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1 RESUMEN

La preeclampsia (PE) es la mayor causa de restriccion del crecimiento intrauterino
y mortalidad perinatal. Se ha observado, que su etiologia se encuentra relacionada
con disfuncion endotelial, deficiencia en la vascularizacion placentaria y alteraciones
en la funcion mitocondrial entre otras.

Obijetivos: en el presente estudio se compararon los niveles de expresion de la
proteina eNOS como biomarcador bioquimico de funcion endotelial; y las
actividades de las enzimas citrato sintasa (CS) y citocromo c¢ oxidasa (COX) como
biomarcadores bioquimicos de funcion mitocondrial, en tejido placentario obtenido
de un grupo de mujeres primigestantes diagnosticadas con preeclampsia vs. un
grupo control.

Metodologia: se seleccionaron 13 muestras de placenta de primigestantes y 10 de
aguellas que presentaron preeclamsia (PE) al final del embarazo. Las muestras
fueron lisadas mediante homogenizador para obtener el extracto con proteina total.
Estos extractos se analizaron utilizando la técnica de Western Blot y la expresion de
las proteinas eNOS se cuantificd por densidad 6ptica. Con el objetivo de comparar
la actividad enzimatica mitocondrial de CS y COX y compararlas con la de las
gestantes que desarrollaron PE se prepararon extractos de ambos grupos de
pacientes (sanas y PE), utilizando el kit de ensayo de marca Sigma de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

Resultados: en el presente estudio se observé un incremento en la expresion de
eNOS en las placentas de las gestantes con PE en relacion con las placentas de
las gestantes sanas. Ademas, la actividad enzimatica de COX en las placentas de
las gestantes con PE fue mayor que en las placentas de gestantes sanas.
Igualmente, la actividad enzimatica de CS en las placentas de las gestantes con PE
fue menor que en las placentas de gestantes sanas

Conclusion: El andlisis de biomarcadores bioquimicos de funcién endotelial como la
proteina eNOS y de funcion mitocondrial como las enzimas citrato sintasa (CS) y
citocromo c oxidasa (COX) en tejido placentario, nos permitié obtener evidencias de
gue patologias como la preeclampsia estan relacionadas con alteracién de los
procesos de vascularizacion placentaria. Esta relacion posiblemente se pueda
explicar ya que una alteracién vascular placentaria conllevaria a un aumento en los
niveles de estrés oxidativo provocando disfuncion endotelial, y ademas, contribuye
con la disminuciébn del aporte energético a la placenta, lo que trae como
consecuencia una alteracion de los procesos de actividad enzimatica mitocondrial
placentaria necesarios para que la placenta presente un eficaz funcionamiento.



2 JUSTIFICACION

La preeclampsia (PE) es la mayor causa de restriccion del crecimiento intrauterino
y mortalidad perinatal. Se ha observado que su etiologia se encuentra relacionada
con disfuncion endotelial, deficiencia en la vascularizacion placentaria y alteraciones
en la funcién mitocondrial entre otras. La placenta se conoce que desempefia un
papel importante en el dominio de la vascularizacion que relaciona al feto con la
madre. Las funciones placentarias estan determinadas por la vascularizaciéon y un
adecuado fluido de sangre entre la madre y el feto para que se ofrezca a este ultimo
los nutrientes y el oxigeno necesarios para su desarrollo. En todo el desarrollo de la
vascularizacion placentaria participa el Oxido Nitrico (NO) como vasodilatador y
precursor de la angiogénesis. El NO es sintetizado a partir de la L — Arginina por la
Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS).

Se ha propuesto, como parte de la fisiopatologia de la preeclampsia, que existen
fallas en el sistema de generacion de NO que compromete la funcién del endotelio,
de tal manera que la menor vasodilatacion dependiente de NO y el exceso en la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) podrian explicar la falta de
perfusidbn placentaria en la preeclampsia. Asi como es necesaria para la
vasculogénesis la funcion endotelial, se hace importante un aporte energético
adecuado ya que los procesos de placentacion requieren de niveles altos de
egergia, aqui radica la necesidad de estudiar la funcién mitocondrial en las
placentas de las primigestantes con preeclampsia.

También se ha relacionado la posterior aparicion de enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT) con alteraciones materno — fetales como la preeclampsia, que
afecta directamente aspectos relacionados con la nutricién del feto, limitando la
cantidad de nutrientes que este recibe y haciéndolo susceptible a padecer ECNT en
Ssu vida adulta.

Los objetivos del presente trabajo estan enmarcados dentro de la linea de
investigacién que estudia los mecanismos bioldgicos asociados a la programacion
fetal de ECNT y que dispone de un banco de muestras de placentas conformado a
partir del proyecto (Cod. N° 110645921540). Estas muestras fueron utilizadas para
el desarrollo de la presente propuesta.



3 MARCO TEORICO
3.1 PREECLAMPSIA.

La preeclampsia es la mayor causa de morbimortalidad materno fetal en el mundo
y ocurre después de la semana 20 del embarazo, afectando entre el 3% y el 5% de
todas las embarazadas(1). En Sur Africa los mayores indices de muertes son por
esta patologia (2), en el Reino Unido la preeclampsia es la segunda causa de
muerte(3) y en Colombia la preeclampsia aporta el 42% de la morbimortalidad
materno fetal(4).

Esta patologia se caracteriza por vasoespasmo e incremento de la resistencia
vascular periférica, con consecuencias como la reduccion en la perfusion de los
organos e hipertension. La preeclampsia es una de las mayores causas de
restriccion en el crecimiento intrauterino(5), y complicaciones como alteraciones de
la funcion hepética y renal, las cuales se manifiestan con sintomas tales como: dolor
abdominal, dolor de cabeza, dolor epigastrico y edema.

Los factores de riesgo asociados a preeclampsia son: obesidad(6), diabetes
mellitus(7), gestante nulipara(8), edades extremas en la gestante(9), enfermedad
renal, primer parto, alteraciones en la coagulacion, hipertensién cronica,
antecedentes genéticos, respuesta inflamatoria de la madre, disfuncion endotelial,
indice de masa corporal alto(10) y mas de 10 afios entre embarazos(11).

Se sospecha de una preeclampsia cuando después de la segunda mitad del
embarazo se presenta: hipertensién con proteinuria; cuando las cifras estan por
encima de los 140/90 (sistélica y diastélica respectivamente), tomada en mas de
dos ocasiones con una diferencia en tiempo de 6 horas y después de la semana 20
de gestacion. Otra caracteristica clinica de la preeclampsia es: la proteinuria mayor
a 300mg en el dia.

La complicacién de esta patologia compromete la funcién hepatica y renal,
manifestandose con sintomas tales como: dolor abdominal, dolor de cabeza, dolor
epigastrico y edema. Los exdmenes de laboratorio que confirman la complicacion
de esta patologia son: enzimas hepaticas elevadas, trombocitopenia y el bajo, lo
qgue lleva a pensar en un sindrome de HELLP (de sus siglas en inglés: hemolisis,
enzimas hepaticas elevadas, conteo de plaquetas bajo). Sin embargo, un solo
examen de laboratorio positivo, no es suficiente para confirmar la presencia de
preeclampsia (12).

El comdn denominador que modula el desenlace de preeclampsia es la placenta,
gue es un oOrgano transitorio que actia como interface entre la madre y el feto,
evitando asi el rechazo inmunoldgico y satisfaciendo las necesidades fisiolégicas y
la secrecion de hormonas endocrinas para el buen término del embarazo(13).

La placenta es objeto de multiples procesos fisioldgicos que se encargan del
enriguecimiento vascular de la misma durante el primer trimestre del embarazo,
para satisfacer las necesidades del feto durante toda la gestacion. Su
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funcionamiento esta determinado por el desarrollo adecuado de la vascularizacion,
fluido de sangre, y diferenciacion del trofoblasto(14).

En un embarazo normal, la invasion del trofoblasto en el masculo uterino forma los
espacios intervellosos y forman una red vascular en la que se incrementan
gradualmente los vasos sanguineos los cuales responden a los estimulos
vasomotores. Simultdneamente, se genera nuevo endotelio, la sustitucion de la
lamina elastica interna, el musculo liso por trofoblasto, y la distencion venosa junto
con la matriz fibrinoide; siendo la transformacion completa a la semana 20 del
embarazo. Con esto el espacio intervelloso recibe el suministro de sangre necesario
para satisfacer las demandas de la unidad feto placentaria durante todas las etapas
de la gestacion(14).

La placenta de una gestante con preeclampsia se caracteriza por una deficiente
invasion del trofoblasto, y la remodelacion de la arteria espiral se limita a las
porciones de la decidua; de tal manera que los segmentos miometriales no la
permiten ampliar y permanece contractil(15).

El defecto en la remodelacion de la arteria uterina, se ve reflejado en la deficiente
perfusidbn sanguinea que conlleva a una hipoxia 0 a una isquemia placentaria;
siendo frecuente que las placentas de gestantes que han padecido preeclampsia
presenten infartos(15).

