otros
autores, no necesariamente seran iguales en otras condiciones, con diferentes
reactivos, medios de cultivos, entre otros. Incluso, vale acotar que, para el ensayo
de formacion de tubos, uno de los reactivos necesarios para dicha prueba es el
matrigel. El matrigel, segun la casa comercial, lote, etc.; puede incluir remantes de
factores angiogénicos que vayan a variar considerablemente la concentracion del
factor anti-angiogénico que permita establecer un efecto anti-angiogénico deseado.

Ya que en este estudio las concentraciones de 10-50 ng/mL de sFlt-1 mostraron
gue no inducen respuesta anti-angiogénica a las 24 horas de tratamiento, tanto en
CEs como en trofoblastos, se definid este rango de concentraciones para las
diversas pruebas. Tal como se observo en la figura 4.1, concentraciones de 100
ng/mL tampoco conllevaron a una respuesta significativamente estadistica en esta
prueba de angiogénesis. Sin embargo, se observé una tendencia de las CEs a que
dicha respuesta anti-angiogénica fuera evidente desde el punto de vista estadistico;
motivo por el cual, no se incluyd esta concentracion en los analisis.
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8.1.2 sFlt-1 afecta la funcidon endotelial en CEs y trofoblastos al reducir la
biodisponibilidad de VEGF.

El *NO es un importante mediador del proceso de angiogénesis (239). Hasta el
momento, los mecanismos moleculares a través de los cuales el *NO promueve la
angiogénesis, no han sido totalmente identificados. Mdultiples esfuerzos en
investigacion, han indagado en conocer su mecanismo y han identificado que; el
*NO, es un factor de sobrevivencia que inhibe la apoptosis en CEs (53). Ademas,
promueve la proliferacién del endotelio (66) y desde el punto de vista hemodinamico;
actla como vasodilatador, efecto clave en el proceso angiogénico (239). En PE, el
papel del *NO, no ha sido tan bien identificado como en otros modelos de patologia
cardiovascular. Existen controversias con respecto a la funcion del *NO en la
fisiopatologia de PE, e incluso con respecto al tipo de muestra mas idénea en cual
establecer las determinaciones de *NO y en la técnica de determinacibn mas
adecuada (11) debido a su corto tiempo de vida media (290).

Diversos grupos de investigacion se han esforzado en conocer los niveles del sNO
durante el embarazo y méas precisamente, al comparar mujeres normotensas y
preeclampticas. En la tabla 1.1 se resumié los valores de *NO determinados por
diversos grupos de investigacion a nivel mundial. Dicha tabla presenta una
recopilacion de investigaciones que han buscado conocer los niveles de *NO y su
relacion a PE. Para esta investigacion, fue muy importante dar a conocer que los
niveles de *NO y su relacion a PE siguen siendo controversiales. Por ese motivo,
como parte del proceso de formacién académica y parte de la produccion
bibliografica relacionada a la creacion de este trabajo de tesis, dicha tabla fue
publicada en el afio 2014 (11).

Dadas las controversias asociadas a las determinaciones de <NO, realizadas
principalmente en plasma/suero de mujeres en gestacion; el determinar los niveles
de *NO propiamente en tejido placentario, pareceria ser un enfoque mas apropiado.
En base a esta observacion, Torltladze et al. 2012 (291), determinaron en un grupo
de 50 mujeres preeclampticas y 30 gestantes sanas, el contenido de *NO en el tejido
placentario, empleando el método de resonancia paramagnética del electrén (EPR).
En ese estudio, se demostré que el contenido de *NO en la placenta es menor en
mujeres con PE, que en aquellas normotensas. En base a dicho estudio, que por su
enfoque, determina los niveles de *NO directamente en tejido placentario; y al
considerar, que la PE, manifiesta caracteristicas fisiopatoldgicas donde se presume
que los niveles de *NO deberian estan disminuidos. En esta investigacion se
determinaron los niveles de *NO, al medir los niveles de su sustituto el NO2 por
quimioluminiscencia, en el modelo in vitro de PE establecido con sFlt-1 y con sueros
de pacientes normotensas y preeclampticas.

Un primer hallazgo en esta investigacion fue que sFlt-1 definitivamente conlleva a
la disminucién en la produccion de *NO en CEs y en trofoblastos (ver figura 4.4),
también. La determinacion de NO:z se realiz6 en CEs y trofoblastos que fueron
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expuestos a la administracion exdégena de sFlt-1 (50 ng/mL), durante 24 horas.
Previamente, otros investigadores han encontrado que los niveles séricos de sFlt-1
se correlacionan negativamente con la produccion de *NO en PE (85) e incluso que
sFlt-1 es capaz de modular la sefializacion del *NO (292). Tal como se comentd
anteriormente, existen muchas controversias asociadas a la determinacion de *NO
en PE. Sin embargo, ya que este es un modelo in vitro, con la administracion
exdgena de sFlt-1, se pudo observar el efecto de este factor anti-angiogénico
directamente en la produccion de *NO. En este orden de ideas, si bien se encontré
gue sFlt-1 afecta la produccion de *NO, los mecanismos moleculares para explicar
este efecto aln estan por ser explicados en este estudio.

Por ello, basado en que en el sistema vascular, la actividad de la sintasa de 6xido
nitrico endotelial (eNOS), es el mayor regulador de la produccion de *NO (293). Se
evalué el papel de sFlt-1 como antagonista en la sefializacion de VEGF, para
disminuir la activacion de rutas de sefial dependiente de VEGF en la produccion de
*NO. Ademas de VEGF, otros factores de crecimiento incrementan la fosforilacion
de eNOS en el residuo de serina 1177; evento que se asocia a un aumento en la
actividad enzimética de eNOS (294). Cuando los niveles circulantes de sFlt-1
aumentan, tal como ocurre en PE, se reduce la biodisponibilidad de VEGF, lo cual
se manifiesta en un proceso de disfuncién endotelial (295). En base a estas
observaciones, Burke et al. 2016, demostraron en su estudio, empleando un modelo
animal con sobreexpresion de sFlt-1, que dicho aumento en la expresion de sFlt-1,
se correlaciona con una reduccion en la fosforilacion de eNOS en tejido placentario,
proveniente de mujeres con PE (296).

En esta investigacion, la administracion de 20 ng/mL de VEGF restablecio la
produccion de *NO (Figura 4.4), lo cual se correspondi6 con observaciones previas
gue ubican a sFlt-1 como un antagonista de VEGF capaz de alterar su cascada de
sefializacion (292, 296-298). El antagonismo en la sefializacion de VEGF, que
afecta la activacion y fosforilacion de eNOS (296), también fue observada en el
presente estudio. El administrar VEGF exdgeno, permitié restablecer la activacion
de eNOS, tal como se demuestra en las figuras 4.5y 4.6 de este estudio. De hecho,
los resultados observados en la presente investigacion, muestran una correlacion
inversa entre los niveles de *NO (medidos como NOz™ por quimioluminiscencia) y la
activacion de eNOS, con respecto a la concentracion de sFlt-1 administrada, lo cual
se corresponde con observaciones previas de otros investigadores (85). A
diferencia del estudio de Sandrim et al. 2008, citado anteriormente; el presente
estudio se refiere a un estudio in vitro. Sandrim et al. 2008, midieron los niveles de
NO2 en plasma, empleando la misma técnica de quimioluminiscencia que se
empled en este estudio. A pesar de la diferencia con el estudio de Sandrim, en lo
concerniente al modelo experimental, los resultados de su investigacion y de la
presente, se corresponden a cabalidad. Tal como se determiné en dicho estudio,
los niveles de sFlt-1 aumentados en circulacion materna se relacionaron
inversamente a los niveles de *NO (85). Ademas, tal como fue recientemente
publicado por Burke et al. 2016, la presente investigacion soporta el concepto de la
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existencia de un proceso de disfuncion endotelial, debido al incremento en los
niveles de sFlt-1 (296).

Los mecanismos moleculares que conllevan a que sFlt-1 disminuya la activacién de
eNOS vy la produccion de *NO, tal como se muestra en las figuras 4.4, 4.5y 4.6,
estan vinculados a la disminucion de la biodisponibilidad de VEGF, al tener sFlt-1
en exceso. En la figura que se muestra a continuacion; se resumen lo eventos
moleculares, descritos en la presente investigacion, que estarian conllevando a que
sFlt-1 regule inversamente la produccién de *NO, al disminuir la disponibilidad de
VEGF (Figura 8.1).
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Figura 8.1 sFlt-1 afecta la funcién endotelial en CEs y trofoblastos al reducir la biodisponibilidad de
VEGF. (A) La funcién endotelial normal implica la sefializacién de VEGF, que al interactuar con sus
receptores Flt-1 y FIk-1/KDR, desencadena una ruta de sefales intracelulares que permiten la
activacion de eNOS (p-eNOS) y la consecuente formacion de *NO. (B) Cuando los niveles de sFlt-1
aumentan, la biodisponibilidad de VEGF disminuye, por lo que la interaccion con sus receptores se
reduce y con ello, la activacion de eNOS (p-eNOS) y la formacién de *NO también disminuye.

8.1.3 sFlt-1 desacopla la enzima eNOS al disminuir los niveles de
tetrahidrobiopterina (BH4).

Al analizar los hallazgos en este estudio, donde se encontré que el modelo in vitro
de PE con sFlt-1, existe disfuncion endotelial, con disminucion de la activacion de
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eNOS y de la produccién de *NO, surgio la incognita de cuales mecanismos estarian
involucrados en estos eventos (ver figuras 4.4, 4.5y 4.6).

Tal cdmo se observo en este estudio; la biodisponibilidad de VEGF es crucial en la
sefalizacion de VEGF/sNO (ver figuras 4.4, 4.5 y 4.6). Sin embargo, la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS), para permitir la produccion de *NO, requiere el
adecuado acoplamiento de sus dominios oxidasa y reductasa (198). Estas
observaciones de otros autores, orientaron a considerar la posibilidad de que la
produccion baja de *NO y la activacion disminuida de la enzima eNOS, podrian estar
obedeciendo a un proceso de desacoplamiento de la enzima. Ya hace casi 19 afos,
Vasquez-Vivar et al, 1998 demostraron que el acoplamiento de eNOS esta mediado
por la presencia de su cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) (164). Vasquez-Vivar et
al, 1998, publicaron un estudio donde se demostraban los mecanismos de
formacién de Oz~ a partir de eNOS, usando la tecnologia de EPR. En ese estudio,
se demostro que la formacion de Oz proviene del dominio oxidasa de la enzima,
luego de la disociacién y desacoplamiento de la enzima. Ademas, encontraron que
BH4 previene la formacion de Oz al impedir la disociacion de eNOS (164).

En base a estas observaciones, se consideré que en esta investigacion podrian
estar ocurriendo dos procesos moleculares completamente distintos;

a) Por una parte, sFlt-1, podria estar funcionando como un antagonista en la
sefalizacion de VEGF, impidiendo su cascada de sefializacién intracelular.
Que tal como se observa en la figura 8.1 B, sFlt-1 impediria desde el enlace
de VEGF a los receptores tipo RTKs, Flk-1 y Flt-1, hasta la sefalizacion
intracelular que incluye la activacion de PI1-3K/Akt, eNOS y la produccion de
*NO (ver también la figura 8.2 y figura 8.3 A).

b) Mientras que, tal como otros han reportado, la presencia del cofactor BH4,
es esencial para el acoplamiento adecuado de la enzima eNOS y con ello su
activacion y produccion de *NO (ver figura 1.7). Y, por lo tanto, de existir
niveles disminuidos de este cofactor, se podria pensar en un proceso de
desacoplamiento enzimatico de eNOS; que podria estar ocurriendo en
conjunto o independientemente al antagonismo de sFlt-1 por la sefializacion
de VEGF/*NO (ver figura 8.3 B)

En la seccion 8.1.1y 8.1.2 se discutié ampliamente la actividad antagonista de sFlt-
1 en la sefializacion de VEGF/*NO y las observaciones obtenidas en este estudio,
con respecto a otros autores. Mientras que, esa produccion disminuida de *NO,
también sugiri6 que probablemente la enzima eNOS estaria desacoplada. Para
entender el papel de sFlt-1 en el desacoplamiento de eNOS, se evaluo la produccion
de Oz en presencia de sFlt-1 empleando la sonda HE y ademé&s se midieron los
niveles de BH4, también por HPLC.
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Figura 8.2 Sefializacion de VEGF y produccion de *NO. El enlace de VEGF a sus receptores tipo
RTKs, Flk-1 y FIt-1 permite la cascada de sefializacién intracelular con la activacion de PI-3K, Akt,
eNOS vy, por consiguiente, la produccion de *NO.

La medicion de Oz se hizo inicialmente para entender el papel de sFlt-1 en el
desacoplamiento de eNOS. Sin embargo, a pesar que la determinacion de Oz2" se
realiz6 al cuantificar el producto de oxidacién de la sonda HE, 2-OH-E*, que resulta
ser uno de los métodos mas elegantes y mas precisos en la determinacion de estrés
oxidativo, precisamente Oz~ (299); la metodologia empleada no permitié dilucidar si
ese incremento en los niveles de Oz, realmente provenia de eNOS desacoplada.

Tal como se indicé en la seccion “Materiales y métodos”: Deteccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) mediante HPLC; la sonda fluorescente HE, oxidada en
presencia de O2", forma etidio (E*) como producto de la oxidacion de 2 e™ a partir
de HE. La fluorescencia emitida por el producto E* es proporcional a la formacién
de Oz intracelular. La oxidacién de HE a E* no ocurre directamente por la oxidacion
HE mediada por O2", en lugar, otro producto el 2-hidroxietidio (2-OH-E*), con
propiedades fluorescentes similares a E* se forma en la reaccion de HE con O2™
(234). Afortunadamente, la reaccion de HE con otras especies reactivas de oxigeno
0 nitrogeno, tales como (ONOO-, 'OH, H202) no forma 2-OH-E*, mientras que si
permite la formacion de otros productos de oxidacién de HE, tales como dimeros de
E* (E*-E*). Con este fundamento, la determinacion de Oz mediante HPLC que se
llevo a cabo en este estudio (figura 4.7), permitié evidenciar que efectivamente sFlt-
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1 conlleva a un estado de estrés oxidativo, mediado por aumentos de O2". Pero,
¢ de qué fuente proviene dicho O2"?

Elién Oz, puede ser producido endégenamente por diversas fuentes intracelulares.
Entre ellas, se destacan procesos enzimaticos de las enzimas NADPH oxidasas, a
nivel del complejo | y complejo Il de la CTE, en la mitocondria, xantina oxidasa,
citocromo p450, lipooxigensas, eNOS, entre otras (300). Por tal motivo, en este
estudio, se puede confirmar la deteccion de Oz elevado debido a sFlt-1, mas no su
fuente de produccién. Hasta el momento, este es el primer enfoque in vitro, con
administracion exégena de sFlt-1 donde los niveles de Oz~ han sido cuantificados a
partir del producto oxidado de HE, el 2-OH-E*. No obstante, estos resultados reflejan
y soportan observaciones de otros autores, que, empleando otras técnicas, han
medido la produccion de Oz~ en presencia de niveles elevados de sFlt-1 (124, 301-
303).

Tal es el caso del grupo de investigacién del Dr. Granger del Centro Médico de la
Universidad de Mississippi, en USA. En el afio 2011, su grupo publicé un articulo en
el cual demostraban un incremento en los niveles de O2"" en tejido placentario de
ratas, tratadas con infusion exégena de sFlt-1. En este estudio, se demostrd por una
técnica empleando lucigenina, que los niveles de Oz tisular, aumentan
significativamente cuando los niveles de sFlt-1 estan elevados también. Otro
hallazgo interesante de este estudio fue que la estimulacion con NADPH, les sugirié
a los autores, que la enzima NADPH oxidasa podria estar implicada en el aumento
de O2""observado. Sin embargo, los resultados que muestran los investigadores no
evidencian este efecto en sus datos y/o graficos, en lugar, pareciera que el efecto
de la estimulacion con NADPH fue minimo en la generacién de Oz". Sin animos de
criticar el analisis de los autores, fue evidente que el estrés oxidativo, mediado por
02"~ se manifiesta ante el aumento de sFlt-1. Sin embargo, la fuente de éste podria
no haber sido del todo concluyente (124). En concordancia con las observaciones
de la presente investigacion (ver figura 4.7); otros investigadores han empleado la
sonda DHE para monitorear la producciéon de ROS en explantes de placentas de
ratas Sprague-Dawley. En este estudio, se determind un incremento de la
fluorescencia de la sonda DHE en tejidos expuestos a hipoxia, en los cuales los
niveles de sFlt-1 determinados, también fueron mas elevados, con respecto a los
tejidos mantenidos en condiciones normoxicas (302).