Esta patologia se presenta cuando hay condiciones de hipoxia, disfuncion endotelial
y estrés oxidativo(16) en la placenta, que son los causantes de una pobre
placentacion en etapas tempranas. En las etapas siguientes, cuando incrementa la
hipoxia, se evidencian cifras tensionales altas, proteinuria y disfuncién hepatica.
Cuando la preeclampsia se instaura en etapas tempranas de la gestacion,
especialmente antes de la semana 34, se observan consecuencias graves para €l
feto como: insuficiencia en su nutricion y en su respiracion que pueden provocar la
muerte del mismo(16).

3.2 FUNCION ENDOTELIAL Y PREECLAMPSIA.

El endotelio es un tejido complejo que al recubrir el interior de los vasos sanguineos
actia como una lamina de transicion entre la circulacion sanguinea y la intima
vascular y recubre todo el sistema cardiovascular y también los vasos linfaticos(17).

La funcion del endotelio depende de la integridad de las células endoteliales, de la
adecuada conexion entre ellas y de la produccién de sustancias vasoactivas estas
tltimas, responsables de la regulacion del tono vascular, de la interaccion con las
células blancas, de la coagulacion, de la fibrindlisis, de la agregacion plaquetaria,
de la angiogénesis, entre otras(18).

El 6xido nitrico es un gas con multiples propiedades bioldgicas y esta encargado de
modular varios procesos fisioldgicos en todo el organismo; Esta molécula es
producida por las células endoteliales a partir de la L — arginina e interactta con el
grupo hemo de la guanilato ciclasa para aumentar la formacién de cGMP en las
células de musculo liso vascular. La sintesis del NO por la via de la L — arginina se
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ha encontrado en muchas otras células y en tejidos como: glandulas adrenales(19),
cerebro(20) y plaquetas(21) entre otros.

La molécula del NO comparte las mismas caracteristicas quimicas de un radical
libre debido a la presencia de un electron desapareado en el ultimo nivel de su
estructura quimica, y que le brinda la posibilidad de reaccionar con diferentes
moléculas, esta presente en los tejidos en una concentracion de 1 a 3000 nM bajo
condiciones fisiolégicas normales.

El NO esté involucrado en muchos procesos bioquimicos y fisiolégicos debido a su
relacion con funciones endoteliales que son parte del desarrollo y mantenimiento de
toda la biologia humana(22). Sus caracteristicas quimicas le permiten relacionarse
facilmente con otras moléculas como: proteinas, grupos hemo, atomos de cobre o
de hierro(23) y moléculas que hacen parte de la cadena respiratoria como: el
complejo I, Il y la Aconitasa, a través de las cuales afecta la respiracion mitocondrial
celular(24).

Como ya se mencion6 anteriormente el NO es el principal mediador de la
homeostasis vascular y por tanto una disminucién en su biodisponibilidad es signo
de una alteracién en la funcién endotelial(18).

El NO es sintetizado en el sitio y en el momento en que se requiere ya que este no
puede ser almacenado y posteriormente transportado debido a su alta reactividad.

La enzima encargada de producir el NO es la Oxido Nitrico Sintasa (de sus siglas
en inglés, NOS) la cual utiliza como sustrato a la L — arginina y junto con el NADPH
y el Oxigeno producen el NO (gas), la L - citrulina, y el agua(25).

La NOS ha sido clasificada en 3 isoenzimas basandose en las caracteristicas fisicas
y bioquimicas de las enzimas purificadas como neuronal, endotelial (eNOS), y NOS
inducible (el tejido placentario humano ha mostrado la expresion selectiva de la
isoforma eNOS). Estas isoenzimas comparten entre el 50 y 60% de homologia entre
si, respecto a la secuencia de los aminoacidos que la conforman, y a sus dominios
oxidasa y reductasa (26-28). Cada una de las isoenzimas posee determinadas
propiedades y una expresion tejido especifica que funciona de acuerdo a su propia
regulacion(29).

Aunque las isoformas presentan algunas diferencias entre si, son muy similares en
su estructura proteica con 1144 residuos de aminoacidos aproximadamente.
Generalmente, la literatura menciona en la conformacion de la NOS, dos segmentos
principales constituidos por un par de ménomeros idénticos: un domino carboxi-
terminal reductasa (NOSred) homologo al citocromo P450, y un dominio N-terminal
oxigenasa catalitico (NOSox), el cual extrae un electrén del sustrato L-arginina(30).

La NOS cuenta con un dominio extra ubicado de manera intermedia entre los
residuos 499 y 530 de su estructura, sitio restringido para la union a la calmodulina,
proteina citosoélica cuya actividad es regulada por el calcio, si esta se encuentra
desacoplada la enzima produce anién superoxido en lugar de NO y se convierte en
fuente de estrés oxidativo(31, 32).
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El dominio NOS reductasa contiene sitios de unidn importantes para dar inicio a la
reaccion para coenzimas como: Flavina Mononucleétido (FMN), Flavina Adenina
Dinucledtido (FAD) y Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato —reducido-
(NADPH); 'y el NOSox por su parte, requiere oxigeno molecular (O2),
tetrahidrobiopterina (BH4), hierro, hemo y el sustrato de la reaccion para
finalizarla(33).

La L- arginina, el hemo y la BH4 son los encargados de ofrecer la estabilidad y el
soporte a la estructura que una vez formada, el paso siguiente es iniciar la reaccion
con la activacion de la calmodulina (CaM), la cual, dependiendo de la isoforma,
puede estar unida a la estructura o formando un complejo dependiente de calcio
(CaM-Ca*?)(34).

La CaM ofrece un equilibrio cinético a la reaccion, acelerando y manteniendo un
buen ritmo del flujo de los electrones que se transportan a través de los dominios
reductasa y oxigenasa(35). Una vez acoplada la CaM, un transportador especifico
lleva la L — arginina al sitio de reaccion y se suma a esta la presencia del NADPH y
el oxigeno molecular.

Se inicia con la donacion de un H* por parte de la NADPH, pasando de su estado
reducido al oxidado (NADP+), el electron viaja a través del dominio reductasa
gracias a los transportadores de electrones FAD y FMN. Los cofactores de flavina,
tienen como funcién permitir que el electron llegue al grupo hemo en el N-terminal
el cual se comporta como aceptor final de electrones y propicia la formacion de
radicales intermediarios estables(29, 35).

En este punto, los electrones transferidos interactian también con la (BH4) para
activar el sitio de catdlisis y son usados para reducir y activar el Oz. Particularmente
en las enzimas de expresion constitutiva, éstas deben ejecutar dos veces todo el
proceso para generar una molécula de NO: en el primer ciclo, se lleva a cabo la
hidroxilacion del sustrato a N®- hidroxi- L-arginina, el cual permanece unido a la
enzima, hasta que en el segundo ciclo, la NOS oxida éste producto a L-citrulina y
NO(36).

Las isoformas presentan diferencias respecto al tipo de expresion que desarrollan,
por ejemplo la eNOS y nNOS son de expresién constitutiva, mientras que la INOS
tiene una expresion inducible. En el caso de las primeras, la enzima esta o no
presente, si eésta, se mantiene inactiva hasta que un estimulo, en este caso el
incremento de Ca?* intracelular, inicia su actividad que puede ser alta o baja
dependiendo de la intensidad del mismo(37).

La expresién de la iINOS es inducida en varios tipos de células en respuesta a
diferentes estimulos inmunoldgicos como agentes inflamatorios e interleuquinas,
entre los que se destacan el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interferén gamma
(IFN-y), lipopolisacaridos bacterianos(38) entre otros. Es importante tener en cuenta
que la generacién del NO por parte de esta isoforma, no depende de la
concentracion del Ca?* intracelular ya que la iNOS posee en su estructura proteica
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la calmodulina ligada permanentemente al sitio de union y no requiere del ion para
Su activacion.

La cantidad adecuada de cada uno de estos cofactores, es vital para el éxito de la
reaccion, si por ejemplo el hierro hemo se encuentra en cantidades bajas, puede
oxidar el oxigeno molecular a anion superoxido(39); que es un radical libre téxico
para las células. Una disminucién en la concentracion de (BHa4) por su parte, cursa
con produccion de NO acompafado de Oz, productos que reaccionan entre si,
dando lugar a la formacion de peroxinitrito (ONOO")(40) el cual es una especie
reactiva de oxigeno altamente oxidante y en la mayoria de los casos se comporta
como una molécula toxica.

La NOS, se puede ver afectada por diferentes moléculas segun su isoforma, sin
embargo, la actividad de eNOS, iINOS y nNOS, se ha visto inhibida por compuestos
comunes, como la N monometil-L-arginina (L-NMMA), una molécula anéaloga al
aminoacido L-arginina, en el cual uno de sus atomos de nitrégeno del grupo
guanidino es metilado. El efecto que ejerce el L-NMMA respecto a la inhibicion de
la enzima, puede ser rdpidamente revertido por la L-arginina(41).

El suministro de L-NMMA en una arteria muestra una vasoconstriccion
inversamente proporcional a la cantidad de L — NMMA suministrado, mientras que
si se suministra por via venosa el resultado es contrario, lo que llevo a los autores
a concluir de tal ensayo que el NO ejerce un efecto importante en la regulacion del
tono vascular(41).

Asi como se ha mencionado anteriormente, en la placenta humana encontramos la
expresion de la isoforma eNOS que se encuentra localizada en el endotelio
especificamente en complejos denominados caveolas las cuales hacen parte de la
membrana plasméatica y que contienen una proteina denominada caveolina(42, 43).
Tiempo atras el conocimiento sobre las caveolas permitio conocer mecanismos de
sefializacion celular propios del NO, y también han resefiado la importancia de su
papel en el transporte celular(44).

La expresion de la eNOS no es exclusiva del endotelio vascular, pues también se
ha encontrado en células del musculo liso y en células tubulares. Su funcién
principal esta dada por la produccion del 6xido nitrico con el cual se logra regular a
través del endotelio procesos como: vasodilatacion, sefalizacion celular,
angiogénesis, migracion celular y ejerce control sobre la regulacion de las
plaguetas(45).

Esta enzima también responde al estrés de friccion hemodinamico que es una
medida de la fuerza de friccion de un flujo en el organismo, sin embargo la enzima
puede ser modulada también por ejercicio, hipoxia y algunos cambios
hormonales(46).

La activacion de esta enzima depende de su ubicacion, ya que si se encuentra en
las caveolas su estado va a ser inactivo debido a la presencia de proteinas como la
cav — 1; factores como CaM —Ca?* y el Ca* intra celular los cuales permiten la
disociacion de la eNOS también intervienen en su funciéon(47).
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Una vez activada la enzima se desencadena la transferencia de electrones y se
inicia un proceso enzimético que va a producir como resultado final el NO, este, una
vez(48) liberado, cruza la membrana de la célula endotelial y se difunde en las
células musculares lisas dispuestas en la tunica intima de los vasos sanguineos,
en donde activa la enzima citosodlica guanilato ciclasa, permitiendo la sintesis del
guanosin monofosfato ciclico (cGMP) intracelular a partir de guanosin trifosfato
(GTP). ElI cGMP activa la proteinkinasa (PKG) y ésta se encarga de generar la
apertura de canales de potasio en la célula endotelial, permitiendo la salida del i6n
y generando una hiperpolarizacion de la membrana, en la que los canales de calcio
dependientes de voltaje, se cierran y la disminucion del calcio en el interior de la
célula, es lo que da lugar finalmente a la vasodilatacion(49). Para detener esta
accion, las fosfodiesterasas, localizadas en las células musculares lisas, inactivan
el GMPc ocluyendo los canales de potasio e incrementando al nivel normal el calcio
intracelular(50).

La eNOS también puede ser activada por otro mecanismo como la fosforilacién(51),
que se presenta principalmente cuando hay un estrés hemodinamico, porque este
estimulo produce altos niveles de NO como consecuencia del incremento en la
expresion de mRNA de la eNOS.

Adicionalmente, la produccion de NO puede ser mediada por otros mecanismos de
activacion que puede ser ultra-rapida, rapida y lenta. La activacion ultra-rapida de la
eNOS esta mediada por los canales idnicos, gracias a ellos se puede dar una
respuesta en segundos. Si la respuesta se da a un tiempo un poco mas prolongado,
se refiere a una respuesta mediada principalmente por via fosforilativa. De lo
contrario, si ante el estimulo tarda horas en desencadenar una respuesta, el
mecanismo que se ha empleado se relaciona con la induccién del mRNA.

Otros mecanismos regulatorios de la eNOS: mediante la interaccion proteina-
proteina (CaM-Ca?*), la participacion de la Proteina de Shock Térmico de 90 KDa
(Hsp 90) y por medio de la adhesion de las células endoteliales a determinadas
moléculas como PECAM-1 (molécula de adhesion de células
endoteliales/plaquetas-1)(52).

Adicionalmente, esta isoforma cuenta con diferentes herramientas de regulacién
post-traduccional como la fosforilacion dirigida a sitios especificos dentro de la
estructura de la enzima, la acilacién, la unidbn a cofactores y sustratos, y
mecanismos relacionados con la localizacién subcelular.

Otros mecanismos que son requeridos en la regulacion de la eNOS relacionan la
proteina Hsp 90, que es miembro de la familia de las chaperonas, esta proteina se
une a la enzima cuando se requieren algunas funciones como: estabilizar la
estructura conformacional proteica, participando en el plegamiento o ensamble de
la misma, en determinadas vias y ciclos de regulacion, en el transporte celular y
ademas en la disminucion de la agregacion proteica(53); Esta proteina también
modula la activacion de la eNOS(42), uniéndose a ella mediante la kinasa AKt y
regulando la actividad de la enzima mediante fosforilacion(54, 55).
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El mecanismo de fosforilacion/desfosforilacion es requerido por muchas enzimas,
las cuales son funcionales cuando son fosforiladas por quinasas. Las quinasas son
las encargadas de adicionar un grupo fosfato a una proteina en una localizacion
determinada y en contraposicion, las desfoforilasas (fosfatasas) escinden el fosfato
de las enzimas para inactivarlas. Este proceso se repite muchas veces en el
organismo para una determinada accion. Para el caso de la eNOS, se ha
determinado que se activa cuando es fosforilada en residuos de serina en la
posicion 1177(48, 56, 57) por la enzima AKt-quinasa (quinasa que fosforila residuos
serina y treonina)(58) lo que aumenta la sensibilidad de la eNOS a las
concentraciones basales de CaM-Ca?*. Su inactivacién se propicia gracias a la
fosforilacion del residuo de treonina 495(59).

Durante la gestacion ocurren muchos cambios fisiolégicos en los cuales participa
activamente el endotelio con la produccién de sustancias vasoactivas, por ejemplo
durante el inicio de la gestacion, cuando la inervacion de los vasos sanguineos
umbilicales disminuye(60), este produce sustancias como: el NO, factores de
crecimiento como el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (de sus siglas en
inglés, PDGF), ademas miembros de la familia de Factores de Crecimiento
Endotelial Vascular (de sus siglas en inglés, VEGF), como el Factor de Crecimiento
de Placenta (de sus siglas en inglés, PIGF)(61) entre otros; que ejercen control en
el tono vascular, en la regulacion del flujo sanguineo, en la generacién de nuevos
vasos sanguineos y en la formacion de trofoblasto.

Otras sustancias como la Oxitocina y el Péptido Natriurético Atrial (siglas en inglés,
ANP), son liberadas por diferentes células del organismo y, se ha demostrado
mediante diferentes estudios, su sintesis a partir de las células endoteliales de
corddn umbilical de humano (siglas en inglés, HUVECs)(62).

La Oxitocina actia como una sustancia vasorelajante, el ANP en cambio, tiene
efecto antiinflamatorio, vasoconstrictor e inductor de citoquinas como el Factor de
Necrosis Tumoral-a (siglas en inglés, TNF-a).

La endoglina (ENG) es una glucoproteina de membrana, e integrante de la familia
de Factores de Crecimiento Transformante-B (TGFB-1), los cuales son otros de los
factores que influencian la angiogénesis en la placenta, ademas de regular la
invasion y el crecimiento trofoblastico(63).

Como podemos ver, la intervencion del endotelio a través de las HUVEC durante la
gestacion es amplia, de igual manera es importante la relacién que existe entre el
buen funcionamiento del endotelio con una gestacion sana, y en los ultimos afos
ha sido objeto de muchos estudios que especialmente van dirigidos al NO que
contribuye a la regulacién del flujo sanguineo en lo vasos, y que ademas tiene la
capacidad de contribuir a un mantenimiento de un estado saludable del feto durante
todas las etapas de la gestacion(64).

Adicionalmente hay otras sustancias que también son producidas por el endotelio y
que estan en todos los procesos fisiologicos de la gestacion como: El PDGF,
VEGF(65), PIGF, TGFB-1, ATP, la oxitocina, la Angiopoyetina (Ang) implicada en
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la vasculogénesis, asi mismo quinasas como la Akt, Proteina Quinasa C (siglas en
inglés, PKC) moduladora de procesos celulares mediante rutas de sefalizacion,
Quinasas Reguladoras de Sefiales Extracelulares (siglas en inglés, ERK),
Adenosina (Ado) y moléculas que incrementan el calcio intracelular como la
histamina y el Péptido Relacionado con el gen de Calcitonina (siglas en inglés,
CGRP), todos estos son algunos de los péptidos y proteinas que pueden inducir la
activacion de la eNOS(66).

Desde la fecundacion, el oxido nitrico interviene en la formacion del embrion,
participando en el proceso de implantacion del blastocisto(67), asi mismo esta
intimamente relacionado con la proliferacion y diferenciacion de células
trofoblasticas, en los embarazos normales y en los que hay alteraciones debido a
enfermedades trofoblasticas, como coriocarcinoma, mola hidatidiforme parcial,
completa, invasiva, entre otras(68).

Durante la gestacion, la accion vaso-relajante debida al NO en la embarazada,
brinda un flujo sanguineo adecuado entre la madre y el feto(69). Ademas, las
funciones de la eNOS estan relacionadas con la salud de la madre, lo cual se ha
demostrado en estudios realizados por diferentes grupos de investigacion, en los
gue se ha determinado que alteraciones en la funcionalidad de la enzima tienen un
fuerte nexo con enfermedades gestacionales, principalmente con la
Preeclampsia(70-72).