Una observacion interesante de la figura 4.7, corresponde a que la administracion
de VEGF, en concentracion de 20 ng/mL, disminuyd significativamente la
produccion de O2", en células que fueron tratadas con 50 ng/mL de sFlt-1. Estos
datos sugieren gue el restablecimiento del balance angiogénico permite disminuir la
formacion de Oz""in vitro. En base a esta observacion, un estudio de Gilbert et al.
2012, estudid los efectos del restablecimiento del balance angiogénico, mediante el
ejercicio, en el estatus antioxidante del modelo animal estudiado. Los investigadores
demostraron que las ratas expuestas a ciclos de actividad fisica controlada,
lograban aumentar la biodisponibilidad de VEGF y reducir la razon sFlt-1/VEGF.
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Asimismo, este efecto se acompafaba de un aumento de la capacidad antioxidante
total, medido en fluido amnidtico (304). En dicho estudio, el aumento en los niveles
de VEGF fue mediado por el ejercicio, a diferencia del presente estudio, donde la
biodisponibilidad de VEGF fue administrada exbgenamente. La ventaja de comparar
el modelo de este estudio, con el empleado en la investigacion de Gilbert et al. 2012,
es que su estudio muestra los efectos como podrian estar ocurriendo in vivo. Sus
observaciones ademas soportan los beneficios de la actividad fisica durante la
gestacion, ya reportados (305). Mientras que, en esta investigacion, se pudo
demostrar in vitro, que dichos efectos en el restablecimiento de los niveles de ROS,
ocurren debido a VEGF y confirman las observaciones de otros investigadores
(304).

En relacién al estatus oxidativo y ROS; previamente, se ha reportado que un
incremento en los niveles de ROS a nivel intrauterino se asocia a la programacion
del desarrollo fetal. Sin embargo, aun no se conoce si una disminucién de ROS
podria tener efectos desfavorables en el desarrollo fetal (118). De alli que el
mantenimiento del balance angiogénico mediado por VEGF/sFIt-1 también estaria
implicado en el proceso de programacion fetal dependiente de ROS. Todo esto es
indicativo que el balance angiogénico debe ser delicadamente regulado durante la
gestacion. En esta investigacion se emple6 20 ng/mL de VEGF, basado en
observaciones de otros autores que en estudios in vitro han empleado dicha
concentracion (306, 307). Sin embargo, en base a las observaciones de éste y otros
estudios como el de Gilbert et al. 2012, sugieren que para encontrar un balance en
la formacion de ROS que fisiol6gicamente sean necesarias para el desarrollo fetal,
la titulacién de concentraciones de VEGF en el modelo in vitro con sFlt-1 podrian
afianzar los hallazgos del presente estudio en relacion al balance angiogénico de
VEGF/sFIt-1. Todo esto, ya que se ha demostrado previamente, que VEGF en
ciertas concentraciones puede aumentar la produccién de ROS, especificamente
02", demostrado por la técnica de EPR (308).

Hasta el momento, los resultados de esta investigacion han mostrado que el modelo
in vitro de PE con sFlt-1, conlleva a una disminucién en la produccion de *NO,
acompafiada de una baja activacion de eNOS. Aunado a esto, el modelo en estudio
demostré que sFlt-1 conlleva a estrés oxidativo, mediante el incremento en los
niveles de O2™ (ver figuras 4.4 — 4.7). Pero, ¢el desacoplamiento de eNOS es
responsable de estos eventos? Ya que la determinacién de O2"-no permitié dilucidar
la fuente de origen de estos niveles aumentados de O2". El enfoque empleado para
entender el papel de eNOS y su acoplamiento, se orientd al papel que cumple el
cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), en el acoplamiento de la enzima.

Como fue comentado anteriormente, Vasquez-Vivar et al. 1998, demostraron que el
acoplamiento de eNOS esta mediado por la presencia de su cofactor
tetrahidrobiopterina (BH4) (164). Ya que BH4 previene la formacion de Oz al
impedir la disociacion de eNOS (164); se determinaron los niveles citosoélicos de
este cofactor en CEs expuestas a sFlt-1 durante 24 horas y la determinacion se
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realizé por HPLC. En la figura 4.8, se demostré que la administracion exdégena de
sFIt-1 (50 ng/mL), conlleva a la disminucién, estadisticamente significativa, de los
niveles de BH4 en CEs. Incluso, se demostré que niveles de 10 ng/mL de sFlt-1
pueden afectar los niveles de BH4, de forma significativa, también. Este hallazgo
fue relevante, ya que demostré que sFlt-1, por mecanismos asociados a la
disminucién de los niveles de BH4, es capaz de conllevar al desacoplamiento de
eNOS, demostrado previamente mediante la baja activacion de la enzima y la
formacién de O2". Adema4s, los resultados de la figura 4.8 sugieren que, bajas
concentraciones de sFlt-1, que no conllevan a respuesta anti-angiogénica (figura
4.1), pueden desacoplar la enzima eNOS y se presume, que incluso a esta
concentracion de 10 ng/mL, se evidenciaria la aparicién de disfuncion endotelial.

Basado en la literatura revisada hasta la fecha, el papel de sFlt-1 en los niveles de
BH4 como potencial mecanismo fisiopatoldégico de la enfermedad, no ha sido
reportado anteriormente. En esta investigacién se demostré por primera vez, que
sFlt-1 disminuye significativamente los niveles de BH4 y la administracion de VEGF
no logra restablecer estos efectos (Figura 4.8). Es decir, en este estudio se
evidencid que sFlt-1 no sélo afecta la biodisponibilidad de VEGF, sino que tiene un
impacto en el metabolismo de BH4, lo cual repercute en la produccion de *NO y por
ende en el proceso de DE. Basado en las evidencias obtenidas en este estudio, se
propone que sFlt-1 afecta la produccion de *NO por dos potenciales mecanismos
(Figura 8.3). En el primero, sFlt-1 intervendria en el metabolismo y disponibilidad
de BH4, lo cual afectaria el acoplamiento de eNOS y conllevaria a una baja
produccion de *NO y aumentada produccién de O2"". En el segundo mecanismo
propuesto, sFlt-1, antagonista de VEGF, disminuiria su biodisponibilidad y con ello
afectaria la sefializacion dependiente de VEGF/*NO.

A) VEGF + sFlt-1 — }PI3K/Akt —> |p-eNOS — | .NO

B) TsFIt-l —  |BH4 —> |peNOS — }.NO

Desacoplamiento

de eNOS
Figura 8.3 Posibles mecanismos moleculares mediante los cuales se explicaria la produccion
reducida de *NO en el modelo in vitro de PE con la administracién exdgena de sFlt-1. (A) La
presencia de niveles aumentados de sFlt-1 en medio de cultivo celular, disminuiria la
biodisponibilidad de VEGF y por ende, la cascada de sefializacién intracelular, con la disminucién de
la activacion de PI-3K/Akt, eNOS y por consiguiente la produccién de *NO. (B) El aumento de los
niveles de sFlt-1 mediaria la disminucion de los niveles del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), con
ello, disminuiria el acoplamiento de eNOS y su activacion, resultados en una baja produccién de
*NO.

Tal como se muestra en la figura 1.7, el metabolismo de BH4 puede ocurrir
mediante dos rutas; la via biosintética de novo y la via salvaje (salvage pathway)
(197). La primera enzima de la via biosintética y también la enzima limitante en la
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sintesis de BH4 es la GTP ciclohidrolasa 1 (GTPCH-1). En esta investigacion se
demostro que sFlt-1 no afecta la expresion de GTPCH, en CEs ni en trofoblastos
(Figura 4.9). Ya que no existen abordajes similares a esta investigacion; estas
observaciones pueden contrastarse con la medicién de la actividad de GTPCH y
otras enzimas involucradas en la via de novo en la sintesis de BH4 tal como; Piruvoil
tetrahidrobiopterina sintasa (PTPS) y sepiapterina reductasa (SR). Este contraste
permitiria entender mejor el papel de la via biosintética de novo en la produccion de
BH4 y a su vez, el papel que jugaria sFlt-1 en estas reacciones (Figura 8.4). En
base a este supuesto, un estudio de lwanaga et al. 2004, demostro que la actividad
de GTPCH es detectable solamente en placentas provenientes de embarazos de
primer trimestre, pero en etapas mas avanzadas del embarazo, la actividad de
GTPCH, PTPS y SR no pudo ser identificada (309). Otros hallazgos sugieren que
la sintesis de novo de BH4 podria ser insuficiente para mantener los niveles de BH4
en el tejido placentario (310).

Ya que no se puede afirmar que la biosintesis de BH4 no es afectada por sFlt-1 (la
expresion de GTPCH-1 permanece intacta, pero su actividad no fue evaluada); el
enfoque de estas observaciones se basoé en el papel de VEGF para restablecer los
niveles de BH4 a nivel del control. Tal como se observé en la figura 4.9, VEGF no
permite restablecer los niveles de BH4, afectados por sFlt-1. Estos hechos y las
evidencias demostradas en esta investigacion, indican que sFlt-1, por mecanismos
no relacionados al antagonismo en la biodisponibilidad de VEGF, puede modular
los niveles de BH4 que a su vez ocurren por mecanismos diferentes a los
involucrados en la sintesis de novo de este importante cofactor (Figura 8.4).
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A) GTP De novo
BH4 —» eNOS — +NO
BH2 Via salvaje Acoplamiento
B)
GTP De novo
+ sFlt-1 1 BH4 —» l eNOS — l-NO
BH 2 Via salvaje Desacoplamiento
C)
GTP De novo
+ SFit-1
|BHa — | enos — | -no
+ VEGF Via salvaje .
BH2 Desacoplamiento

Figura 8.4 VEGF falla en restablecer los niveles de tetrahidrobiopterina (BH4) en CEs tratadas con
sFIt-1. (A) La obtencién de BH4 ocurre por dos vias; la via de novo (biosintética) y la via salvaje
(reciclaje), BH4 permite el acoplamiento de eNOS y favorece la produccion de *NO. (B) La presencia
de niveles aumentados de sFlt-1 tiene efectos en el metabolismo de BH4, lo cual ocasiona de que
sus niveles disminuyan y esto afecte el acoplamiento de eNOS y por ende, la producciéon de *NO.
(C) La administracién de VEGF a células tratadas con sFlt-1 no permite restablecer el metabolismo
de BH4 a nivel del control, por lo que sus niveles permanecen disminuidos, eNOS desacoplada y la
produccion de *NO, disminuida.

8.1.4 El factor anti-angiogénico sFlt-1 afecta la funcion bioenergética mitocondrial y
conlleva a un cambio de fenotipo metabdlico en CEs, pero no en trofoblastos.

El estatus nutricional materno es muy importante durante la gestacion, no sélo
desde el punto de vista fisioldgico, sino que predispone a la aparicion de
enfermedades metabdlicas como la diabetes gestacional (133). La mitocondria,
tiene una funcion determinante en la aparicion de ciertas enfermedades, entre ellas
enfermedades cardiovasculares (135), tal como PE (136). En este orden de ideas,
en estudios funcionales y morfologicos, se ha demostrado una asociacion entre la
mitocondria y PE. En mujeres preeclampticas, se han evidenciado cambios
histolégicos en las mitocondrias de CEs, con pérdida de las crestas mitocondriales,
estos cambios son sugestivos de un desorden sistémico de tipo metabdlico (139).
Recientemente, un estudio in vivo, en ratones, demostro que la infusion exdgena de
sFIt-1 conduce a los bien definidos signos clinicos de PE, tal como; hipertension y
proteinuria (125). Ademas, demostraron que sFlt-1 induce cambios histolégicos en
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la mitocondria, detectados por microscopia electronica, junto a un aumento en
marcadores de apoptosis en el tejido placentario (125). Estas observaciones
sugieren que la mitocondria y la disfuncion mitocondrial, podrian tener un papel
clave en la aparicién de PE.

En los resultados de esta investigacion se demostré que sFlt-1, dosis
dependientemente, es capaz de modular la funcion bioenergética mitocondrial de
CEs (Figura 4.12), mientras que este impacto no es tan evidente en trofoblastos
(Figura 4.13). sFlt-1 provoca una disminucion en el consumo de oxigeno
mitocondrial y de forma correspondiente, provoca un cambio de fenotipo metabdlico
a glucdlisis en CEs (Figura 4.14 y 4.15); lo que probablemente implica un
mecanismo compensatorio de las células para soportar sus demandas energéticas.
Sin embargo, estos efectos no se observaron en trofoblastos (Figura 4.16).

Impacto de sFlt-1 en el metabolismo de CEs.

Las CEs contienen mitocondrias completamente funcionales que a través de la
formacién de ROS mitocondriales (MROS), participan activamente en el proceso de
angiogénesis (311). Las mitocondrias, presentes en células endoteliales, se
consideran organulos citoplasmaticos de sefial, que pueden modular el proceso de
angiogénesis, debido a la formacién de (mROS) (311), que incluso se han asociado
activamente con el proceso de placentacion (118). Basado en este precepto, el
enfoque de esta investigacion fue conocer el papel de moduladores angiogénicos
en la funcion bioenergética mitocondrial. sFIt-1 demostré afectar la funcion
bioenergética mitocondrial de CEs y estos efectos fueron dependiente de las dosis
de sFlt-1 administradas (Figura 4.12). Este efecto en el metabolismo mitocondrial
conllevé a un efecto compensatorio en la activacion de la glucolisis (Figura 4.14).

Para entender lo que implica el cambio metabdlico observado en CEs expuestas a
sFlt-1, en esta seccion se hizo una comparacion, quizds un poco drastica, pero
factible; con un proceso patolégico, como lo es el cancer. A lo que se hace referencia
en este segmento, es que muchos de los procesos proliferativos, invasivos y de
tolerancia inmune que soportan el embarazo, han sido evidenciados en procesos
malignos como el cancer, con la finalidad que el proceso maligno pueda establecer
un suministro de nutrientes y para evadir la respuesta inmune. Tanto las células
tumorales, como aquellas células relacionadas al desarrollo de la placenta, crean
un microambiente que soporta la angiogénesis y el privilegio de la tolerancia (en el
caso del embarazo) y la evasion (en el caso del cancer), del sistema inmune (312).

El principal cambio metabdlico descrito en células tumorales es el incremento en la
captacion de glucosa, mayor aprovechamiento de la capacidad glucolitica y
produccion elevada de lactato; junto a una reduccion en la respiracion, a pesar de
existir una elevada concentracion de Oz disponible (313). La hipétesis de glucdlisis
aerobia de Warburg, ha sido desafiada en los Ultimos afios, cuando las
investigaciones cientificas han apuntado a unificar las diversas teorias del
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metabolismo tumoral, a considerar que la respiracion mitocondrial y la glucolisis
cooperarian para mantener el suplemento energético necesario para la
tumorigénesis (314). Por ejemplo, la proliferacion de células tumorales conlleva a
un cambio de fenotipo metabdlico de respiracion mitocondrial a glucdlisis, lo cual le
permitiria a estas células obtener mayor cantidad de ATP en menor tiempo, tal como
fue demostrado en células HepG2 (315).

Sin embargo, no hace falta comparar con células que han sufrido cambios de
malignidad, para entender como las CEs, dependiendo de sus condiciones
metabdlicas y de microambiente celular, son capaces de alterar su metabolismo.
Algunos autores han denominado como “flexibilidad metabdlica” a la posibilidad de
ciertas células a alternar la glucdlisis y la respiracion celular, en respuesta a sus
necesidades fisioldgicas. Louis Pasteur demostréo que la mayoria de las células
animales, disminuyen la tasa glucolitica en su metabolismo, en presencia de O:
(Efecto Pasteur) (314). Inclusive, el metabolismo celular de células normales puede
variar ampliamente de acuerdo a su tejido de origen (316). Por ello, el metabolismo
de células normales puede adaptarse de acuerdo a las condiciones metabdlicas y
del microambiente que rodea dichas células. En evidencia a esto, otros autores han
reportado en estudios in vitro, que diversas condiciones de crecimiento pueden
alterar el metabolismo, contribuyendo a una mayor dependencia de las células en
la glucdlisis con fines de obtencién de ATP (314).