En el primer trimestre de un embarazo normal, esta enzima constitutiva se expresa
en el endotelio temprano primitivo e intermedio de los capilares vellosos y en las
vellosidades trofoblasticas de la placenta(73). A medida que avanza el embarazo,
la expresion en las células endoteliales se incrementa y gracias al NO y otras
moléculas vasoactivas, la resistencia inicial de estos vasos sanguineos, disminuye.
Asi, el NO interviene en la remodelacion de las arterias uterinas espirales
permitiendo un adecuado flujo sanguineo materno-fetal(74).

Durante el periodo gestacional, los procesos de vasculogénesis y angiogénesis son
fuertemente influenciados por el NO(75), el cual puede activarse por estimulacion
directa de la enzima o indirecta, gracias a varios tipos de factores de crecimiento
como reguladores de ambos procesos(76) entre ellos VEGF, PDGF, PIGF, Ang-1y
Ang-2, el Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico (de sus siglas en inglés,
bFGF), el Factor de Crecimiento epidérmico (de sus siglas en inglés, EGF), entre
otros.

Se ha encontrado que uno de los desencadenantes de la preeclampsia es la
disfuncion endotelial(77, 78) y también se ha reportado que las células endoteliales
provenientes de mujeres que padecen preeclampsia tienen mayor permeabilidad de
esta monocapa celular(79). Este aumento de permeabilidad esta asociado con una
alteracion en la distribucion de las proteinas encargadas de realizar la union entre
las células endoteliales; También se encontr6 que las células endoteliales
expuestas al suero de pacientes con preeclampsia incrementan su permeabilidad,
al comparar con las células endoteliales que fueron expuestas a suero de mujeres
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normales(80); y llama la atencion que el plasma de mujeres con preeclampsia
contiene altos niveles de lipidos peroxidados y de citoquina interleucina 8,(de sus
siglas en inglés, IL- 8), los cuales pueden estar interfiriendo en la permeabilidad del
endotelio. Sin embargo, se conocen las propiedades de la eNOS por medio de la
produccion del NO en todo el sistema vascular. Y el incremento de la permeabilidad
del endotelio cuando disminuye la expresion de la encima NOS en la
preeclampsia(81).

También se han encontrado altos niveles de homocisteina y dimethylarginina
asimétrica (siglas en inglés, ADMA) en pacientes que desarrollaron preeclampsia
en las primeras etapas de la gestacion, y se sugiere que altos niveles en suero de
homocisteina y ADMA son signo de la severidad del sindrome, ademas los elevados
niveles de ADMA vy los niveles constantes de eNOS en embarazadas con
preeclampsia, sugieren que la deficiencia de NO en esta patologia no es resultado
de una disminucién en la actividad o en los niveles de eNOS, sino que es el
resultado de los elevados niveles de ADMA gque es el inhibidor endégeno(82).

Se ha observado de manera consistente en varios estudios realizados por diferentes
grupos, que los niveles de NO tienen una mayor bioactividad durante el periodo de
gestacion, pero que en procesos patolégicos como la preeclampsia no ocurre lo
mismo(83). En un ensayo clinico con pacientes que estuvieron sometidas a una
ingesta de vitaminas se hallaron mayores niveles plasmaticos de H202 en pacientes
con preeclampsia y menores niveles plasmaticos de NO al comparar con el grupo
control, lo cual lleva a considerar que hay una respuesta compensatoria en el
comportamiento de estas dos moléculas(72) y también se podria pensar en una
relacion estrecha entre los habitos alimenticios de cada una de las pacientes y las
variables bioquimicas y fisiolégicas que presentan.

El incremento en la expresibn de eNOS en tejidos placentarios de pacientes
preeclampticas podria estar relacionado con la severidad del sindréme(84)

Otros autores han encontrado en pacientes preeclampticas una disminucién en NO
y en cGMP y un aumento en los niveles plasmaticos de endotelina — 1 (ET- 1) la
cual se encarga de contrarrestar los efectos vasodilatadores del NO produciendo
vasoconstriccion lo que nos lleva a concluir que un desbalance entre NO y
endotelina—1 (ET — 1) podria estar desempefiando un roll fisiopatolégico importante
en el desarrollo de la preeclampsia(85).

Se ha encontrado que la dimetil-arginina asimétrica (de sus siglas en inglés: ADMA)
que inhibe a la eNOS, juega un papel importante ya que en procesos patologicos
como la preeclampsia esta se encuentra aumentada(86) y contribuye a la
disminucion de NO. Asi mismo otros autores encontraron en pacientes con
preeclampsia un marcado aumento en ADMA y en homocisteina y niveles bajos de
NO (87).

El balance que proporciona el NO a todo el sistema vascular especialmente en la
placenta es muy importante por sus efectos vasoactivos dentro de todo el
funcionamiento de la misma, cabe resaltar que en embarazos normales la presencia
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del NO es elevada y que estos aumentos parecen jugar un papel importante en la
vasodilatacion renal en esta etapa(88), sin embargo el papel especifico del NO en
la patogénesis de la preeclampsia esta siendo estudiado desde muchos puntos de
vista, entre ellos los polimorfismos en el gen de eNOS encargado de la produccion
del NO(89).

3.3 FUNCION MITOCONDRIAL Y PREECLAMPSIA.

Las placentas de pacientes que padecen preeclampsia se caracterizan por tener un
menor numero de mitocondrias, siendo estas muy importantes en el papel de
aportar energia a la placenta(90).

Estas organelas citoplasmaticas propias de las células eucariotas, desempefian un
importante papel en la produccién de energia util para la célula, a partir del
metabolismo de los carbohidratos y la oxidacion de los &cidos grasos. Tambien las
mitocondrias participan en procesos como: apoptosis y regulacion del calcio
intracelular, y procesos de sefializacion. Posee la singularidad de tener su propio
ADN (ADNmt) el cual cuenta con caracteristicas especiales tales como herencia
materna, poca recombinacion y alta tasa de mutacién, que hace estas organelas
muy particulares. Gracias a las caracteristicas de las mitocondrias, se han hecho
diferentes estudios de filogenética y linaje, que han dilucidado el origen de diferentes
poblaciones y han relacionado mutaciones propias de las mitocondrias de grupos
poblacionales, con proteccion o riesgo a padecer diferentes patologias. A lo largo
del tiempo se han evidenciado enfermedades que afectan la funcion mitocondrial y
por tanto se ve afectada la funcién celular.

Su tamafio y forma varian considerablemente dependiendo del tipo y del estado
metabdlico de la célula, pero en general son elipsoides de aproximadamente 0.5um
de diametro y 10um de largo. La cantidad de mitocondrias en una célula depende
de la funcién que desempefia, de tal forma que las células eucariotas tipicas,
contienen mas de 2000 mitocondrias, sin embargo las células con elevada
demanda energética como por ejemplo las células musculares, tienen muchas mas
mitocondrias puesto que desarrollan trabajos intensos, comparados con células
poco activas como las epiteliales(91).

Las mitocondrias cuentan con un sistema de membranas, compuesto por una
membrana externa que contiene una gran cantidad de moléculas porinas, que le
dan una apariencia de tamiz, el cual permite el paso de moléculas menores de 10
kilodaltons; y una membrana interna, que se encuentra ampliamente plegada
formando crestas que se extienden hacia el interior de la matriz mitocondrial, el
namero de crestas varia con la actividad respiratoria de cada tipo de célula. La
membrana interna esta compuesta por un 75% de proteinas y 25% de lipidos y es
impermeable a la mayoria de moléculas que atraviesan la membrana externa, es
altamente especializada gracias a su composicion fosfolipidica de cardiolipinay de
proteinas de transporte y con actividad enzimética, que la hacen muy selectiva.
Ambas membranas definen dos compartimientos: la mencionada matriz interna y el
espacio intermembrana que las separa entre si(91).
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La matriz mitocondrial posee el genoma mitocondrial que es DNA circular de doble
cadena que codifica proteinas mitocondriales; otras proteinas de la mitocondria son
codificadas por el genoma nuclear de la célula y se sintetizan en el citoplasma)
posee ribosomas, mMRNAs, rRNAs, para la sintesis mitocondrial de proteinas
codificadas en el genoma mitocondrial. contiene las enzimas del metabolismo
energeético es decir, las que metabolizan el piruvato y los acidos grasos hasta acetil
CoA y las que oxidan el acetil CoA en el ciclo del acido citrico, produciendo
principalmente CO2 que se elimina de la célula y moléculas reductoras (FADH y
NADH) gue son los sustratos para la cadena de transporte de electrones(91).

La COX se encuentra en la membrana interna mitocondrial y juegan un papel
esencial en la fosforilacion oxidativa, proceso por el cual se produce la mayor
cantidad de ATP de la célula animal. La membrana interna mitocondrial también
contiene substratos, iones y cofactores inorganicos(92).

Ademas existen otras funciones en las que se involucra a las mitocondrias como
son la produccion de precursores para la sintesis de diferentes biomoléculas como
aminoacidos, acidos grasos, glucosa, etc. y la sintesis del 10% de proteinas
mitocondriales(92).