Con respecto a las CEs, éstas se han considerado células con alta plasticidad
metabdlica, que pueden cambiar de ser células quiescentes a células energéticas y
activas, luego de la estimulacién con factores de crecimiento y en condiciones
hipoxicas (317). Ya que las CEs revisten los vasos sanguineos, poseen un acceso
inmediato al Oz transportado en el torrente sanguineo, lo cual podria promover la
respiracion mitocondrial. Sin embargo, son muchos los estudios que reportan que
las CEs son dependen del metabolismo oxidativo, sino que son células altamente
glucoliticas, generando cerca del 80% del ATP a través de la ruta glucolitica (317,
318). No obstante, cuando los niveles de glucosa son escasos, la oxidacién de
glucosa, palmitato y amino acidos se incrementa; lo cual indica que las CEs pueden
cambiar a metabolismo mitocondrial cuando las condiciones glucoliticas del
microambiente celular son insuficientes (Efecto Crabtree) (319). En condiciones
proliferativas, las CEs incrementan la tasa glucolitica celular (317). En condiciones
patolégicas: por ejemplo, en hipertension pulmonar, la glucdlisis incrementa,
mientras que el consumo de oxigeno se reduce (320). Por ende, las CEs pueden
actuar como otros tipos celulares que proliferan radpidamente en condiciones
fisiologicas e incluso parecerse a células malignas (321).

Ya ha quedado establecido que las CEs tienen plasticidad y flexibilidad metabdlica
frente a las condiciones del microambiente en el cual se en encuentran expuestas.
Pero, ¢ por qué sFlt-1, antagonista de VEGF, conlleva a incrementar aun mas la tasa
glucolitica, en células que de por si, dependen de la glucdlisis? Para entender esta
incognita, primero se debe hacer referencia al papel de VEGF en el metabolismo.
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Por una parte, VEGF regula la expresion de GLUT-1, transportador de glucosa,
dicha regulacién ocurre a través de la cascada de sefalizacion de VEGF, via PI-
3K/Akt (322). Ademas, se ha demostrado que VEGF favorece la glucdlisis al
incrementar los niveles de fosfofructoquinasa-2/fructosa-2-6-bifosfatasa, isoenzima
3 (PFKFB3) (317, 323), que permite la sintesis de fructosa-2-6-bifosfato, activador
alostérico de 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1), el cual es un fuerte y potente
estimulador de la glucdlisis (324). Por otra parte, VEGF estimula la biogénesis
mitocondrial via Akt (145). Mientras que, con respecto a la oxidacion de acidos
grasos, VEGF activa a la proteina de union a acidos grasos 4 (FABP4), la cual es
una chaperona intracelular de lipidos, que favorece la proliferacion de CEs in vitro
(325).

Con respecto a sFlt-1, este es el primer reporte que estudia los efectos de niveles
elevados de sFlt-1 en el metabolismo celular con fines energéticos. Por primera vez,
se reporta que sFlt-1 es capaz de disminuir la capacidad de reserva respiratoria
dependiente de la dosis de sFlt-1 administrada en CEs (Figura 4.12) y de inducir un
incremento de la glucdlisis (Figura 4.14) conllevando a un cambio de fenotipo
metabolico de respiracion mitocondrial (basal) a fenotipo glucolitico (Figura 4.15).

Ya que no es posible comparar estos hallazgos con otros que hayan estudiado los
efectos de sFlt-1 en el metabolismo celular y su impacto en la mitocondria como
perturbador temprano; se analizaron los hallazgos de otros autores que han
estudiado los efectos de terapias anti-angiogénicas, para antagonizar los efectos de
VEGF en procesos tumorales. El estudio de Curtarello et al. 2015, mostré que
tumores con alta dependencia a la glucdlisis adquieren rapidamente resistencia a la
neutralizacion de VEGF con terapias anti-VEGF (326). Este grupo de investigacion
analizd 4 modelos diferentes de tumores y reportaron por primera vez en su area de
estudio, que la terapia anti-VEGF causa que los tumores que son altamente
dependientes de glucdlisis, a pesar de disminuir transitoriamente su dependencia
por esta ruta metabdlica, ante terapias prolongadas de la terapia anti-VEGF, se
adapten nuevamente a la glucdlisis.

Los investigadores también analizaron in vitro, los efectos de la terapia anti-VEGF,
especificamente el bevacizumab, en la dependencia metabdlica de las células en
estudio. Los investigadores hallaron que la terapia con la droga bevacizumab (anti-
VEGF) en cultivos ex vivo, inhibe el OCR (estudiado con la tecnologia Seahorse-
Agilent). En sus ensayos, la terapia anti-VEGF disminuy6 el OCR acoplado a ATP
y abolié completamente el OCR acoplado a la respiracion maxima y capacidad de
reserva respiratoria; ya que luego de la administracion de FCCP en su prueba, el
OCR no aumentd con respecto a la respiracién basal. Vale acotar que, hasta este
punto, las observaciones de Curtarello et al, son bastante similares a lo observado
en las pruebas realizadas en CEs con dosis crecientes de sFlt-1 de esta
investigacion, en la cual, ya se ha establecido en varias oportunidades que sFlt-1
funciona como un antagonista de VEGF (ver figura 4.12).
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Tal como Curtarello et al. 2015, sugieren en su estudio, las observaciones de la
presente investigacion, implican que las células adquieren un fenotipo Warburg, al
utilizar la glucélisis con fines energéticos ante cualquier situacion que conlleve a un
incremento en su demanda energética (sFlt-1), mas alla de su capacidad
respiratoria basal (ver figura 4.15). Al igual que en la presente investigacion (ver
figura 4.14), en la investigacion de Curtarello et al., se observé un aumento de
ECAR, lo cual indicé que existe un incremento y mayor aprovechamiento de la
glucdlisis, levemente canalizado hacia el ciclo de Krebs, conllevando a un
incremento en la conversion de piruvato a lactato. En el presente estudio, dicha
medicion de la conversion de piruvato a lactato no fue llevada a cabo. Sin embargo,
dada la similitud de los presentes hallazgos con los de Curtarello y otros (327, 328),
se puede sugerir que de medir dichos niveles de lactato, muy probablemente se
encontrarian aumentados y la conversion de piruvato a lactato estaria aumentada
también. En base a este analisis, se sugiere complementar con estas pruebas para
poder afirmar este hecho.

Un mecanismo que podria explicar esta respuesta metabdlica ante terapias anti-
VEGF y que podria ayudar a explicar por qué se incrementa la glucdlisis luego de
administrar sFlt-1 en CEs, corresponde a que en respuesta al antagonismo
instaurado contra VEGF, las células liberarian factores pro-angiogénicos para
sobrepasar los efectos de la neutralizacion de VEGF. Estos efectos han sido
previamente observados en estudios con células mieloides y su papel en la
progresion de la angiogénesis en tumores (329). Otros autores también han
reportado, que el bloqueo de VEGF evoca mecanismos de escape del tumor, a
través de la revascularizacion al promover la liberacion de sefales pro-angiogénicos
adicionales (330, 331).

Este es el primer reporte que demuestra el impacto de sFlt-1 en el metabolismo
mitocondrial de CEs. A través de la gestacion, los niveles circulantes de FAAs
incrementan en funcién a la edad gestacional. Sin embargo, en PE, por mecanismos
aun desconocidos, sFlt-1 es producido drastica y desproporcionadamente en la
placenta (25). Los datos obtenidos en este estudio indican que el incremento en los
niveles de sFlt-1 puede resultar en la pérdida de la funcién endotelial en etapas
tempranas del embarazo, conllevando a un fenotipo metabdlico mitocondrial
alterado y disfuncion endotelial generalizada.

Impacto de sFlt-1 en el metabolismo de trofoblastos.

En contraste a las observaciones en CEs, las células trofoblasticas HTR-8/SVneo,
demostraron poseer un metabolismo glucolitico basal, con un elevado consumo de
oxigeno (Figura 4.13). El impacto de sFlt-1 en la funcion bioenergética mitocondrial
de trofoblastos fue mucho menor que en CEs (Figuras 4.12 y 4.13). En contraste
con las observaciones en CEs, se observé que las HTR-8/SVneo tienen una elevada
OCR basal y una reducida reserva respiratoria al comparar con el perfil respiratorio
de CEs (Figura 4.12 Ay 4.13 A, respectivamente). Estas diferencias sugieren que
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las células trofoblasticas en condiciones basales, poseen mitocondrias altamente
funcionales y que, en condiciones de estrés metabdlico, (por ejemplo, tras la
administracion de FCCP), no dependen de la actividad metabdlica mitocondrial para
soportar sus requerimientos metabdlicos. El perfil metabdlico que mostr6 HTR-
8/SVneo fue inesperado. Fue dificil entender que los trofoblastos de las extra
vellosidades de la placenta, que provienen de la proliferacién rapida de los STB
(332), realmente no basaban sus requerimientos metabdlicos en la mitocondria.
Ademas, ese impacto metabdlico débil, comparado con CEs, sugiri6 que ya que la
principal fuente de sFlt-1, proveniente de los trofoblastos, ya que son células
productoras de sFlt-1 (25), podrian estar programadas metabdlicamente para
sopesar estos efectos en la respiracion mitocondrial.

Con respecto a esto, se podria entender que los trofoblastos estarian metabdlica y
genéticamente programados para sopesar ciertas condiciones del microambiente
en el cual se desarrollan. Para entender esta programacion de las células
trofoblasticas, se debe recordar uno de eventos inicial en el proceso de la gestacion,
como lo es la hipoxia. La hipoxia conlleva a una serie de respuestas; entre ellas la
angiogénesis y la eritropoyesis, que en la placenta involucra un incremento en la
densidad de las vellosidades placentarias (333, 334), incremento en la liberacion de
VEGF (335), sobrevivencia celular y adaptaciones metabdlicas para aumentar el
suplemento de energia a través de mecanismos no oxidativos, tal como rutas
metabdlicas anaerobias. En la placenta, estos mecanismos de adaptacion
metabdlica se han demostrado por el incremento en el consumo de glucosa y la
produccion aumentada de lactato en hipoxia (336), asi como el incremento en la
expresion de transportadores de glucosa (337), junto a otros elementos clave en la
glucolisis (338). La reprogramacion metabdlica produce un estado hipometabodlico,
caracterizado por la reduccion del consumo de oxigeno, para aumentar la
disponibilidad de Oz a nivel celular. Este estado es reversible y la hipoxia, es el
responsable del cambio metabdlico de la oxidacion de carbohidratos a la glucdlisis
anaerobia. Dicho cambio metabdlico no ocurre por defectos a nivel de la CTE en la
mitocondria, ni por la disminucion de O2 disponible; en su defecto, corresponde al
resultado de la activacion de procesos que limitan el consumo de O:2 (333). La
reprogramacion metabdlica incluye una serie de procesos que conllevan a:

a) Inhibicién directa del consumo de Oo.
b) La utilizacion de carbohidratos por rutas metabdlicas no oxidativas.
c) Reduccion de la masa mitocondrial.

Todos estos eventos se relacionan a la hipoxia y a la expresion aumentada de HIF-
1a (333).

Todos estos eventos ya descritos, apuntan a que los trofoblastos, dadas sus
condiciones hipoxicas durante la gestacion, ciertamente se ven obligadas a tener
una reprogramacion metabdlica que les permita adaptarse a su entorno de
desarrollo. Sin embargo, en esta investigacion se reporta por primera vez el perfil
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metabdlico de los trofoblastos, HTR-8/SVneo, los cuales son trofoblastos de las
extra vellosidades de placenta inmortalizados. No existen reportes previos que
permitan comparar los hallazgos de este estudio en lo concerniente al efecto de
sFlt-1 en el metabolismo mitocondrial de estas células. No obstante, la biologia
asociada al proceso de gestacion si es bien conocida, lo cual permite argumentar
que efectivamente los trofoblastos HTR-8/SVneo, son células reprogramadas
metabdlicamente y dicha reprogramacion (Figura 4.13), le permite estar “blindada”
ante los efectos de sFlt-1 en concentraciones que in vitro, se encuentran entre: 10
a 25 ng/mL. A pesar de esto, tal como se observoé en la figura 4.16, la administracion
de sFIt-1 50 ng/mL conlleva a una tendencia, que a pesar de no haber sido
significativa estadisticamente, evidencia el efecto que tiene sFlt-1, en elevadas
concentraciones en este tipo de células. Las evidencias de este estudio sugieren
que sFlt-1, producido inicialmente en la placenta, podria tener efectos paracrinos en
el endotelio materno, induciendo cambios metabdlicos que impactan la viabilidad,
proliferacion y crecimiento del endotelio.

sFlt-1 demostré en este estudio que puede actuar como un agente disruptor del
metabolismo mitocondrial, principalmente en CEs, pero también en trofoblastos
(figura 4.17). Los experimentos de viabilidad celular en presencia de sFlt-1, con
sustitucion de glucosa como fuente de carbonos por galactosa, fue determinante
para este hallazgo. Al sustituir la principal fuente de carbonos (glucosa) por
galactosa, no se genera produccion neta de ATP, por ello, bajo estas condiciones,
las células dependen de la fosforilacién oxidativa para generar suficiente ATP para
la sobrevivencia celular (229). Con este ensayo, evidenciado en la figura 4.17, se
pudo entender que la administracion de sFlt-1, efectivamente conlleva a un cambio
de fenotipo metabdlico que favorece la glucdlisis y dado que el cultivo en medio con
galactosa, fuerza la obtencién de energia via mitocondria, sFlt-1 conlleva a disminuir
la viabilidad y proliferacion de CEs (Figura 4.17 C y E). Mientras que, con este
ensayo, también se constaté la dependencia metabdlica de las HTR-8/SVneo en
glucdlisis. Incluso en ausencia de sFlt-1, el cultivo de trofoblastos en medio con
galactosa, afectd la viabilidad y proliferacion celular (Figura 4.17 Dy F).

Otros estudios en citotrofoblastos aislados de placentas a término, han demostrado
que los trofoblastos a término exhiben elevada capacidad de reserva respiratoria
(339) al comparar con los resultados de esta investigaciéon en HTR-8/SVneo. Esto
sugiere que las células trofoblasticas, en etapas tempranas de la gestacion, estan
metabolicamente programadas para sobreponerse y compensar el efecto de
disruptores metabdlicos. Basado en las observaciones con respecto a HTR-
8/SVneo y las observaciones de otros autores (339); se presume que ya en etapas
finales del embarazo, cuando la funcion de la placenta llega a su inevitable fin, el
perfil metabdlico de los trofoblastos cambia en funcidon a la culminacion de sus
funciones biolégicas. Ademas, es importante tener presente que, los trofoblastos
aislados de placentas y mantenidos en cultivo, al cabo de 48 horas manifiestan un
cambio en la expresion génica que afecta la invasion y proliferacion in vitro (340).
Estas observaciones sugieren que, las células aisladas de placentas a término,
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podrian no ser el enfoque mas apropiado para estudiar los efectos de disruptores
tempranos del metabolismo, tal como sFlt-1 ha mostrado en esta investigacion.

8.1.5 sFlt-1 conlleva a disfuncién mitocondrial en células endoteliales, pero no en
trofoblastos.

Los cambios en el metabolismo mitocondrial estdn generalmente asociados a
cambios en el potencial de membrana mitocondrial y a la produccion de mROS (248,
249). Por este motivo, se evaluoé la formacion de mROS y del potencial de
membrana mitocondrial en CEs y trofoblastos expuestos a sFlt-1. Tal como se
observa en la figura 4.18, las CEs expuestas a 50 ng/mL de sFlt-1, presentan una
mayor produccion de mROS, detectado por fluorescencia con la sonda MitoSOX.
Estos resultados se corresponden con observaciones previas en este estudio
(Figura 4.12), donde se observé el efecto de sFlt-1 en la funcion bioenergética
mitocondrial. El incremento en la produccion de mROS vy la disminucién en la
respiracion mitocondrial, aunado al incremento de la capacidad y actividad
glucolitica (Figura 4.14) de estas CEs expuestas a sFlt-1, sugiere que la
administracion de sFlt-1, conlleva aun cambio de fenotipo metabdlico que favorece
la disponibilidad de Oz, que a su vez, es empleado en la mitocondria en la formacion
de mROS.

Tal como ha sido previamente expuesto, en el embarazo normal, existe un estado
de estrés oxidativo fisiologico (118), detectado al medir marcadores de estrés
oxidativo en sangre y orina de las maternas (341, 342). Este incremento de estrés
oxidativo, se ha asociado a un aumento en el metabolismo; tanto de la placenta,
como el metabolismo materno (118). Estas observaciones de otros autores sugieren
que sFlt-1 tiene un papel clave en la modulacion y reprogramacion metabdlica
durante el embarazo. Mientras que, cuando sus niveles incrementan drasticamente,
su papel se balancea hacia la instauracién de un proceso patolégico como la PE.

Los resultados de esta investigacion demostraron que sFlt-1, administrado
exdgenamente, es capaz de inducir la produccién de mROS (figura 4.18) y de
alterar el potencial de membrana mitocondrial en CEs (figura 4.19); pero estos
efectos no fueron observados en células trofoblasticas. En los trofoblastos, se
estudi6 también los efectos en la produccibn de mROS y en la disipacién
(disminucion) el potencial de membrana mitocondrial ante la exposicion a sFlt-1
(Figuras 4.20 y 4.21, respectivamente). Tal como se evidencia en las figuras
citadas, sFlt-1 no conlleva a cambios en la funcion mitocondrial en trofoblastos. En
este punto, es importante recordar que, en los estudios de bioenergética
mitocondrial, los efectos de sFlt-1 en la funcion mitocondrial fueron mucho menores
qgue en CEs. Ademas, que antes concentraciones de sFlt-1 de 50 ng/mL, los
cambios en la bioenergética mitocondrial, mas que ser significativos, mostraron fue
una tendencia a disminuir (Figura 4.13 y 4.16).
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En relacion a estas observaciones, otros autores han demostrado que la
disminucion de la biodisponibilidad de VEGF, debido a niveles aumentados de sFlt-
1, se asocia al aumento en la produccion de Oz tanto en la placenta como en el
tejido vascular (301). Incluso, en estudios in vivo, con administracion exégena de
sFlt-1 se ha evidenciado un aumento de estrés oxidativo en multiples tejidos (124).
Por otra parte, la administracion de Tempol, agente farmacolégico que mimetiza los
efectos de la enzima superodxido dismutasa (SOD), revirtio los efectos hipertensivos
en las ratas tratadas con sFlt-1 (124). Lo cual demuestra, una vez mas, el papel de
las ROS en PE y a su vez, el protagonismo de sFlt-1 en la induccion de la
enfermedad.

Ya que elevadas concentraciones de sFlt-1 (50 ng/mL) no solo conllevan a
perturbaciones metabdlicas sino a cambios en la funcién mitocondrial, los
resultados obtenidos sugieren que en etapas tardias del embarazo (después de la
semana 20 de gestacion), cuando los niveles circulantes de FAAs como sFlt-1
aumentan drasticamente, superando el umbral para el freno angiogénico fisioldgico,
no solo existira un compromiso a nivel metabdlico en el endotelio materno, sino el
establecimiento de un proceso de disfuncién mitocondrial.

8.2 Modelo de correlacion in vitro de PE. sFlt-1 y TNF-a como moduladores del
metabolismo, funcién endotelial y funcidon bioenergética mitocondrial en PE.

8.2.1 Modelo de correlacion in vitro de PE. Reclutamiento de pacientes para el
estudio.

El embarazo es un complejo proceso, orientado por un adecuado balance
angiogénico (133) y por el reconocimiento, comunicacion y reparacion celular
mediada por el Sl (343). Ademas del papel que juegan los FAAs en PE, esta
enfermedad también se ha considerado que tiene una base inmunolégica (92, 251,
252). Dada la importancia que juega el Sly los FAAs en PE, se establecié un modelo
de correlacién in vitro, empleando sueros de pacientes gestantes normotensas y
preeclampticas. En ocasiones previas, otros autores han empleado modelos de
correlacion in vitro de PE, empleando en sus cultivos suero (81, 344) o plasma (160,
345) de mujeres embarazadas. Con el empleo de sueros en el modelo de
correlacion in vitro, se logro evidenciar los efectos de factores presentes en el
torrente sanguineo materno, que fueran capaces de conllevar a enfermedad. Vale
acotar que los sueros fueron colectados antes del parto, es decir, cuando las
condiciones de PE ya estaban completamente instauradas.

Fue importante observar los efectos del suero, a pesar de que ya la PE estaba
completamente establecida, porque de esta manera se podria observar si
efectivamente, los factores presentes en el suero materno, conllevan a alteraciones
en la funcién endotelial y metabodlica. En futuras ocasiones, se plantea que los
estudios con sueros de maternas en gestacion puedan realizarse a través de un
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estudio de cohorte, que permita evidenciar si en condiciones tempranas de la
enfermedad, incluso antes de detectarse sintomas, ya pueda establecerse un
proceso de disfuncion endotelial y la existencia de perturbaciones metabdlicas
tempranas que orienten al clinico, a detectar la enfermedad de manera oportuna.
Por otra parte, en este estudio también se incluyé un grupo de pacientes no
embarazadas como grupo control para el modelo de correlacién, con la finalidad de
comparar mas objetivamente y discriminar entre los efectos hallados entre los
grupos de pacientes normotensas y preeclampticas, que dadas su condicion de
embarazo, se encuentran bajo un incremento en la demanda energética (346).

El reclutamiento de pacientes se hizo con la finalidad de obtener muestras de suero;
los tres grupos de pacientes definidos se caracterizaron por estar emparejados en
cuanto a la edad. Tal como se observo en la tabla 5.1, se encontraron diferencias
en funciébn a la edad gestacional de las pacientes embarazadas, este hecho
respondié a que las pacientes preeclampticas por su condicion patolégica, fueron
des-embarazadas hacia la semana 33 (pretérmino). No se encontraron diferencias
entre el indice de masa corporal (IMC) de las pacientes normotensas y
preeclampticas, este hecho se corresponde con observaciones de otros
investigadores que, a diferencia de los supuestos que relacionan a preeclapmsia
con obesidad, confirman que la obesidad es soOlo un factor de riesgo para la
enfermedad (347), ya que mujeres no obesas también pueden desarrollar PE. Tal
como ha sido definido por la American College of Obstetricians and Gynecologist,
la PE se caracteriza por una presion sistélica y diastdlica aumentada, asociada
generalmente a proteinuria (7); observaciones que también fueron obtenidas y
consideradas al reclutar las pacientes en el estudio.

Ya que la finalidad del reclutamiento de pacientes fue obtener muestras de suero
gue fueran mejores representativas del proceso patoldgico de PE; se midieron los
niveles de sFlt-1 en suero de dichas pacientes (Figura 5.1). Tal como ha sido
previamente identificado, los niveles de sFlt-1 estan aumentados en la circulaciéon
de maternas preeclampticas (43-45, 348). En esta investigacion, las
determinaciones también se realizaron en pacientes controles no embarazadas, lo
que permitié identificar que efectivamente los niveles de sFlt-1 aumentan durante el
embarazo en comparacion a pacientes no gestantes.

8.2.2 Papel de la sefalizacion de VEGF en el establecimiento de disfuncién
endotelial en PE.

En este estudio se propuso evaluar el papel del sFlt-1, en exceso en circulacion de
maternas preeclampticas, como agente causal de la disfuncion endotelial, y con ello,
conocer el papel de sFlt-1 como antagonista de la sefializacién de VEGF. Una vez
establecidos los niveles de sFlt-1 presentes en sueros de pacientes normotensas y
preeclampticas (figura 5.1), se evalud el papel de sFlt-1 en el establecimiento de
DE. Para ello, se cultivaron CEs en presencia de sueros provenientes de pacientes
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en estudio (2% de suero) y se administréo proteina rh VEGF (20 ng/mL). La
determinacién de los niveles de *NO fueron medidos mediante la cuantificacion de
su sustituto, NO2, por quimioluminiscencia.

Ante los tratamientos, se observé que el suero de pacientes normotensas no afecto
la funcion endotelial, ya que los niveles de *NO permanecieron similares a los
obtenidos en CEs expuestas a sueros de pacientes no embarazadas (figura 5.2).
Estos hallazgos se corresponden con observaciones previas que han estudiado la
funcién endotelial (a través de ensayo de formacion de tubos), donde los
investigadores observaron que luego de la administracion de sueros de pacientes
normotensas, la formacion de tubos ocurre normalmente (81). Consistentemente,
cuando se evaluo la funcion endotelial de CEs expuestas a sueros de pacientes PE,
se observo la disminucién en la produccién de *NO (figura 5.2). Nuevamente, estos
hallazgos se corresponden con observaciones previas en ensayos de formacion de
tubos (81).

En este estudio, al co-administrar VEGF exdgeno (20 ng/mL), junto a los sueros de
las pacientes, los niveles de *NO aumentaron significativamente; pero, a diferencia
de observaciones de otros investigadores en la funcion endotelial, los niveles de
*NO, no fueron completamente restablecidos a nivel del control (81). Es muy
importante recalcar que, en esta investigacion, uno de los objetivos fue conocer los
efectos a nivel de la produccién de *NO; los ensayos de formacion de tubos
(investigacion de Maynard et al. 2003) son representativos del proceso de
angiogénesis. Lo cual quiere decir, que si bien el ensayo de formacion de tubos, es
un ensayo que permite entender el proceso de angiogénesis in vitro, el enfoque de
esta investigacién fue mucho mas delimitado, no estuvo orientado al proceso de
angiogénesis visto de forma integral, sino a entender el papel de los FAAs,
presentes en el suero de las maternas, capaces de alterar los niveles de *NO.
Finalmente, el enfoque en esta presente investigacion estuvo orientado a conocer
los mecanismos de sefal derivados de esa relacion y balance angiogénico de sFilt-
1/VEGF vy la sefializacion de VEGF/*NO. Al no observar el restablecimiento de la
produccion de *NO ante la administracion exdgena de VEGF, los resultados
mostrados en la figura 5.2, indican que otras moléculas presentes en suero de
pacientes preeclampticas, estan involucradas en el proceso de disfuncion
endotelial, caracteristico de la enfermedad.

8.2.3 La administracion exogena de VEGF no reestablece la funcion bioenergética
mitocondrial de CEs y HTR-8/SVneo expuestas al modelo de correlacion in vitro de
PE.

Para conocer el impacto de lo sueros provenientes de pacientes normotensas y
preeclampticas en la bioenergética mitocondrial de CEs y trofoblastos, se cultivaron
células en presencia de 2% de suero de las pacientes; empleando como control,
sueros de pacientes no embarazadas. Los analisis de bioenergética mitocondrial
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con la tecnologia Seahorse-Agilent, permitieron identificar que la administracion de
sueros de pacientes gestantes normotensas brinda un perfil mitocondrial similar al
observado en presencia de sueros de pacientes control, tanto en CEs (figura 5.3),
como en trofoblastos (figura 5.4). Con respecto a la administracion de sueros de
pacientes preeclampticas, se observé que tanto en CEs como en trofoblastos, la
respiracion maxima y capacidad de reserva respiratoria, disminuyen
significativamente al comparar con células expuestas a pacientes controles y
normotensas (Figuras 5.3 y 5.4, respectivamente).

Lo interesante de la tecnologia Seahorse-Agilent es que permite la medicion del
OCR y ECAR, en tiempo real y en células intactas (Ver “Materiales y métodos”,
seccién: Funcion bioenergética mitocondrial y metabolismo). Entre las diferentes
determinaciones posibles: EIl OCR-Maximo, corresponde al maximo consumo de
oxigeno al complejo 1V de la CTE. La tasa de respiracion maxima se obtiene por la
adiciéon del agente desacoplante de la CTE, FCCP. Bajo esta condicion, se refleja
una tendencia del agente desacoplante en estimular la respiracion, tal como
ocurriria en estudios con mitocondrias aisladas al afiadir substrato en exceso. A
pesar que este estado artificial de exceso de demanda energética, no evoca las
condiciones fisioldgicas de incorporacion de substrato al interior de la célula, permite
entender y conocer las capacidades metabdlicas de las células, en condiciones de
incremento de la demanda energética (349). Cuando la concentracion del agente
desacoplante es adecuada; las tasas de consumo de oxigeno maximo identificadas,
reportan la maxima actividad de la CTE y la maxima oxidacion de substratos posible,
para las células bajo las condiciones de cultivo (349). La disminucion en el consumo
de oxigeno maximo observado en CEs y trofoblastos tratados con 2% de suero de
pacientes preeclampticas, es un indicador de disfuncién mitocondrial (Figuras 5.3
B y 5.4 B), tal como ha sido previamente identificado en otros escenarios
patolégicos (349, 350).

Los efectos en la respiracion maxima causados por el suero de pacientes
preeclampticas, se correspondieron con las observaciones de la capacidad de
reserva respiratoria (Figuras 5.3 Cy 5.4 C). La medicion del OCR-Reserva permite
conocer la habilidad de las células a responder a demandas energéticas, asi como
a la capacidad de incorporacion de substratos para suplir dichas demandas. Este
valor se obtiene con la diferencia entre el consumo de oxigeno en el estado de
respiracion 3 (respiratory state 3) (OCR-Maximo) y el OCR-Basal (349). En casos
como el observado en CEs y trofoblastos expuestos a sueros de pacientes
preeclampticas, la ausencia de capacidad de reserva respiratoria, indica un estado
de disfuncion mitocondrial que puede no ser evidente en condiciones basales
(Figuras 5.3 C y 5.4 C). Es decir, cuando la tasa de respiracion depende del
metabolismo de ATP, pero que se manifiesta unicamente en condiciones de
demanda energética, que superan la tasa de oxidacidén de substratos que limitan el
proceso de respiracion (349).
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Tal como se observd anteriormente en esta investigacion, la administracion de
VEGF parcialmente restableci6 la produccion de *NO en el modelo de correlacion
in vitro de PE (figura 5.2). Por ello, se esperaban los mismos efectos de VEGF en
el restablecimiento de la funcidon bioenergética mitocondrial del modelo de
correlacion con sueros de pacientes. Sin embargo, fue evidente que, en la funcion
mitocondrial, los efectos de VEGF fueron mucho menos significativos que con
respecto al restablecimiento de los niveles de *NO (figura 5.5). Estas evidencias
sugieren que la biodisponibilidad de VEGF es necesaria para mantener el estatus
metabdlico celular, pero ademas indican que los efectos del suero de pacientes
preeclampticas en la funcion bioenergética mitocondrial, van mas all4 de la accion
de sFlt-1 (aumentado en sueros de pacientes preeclampticas) al actuar como un
antagonista en la sefalizacion de VEGF.

Es probable que otras moléculas presentes en el suero materno de mujeres
preeclampticas (y a menor escala en sueros de pacientes normotensas), podrian
ser responsables de desencadenar los efectos observados a nivel metabdlico. Al
contrastar estos resultados con las observaciones previas en relacion a sFlt-1
exogena, es posible que sFIt-1 promueva la liberacién de otras moléculas que
potencialmente impacten a nivel metabdlico y establezcan perturbaciones
metabolicas tempranas a nivel mitocondria. Tomando en cuenta que la PE tiene una
base inmunoldgica, se considerdé que entre estas posibles moléculas que podrian
estar involucradas en eventos metabdlicos tempranos en PE, podrian considerarse
citoquinas, tal como TNF-a (92, 251, 252).

Entre otras observaciones de este estudio, la administracion de sueros de pacientes
preeclampticas para el cultivo de CEs y trofoblastos, se observé que desencadend
un incremento en la produccion de mROS (figuras 5.6 A-B y 5.7 A-B) asi como la
disipacion (disminucion) del Wm (figuras 5.6 A-B y 5.7 A-B). En concordancia con
las observaciones correspondientes a la funcion bioenergética mitocondrial, la
administracion de VEGF logré disminuir significativamente la produccién de mROS
en comparacion a las células tratadas con sueros proveniente de mujeres con PE
(figuras 5.6 A-B y 5.7 A-B). Ademas, la administracion de VEGF logré una
tendencia a aumentar el WYm en CEs (figura 5.6 C), que fue significativa
estadisticamente en trofoblastos (figura 5.7 C).