Recientemente se ha visto que esta organela tiene participacién importante en el
proceso de la apoptosis celular o muerte celular programada. Consiste en un
colapso celular que comienza con la formacién de burbujas en la membrana
plasmatica y conlleva la fragmentacion de proteinas, condensacion de la cromatina,
disminucion del volumen celular y la degradacion del ADN. El proceso termina con
la aparicion de fragmentos celulares rodeados de membrana denominados cuerpos
apoptoticos. Los cuerpos apoptoticos evitan la salida del contenido intracelular que
puede ser dafiino para las células colindantes y son fagocitados rapidamente por
macréfagos circulantes evitando la respuesta inflamatoria. En las gestantes con
preeclampsia se ha encontrado que hay un incremento en la tasa de apoptosis en
las células de la placenta debido a la hipoxia, al dafio en la perfusion sanguinea y
al aumento en los radicales libres que también son precursores de apoptosis(92).

El ADN mitocondrial es una molécula circular, que presenta una gran economia
debido a una informacién muy compacta y a que sus genes no tienen intrones.
Cuenta con 16.569 pares de bases, que incluyen 37 genes dentro de una region
codificante que representa el 90% del total de la molécula. Estos 37 genes
corresponden a:13 subunidades del sistema de fosforilacion oxidativa, 2 RNAs
ribosomales (rRNAs), y 22 RNAs de transferencia (tRNAs). Adicionalmente 11.00
pares de bases a lo largo de un fragmento cuya funcién es principalmente
regulatoria o de control que es polimorfica y presenta dos regiones hipervariables
bien caracterizadas, definidas por Vigilant et al. En 1989 y conocidas como la
regiones hipervariables | (HVI) y 1l (HVII). La regidn control se extiende desde la
posicién 16.024 hasta la 16.569 y desde la 1 hasta la 576.

Las dos cadenas complementarias tienen una proporcion de C y G muy diferente,
por lo que tienen un peso molecular muy distinto, existe una hebra rica en purinas
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que es la cadena pesada o H (heavy) y la cadena complementaria rica en
pririmidinas conocida como cadena liviana o L (light).

El ADNmt ha sido extensamente utilizado para estudios de evolucion humana,
migracién e historias poblacionales. Este amplio uso es debido a las caracteristicas
tnicas del ADNmt que lo hacen preferible para estudios evolutivos. Esas
caracteristicas incluyen un alto niumero de copias, herencia materna, y una tasa de
mutacion generalmente mas alta que la del ADN nuclear(92).

Anteriormente se habia mencionado que las mitocondrias estdn aumentadas en la
placenta de mujeres preeclampticas y producen mayores cantidades de radicales
libres de oxigeno, a cuyos efectos los organelos son mas sensibles. Este fenémeno
puede relacionarse con la mayor actividad de peroxidacion lipidica que presentan
las mitocondrias de las pacientes preeclampticas(93).

Las alteraciones mitocondriales ocurren en varios desordenes incluidos procesos
de proliferacion benignos y malignos, igualmente en estados inflamatorios(94), la
actividad metabolica de la placenta se soporta mediante el incremento en los
procesos mitocondriales que aportan energia(95), los dafios en estos procesos
llevan a un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno(95) contribuyendo al dafio placentario que se evidencia en patologias
como la preeclampsia e insuficiencia en el crecimiento intrauterino.

La disfuncibn mitocondrial también representa un factor critico en casos de
programacion fetal y de insuficiencia placentaria(95) en embriones de ratén, la
funcion mitocondrial alterada afecta subsecuentemente el crecimiento del feto y de
la placenta(96) y la restriccion calérica materna en ratas induce fallas en la funcién
mitocondrial placentaria induciendo la restriccion del crecimiento fetal y
placentario(97).

La alteracion en el contenido mitocondrial se evidencia en un inadecuado aporte
energético a la placenta y el consumo de oxigeno que esta requiere para mantener
sus funciones fisiolégicas no es el adecuado en respuesta a una pobre
vascularizacién(98), lo anterior esta sujeto a mas estudios que permitan aclarar los
mecanismos involucrados en el desarrollo de patologias placentarias.

Muralimanoharan (99), et al. Encontraron anormalidades morfoldgicas significativas
en las mitocondrias a nivel estructural de las placentas de gestantes con
preeclampsia en contraste con los controles, también reportan una reduccién en la
actividad del complejo 1ll, asi como una disminucion en la expresion proteica de los
complejos | y IV, ellos sugieren un dafio a nivel funcional en la mitocondria, el cual
se relaciona directamente con el incremento en la produccion de ROS.

MrRNAs han sido identificados como mediadores esenciales en numerosos
procesos celulares(100) y se han asociado a hipoxia los siguientes: miR 23, miR 23,
miR 26, miR 107 y miR 210 y son denominados “hypoxamirs” por su peculiar y
estrecha relacion con la hipoxia(101), pero cabe resaltar el rol de miR 210
modulando la produccion de energia y el consumo de oxigeno en la disfuncion
mitocondrial en varios tipos de cancer(102). Muralimanoharan, et al(99) encontraron
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un incremento en la expresion de miR 210 en pacientes que desarrollaron
preeclampsia e igualmente confirman la correlacion existente entre la expresion de
miR 210 y la hipoxia marcada en el sindrome.

La biogénesis mitocondrial que permite el incremento de las mitocondrias, es un
término utilizado para describir la formacion de mitocondrias durante el ciclo celular,
estas se dividen durante la mitosis proporcionando a las células hijas sus
respectivas mitocondrias, sin embargo se puede presentar divisibn mitocondrial en
situaciones que no estén ligadas al ciclo celular, como por ejemplo cuando se realiza
ejercicio o en la ingesta de medicamentos como las benzodiacepinas, inhibidores
de la fosforilacion oxidativa, ingesta de calcio, hormonas tiroideas, estados de
inflamacion, infecciones y exposicion a bajas temperaturas entre otros. Igualmente
la biogénesis es un mecanismo en el cual participan muchos factores en el control
de la expresion y replicacion del genoma mitocondrial, transporte a la mitocondria
de diversas proteinas codificadas por genes nucleares y mitocondriales que
coordinan todos los procesos(103).

La mitocondria contribuye a varias funciones muy importantes como lo son:
Oxidacion Aerodbica, Metabolismo de combustibles, Oxidacién de acidos grasos,
metabolismo de nitrégeno, biosintesis de hemo, la mitocondria es el sitio de la
cadena de transporte de electrones y de la fosforilacion oxidativa. En esta, es
importante el mantenimiento de la integridad en sus procesos. Se ha relacionado un
mal funcionamiento mitocondrial con varias enfermedades como la diabetes mellitus
tipo 2, la resistencia a la insulina y la preeclampsia(103).

La NOS se encuentra en la mitocondria y el NO regula la respiracion
mitocondrial(104, 105). La mitocondria es capaz de generar tanto NO como Oz2"y en
consecuencia, dependiendo de la cantidad de estos radicales, dar lugar a la
formacién de ONOO-, que causa peroxidaciéon en la mitocondria. EI NO interactua
con el grupo hemo de la COX y produce una inhibicion momentanea de esta enzima
clave en la cadena respiratoria mitocondrial(106), la actividad mitocondrial se
encuentra alterada en el trofoblasto de pacientes preeclampticas(107, 108).

La enzima Citrato Sintasa es una enzima soluble ubicada en la matriz mitocondrial
y se encarga de catalizar la condensacion entre Oxaloacetato y Acetil CoA para
producir Citrato y CoA en la primera reaccion del Ciclo del acido citrico el
oxaloacetato es regenerado después de completar el Ciclo de Krebs; El
Oxaloacetato es el primer sustrato que su une a la enzima este induce a la enzima
a cambiar su conformacion y crea un sitio de unién para el Acetil — CoA, cuando el
Citroil — CoA se ha formado la enzima sufre otro cambio conformacional que causa
la hidrolisis del tioester liberando Coenzima A, esto asegura que la ruptura generada
por el enlace tioester le produzca energia a la reaccién. Esta enzima es codificada
por el ADN nuclear. Es sintetizada por ribosomas citoplasmaticos y luego
transportada a la matriz mitocondrial. La Citrato Sintasa se utiliza comunmente
como marcador enzimatico cuantitativo para la presencia de mitocondrias intactas
(109).
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los biomarcadores bioquimicos asociados con funcion endotelial y funcion
mitocondrial placentaria en un grupo de primigestantes diagnosticadas con
preeclampsia

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Comparar los niveles de expresion de la proteina eNOS como biomarcador de
funcion endotelial en un grupo de primigestantes diagnosticadas con preeclampsia
vs. Un grupo control.

Comparar la actividad de las enzimas citrato sintasa y citocromo ¢ oxidasa (COX)
como biomarcadores de funcidbn mitocondrial placentaria en un grupo de
primigestantes diagnosticadas con preeclampsia vs. Un grupo control.
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5 METODOLOGIA.
5.1 HIPOTESIS

Existe asociacion del estado de la funcion endotelial y de la funcién mitocondrial con
la placentacioén y la funcién placentaria de primigestantes con preeclampsia.

5.2 DISENO METODOLOGICO.

Para el presente estudio se analizaron muestras de placenta almacenadas del
banco de tejidos y suero generado como parte de los objetivos del proyecto “Efecto
de la complementacion con micronutrientes y del ejercicio fisico durante la gestacion
sobre factores maternos y placentarios relacionados con enfermedades crénicas no
transmisibles” financiado por Colciencias/Universidad del Valle/FES (Céd.
11064592).