Es importante recalcar que la administracion de sueros de pacientes normotensas,
en CEs, no conllevd a cambios significativos en la produccion de mROS, ni tampoco
efectos en el Wm (Figura 5.6). Mientras que, en trofoblastos, el suero de pacientes
normotensas, aumento significativamente la produccion de mROS (figura 5.7 A-B).
Este hecho peculiar, podria responder a algunas de las incégnitas anteriormente
establecidas con respecto al papel de sFlt-1 en trofoblastos (seccion 8.1). En este
estudio, se observo que el efecto de sFlt-1 en trofoblastos es minimo, comparado a
lo observado en CEs y se sugirio que dado el origen y produccion exacerbado de
sFlt-1 proviene de la placenta (25), las células trofoblasticas estarian blindadas ante
los efectos perjudiciales de sFlt-1 en el metabolismo de este tipo de células. La
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mayor produccién de mROS vista en trofoblastos expuestos a sueros provenientes
de maternas normotensas se corresponde con observaciones previas de otros
autores. En primer lugar, con el hecho que el estatus oxidativo y ROS estan
incrementados a nivel intrauterino y este hecho se relaciona a la programacion del
desarrollo fetal (118). Por ello, esta producciéon aumentada de mROS, comparada
con aquellas células trofoblasticas tratadas con sueros de mujeres no gestantes,
podria significar un evento completamente fisiolégico. Por otra parte, tal como se
establecio en la seccién anterior (seccién 8.1), los trofoblastos son células con un
metabolismo dependiente principalmente de la glucdlisis, que no dependen de la
actividad metabdlica mitocondrial para soportar sus requerimientos metabdlicos, lo
cual aumenta la disponibilidad del Oz para otros fines metabdlicos. Finalmente,
existen reportes en otros escenarios fisioldégicos y patologicos, donde las mROS
han demostrado que permiten orientar la proliferacion y diferenciacion celular en
diversos tipos celulares (351, 352).

8.2.4 Efectos de TNF-a en la funcion endotelial y funcion bioenergética mitocondrial
de CEs y trofoblastos.

En el embarazo normal, la decidua contiene un nimero elevado de células inmunes,
tales como: macréfagos, células NK y células T reguladoras (353). Los macrofagos,
se infiltran en la decidua materna alrededor de los trofoblastos invasores (343).
Existe una teoria que intenta explicar el embarazo, como un proceso anti-
inflamatorio, con una respuesta inmune predominantemente tipo Th2 (354). La PE,
se ha asociado a una excesiva respuesta inflamatoria, que involucra una produccién
aumentada de citoquinas pro-inflamatorias de la respuesta inmune tipo Thl, tal
como TNF-a. Ademas, de una reducida respuesta inmune de tipo Th2, tal como IL-
10; que conlleva a un cambio del balance Th1l/Th2 a wuna respuesta
predominantemente de tipo Thl en PE. La respuesta tipo Thl en PE, conlleva a una
tolerancia disminuida por parte del SI materno, que resulta en una invasion
trofoblastica deficiente y placentacion alterada (98).

Dado que las observaciones con sueros de pacientes y VEGF, no demostré que la
funcién endotelial y bioenergética mitocondrial puede ser restablecida al
incrementar la biodisponibilidad de VEGF (Figura 5.5); el siguiente enfoque en este
estudio, se orientd hacia el papel de TNF-a, como principal mediador de la respuesta
inmune tipo Thl y al bien establecido FAAs, sFlt-1. Otros investigadores han
postulado que el antagonismo de VEGF mediado por sFlt-1 en CEs, genera mayor
sensibilidad de estas células a FPIs (65). Partiendo de este hecho, se evaluo el
papel de TNF-a como mediador de DE y como mediador de perturbaciones
metabdlicas en PE.

Para establecer la relacion entre las observaciones del modelo de correlaciéon in
vitro con sueros de pacientes, TNF-a y disfuncion mitocondrial, se midieron los
niveles circulantes de TNF-a de las maternas en estudio (figura 5.8). En esta
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investigacion se identificaron niveles circulantes de este FPIs, significativamente
aumentados en comparacion a los niveles en maternas normotensas, tal como ha
sido identificado por otros investigadores (355-357). Para entender el papel de TNF-
a en el establecimiento de disfuncion endotelial, se estudié por western blot la
expresion y activacion de eNOS (p-eNOS) en CEs y trofoblastos expuestos a TNF-
a recombinante. Para este ensayo, las células fueron tratadas con TNF-a durante
15 minutos (figuras 5.9 y 5.10). En este estudio, la expresion de eNOS no vario
luego de la administracion de TNF-a. Estos hallazgos difieren de otras
observaciones de otros autores que indican que TNF-a es capaz de disminuir la
expresion de eNOS (254, 261). La activacion de eNOS, medida como la fosforilacién
de eNOS en el residuo de serina 1177, disminuyo significativamente en esta
investigacioén (figura 5.10).

Por otra parte, la administracion de TNF-a demostro afectar la funcién bioenergética
mitocondrial de CEs (figura 5.12) y trofoblastos (figura 5.13). TNF-a afectd el
consumo de oxigeno basal en ambas lineas celulares. Tal como se describié en la
seccion “Materiales y métodos”: Funcién bioenergética mitocondrial y metabolismo;
la respiracion basal es controlada por la produccion de ATP, oxidacion de substratos
y por la fuga de protones. Por lo tanto, puede verse alterada en respuesta a la
demanda de ATP (349). Tal como se demostr6 en esta investigacion, la
administracion de TNF-a, afecta la viabilidad y proliferacién celular (figura 5.11).

Estos hechos han sido previamente identificado en células tratadas con TNF-a
exogeno y se ha identificado que TNF-a impacta directamente en la mitocondria e
induce apoptosis por la via intrinseca mitocondrial (358-360). Las observaciones en
la funcién bioenergética mitocondrial mediadas por TNF-a indican su papel como
agente disruptor mitocondrial. Ademas del OCR-Basal, el OCR-Méaximo y OCR-
Reserva fueron afectados por la administraciéon de TNF-a en CEs y en trofoblastos
también. Tal como se comentd anteriormente; el OCR-Maximo y OCR-Reserva,
reflejan la habilidad de las células para obtener energia mas alla de su maxima
capacidad. Estos resultados indican que TNF-a afecta dramaticamente la obtencién
de energia de las CEs y trofoblastos cultivados con esta importante citoquina. En
otros escenarios diferentes a PE, se ha demostrado el papel de TNF-a como agente
inductor de disfuncion mitocondrial. En estudios in vitro empleando neuronas HT-
22, se determin6 que tras la administracion de TNF-a exdgena, se observa una
reduccion de la funcion mitocondrial, detectado por la tecnologia Seahorse-Agilent
(361).

Entre otras determinaciones; la determinacion el OCR-ATP, se calcul6 luego de la
administracion de la droga oligomicina en el ensayo. Ya que la oligomicina inhibe el
complejo V (ATP sintasa), las células hacen un cambio a partir de la respiracion
celular a glucolisis para soportar la demanda de ATP (349). En situaciones como la
observada en este estudio, en respuesta a TNF-a, donde el OCR-ATP disminuyo
significativamente, indica que las células no son capaces de copar su demanda
energeética de ATP a través de otras rutas como la glucdlisis (figuras 5.12 y 5.13).
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Finalmente, el OCR acoplado a la fuga de protones, fue significativamente en
células tratadas con TNF-a con respecto al control. A medida que la determinacién
de OCR-Fuga de protones aumenta, la severidad de dafio y la disfunciéon
mitocondrial aumenta también (349).

Por ultimo, el potencial metabdlico de las células, representa su habilidad para
obtener sus demandas energéticas via respiracion mitocondrial y/o glucélisis. Los
resultados observados en este estudio, se corresponden con las observaciones de
la actividad bioenergética mitocondrial de células expuestas a TNF-a (figuras 5.14
y 5.15). Esta citoquina, tal como se observo a lo largo de los experimentos de la
funcidbn mitocondrial (figuras 5.12 — 5.15), afecta la funcidbn mitocondrial,
aumentando la formacion de mROS (figura 5.16) y la disipacion (disminucion) del
Wm (figura 5.17). En conjunto, los resultados mostrados en esta seccion indican
que los efectos de TNF-a en la viabilidad y proliferacion celular no pueden ser
soportados por un cambio de fenotipo metabdlico. En este orden de ideas; es
importante tener en cuenta que TNF-qa, al enlazarse con su receptor 1 (TNFR1),
puede de forma alternativa conllevar a muerte celular o a una respuesta de
sobrevivencia a través de la formacion de dos complejos ligando-receptor,
diferentes (362). Los mecanismos de muerte celular estimulados por TNF-q,
dependen de la formacion de un complejo que conllevara a un mecanismo
apoptotico dependiente de caspasas (363). Por ello, se entiende que los efectos de
TNF-a en CEs y trofoblastos, para conllevar a muerte celular son directos hacia la
activacion de la apoptosis via caspasas, lo cual no involucra reprogramacion
metabolica, que permita mantener la viabilidad celular, debido a que las sefales de
muerte celular del complejo ligando-receptor hacia apoptosis, son inminentes.

8.2.5 VEGF, regulador maestro de la produccion de sFlt-1 y TNF-a.

Los hallazgos en esta investigacién demostraron que no sélo sFlt-1 es responsable
de desencadenar eventos moleculares que conllevan a PE (seccion 8.1). También,
tal como fue demostrado en el modelo in vitro de PE con la administracion de TNF-
a, se demostrd que esta molécula es capaz de desencadenar cambios en la funcion
mitocondrial en CEs y trofoblastos (seccion 8.2.4). Tanto sFlt-1, como TNF-q,
parecen ser lideres en el establecimiento de disfuncion mitocondrial en el modelo in
vitro de PE. Ademas, en el modelo de correlacion in vitro, se demostré no sélo que
sus niveles estan aumentados en suero materno de mujeres preeclampticas, sino
gue su presencia en el suero es clave para el establecimiento de disfuncién
endotelial y mitocondrial. Por estos motivos, el siguiente enfoque se este estudio se
orient6 a conocer: ¢ qué mecanismos moleculares pueden regular a sFlt-1 y a TNF-
a, aumentados en PE y potencialmente responsables de su fisiopatologia?

Esta incognita trajo a colacion la teoria, antes expuesta, que intenta explicar el
embarazo, como un proceso anti-inflamatorio, caracteristico de una respuesta
inmune predominantemente tipo Th2 (354). A diferencia de los embarazos
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normales, la PE, se ha asociado a una excesiva respuesta inflamatoria, que
involucra una produccién aumentada de citoquinas pro-inflamatorias de la respuesta
inmune tipo Thl, tal como TNF-a (98). Inclusive, TNF-a juega un papel muy
importante en el proceso de proliferacion y diferenciacion de trofoblastos, adhesion
celular, remodelacion del tejido y apoptosis de trofoblastos de las vellosidades de la
placenta y liberacion de hormonas por parte de las células trofoblasticas (364).
Procesos que ya han sido identificados ser responsables de la actividad de VEGF.

VEGF, ademas de otros factores de crecimiento, estimulan la actividad invasiva de
los trofoblastos y juega un papel central en la placentacion (365). Tal como ha sido
identificado en escenarios diferentes a PE; la angiogénesis tiene una funcién a nivel
de la inflamacion. En la artritis reumatoidea, la formacion del tejido conectivo
inflamatorio, rico en vasos sanguineos, depende de la actividad de VEGF (366).
Asimismo, se ha demostrado que VEGF es capaz de conllevar a un fenotipo Thl en
células T (367). Estas observaciones sugieren que TNF-a y VEGF podrian
relacionados.

Ademas de estas evidencias, en estudios ex vivo con explantes de placenta, se ha
demostrado que el incremento en los niveles de TNF-a se acompana de
incrementos en los niveles de sFlt-1 (106-109). Se demostré en un modelo animal
de PE (modelo isquémico RUPP) que la infusion crénica de TNF-a, aumenta la
presion arterial y los niveles circulantes de sFlt-1 (107). Previamente se ha
demostrado que VEGF es capaz de regular la expresion y produccion de sFlt-1 y
TNF-a (262). No obstante, la regulacion de TNF-a y sFlt-1, mediante VEGF, no
habia sido abordada anteriormente. Por tales motivos, en esta investigacion se
propuso el siguiente enfoque integral, para evaluar los mecanismos a través de los
cuales, los incrementos de TNF-a y sFlt-1 podrian inducir a DE, impactando en el
metabolismo celular. Para responder a esta incégnita e integrar los eventos
moleculares fisiopatoldégicos mediados por TNF-a y sFlt-1; se propuso que VEGF
podria ser un regulador maestro de ambas moléculas en PE (figura 8.5).

VEGF

N

sFit-1 & TNF-a

Figura 8.5 VEGF, como potencial agente regulador maestro de la produccion de sFlt-1 y TNF-a. En
esta figura se muestra graficamente la hip6tesis regulatoria de sFlt-1 y TNF-a, mediada por VEGF y
la posible regulacion cruzada en la produccién de sFit-1 y TNF-a.
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Para evaluar el papel de VEGF como regulador de la sefializacion de VEGF/sFIt-1
y VEGF/TNF-q; se midi6 a través de ELISA, los niveles de TNF-a (bovino) en CEs
expuestas a VEGF (figura 5.19). Asimismo, se evalud los niveles de sFlt-1 en
células trofoblasticas y CEs expuestas a VEGF (figura 5.18 A y B,
respectivamente). En este estudio se demostré que la administracion de VEGF
permite el aumento de los niveles de sFlt-1 en sobrenadante de CEs expuestas a
este importante factor angiogénico (figura 5.18). Las células trofoblasticas, no
mostraron variaciones de los niveles de sFlt-1 dosis dependiente a VEGF (figura
5.18). Esta observacion fue muy interesante, ya que ha sido previamente publicado
un incremento en los niveles de ARNm de sFlt-1 en trofoblastos de las extra
vellosidades de placenta. El estudio de Fan et al. 2014, demostré que los
trofoblastos de las extra vellosidades de placenta de su modelo murino, incrementan
la produccién de ARNm, en respuesta a la sobreexpresion de VEGF. Vale acotar
gue este estudio, ademas de ser un estudio in vivo, involucré la sobre expresion de
VEGF, a través del establecimiento de un modelo transgénico con expresion
especifica de VEGF en el miometrio (25).

En el modelo in vitro empleado en la presente investigacion, se evaluaron
concentraciones de VEGF de 10 y 20 ng/mL, que no necesariamente tendrian el
mismo impacto en la produccion de sFlt-1, que modelos como el descrito por Fan et
al. 2014 (25). Sin embargo, sin animos de desprestigiar el enfoque propuesto, se
sugiere que la administracion de VEGF podria ampliarse a concentraciones mas
elevadas. Todo esto, porque se sabe muy bien el papel del balance angiogénico y
su papel en el desarrollo de PE. Ademas, que la decidua materna, en contacto
intimo con trofoblastos invasores de las extra vellosidades de placenta, son
productores de VEGF (25). Esto explicaria la necesidad de titular concentraciones
mas apropiadas de VEGF, que si permitieran observar cual concentracion
conllevaria a un incremento en los niveles de sFlt-1. Por ello, se plantea que para
llevar el analisis del papel de VEGF en la produccién de sFlt-1 en trofoblastos, la
concentracion empleada de VEGF pueda ser mucho mas amplia y utilizar
concentraciones mas elevadas que simulen los efectos in vivo, donde los
trofoblastos de las extra vellosidades de placenta, dada su capacidad invasiva en la
decidua materna, se enfrentan a elevados niveles de VEGF durante el desarrollo de
la placenta. Es interesante que dosis de 10 ng/mL de VEGF desencadenan un
incremento drastico de los niveles de sFlt-1 en CEs (figura 5.18 A); este incremento
podria significar el establecimiento de un freno angiogénico, donde las CEs podrian
ser claves, para la regulacion del balance angiogénico.

Por otra parte, se midieron los niveles de TNF-a en CEs tratadas con VEGF (figura
5.19). Se demostré que VEGF es capaz de incrementar los niveles de TNF-a en
estas células y se confirmaron afirmaciones previas de otros investigadores que en
escenarios diferentes a PE, encontraron una interrelacion entre VEGF y TNF-a
(368).
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Por ultimo, otros investigadores han sugerido una relacion entre TNF-a y sFlt-1 (98,
107, 110, 260). Por una parte, TNF-a favorece la produccion de sFlt-1, demostrado
en estudios ex vivo con explantes de placenta (110). En contraste, existe al
momento un reporte de Xu et al., 2009 que indica que sFlt-1 también puede
favorecer la produccion de TNF-a en tejido placentario (98). Esto sugiere una
posible asociacion entrecruzada entre TNF-a y sFlt-1. Este mismo estudio sugiere
que sFIt-1 y TNF-a podrian contribuir de forma sinérgica en el establecimiento de
DE (98). En la presente investigacion, se observo que las CEs expuestas a TNF-a
producen niveles elevados de sFlt-1 en sobrenadante (figura 5.20), incluso ante
concentraciones de TNF-a (10 ng/mL); los incrementos de los niveles de sFlt-1
llegaron a una fase de plateau a partir de 25 ng/mL en CEs (figura 5.20 A). Vale
acotar que estas concentraciones, al trasladarlas a situaciones fisiologicas, son
excesivamente elevadas, comparado con los valores normalmente encontrados en
circulacién materna (355, 356). Sin embargo, este enfoque demuestra que los
efectos de regulatorios TNF-a sobre sFlt-1 son inminentes.