1. Las placentas de las primigestantes que participaron en este estudio fueron
recogidas inmediatamente en el momento del parto.
2. se realizaron 6 cortes del lado materno de la placenta.
3. se le realizaron lavados con suero fisioldégico con el fin de eliminar la mayor
cantidad de sangre posible.

Este material fue preservado a -70 °C hasta el momento del estudio.
5.3 SELECCION DE MUESTRAS.

Se tomaron como casos aquellas madres diagnosticadas con preeclampsia de
acuerdo a los criterios clinicos del personal de salud de la IPS donde fue atendido
el parto, el diagnéstico fue registrado de acuerdo con la base de datos del
mencionado estudio.

Los casos y los controles de este este estudio procedieron del grupo control del
estudio anteriormente mencionado, las determinaciones se realizaron en ciego,
finalizado el desarrollo de las determinaciones se desenmascaro el estudio y se
procedio a realizar los andlisis estadisticos.

Y los datos antropométricos y clinicos que se reportan en el presente trabajo son
parte de la base de datos del proyecto ya mencionado.

5.4 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.
5.4.1 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CS.

La actividad de CS fue determinada utilizando un kit comercial de marca Sigma
codigo No CS0720 en una solucion de mitocondrias obtenida de tejido de placenta
por medio del proceso que se describe a continuacion:
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5.4.1.1 Preparacion de homogenizado de placenta y cuantificacion de proteina
total.

1. Se tomaron 500 mg de tejido placentario, en 3 ml de buffer CelLityc marca
Sigma — Aldrich cédigo del producto 3228. con inhibidor de proteasas
complete de Roche codigo del producto 04693116001 ROCHE. La muestras
se homogenizaron y luego se sonicaron durante 10 segundos con una
amplitud de 30m y en bafio frio a 4°c para ruptura celular con obtencién de
una solucién de tejido homogénea, se incubd en bafio frio por 30 min.
Centrifugacion a 1000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se tomo para
medir la concentracion de proteinas.

2. Por medio de la técnica de acido bicinconinico con kit de la casa comercial
Sigma en placa de 96 pozos teniendo en cuenta los siguientes pasos:

-Preparacion reactivo de trabajo (W): Mezcla de 50 partes de reactivo A mas una
parte de reactivo B hasta obtener el color verde claro.

Tabla 1. Soluciones para la curva de calibracién (200ug/ml 12000ug/ml).

Tubos 1 2 3 4 5 6
Concentracion 0 200 400 600 800 1000
(ng/ml)

Solucion proteina estandar (pl) 0 12 24 36 48 60
Buffer de lisis (pl) 60 48 36 24 12 0

Se adicionaron 25 pL de cada estandar y de cada muestra en los pozos. Se
adicionaron 200 pl de la solucién W, Se incub6 por 30 min a 37°C. Se leyo la
absorbancia a 562nm.

5.4.1.2 Lectura de la actividad enzimatica de CS.

Buffer de ensayo 1x para CS = se descongel6 el buffer de ensayo para CS 5X y se
mezclé hasta obtener una solucion homogénea, luego se diluyé una alicuota de
buffer 5 veces con agua.

Solucion 30mM de Acetyl CoA = Se disolvio el contenido del vial comercial en 1 ml
de agua y se mezclo lentamente hasta obtener una solucion homogénea.

Soluciéon 10mM de Oxaloacetato (OAA) = Se disolvieron 1,3 mg de (OAA) en 1 ml
de buffer de ensayo 1X.

Solucion DTNB 10mM= Se disolvi6 el contenido del vial en 1 ml de etanol absoluto.

La enzima CS cataliza la reaccién entre Acetil Coenzima A (acetil CoA) y el 4cido
oxaloacetico (OAA) para formar acido citrico. El Acetil CoA aporta 2 carbonos a los
4 carbonos del oxaloacetato produciendo citrato con 6 carbonos. La hidrolisis del
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tioester de Acetil CoA resulta en la formacion de CoA con un grupo Tiol (CoA — SH).
El Tiol reacciona con el DTNB, en la reaccion se mezcla para producir acido 5 —tiol
— 2 — nitrobenzoico (TNB). Este producto amarillo (TNB) se observa
espectrofotométricamente midiendo su absorbancia a 412 nm.

Reaccion catalizada por Citrato Sintasa =

Acetil CoA + Oxaloacetato — Citrato + CoA — SH + H* + H20.
Reaccion colorimétrica:

CoA—-SH+DTNB — TNB + CoA - S- S- TNB.

Tabla 2. Soluciones para la actividad enzimatica de CS.

Pozo Descripcion Muestra Buffer Solucién Soluciéon  Solucién 10mM
ensayo 1x  30mM Acetil 10mM OOA
CoA DTNB Se Adiciona de
ultima.
1-3 CelLytic muestra 8ul 178ul 2ul 2ul 10ul
7-9 Citrato Sintasa 2 ul 184ul 2ul 2ul 10ul

control Positivo

Para medir la actividad de Citrato Sintasa en placa de 96 pozos:

1. Se graduo el lector del plato a 412nm y se realizé la lectura durante 1.5
minutos con intervalos de 10 segundos.

2. Se calento la solucion de ensayo a 25°C antes de iniciar la reaccion y se
mezcld suavemente.

3. Se preparo la reaccion mezclando el contenido de buffer ensayo 1x, solucién
30mM Acetil CoA, Solucion 10mM DTNB y muestra.

4. Se leyd la absorbancia de la mezcla preliminar por 1.5 minutos para
establecer la linea de base.

5. Se adicionaron 10ul de solucion 10mM OOA a cada pozo para iniciar la
reaccion y se mezclé la placa por 10 segundos antes de iniciar la reaccion.

6. Se midio6 la absorbancia de la reaccién por 1.5 minutos con intervalos de 10
segundos.

7. Se calculé la actividad de la CS usando la siguiente ecuacion:

(AA4o-)min x Viml) x dil
™ % L(cm) x Vane(ml)

"unidades(u(mole/ml)/min) =

dil : factor de dilucién de la muestra.
V(ml) : volumen de la reaccién, para placa de 96 pozos 0,2 ml
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Venz (ml) el volumen de la muestra en ml
eMM (mM-1cm) la constante del coeficiente de TNB a 412 nm es de 13.6.

5.4.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE COX.

La actividad de COX fue determinada utilizando un kit comercial de marca Sigma
codigo No CYTOCOX1 en una solucion de mitocondrias obtenida de tejido de
placenta por medio del proceso que se describe a continuacion:

5.4.2.1 Extraccién de mitocondrias de placenta:

Soluciones para extraccion de mitocondrias:

Buffer MSH: (ph: 7.4).
Manitol (210 Mm): 250ml x 0.21mol x 182.172g = 9.569.
1000ml 1 mol

Sacarosa (70mM).
250ml x 0.07 mol x 342.296 =5.99¢g
1000ml 1 mol

HEPES (5 mM).

250ml x 0.005mol x 260.3g =0.325q.
1000ml 1 mol.

Buffer MSHE (ph:7.4):

Manitol= 0.569g

Sacarosa= 5.99¢g

Hepes= 0.325¢g

EDTA (1mM)

250ml x 0.001mol x 292.254g = 0.073gr
1000ml 1 mol

PBS

Tabla 3. Soluciones para preparacion de PBS.

Reactivo Concentracion

1X 10X
NacCl 137 1370
KCl 2.7 27
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Na2HPO4 10 100
KH2PO4 2 20

Se realiza el siguiente proceso para obtener la suspension de mitocondrias:

1
2

Se descongelo y se peso el tejido.

Homogenizar con buffer MSH: se utiliza con una relacion de 1:3 (1gr de tejido
por 3ml buffer). La homogenizacion se realiz6 con homogenizador de vidrio
potter elvehjem a 4°C.

Centrifugacion a 3720 rpm/10 min a 4°C, se obtuvé sobrenadante (S1) y pellet
(P1)

Recuperacion del sobrenadante (S1) y centrifugacion del mismo a
6070rpm/10min a 4°C, Se obtiene S2 y P2.

El sobrenadante (S2) se centrifugd a 10500 rpm por 10min a 4°c y se obtiene
P3y S3 (este se descarta).

Se resuspende el P3 y el P2 en MSHE vy corresponde a la suspension de
mitocondrias.

5.4.2.2 Actividad enzimatica de COX:

Buffer de ensayo 1x: Se diluy6 una alicuota de buffer de ensayo 5x.

Buffer de dilucién de la enzima 1x: Se diluyé con agua. una alicuota de buffer de
dilucién de la enzima 2x.

Dithiotheritol (DTT) Solucién 0.1 M: Se diluyé una alicuota de 1M DTT diez veces
con agua.

Ferrocitocromo C (0.22mM): se disolvieron 2.7 mg de citocromo C en 1ml de agua
y luego se adicion6 el DTT (5UL X ML).

Control positivo para Citocromo C Oxidasa: Se diluyé la muestra 10 veces con el
buffer de dilucién de la enzima 1x y se utilizaron 20 ul para cada reaccién

Tabla 4. Soluciones para actividad enzimatica COX.

Buffer de ensayo Buffer dilucién de la Muestra Sustrato de
(V1)) enzima ferrocitocromo C
(1) (1) (1)
Blanco 950 100 50
Muestra 950 80 20 50
Control 950 80 20 50
positivo
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1. Se adicionaron 0.95ml de buffer de ensayo 1x en la cubeta y se ajusto a cero
la absorbancia.

2. Se adicion6 el volumen indicado por el kit de solucion de enzima o de la
suspensiéon de mitocondrias a la cubeta y se ajusta con 1.05ml de buffer de
dilucion de la enzima 1x y se mezcla suavemente.

3. Seinicié la reaccién con la adicion de 50ul del sustrato ferrocitocromo C.

4. Lalectura de la absorbancia se realizo a un (A) de 550 nm durante un minuto.

5. Los valores esperados de la absorbancia estuvieron 0.001 y 0.005 A550/min.
a A =550

6. Se realizan los célculos de la actividad de la muestra de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Units/ml = AA/min x dil x 1.1
(vol of enzyme) x 21.84

AA min = A A minuto (muestra) - A MINUtO (blanco)

dil = factor de dilucion de la muestra de la enzima.

1.1 = volumen en ml de la reaccion.

Vol of enzyme = volumen de la muestra en ml.

21.84 = Ae™ entre ferocitocromo C y ferrocitocromo C a 550 nm.

Definicién de la unidad: una unidad sera oxidada a 1.0 pmol de ferrocitocromo C por
minuto a un PH 7.0 a 25°C.

5.4.3 WESTERN BLOT DE eNOS EN PLACENTA.

5.4.3.1 Preparacion de la muestra

Se tomaron 500 mg de tejido placentario, en 3 ml de buffer CelLityc con inhibidor de
proteasas, la muestras se homogenizaron y se lisaron por ultrasonido. Se incubo en
bafio frio por 30 min y se centrifugaciéon a 10000 rpm/ 10 min a 4 °C.

5.4.3.2 Cuantificacion de proteinas en tejido de placenta para el Western Blot.

Se determind la concentracion de proteinas en el sobrenadante de cada muestra
mediante la técnica de &cido bicinconinico (kit de SIGMA) en placa de 96 pozos con
el siguiente procedimiento:
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Preparacion del reactivo de trabajo: Mezcla de 50 partes de reactivo A mas una
parte de reactivo B hasta obtener el color verde claro.

Tabla 5. Soluciones para la curva de calibracién (200pug/ml 1000ug/ml) de Western Blot.

tubos 1 2 3 4 5 6
Concentracion 0 200 400 600 800 1000
pug/mil

SIn  proteina 0 12 24 36 48 60
estandar pl

Buffer lisis 60 48 36 24 12 0

1. Se adicionaron 25ul del blanco de cada estdndar y de cada muestra en los
pOzZos.

2. Se adicionaron 200ul de la SIn de trabajo (W).

3. Se incubo por 30 min a 37°c.

4. Lectura de absorbancia a 562nm.

De acuerdo con la cantidad de proteina obtenida se realizan los calculos para
determinar cuanta proteina se debe colocar en cada pozo con el fin de encontrar la
mejor medida que brinde una buena separacion de las proteinas en la electroforesis,
para el caso de las muestras de placenta se encontré una mejor separacion con una
concentracion de 50ug/pl.

5.4.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

Se realizé la electroforesis en gel de Poliacrilamida al 10 %. Se utilizé el marcador
de peso molecular pre tefiido, bio rad catalogo # 161 -0373.

La electroforesis se llevo a cabo haciendo una pre-corrida de 30 min a 60 voltios y
luego se aplicaron 125 voltios por 90min, se uso el sistema Mini-Protean Il de Bio-
Rad, empleando Tris-glicina (pH 8.8) como buffer.

5.4.3.4 Electro transferencia Blotting.

Culminado el proceso anterior y obtenido el perfil proteico, se recuperoé el gel, esta
vez se desecho la porcion al 4% vy el gel remanente, se situé sobre el soporte de
nitrocelulosa, para proceder a realizar electro transferencia de las proteinas de
placenta. La electrotransferencia se llevo a cabo a voltaje constante de 100 voltios
por 90 minutos, se uso el sistema Mini-Protean Il de Bio-Rad, empleando Tris-
glicina (pH 8.6) como buffer a 4 °C.

31



5.4.3.5 Inmuno Blot.

La membrana de nitrocelulosa se incub6 con rojo de Ponceau por 30min para
verificar la transferencia de las proteinas y observar el patron de separacion.
Tomando como referencia el Marcador de peso molecular, se realizaron cortes en
la membrana teniendo en cuenta los pesos de las proteinas de interés eNOS (140
kDa), B-actina (38 kDa), esta ultima usada como control interno para normalizar los
resultados. Los fragmentos de membrana, fueron lavados con buffer TBS y TBST
por 5 min, tres veces con cada buffer respectivamente, luego se bloquearon con
leche libre de grasa al 2% para evitar la fijaciones inespecificas del anticuerpo
primario, posteriormente se incubaron over-night (12hrs) con su respectivo
anticuerpo policlonal marca Abcam, anti actina, cat: ab 129348, a una concentracion
de 1:2000, y anti eNOS, cat: ab 66127, a una concentracion de 1:500. Se recuperé
el anticuerpo y se realizaron los lavados con buffer TBS y TBST por 5 min, tres
veces con cada buffer respectivamente, Luego cada membrana fue incubada con
anticuerpo secundario HRP) (Santacruz) goat anti mouse IgG HRP cat: sc 2005 por
1 hora, el cual favorece la identificacion de las proteinas de interés. Finalmente se
retira el anticuerpo y aplican lavados con buffer TBS y TBST respectivamente.

5.4.3.6 Revelado.

En cuarto oscuro se procedié a aplicar luminol (ECL) a cada membrana con el fin
de generar luminiscencia en las proteinas eNOS y B-Actina, se observo la presencia
de bandas luminosas en cada carril de muestra a los 6 min y 1 minutos
respectivamente. Para medir la intensidad de las bandas se expusieron las
membranas a peliculas radiofotograficas o fotosensibles (Kodak) por 45 min para
eNOS y 15 segundos para actina. Después se recuperaron las peliculas del casete
y se llevaron a las soluciones de revelado. Estas peliculas fueron llevadas al
escaner para digitalizacién de las imagenes, para luego cuantificar por densidad
Optica utilizando el software libre Imagen J.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico se utilizdé el software SPSS version 21, aplicando
pruebas de normalidad (test de levine y shapiro wilk) para determinar la diferencia
entre las medias de las variables clinicas y pruebas no paramétricas se aplico la
prueba U de Mann-Whitney para la expresion de proteinas y actividad enzimatica.
Para determinar si existen asociaciones entre las variables y co-variables se uso la
prueba de correlacion de Spearman. Se tomoO un valor de P < 0,05 como
significativo.
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5.6 CONSIDERACIONES ETICAS.

Las muestras de placenta manejadas en este estudio procedian de madres
participantes del proyecto “Efecto de la complementacion con micronutrientes y del
ejercicio fisico durante la gestacion sobre factores maternos y placentarios
relacionados con enfermedades crénicas no transmisibles” aprobado por el Comité
de Etica en Investigacion en Humanos (CEIH) de la Universidad del Valle (Acta No
017-08).

33



6 RESULTADOS
6.1 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DE LAS GESTANTES

En la Tabla 1 se describen las caracteristicas antropométricas de las gestantes y de
las placentas. A la semana 32 de embarazo, la edad promedio de las embarazadas
con preeclampsia fue de 21,2 £ 3,1 afios y de las gestantes sanas fue de 21 + 3,5
afos. Al comparar el IMC de las gestantes que presentaron preeclampsia (27,7
2.94) con las gestantes sanas (25,3 = 3,7) encontramos un incremento del mismo
en las gestantes que desarrollaron la patologia.

Tabla 6. Caracteristicas antropométricas de las gestantes

GRUPO CONTROL (N=13) PREECLAMPSIA VALOR- P
(N=10)
Edad (afios) 21+35 212+3/1 0,9
Peso (Kg) 61,7 +10,4 65,9+ 8,1 0,1
Talla (cm) 156 + 4,5 154,1 + 6,08 0,5
IMC (Kg/m?) 25+3,7 27,7+29 0,08
Edad gestacional (Sem) 39,3+1,2 38,1+1,2 0,04*
ETNIA
Mestiza (%) 100 90 < 0,001*
Negra (%) 0 10
Caracteristicas de las Placentas
Peso (g) 433,5 + 106,9 436,0 £ 125,5 0,8
Diametro (cm) 18,1+ 0,9 18,10 £+ 2,23 0,8
Grosor (mm) 1,3+0,3 1,11+ 0,2 0,08

*Test U de Mann-Whitney

Valores presentados como la media + Desviacion estandar (SD).

*p<0.05 comparado con embarazadas normales.