Finalmente, la administracion de sFlt-1 también conllevd a incrementos en los
niveles de TNF-a detectados en el sobrenadante de cultivo celular en CEs (figura
5.21). Dado que en este estudio no se contod con la posibilidad de medir los niveles
de TNF-a en células trofoblasticas expuestas a sFlt-1, la discusion en este tema es
limitada. El incremento en los niveles de TNF-a se triplicd ante concentraciones de
SFIt-1 de 10 ng/mL; que en este estudio demostraron que conlleva a cambios
metabdlicos tempranos y al cambio de fenotipo metabdlico en CEs. Esta regulacion
cruzada entre TNF-a y sFlt-1, dirigidas principalmente por VEGF, indica que existe
un potencial mecanismo regulatorio de VEGF sobre la produccion de sFlt-1 y TNF-
a a través de la sefalizacion de VEGF/sFIt-1 y VEGF/TNF-qa, respectivamente.
Ademas, los resultados de este estudio sugieren la existencia de mecanismos
cruzados de regulacién entre estos dos factores (TNF-a y sFlt-1).

8.3 Sepiapterina, anadlogo precursor de tetrahidrobiopterina, reestablece la
funcion endotelial, acoplamiento de eNOS v el fenotipo metabélico en CEs.

La PE, representa un problema de salud publica global. Aun asi, no existe un
tratamiento terapéutico, no invasivo, que permita la resolucién de la enfermedad.
Muchas de las estrategias terapéuticas preventivas que se han propuesto han sido
ineficaces (369, 370); probablemente, por el hecho que la fisiopatologia de la
enfermedad aun no ha sido bien establecida. Recientemente, fue propuesto un
procedimiento terapéutico basado en la remocidén de sFlt-1 por aféresis, con la
finalidad de disminuir los niveles de sFlt-1, circulantes en sangre materna (225). Sin
embargo, el impacto que este tipo de procedimiento invasivo podria tener en la
madre y en el feto aln esté por ser esclarecido en futuras investigaciones (225). No
obstante, ya que la DE ha mostrado ser uno de los principales mecanismos
responsables de la instauracion de PE en muchas investigaciones (71, 371, 372),
incluyendo el presente estudio (secciones 8.1 y 8.2); una droga capaz de impactar
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directamente en el restablecimiento de la funcion endotelial, podria ser prometedora
y eficaz para prevenir PE. El empleo de una terapéutica eficaz y de bajo riesgo para
prevenir la PE, podria disminuir el gran impacto que esta enfermedad acarrea en la
sociedad del pais y en todo el mundo.

La sepiapterina (SEPI), precursor de la tetrahidrobiopterina (BH4), es un analogo
precursor del cofactor esencial para la actividad de eNOS (198, 199). Se ha
demostrado que SEPI ser un precursor efectivo y sustituto de BH4 (210, 212). Este
cofactor estabiliza la actividad de eNOS, permitiendo la formacion de *NO y con ello
la relajacion vascular (198, 199). Dado el efecto beneficioso de SEPI como agente
potenciador de la funcion endotelial via el restablecimiento de la actividad de eNOS
(198, 199) vy la biodisponibilidad de *NO (203), su uso podria presentarse como un
agente terapéutico potencial en el tratamiento de la DE ocasionada por sFlt-1y TNF-
a en PE. De alli que SEPI, se presenta como una droga de uso potencial,
demostrada previamente ser segura durante el embarazo (210), para tratar
oportunamente la aparicion de la enfermedad.

8.3.1 SEPI reestablece la produccion de *NO al favorecer el acoplamiento de eNOS
en CEs y HTR-8/SVneo.

La administracién de BH4 ha demostrado que reestablece la funcion endotelial en
pacientes con hipertensién, diabetes, ateroesclerosis, hipercolesterolemia y con
falla cardiaca crénica (203, 373). En el afio 2007, la “Food and Drug Administration”
(FDA) aprobd el uso de la primera formulacion de BH4 (dicloruro de sapropterina,
llamada comercialmente, Kuvan), para su uso en pacientes con fenilcetonuria (210).
El dicloruro de sapropterina, es el primer farmaco aprobado con funciones analogas
a BH4. Experimentalmente, la administracién oral de L-sepiapterina, precursor de
BH4, ha demostrado reestablecer la DE y reducir el estrés oxidativo en un modelo
in vivo empleando arterias mesentéricas aislada de ratones diabéticos (db/db) (212).
SEPI, funciona como precursor de BH4 por la via salvaje, aumenta los niveles de
BH4 y acopla eNOS, para el restablecimiento de la funcidén endotelial (203). Como
ha sido previamente descrito, SEPI, al actuar como un anélogo precursor de BH4,
permite reestablecer el acoplamiento de eNOS, en casos de baja disponibilidad de
este importante cofactor (212). En un modelo animal de hipertensién en el embarazo
en ratas, se demostré que la suplementacién con SEPI, aumenté la produccion de
*NO y disminuyé la formacion de ROS dependiente de eNOS (202).

Los resultados mostrados en secciones anteriores de esta investigacion (seccion
8.1), han demostrado que sFlt-1 es un agente que conlleva a DE, y los posibles
mecanismos a través de los cuales logra este efecto incluyen;

a) disminucion de la biodisponibilidad de VEGF y

b) desacoplamiento de eNOS mediado por disminuidos niveles de BH4.
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Ya que SEPI ha demostrado en otros escenarios, que es capaz de restablecer la
funcion endotelial (203, 373); el siguiente enfoque de esta investigacion fue probar
el papel de SEPI en el restablecimiento de la funcién endotelial en el modelo in vitro
de PE inducido con proteina rh de sFlt-1 y TNF-a. SEPI demostré que su
administracion en concentracion de 100 uM, logra restablecer la produccion de +NO
tanto en CEs, como en trofoblastos (figura 6.1); tal como ha sido previamente
identificado por otros grupos de investigacion, en modelos in vitro e in vivo (212,
265).

La enzima eNOS, requiere de un adecuado acoplamiento de sus dominios oxidasa
y reductasa, para la formacion de *NO (164). En el afio 2000, Walter et al.,
publicaron una carta al editor en la revista cientifica Cardiology, donde reportaban
niveles de BH4, medidos en pacientes sanos y pacientes asintomaticos con
enfermedad coronaria. Los pacientes no mostraron evidencia de alteraciones en la
funcién renal, cancer o enfermedades inmunes. En este estudio, se determind por
HPLC, niveles de BH4 en pacientes sanos de 6.05 nmol/L y en pacientes
asintomaticos con enfermedad coronaria: 5.69 nmol/L (374). La finalidad de ese
estudio estaba enfocada en el papel de la determinacion de BH4 para la deteccion
temprana de enfermedad coronaria; aspecto que no tiene relacion con la presente
investigacion. Sin embargo, permite orientar la idea a lo que cuantitativamente se
desea manifestar cuando se indican “niveles disminuidos de BH4” o “baja
disponibilidad de BH4”, como ha sido indicado por algunos autores. Poe ejemplo;
se hace referencia al estudio de Vasquez-Vivar et al. 1998, donde la autora indica
que existen niveles de BH4 por debajo de lo normalmente establecido, lo cual
favorece la formacion de Oz y la disminucion de *NO (164).

En la presente investigacion, se evaluo el papel de SEPI, en el restablecimiento de
la activacion de eNOS, evaluada por la fosforilacion del residuo de serina 1177 de
la enzima, en CEs expuestas a sFlt-1 (figura 6.2). La administracién de 100 uM de
SEPI restablecié la activacion de la enzima eNOS en CEs (figura 6.2). El
restablecimiento de la activacion de eNOS al administrar SEPI, se corresponde con
otros autores que han encontrado que SEPI restablece la funcion endotelial (212).
En situaciones de baja disponibilidad de BH4, la enzima eNOS genera no solamente
*NO, sino Oz (212). Este proceso ha sido demostrado que ocurre por el
desacoplamiento de la enzima, que conlleva a la subsecuente formaciéon de Oz2"y
H202 (375). Ya que esta investigacion identificO que la administracion de SEPI
restablece la funcion endotelial de células tratadas con sFlt-1, asi como de TNF-a
(Figuras 6.1 y 6.2); se evalué el papel de BH4 en el restablecimiento del
acoplamiento de eNOS y en el restablecimiento de la disponibilidad biologica de
BH4.

Se midieron los niveles de Oz por HPLC empleando la sonda fluorescente 2-OH-
E* en presencia de SEPI y se identificO que los niveles de Oz disminuyen
significativamente (figura 6.4). Estos hechos confirman el papel de SEPI, analogo
precursor, de BH4, en el restablecimiento y acoplamiento de la enzima eNOS, ya
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descrito anteriormente (265). Ademas, la administracion de SEPI logro restablecer
los niveles de BH4 en células tratadas con sFlt-1 y TNF-a (figura 6.3). Esta
observacion se corresponde con otros autores, que en escenarios diferentes, han
evidenciado el aumento de los niveles de BH4, luego de la suplementacion con SEPI
(196, 213). No obstante, es importante comentar que este es el primer enfoque que
evidencia una relacion entre sFlt-1 y bajos niveles de BH4 en CEs. Estos hechos
sugieren que el metabolismo de SEPI a través de la enzima DHFR, hasta BH4;
podria ser crucial para el restablecimiento de los niveles normales de BH4 en
situaciones patoldgicas con elevados niveles de sFlt-1 y TNF-a, tal como PE.

8.3.2 Efectos de la administracion de SEPI en la formacion de ROS y RNS.

En escenarios de estrés oxidativo, la formacion de un intermediario inestable
formado por la reaccion de *NO y Oz, denominado peroxinitrito (ONOO") (267), ha
sido detectado en sistemas biolégicos, como una molécula capaz de conllevar a
dafio endotelial (267, 376). En base a este hecho, vale la pena traer a colacién
ciertas evidencias que se han logrado establecer e este estudio:

a) La administracion de sFlt-1 y TNF-a conlleva a incrementos en la produccion
de ROS (especificamente O2") (figura 4.7), lo cual se entiende como un
proceso de estrés oxidativo, a expensas de Oz, mediado por sFlt-1 y TNF-
a, determinado en CEs.

b) La administracion de SEPI conlleva al restablecimiento de la funcion
endotelial, con incremento en la produccién de *NO (figura 6.1), lo cual indica
un aumento en la produccién de *NO en presencia de SEPI.

Con referencia a estas evidencias, se podria pensar que ante el co-tratamiento de
CEs con sFlt-1 y SEPI o TNF-a y SEPI, probablemente se evidenciaria una
produccién exacerbada de ONOO". Mientras que;

C) a pesar de esas observaciones, también se observo en este estudio, que la
administracion de SEPI, disminuye la produccion de Oz (figura 6.4).

Vale recordar que, tal como se explicé en la seccion 8.1, la fuente de formacién de
02", mediada por sFlt-1, no fue esclarecida en este estudio. El ion Oz, puede ser
producido endégenamente por diversas fuentes intracelulares. Entre ellas, se
destacan procesos enzimaticos de las enzimas NADPH oxidasas, a nivel del
complejo | y complejo Il de la CTE, en la mitocondria, xantina oxidasa, citocromo
p450, lipooxigensas, eNOS, entre otras (300). Ya que BH4 permite acoplar eNOS y
con ello disminuir la formacion de O2"" a expensas de eNOS desacoplada, estos
resultados sugirieron que el Oz~ detectado, podria provenir de cualquiera de estas
fuentes citadas y la administracion de SEPI podria prevenir la formacion de Oz a
partir de eNOS y con ello, los niveles de ONOO™ no tendrian por qué aumentar.
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Para detectar la formacion de ONOO-, se empled la sonda boronato de cumarina
(CBA) y su deteccion se hizo mediante fluorescencia empleando lector de placas.
El tiempo de vida media del ONOO- en sistemas biolégicos, se limita a pocos
milisegundos (377). Por lo tanto, las metodologias para detectar la formacion de
ONOO" se basan en la descomposicion del ONOO™ en NO2, OH" y triéxido de
carbono (COz3) y la consecuente formacién de nitrotirosina. Sin embargo, la
interpretacion de los datos puede ser tediosa e inespecifica, debido a mecanismos
alternos que conllevan a la formacion de nitrotirosina, por ejemplo (267). Para la
deteccion de ONOO" se empleod la sonda CBA, que permitié detectar en tiempo real,
la formacion de ONOO". Tal como se describid en la seccion “Materiales y métodos;
Niveles de ONOO”; la deteccion de ONOO- se hizo bajo tres condiciones o
tratamientos que permitieron discriminar entre la formacion de ONOO™ y H20:2
(Figura 3.11).

1) En una primera condicion, se administrd la sonda CBA; que reacciona con
ONOO" y H202.

2) Ya que la sonda también reacciona con peroxido de hidrégeno (H2032), se
administré catalasa, con la finalidad de descomponer el H202 en Oz y agua;
por lo que el producto detectado bajo esta condicién correspondié a ONOO-".

3) Ademas, se administro L-NAME, inhibidor competitivo de la enzima eNOS
que inhibe la formacién de *NO y con ello la tasa de producciéon de ONOO-
disminuye, de tal manera que el metabolito que bajo estas condiciones
reacciono con la sonda correspondio a H20:.

La identificacion de nitrotirosina ha sido considerada por muchos autores como un
indicador indirecto de la formacion de ONOO- (378). En estudios previos de otros
investigadores, se demostré la presencia de nitrotirosina en tejido renal y en placas
arterioescleroticas durante hipertension (379). Asimismo, en PE, se ha reportado
nitrotirosina en vellosidades de placenta (380) y en el sistema vascular de mujeres
preeclampticas (381). En esta investigacion, se determind directamente la
formacion de ONOO- empleando la sonda CBA (figura 6.5). Este es el primer
estudio en el cual se ha determinado directamente la formacion de ONOO"en un
modelo in vitro de PE.

En CEs, se encontré que no existen diferencias en la formacion de ONOO" en
células que fueron tratadas con sFlt-1 o TNF-a, con respecto a aquellas en las
cuales se co-adminsitrdo SEPI (figura 6.5 A). Es interesante este hecho, ya que en
este estudio se observo un incremento en la formacion de *NO mediado por SEPI.
Sin embargo, en este ensayo se pudieron concluir dos aspectos muy importantes;

a) el primero, que la administracion de sFlt-1 y TNF-a conllevan a un incremento
en los niveles de H202, medido en la reaccion de CBA + L-NAME, mientras
gue los niveles de ONOO" en este caso, fueron similares al control, a pesar
gue se demostrd en secciones anteriores de esta investigacién que, tanto
sFlt-1 como TNF-a disminuyen la produccién de *NO (figuras 4.4y 6.1).
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b) En segundo lugar, con este ensayo se observo que las células en la cuales
se co-administré SEPI, los niveles de H202, medidos a través de la reaccion
de la sonda CBA + L-NAME, fueron significativamente menores, incluso que
el control. Este hecho sugirié que SEPI, reacopla la enzima eNOS y con ello
los niveles de Oz~ disminuyen y por supuesto, los niveles de ONOO" no fueron
elevados, tal como se esperaba.

Con respecto a las células trofoblasticas; la medicion de H20:2 al emplear la sonda
CBA + L-NAME, también mostré resultados interesantes (figura 6.5 B). A diferencia
del patron observado en CEs, donde la formacién de *NO y H202 se correspondio a
los niveles totales determinados soOlo con la sonda CBA; en trofoblastos, la
formacién de H202 fue mucho mayor que lo observado en CEs. En secciones
previas de esta investigacion, se evidencié que en el modelo de correlacion in vitro
de PE con sueros de pacientes, inclusive los sueros de pacientes normotensas
conllevan a la formacién aumentada de ROS (figura 5.7 A-B). Estas evidencias
soportan conclusiones previas de este estudio, en donde se observa que el
consumo de oxigeno de trofoblastos (seccion 8.1), parece no ser inicialmente
guiado a la obtencién de energia mediante la respiracion celular, sino que sirve de
fuente para la formacion de ROS, que tendria funciones importantes en la
proliferacion, diferenciacion y comportamiento de los trofoblastos y por ende en la
placenta.

Hasta el momento, los resultados obtenidos en esta investigacion han evidenciado
que SEPI favorece el acoplamiento de la enzima eNOS y a su vez, el
restablecimiento de la produccién de *NO (seccion 8.3.1). Otro hallazgo importante,
fue la disminucion de la formacion de Oz~ en presencia de SEPI (seccién 8.3.1).
Ademas, durante la determinacion de los niveles de ONOO-, la suplementacion con
SEPI conllevé a determinar niveles de H202 menores que los determinados en el
grupo control. Estas observaciones sugieren que SEPI podria, ademas de favorecer
el acoplamiento de eNOS, actuar como un potencial agente antioxidante.

Méas alla de sus funciones como agente acoplante de eNOS, otra de las funciones
que se le ha atribuido a BH4, es la de agente antioxidante. Sin embargo, esta
funcién, ha sido muy poco explorada. Patel et al., 2002 demostraron que BH4 es
capaz de neutralizar ROS, mostrando inclusive mayor reactividad como antioxidante
que el acido ascorbico (204). Recientemente, Sethumadhavan et al., 2016
encontraron en un modelo in vivo con ratones con sobreexpresién especifica de
GTPCH-1 en cardiomiocitos, que dada la sobreexpresion de GTPCH-1, niveles
aumentados de BH4, disminuyen significativamente el estatus redox celular, sin
afectar los niveles celulares de *NO (209).

Asimismo, ya hace mas de 40 afios, Rembold et al., 1972 demostraron que BH4 se
localiza a nivel mitocondrial, doblando el contenido presente en el citoplasma
(estudio hecho con mitocondrias provenientes de hepatocitos de rata). Inclusive,
demostraron de BH4 es un estimulador del consumo de oxigeno mitocondrial capaz
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de reducir a citocromo c (270). En aquel entonces, Rembold et al.,, 1972
demostraron en otra publicacion, que BH4 se incorpora en la mitocondria; y
propusieron un mecanismo analogo al intercambiador glicerol-fosfato/malato para
el transporte de poder reductor hacia la mitocondria (271). Ademas, reconocieron
que el nivel de NADH intra-mitocondrial juega un papel determinante en la
concentracion de BH4 a nivel mitocondrial.

Con base a estas evidencias, el siguiente enfoque con respecto al papel de SEPI
en el restablecimiento de la funcion endotelial, ademas de la disminucion de O2z™
vista en la seccion anterior, fue evaluar el papel de SEPI como un potencial agente
antioxidante a nivel mitocondrial. Para ello, se midi0 la formacion de mROS
empleando la sonda mitoSOX Red, en CEs, expuestos a sFlt-1, TNF-a y sueros de
pacientes en estudio. Con la administracion de SEPI en concentracion de 100 puM.
Con este ensayo se identificO que efectivamente SEPI, es capaz de limitar la
produccién de mROS tanto en el modelo in vitro de PE establecido con sFlt-1 (figura
6.6) y TNF-a (figura 6.7). Como en el modelo de correlacion in vitro establecido con
sueros de pacientes preeclampticas en estudio (figuras 6.20 y 6.21). Estas
observaciones concuerdan con las evidencias demostradas en esta investigacion y
plantean que, BH4, en situaciones no dependientes de la actividad de eNOS, podria
actuar como un potente agente antioxidante, incluso a nivel mitocondrial.

8.3.3 SEPI reestablece la funcion bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico
in vitro.

Uno de los hallazgos mas interesantes en este estudio correspondié a que SEPI,
posee capacidad neutralizadora de ROS y potencial funcion como antioxidante
(seccion 8.3.2). Dadas las observaciones al determinar la produccion de mROS,
disminuidas en presencia de SEPI, el siguiente enfoque de esta investigacién fue
conocer el impacto de SEPI en el restablecimiento de la funcion bioenergética
mitocondrial de células expuestas a agentes disruptores de la mitocondria, tales
como: sFlt-1 y TNF-a y sueros de pacientes preeclampticas.

Sorpresivamente, en este estudio se demostré que SEPI, en concentraciones de
100 uM restableci6 el fenotipo bioenergético mitocondrial de CEs expuestas a sFlt-
1 (figuras 6.10 y 6.11) y sueros de pacientes preeclampticas (figura 6.19). Mientras
que el efecto de sFlt-1 en la funcion bioenergética mitocondrial de trofoblastos, no
fue restablecida a nivel del control a pesar de la administracién de SEPI (figura 6.12
y 6.13). Con respecto a los trofoblastos tratados con sueros de pacientes
preeclampticas, tal como se mostré en la figura 6.19, se evidencié una mejoria en
la funcion bioenergética mitocondrial de estas células, a niveles que no fueron
diferentes estadisticamente a las células tratadas con sueros de pacientes
normotensas.

Estas observaciones se correspondieron a las evidencias de SEPI como agente
neutralizador o potencial antioxidante mitocondrial, descrito en la seccion 8.3.2.
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Ademas, vale acotar que fueron observaciones sorpresivas, debido a que existen
reportes que dudan de la actividad de BH4 a nivel mitocondrial y como agente
antioxidante (203). Los hallazgos de esta investigacion trascienden esas dudas
existentes en la comunidad cientifica y abren una ventana de posibilidades para el
empleo de SEPI en situaciones patolégicas donde la formacion de ROS de origen
mitocondrial, son protagonicas.

Este es el primer reporte que demuestra la habilidad de SEPI en restablecer la
funcion bioenergética mitocondrial y fenotipo metabdlico de CEs expuestas a sFlt-1
y a sueros de pacientes preeclampticas. Ademas, es también el primer reporte que
muestra que los efectos de SEPI en trofoblastos no son iguales que en CEs. Es
decir, el metabolismo de los trofoblastos, para que puedan cumplir sus funciones en
la placenta y en el mantenimiento y desarrollo del feto no son alteradas por SEPI.
No obstante, SEPI demostré que es capaz de mejorar esa actividad bioenergética
mitocondrial en células expuestas a factores presentes en el suero de maternas
preeclampticas y les permite restablecer su fenotipo metabdlico a niveles que no
son diferentes del fenotipo metabdlico observado en el estudio con sueros de
pacientes normotensas. Todas estas observaciones son bastante prometedoras
para el empleo de SEPI en PE. Con SEPI, se podria orientar el tratamiento
directamente a la funcion endotelial materna, sin afectar la funcion de los
trofoblastos, encargados del desarrollo de ese 6rgano tan importante en la
gestacion, como lo es la placenta.

8.4 La sepiapterina, a través de la via salvaje, reestablece el fenotipo metabdlico en
CEs tratadas con sFlt-1, al funcionar como un potencial agente antioxidante.

Para entender los mecanismos moleculares de SEPI para restablecer el fenotipo
metabdlico en CEs, se definieron dos posibles hipétesis de cédmo ocurriria este
proceso (Ver figura 7.1).

a) La primera hipétesis, sugirié que el restablecimiento del fenotipo metabdlico
ocurriria via *NO (BH4 como cofactor enziméatico permitiria el
restablecimiento de la produccién de *NO y este mediador a su vez, por
mecanismos aun no definidos, potenciaria un cambio de fenotipo metabdlico
con aumento del consumo de oxigeno).

b) La segunda opcion corresponderia a que BH4, actuaria como un potencial
agente antioxidante en la mitocondria, capaz de favorecer el consumo de
oxigeno y de restablecer el fenotipo metabdlico.
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8.4 La sepiapterina, a través de la via salvaje, reestablece el fenotipo
metabolico en CEs tratadas con sFlt-1, al funcionar como un potencial agente
antioxidante.

8.4.1 Papel del *NO en el restablecimiento del fenotipo metabdlico de CEs.

La primera hipotesis que se abordd en este capitulo, correspondié a que el *NO
seria el responsable del restablecimiento del fenotipo metabdlico observado en CEs
expuestas a sFlt-1 y SEPI. Tal como se evidencio en secciones anteriores de esta
investigacion; sFlt-1 es capaz de conllevar a un cambio de fenotipo metabdlico en
CEs; de un fenotipo bioenergético mitocondrial a un fenotipo glucolitico (“capitulo |
de Resultados”). Ademas, en la seccién “capitulo 11l de Resultados”, se observé que
la administracion de SEPI, restablecio la produccion de *NO y también el fenotipo
metabolico mitocondrial en CEs expuestas a sFlt-1.

SEPI, es conocida por favorecer el acoplamiento de eNOS y por ende de restablecer
la formacién de *NO (359), las observaciones de esta investigacion sugirieron que
probablemente el *NO, estaria involucrado en este efecto metabdlico que SEPI tiene
en el restablecimiento de la funcion bioenergética mitocondrial. En células tratadas
con sFlt-1 y TNF-a (figura 6.1), asi como en el modelo de correlacion in vitro
establecido con sueros de pacientes en estudio (figura 6.18), SEPI permitio
restablecer los niveles de *NO. Sin embargo, el restablecimiento de los mismos fue
siempre significativamente menor con respecto al control y a las células tratadas
Unicamente con SEPI. Basado en esta observacion y en el hecho de que el *NO ha
sido considerado como un inhibidor de la CTE (272); las observaciones de este
estudio sugieren que el *NO podria tener un papel importante en el mecanismo de
SEPI para restablecer el fenotipo metabdlico. Vale destacar que observaciones
previas relacionadas al papel de *NO como inhibidor de la respiracién mitocondrial
indican que el *NO interactta con la CTE de diferentes maneras:

a) El \NO causa una inhibicion rapida, selectiva e irreversible del citocromo c
oxidasa y,

b) las especies reactivas de nitrégeno (RNS), tal como ONOO-, entre otras, causan
inhibicién lenta, no selectiva e irreversible de diversos componentes mitocondriales
(272).

Por lo tanto, el *\NO podria causar citotoxicidad y estar involucrado en la produccion
de mROS al afectar la respiracion mitocondrial (273). Sin embargo, ya que la
finalidad de esta seccion de la investigacion fue conocer el papel del *NO en el
restablecimiento de la funcion bioenergética mitocondrial, de CEs expuestas a sFlt-
1, se realizaron diversos tratamientos a las células. Ademas de ser tratadas con
sFlt-1 y sFIt-1 + SEPI, se hicieron tratamientos con L-NAME, inhibidor competitivo
de eNOS y ademas un co-tratamiento de sFlt-1 + SEPI + L-NAME. La administracién
de L-NAME en los ensayos de esta investigacion demostrd, mediante la inhibicion
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competitiva de eNOS, que el *NO, tiene una funcioén parcial en el restablecimiento
de la funcion bioenergética mitocondrial y fenotipo metabalico (figura 7.2 y 7.3).

Para soportar estos hallazgos se administrd nitroglicerina (GTN) como donador de
*NO (figura 7.4y 7.5). La GTN, fue descubierta en 1847 por Ascanio Sobrero y hoy
en dia cuenta con méas de 160 afios desde que ha comenzado a emplearse con
fines terapéuticos (274). Sin embargo, GTN posee varios mecanismos de liberacion
para el *NO; entre los que se encuentran:

a) La interaccién entre nitroglicerina y receptores celulares sulfihidrilos (-SH), la
administracion repetida de GTN conlleva al agotamiento de -SH por oxidacion
y con ello conlleva a tolerancia a GTN (275).

b) Otro mecanismo de bio-activacion de GTN involucra la actividad de enzimas
aldehido deshidrogenasas mitocondriales que median la reduccion de
nitroglicerina a nitrito y *NO (275).

c) Ademas, Bonini et al., 2008 demostro que GTN activa las sintasas de 6xido
nitrico constitutivas (NOS), como una ruta de GTN para mediar
vasodilatacion (276); en su investigacion, Bonini demostré con el empleo de
inhibidores de eNOS, tal como; L-Ns-(1-iminoethyl) ornithine dihydrochloride
(L-NIO), la inhibicién de los efectos de GTN en la disminucién de la presion
arterial en un modelo in vivo con ratas (276). Aflos después, su grupo de
investigaciéon demostré que la activacion de NOS por GTN ocurre via PI-3K
(277).

Una de las desventajas de emplear GTN como donador de *NO se fundamenta en
los diversos mecanismos de bio-activacion, ya comentados. Sin embargo, muchos
autores han empleado GTN con fines terapéuticos en diversos escenarios. Por
ejemplo, se ha demostrado que la administracion de bajas concentraciones de GTN
(menores que pM), inhiben la actividad de células malignas en lo correspondiente a
invasividad, metastasis y resistencia a drogas (382, 383). En referencia a PE, como
ya se ha comentado en secciones anteriores, existe una gran controversia con
respecto a los niveles de *NO en PE (11). No obstante, estudios en tejido placentario
indican que sus niveles estan disminuidos en esta enfermedad (291).

En relacion al empleo de GTN, un estudio demostr6é que su administracion, inhibe
la apoptosis en STB, estudiado en explantes de placenta, expuestos a periodos de
hipoxia/reperfusion (384). Por otra parte, se demostro que GTN disminuye la
liberacién de sFlt-1 y seEng en explantes de placentas a término, expuestas a
hipoxia. A pesar que los niveles de ARNm de sFlt-1 y sEng incrementaron con la
hipoxia, la administracion de GTN disminuyé significativamente la expresion de
estas moléculas a nivel de la transcripcion y la expresion de las mismas. Este
estudio sugirié que la habilidad de GTN para disminuir la expresion de sFlt-1, estaba
relacionada a su capacidad de modular los mecanismos de sefial asociados a la
hipoxia, HIF-a y la consecuente expresion de sFlt-1 y sEng (385). Otro estudio de
Groesch et al. 2012, encontroé resultados similares, en un estudio fundamentalmente
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basado en la misma estrategia experimental que el de Barsoum et al. 2011, con la
diferencia que emplearon nitroprusiato de sodio (SNP) como donador de *NO (295).

Estos estudios citados relacionan a la administracion exdgena de *NO, empleando
donadores exdgenos, con la disminucion de la transcripcion y expresion de factores
anti-angiogénicos y el incremento en la expresion de factores pro-angiogénicos
(295, 385). Es probable, que los efectos observados en esta investigacion, en
referencia a GTN (figura 7.4 y 7.5), estén asociadas a estos mismos mecanismos.
Sin embargo, para comprobar este supuesto y para demostrar el papel que cumple
el *NO en el restablecimiento de la funcion bioenergética mitocondrial de CEs,
expuestas a sFlt-1, se plantea la determinacion de la expresion de ARNm de sFlt-1,
sEng y VEGF en CEs tratadas con GTN y sFlt-1. Ademas, dados los mecanismos
de bio-activacion de los donadores de *NO citados y para obtener una conclusién
mas objetiva con respecto al papel del *NO en el restablecimiento del fenotipo
metabdlico en CEs, se recomienda el empleo de otros agentes donadores de *NO,
como por ejemplo; Diethylenetriamine NONOate (DETA NONOate).

8.4.2 La conversion de BH2 a BH4 via DHFR es esencial para el restablecimiento
del fenotipo metabdlico en CEs en el modelo in vitro de PE.

En secciones anteriores de esta investigacion se demostré que SEPI es capaz de
disminuir la produccion de ROS de origen mitocondrial (seccion 8.3.2). Ademas, la
produccion de ROS citosélico (O2) también disminuye significativamente en
presencia de SEPI, en células tratadas con sFlt-1 (seccién 8.3.1). Estas
observaciones sugirieron que SEPI, podria actuar como un “scavenger” o
neutralizador de ROS y con esto, mejorar la respiracion mitocondrial en células que
se encuentran bajo tratamiento con disruptores de la mitocondria, tal como sFlt-1.
Sin embrago, hasta el momento, no se ha determinado si el papel de SEPI se debe
a su metabolismo a BH2 (via SR) o propiamente a su metabolito final, BH4 (via
DHFR) (ver figura 8.6).

SR (BH2) DHFR (BH4)
SEPI > 7,8 Dihidrobiopterina > Tetrahidrobiopterina

Figura 8.6 Metabolismo de SEPI a tetrahidrobiopterina (BH4). SEPI, analogo precursor de BH4, se
administra exdgenamente y se metaboliza a 7,8 dihidrobiopterina (BH2) donde interviene la enzima
sepiapterina reductasa (SR) y de éste a tetrahidrobiopterina (BH4) con la intervencién de la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR).

Para entender el papel de BH2 y BH4 en la funcion de SEPI como agente capaz de
restablecer la funcién bioenergética mitocondrial de CEs, expuestas a sFlt-1; se
establecio la inhibicion farmacoldgica de la enzima DHFR empleando el inhibidor
metotrexato (MTX). La enzima DHFR permite la reduccion de BH2 a BH4 por la via
salvaje (ver figuras 1.6 y 8.6) (386, 387). Mientras que, MTX, al inhibir la enzima

241



DHFR, permite la disminucion de BH4 intracelular y el incremento en los niveles de
BH2, lo cual disminuye el radio BH4:BH2 (246, 388-390).

El empleo de MTX en concentracién de 100 uM ha sido previamente empleado en
otros modelos fisiopatologicos in vitro (278, 279). Su utilizacion permite inhibir la
actividad de DHFR y con ello, el metabolismo de BH2 a BH4, la cual es la molécula
biologicamente activa. MTX es una molécula citotoxica y teratogénica, que ejerce
sus efectos principalmente al inhibir la enzima DHFR y con ello el metabolismo de
tetrahidrofolatos (391). También se han documentados otros mecanismos de accion
de MTX, que incluyen la inhibicion de enzimas involucradas en el metabolismo de
purinas, que conllevan a la acumulacion de adenosina e inhibicion de enzimas
metiltransferasas (392).

En esta investigacion, el empleo de MTX (figuras 7.7 y 7.8), demostré que el
metabolismo completo de SEPI a BH4 es necesario para el establecimiento de las
funciones de SEPI como agente capaz de restablecer la funcion bioenergética
mitocondrial en CEs. No obstante, el empleo de MTX probablemente no representa
el mejor enfoque para la inhibicién del metabolismo de BH2 a BH4 por la via salvaje,
por varias razones:

a) MTX es una droga con elevada toxicidad, que al interferir en el metabolismo
de BH2 a BH4 impacta en otras rutas metabdlicas, que incluyen el
metabolismo del acido félico (393).

b) Al disminuir el radio BH4:BH2, los niveles de BH4 disminuyen
significativamente, lo cual impacta en el acoplamiento de la enzima eNOS y
en la produccién de *NO.

Por ende, el empleo de MTX, para observar el papel de SEPI como agente
neutralizador de ROS es limitado, sus resultados pueden estar siendo
enmascarados por esas dos vertientes descritas anteriormente que no permitirian
dilucidar por completo esta posible funcién como antioxidante. Sin embargo, el
enfoque propuesto tiene también sus fortalezas. El empleo de MTX permitioé obtener
un amplio panorama de la implicacion de BH4 en el restablecimiento del fenotipo
metabdlico en PE y de la importancia del metabolismo completo de SEPI a BH4.
Por una parte:

a) Se confirmo6 que el metabolito que estd cumpliendo con las habilidades de
SEPI en el restablecimiento de la funcién bioenergética mitocondrial es BH4
y no su predecesor BH2.

b) Ademas, al desestabilizar el radio BH4:BH2 citosolico, los efectos en el
estatus redox celular fueron evidentes. Lo cual orienta a considerar el papel
de BH4 como potencial agente antioxidante.

c) Nuevamente, este estudio con MTX orienta a profundizar en el estudio del
papel de eNOS/*NO en la funcion bioenergética mitocondrial en el modelo in
vitro de PE con sFlt-1.
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Para poder establecer un juicio mas concreto en el papel de BH4 como agente
acoplante de eNOS o como agente antioxidante; se sugiere el empleo de células en
cultivo con inhibicion mediante silenciamiento o “knockout” de DHFR. A través de
este enfoque se limitarian los inconvenientes de citotoxicidad del empleo de MTX
para la inhibicion de la enzima DHFR. También seria necesario medir la razon
BH4:BH2, citosolico e intramitocondrial, para confirmar los efectos del
silenciamiento de DHFR y contrastar estas observaciones con el estatus redox
celular, dentro y fuera de la mitocondria. Finalmente, se propondria que estas
observaciones sean comparadas con la determinacion del acoplamiento de eNOS,
formacion de Oz dependiente de eNOS y su fosforilacion en el residuo de serina
1177, junto a la determinacion del dimero y mondmero de la enzima a través de
western blot.

Tal como se comentd anteriormente (seccion 8.4.1), para responsabilizar al *NO de
los efectos benéficos de SEPI, se propone emplear donadores de *NO como el
DETA NONOate y para conocer mejor su habilidad como antioxidante mitocondrial,
se propone contrastar sus efectos con los de antioxidantes dirigidos a la mitocondria
como mito vitamina-E.
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9. Consideraciones finales

La desregulacion en los niveles circulantes de FAAs esta fuertemente asociada al
establecimiento de preeclampsia. En esta investigacion, se ha identificado por
primera vez, que sFlt-1 es capaz de modular la funcion endotelial a través de
mecanismos dependientes de la biodisponibilidad de BH4/-NO y ademas, se
demostré6 que, sFlt-1 altera el metabolismo bioenergético mitocondrial en
preeclampsia. En esta investigacion, fue muy importante conocer los eventos
moleculares que ocurren en preeclampsia, antes que se establezca el proceso
patolégico. Por tales motivos el enfoque se orientd en conocer las perturbaciones
metabolicas tempranas, que conllevan al establecimiento de un proceso patologico
per se.

La etiologia de preeclampsia sigue siendo un enigma, incluso hoy en dia, cuando
los avances cientificos abarcan el estudio de sistemas bioldégicos complejos. Una
de las razones por las cuales el origen de preeclampsia sigue siendo desconocido,
es que esta es una enfermedad multifactorial, con factores de riesgo poblacionales
y que no obedecen a una Unica regla o patron. A pesar de esto, se ha identificado
que factores anti-angiogénicos y pro-inflamatorios estan involucrados en su
aparicion. La formacién de un nuevo ser vivo implica un balance en el delicado
proceso angiogénico, orquestado por VEGF. En esta investigacion se propuso un
enfoque integral, que ubica a VEGF como un regulador maestro en la regulacién de
la produccion de sFlt-1 y TNF-a. A su vez, se identifico que sFlt-1 y TNF-a pueden
regularse de forma entrecruzada, lo que por una parte esclarece el entendimiento
del proceso patoldgico. Este enfoque propuesto en esta investigacion, apunta a un
enfoque integral de la preeclampsia, protagonizado por VEGF y efectuado por
factores anti-angiogénicos y pro-inflamatorios involucrados en cambios
bioenergéticos y de fenotipo metabdlico; predictores de la enfermedad.

Como fortalezas en este estudio se encuentra el empleo de un modelo de
correlacion in vitro, donde se identificaron elevados, los dos principales exponentes
propuestos en esta investigacion; sFlt-1 y TNF-a. Con dicho modelo de correlacion,
se observd de forma mas objetiva a la preeclampsia, desde el punto de vista
molecular. También, se pudo entender que los cambios metabdlicos preceden los
eventos moleculares fisiopatoldgicos en la enfermedad. Ademas, se identificé un
papel de sFlt-1 como disruptor mitocondrial que afecta, no sélo la sefializaciéon de
VEGF/*NO, sino que tiene un impacto en la regulacion de tetrahidrobiopterina; otro
mecanismo propuesto en esta investigacion como responsable del proceso de
disfuncion endotelial en preeclampsia. Este estudio propone por primera vez, el
empleo de sepiapterina como potencial agente terapéutico para el tratamiento de
preeclampsia. En este estudio se identificO que sepiapterina se metaboliza a
tetrahidrobiopterina, y su metabolismo es crucial para observar los efectos benéficos
de la droga en el restablecimiento de la funcion bioenergética mitocondrial en el
modelo propuesto de preeclampsia.
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10. Perspectivas futuras

Al momento de finalizar este estudio, mientras que las interrogantes iniciales de la
investigacion comenzaron a responderse, otras mas comenzaron a surgir y a invadir
el deseo cientifico de conocer mejor, qué esta sucediendo en preeclampsia. Tal
como se establecio anteriormente; en este estudio se reporta por primera vez el
papel de sFlt-1 en la fisiopatologia de la enfermedad y a su vez, se propone una
terapéutica para su tratamiento. Sin embargo, en lo concerniente a esta terapéutica
basada en el uso de sepiapterina, alun es importante conocer los mecanismos
moleculares que ubican a ésta, como una droga de uso potencial en el tratamiento
de preeclampsia. En esta investigacion hemos propuesto que su mecanismo de
accion involucra la produccion de 6xido nitrico y también actividad antioxidante. No
obstante, para completar estas afirmaciones, es necesario llevar a cabo estudios
con agentes antioxidantes mitocondriales, tal como mito-vitamina E y donadores de
oxido nitrico. Este enfoque permitiria comparar el mecanismo de sepiapterina con
antioxidantes orientados a la mitocondria y agentes donadores de 6xido nitrico que
cumplan con las exigencias de nuestro modelo. Por ello una primera perspectiva
futura apunta al estudio in vitro, de los mecanismos moleculares de sepiapterina
como antioxidante.

Por otra parte, aun debemos indagar en el mecanismo a través del cual sFlt-1
conlleva a cambios en el fenotipo metabdlico en células endoteliales. Una propuesta
inclina a considerar que sFlt-1 podria ejercer cambios en el estatus redox celular.
Cuando el estatus redox celular esta alterado, la suplementacion de la mitocondria
con substratos energéticos es limitada. Por ejemplo; incrementos en los niveles de
NADH citoplasmaticos conllevan a la inhibicion de la entrada de piruvato a la
mitocondria. Por tales motivos, proponemos el estudio del estatus redox celular
mediante la determinacion por HPLC de la razén NAD*/NADH. Asimismo,
proponemos el estudio de los substratos que suplementan la obtencién de energia
a través de la respiracion mitocondrial por espectrometria de masas. El indagar el
papel de sFlt-1 en el estatus redox celular, se propone inicialmente como un estudio
in vitro, que puede completar la perspectiva propuesta en el parrafo anterior.
Ademas, para entender mejor el papel del estatus redox también se propone
completar con un estudio ex vivo, con explantes de placenta e in vivo en ratones.

El siguiente paso propuesto en el camino del trabajo realizado en esta tesis,
corresponde a la traslacion del modelo in vitro, al establecimiento de un modelo in
vivo, con ratones. Como se indicd en los parrafos anteriores, ciertas incognitas
asociadas al mecanismo de accion de sepiapterina siguen establecidas. Una vez
contestadas, trasladar este estudio a un modelo in vivo, en donde se pueda observar
de forma integral la accion de sepiapterina, demostrar la factibilidad del empleo de
esta droga como terapia para preeclampsia.
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11. Conclusiones

En este estudio se demostré que sFlt-1, en concentraciones que no generan
respuesta anti-angiogénica, conlleva a DE al limitar la sefalizacién y
biodisponibilidad de VEGF y con ello, conlleva a una baja produccion de *NO
in vitro. Basado en esta observacion, se identificaron dos potenciales
mecanismos a traves de los cuales sFlt-1 conduce a DE. El primero involucra
su actividad como antagonista de VEGF. El segundo, implica eventos
moleculares que limitan la biodisponibilidad de BH4, a través de la via
salvaje; y que conllevan al desacoplamiento de la enzima eNOS, produccién
limitada de *NO y exacerbada de Oz".

Por primera vez, se reporta que sFlt-1, es capaz de alterar la funcion
bioenergética mitocondrial en CEs, de forma dosis dependiente a la
administracion de proteina rh sFlt-1, conllevando a un cambio de fenotipo
metabolico hacia glucdlisis. Se demostro que los trofoblastos inmortalizados,
aislados de placentas de primer trimestre, poseen un fenotipo metabdlico
basal principalmente glucolitico; con elevado consumo de oxigeno basal. El
consumo de oxigeno mitocondrial de los trofoblastos, se asocié a la
formacion de Oz de origen mitocondrial. En base al metabolismo basal de
los trofoblastos, se evidencié que sFlt-1 no impacta en su funcidn
bioenergética mitocondrial ni en su fenotipo metabdlico con la misma
trascendencia que en CEs.

En el modelo de correlacion in vitro, se demostro que los efectos en la funcién
endotelial y bioenergética mitocondrial, no dependen Unicamente de la
disminucién de la biodisponibilidad de VEGF (mediada por los elevados
niveles de sFlt-1 determinados en suero de mujeres preeclampticas). Sino
que otras moléculas presentes en suero de maternas preeclampticas,
también estan implicadas en el origen de la enfermedad. En este estudio se
identificé que los niveles de TNF-a estan elevados en suero de maternas
preeclampticas y se propuso su papel como molécula mediadora de
disfuncién mitocondrial en el modelo de correlacion in vitro, establecido.

Tal como ha sido reportado por otros autores; en esta investigacion se
identificaron niveles elevados de sFlt-1 y TNF-a circulantes en suero
provenientes de maternas preeclampticas. Ademas, se demostro in vitro qué
en PE, VEGF funciona como un regulador maestro de la produccion de sFlt-
1y TNF-a. También se evidencié que sFlt-1 dosis dependientemente, regula
la produccion de TNF-a en CEs. Mientras que TNF-a, demostré que regula
positivamente la produccion de sFlt-1 en CEs y en trofoblastos.

En relacién con la terapéutica propuesta en este estudio, basada en el
empleo de sepiapterina para el tratamiento de PE; se identificO que su
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empleo restablece la produccion de *NO y la activacion de la enzima eNOS
en el modelo in vitro de preeclampsia con sFlt-1; y en el modelo de
correlacion in vitro con sueros de pacientes preeclampticas.

A pesar de la produccion aumentada de *NO mediada por sepiapterina, en
conjunto con el incremento de estrés oxidativo inducido por el modelo in vitro
de preeclampsia, los niveles de ONOO- detectados fueron bajos. Se identifico
que sepiapterina restablece la produccion de ROS en el modelo in vitro de
PE con sFlt-1 y TNF-a.

Por primera vez, se demuestra que sepiapterina restablece los efectos
adversos de sFlt-1 in vitro; demostrado al medir la funcion bioenergética
mitocondrial y el fenotipo metabdlico en CEs expuestas a sFlt-1 y en el
modelo de correlaciéon in vitro, establecido con sueros provenientes de
pacientes preeclampticas.

La administracion de sepiapterina restablece los niveles de BH4, reacopla la
enzima sintasa eNOS y restablece la produccion de *NO.

Sepiapterina, a través de su metabolismo a BH4 por la via salvaje, limita la

produccion de Oz citosélico y mitocondrial, al actuar como un potencial
agente antioxidante.
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12. Anexos
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de Ministerio de la Proteccion Social Iguaimente se siguen las normas contempladas en la
Declaracion de Helsinks (Seul-Corea 2008) y de la conferencia mundial de Armonizacidn para las
Buenas Practicas Clinicas

Solicitado y sometido a consideracion por el Dr Marcos Lopez Casillas, Investigador Principal. Fecha
22 de Mayo de 2012. Presentado por ia Dra Norma Serrano Diaz, Directora de Investigaciones.

A la reunion asistieron

+ Dr. Angel Maria Chaves Neira: Miembro versado, Médico Cardioldgo, Presidente.

+ Dra. Elsa Maria Serpa Isaza: Miembro versado, Médica Cirujana Especialista en Adm.
Servicios de Salud, Vice-Presidente.

» Dra. Maria Alexandra Pérez Sotelo: Miembro versado, Médica Cirujana, Especialista en
Pediatria y Oncologia.

* Maria Cristina Villamizar Villamil: Miembro versado, Enfermera Jefe y Sonografista
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* Hernan Villa-Roel Ramirez: Miembro no versado, Arquitecto.

* Sra. Clara Barreto: Miembro no versado, Ingeniera Industrial,
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2. Aval del Comité de Etica de la Clinica Materno Infantil San Luis.

ey
cm
cl'. v‘
Clinica San Luis

pueru b 11y

Bucaramangs Mayu 6 de 2014 OM-0050-14
Doctor

MARCOS LOPEZ CASILLAS

Director de Bliotecnologiz, Innovackds y Desarrollo Tecnoidaico

Unidad de Biotecnologla Fungacion Cardovasculs: de C bla

Cra 5 A No 6-33

Floridablanca

Ref. Proyecto Investigacion ROL DE LA GTPCH-1, TETRANMIDROBIOPTERINA Y LA SINTASA DE
ACIDOS GRASOS EN PREECLAMPSIA,

En virtud a la solicitud presentada a lp Clinica Materno infantil San Luis para que sea participe del
estudio, mediante |3 recoleccidn de muestras bioldgicas, datos e Interaccidn directs con los
usuarios me permito Iinformarde que esta fue presectads en el seno del Comité de Etica
Institucional efectuade el dia 24 de Febrero del presente afio determindndose:

1- Aprobar y dar visbllidad para la recoleccidn de informacidn, muestras biologicas necesarias
para & objeto del estudio de acuerdo & los procedimientos y parametros establecidos en el
resumen ejecutive del proyecto, asi como con total apego a las normas y lineamientos que
regulan este tipo de Investigaciones,

2- Que la etapa activa de recoleccion de fa informacion y muestras se efectué de manera
coordinada y organizada con 108 respactivos servicos fuente de informadion,

Cordialmente

CC, Archivo Comité Bty
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