6.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CS EN PACIENTES PREECLAMPTICAS

Con el objetivo de determinar la actividad enzimatica mitocondrial de CS y comparar
el mismo en las gestantes que desarrollaron PE se prepararon extractos de
proteinas de tejido placentario de ambos grupos de pacientes (PE y sanas) Y se
procedi6 a determinar su actividad usando la técnica de espectrofotometria en placa
de 96 pozos.
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Figura 1: Actividad enzimatica de Citrato Sintasa en placenta de gestantes con pre eclampsia.
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*Test U de Mann-Whitney.

6.3 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE COX EN PACIENTES PREECLAMPTICAS

Con el objetivo de determinar la actividad enzimética mitocondrial de COX y
comparar el mismo en las gestantes que desarrollaron PE se prepararon extractos
de proteinas de tejido placentario de ambos grupos de pacientes (PE y sanas); Y
se procedid a determinar su actividad enzimatica usando la técnica de
espectrofotometria.
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Figura 2: Actividad enzimatica Citocromo C Oxidasa en placenta de gestantes con

preeclampsia.

COX en pacientes preeclampticas
0,14 -
3‘ 0,12 A '[
5 _
£5 O
N 35 0,08 -
S & 0,06
T 50 T
3£ |
'S 50,04 -
< 002 -
0]
Controles (n = 13) Preeclampticas (n = 10)
Valor P= 0,016
PROMEDIO DE$VIACION
ESTANDAR (S)
control 0,042 0,020
preeclampsia 0,1017 0,10

*Test U de Mann-Whitney

En el presente trabajo se estudio la asociacion entre las variables resultado eNOS,
CS, COX frente a co-variables antropométricas como edad, peso, talla, indice de
masa corporal (IMC) y caracteristicas de la placenta (peso, didmetro y grosor) en
cada grupo de estudio. Los resultados de las correlaciones para el grupo de
gestantes sanas no evidenciaron ningun tipo de correlacion entre las variables, los
resultados de las correlaciones para el grupo de gestantes con preeclampsia se

muestra a continuacion. (Tabla 2).

Tabla 7. Correlacion de eNOS, COX y CS con co-variables en el grupo de gestantes que

sufrieron Preeclampsia.

Variable eNOS COX Cs

r* P r* P r Valor-p
Edad -0,389 0,26 0,160 0,657 -0,468 0,173
Peso -0,383 0,308 -0,224 0,533 -0,194 0,591
Talla (cm) -0,067 0,853 -0,597 0,068 -0,306 0,390
IMC -0,364 0,300 0,334 0,345 0,139 0,701
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Edad -0,543 0,104 0,148 0,682 0,240 0,504
gestacional

Diametro  de -0,156 0,711 -0,651 0,080 0,046 0,914
placenta
Grosor de la 0,235 0,542 0,436 0,239 -0,733 0,025
placenta
Peso de -0,383 0,308 -0,466 0,205 0,469 0,201
placenta

*coeficiente de correlacion de Spearman.

Figura 3: Correlacién del grosor de la placenta vs. CS
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6.4 EXPRESION DE eNOS EN LAS PACIENTES PREECLAMPTICAS

Con la finalidad de determinar la presencia de la enzima eNOS y comparar su
expresion se prepararon extractos de proteinas de tejido placentario de ambos
grupos de pacientes (PE y sanas) para realizar los estudios de Western Blot.

Para la deteccion de las bandas correspondientes a las proteinas eNOS y § — actina,
en la membrana de nitrocelulosa se realizo la inmunodeteccion de estas proteinas
en cada uno de los extractos de placenta de pacientes sanas y con PE como se
describe en materiales y métodos.

Con los resultados obtenidos se elaboraron los graficos mostrados en la figura 2 en
los cuales se observa una mayor expresion en los extractos de placenta de
pacientes con PE que en aquellos de placentas sanas.

La cuantificacion de proteinas por Western Blot muestra para eNOS una banda de
135 kDa, para B-actina, la banda aparece a 38 kDa. No se observan bandas
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inespecificas en el inmuno blot Fig 1. Se utilizé el mismo tejido de placenta como
control positivo.

Figura 4: Western blot en placenta para determinar la expresién de eNOS en las pacientes

preeclampticas.
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*Test U de Mann-Whitney

P: Preeclampsia, C: Control.
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7 DISCUSION

La PE es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad materno fetal y
es una patologia que afecta entre el 2 y el 7% de todas las embarazadas en el
hemisferio occidental, aunque la incidencia en otras &reas geogréficas, con
caracteristicas étnicas y sociales diferentes, puede llegar a ser mayor(110). Su
etiologia aun esta por establecerse aunque se han deducido numerosas causas que
tratan de explicar la enfermedad.

En esta patologia se observa un estado de mayor coagulopatia que se evidencia
con el incremento de fibrina y de todo el sistema fibrinolitico, con la activacion de
las plaguetas y con una disminucion en el recuento de las mismas; Las pruebas de
rutina para evaluar la coagulopatia intravascular diseminada, tienen un valor
limitado en la poblacién con preeclampsia, pero pruebas mas sofisticadas como: la
determinacién de antitrombina lll, la trombina — antitrombina complejo Ill, Dimero D
y Beta - tromboglobulina muestran una coagulopatia en pacientes con
preeclampsia. Estos cambios hemostaticos son probablemente el resultado de un
dafio en la funcion endotelial(111).

Se ha propuesto que el NO tiene una relacién estrecha con los mecanismos de
vasodilatacion y angiogénesis placentaria y que una alteracion en el metabolismo
de este compuesto podria estar relacionada con las alteraciones vasculares de la
PE (112). Todos los cambios fisioldgicos que se producen debido a las alteraciones
en la disponibilidad del NO son responsables del incremento en el estrés oxidativo,
el cual se va a ver involucrado en el dafio endotelial.

En la presente investigacion, se encontré que la expresion de eNOS se encuentra
aumentada en las pacientes con PE cuando las comparamos con las pacientes
sanas (Figura.l.). Estos resultados estan en concordancia con las de varios
investigadores, quienes han reportado un incremento en la produccién de NO en la
circulacion placentaria, fetal y/o materna en estados de PE(113, 114).

Shaamash et al, (115) encontraron que tanto la actividad de la NOS como la
concentracion de los productos finales de NO en placenta fueron significativamente
mas altos en el homogeneizado de placentas con PE, al compararlas con las del
embarazo normal, ellos sugieren que este hallazgo se debe a la severidad del
sindrome y mencionan que estos cambios resultan de respuesta adaptativa al
incremento en la resistencia vascular placentaria para minimizar la adhesion de
leucocitos a la superficie de las vellosidades placentarias o dentro de los espacios
intervellosos.

En un estudio realizado en mujeres venezolanas (84) preeclampticas encontraron
un incremento en la expresion de eNOS cuando compararon con las gestantes
pertenecientes al grupo control. Este incremento probablemente se deba a una
respuesta a la elevada presion arterial, por el papel del NO como vasodilatador y el
incremento del NO se podria estar dando como una respuesta compensatoria al
incremento en la presion arterial. A pesar de ello, no se estd generando una
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respuesta vasodilatadora por el NO en la PE, por lo que probablemente hay un dafio
en el endotelio en los pacientes con esta patologia.

Ellos plantean que el aumento en la expresion de eNOS se debe al incremento del
estrés por roce, causado por la corriente sanguinea sobre el endotelio, en una
situacion de hipertension, lo cual conduciria al aumento del NO (116). Ademas se
ha demostrado en bovinos que el estrés por roce genera una fosforilacion en la
serina %3 (ser %) de la proteina eNOS localizada en la regién autoinhibitoria
(residuo 596 — 647). Esta fosforilacibn podria provocar remocién de la
autoinhibicién, permitiendo el flujo de electrones entre los dominios reductasa y
oxigenasa y ademas, una disminucion del requerimiento de Ca*? y calmodulina
(CaM) para la activacion de la enzima lo que produce un aumento de su actividad.

En contraste con nuestros resultados Kim et al. 2006 (117) reportan una disminucién
en la expresion de eNOS de las pacientes con preeclampsia al comparar con las
gestantes sanas lo que podria estar ejerciendo un efecto adverso sobre la
hemodinamia de la placenta. La validacion de esta hipotesis se observa con la
administracion de un medicamento donante de NO el cual va a mejorar las ondas
anormales que se observan en el Doppler y a reducir la resistencia vascular Gtero —
placentaria caracteristica en esta patologia

En el presente trabajo se realizaron determinaciones de actividad enzimatica
mitocondrial con el objeto de explorar el comportamiento de las enzimas CS y COX
y poder comparar dicha actividad en pacientes con PE.

En el presente estudio, se encontr6 que la actividad de COX se encuentra
aumentada en las pacientes con PE cuando las comparamos con las pacientes
sanas (figura 3). Gran parte de la reduccién biologica del oxigeno se lleva a cabo
en la mitocondria, especificamente en las enzimas que hacen parte de la cadena de
transporte de electrones. EI COX juega un papel importante en este proceso, ya que
contribuye manteniendo un gradiente electroquimico de protones(118).

El ON es un inhibidor de la COX, con la caracteristica de que se revierte completa
y rapidamente(119, 120), se sugiere que esta particularidad puede ser un control
funcional de la respiracion celular(121).

Las mitocondrias de pacientes con PE producen mayor cantidad de ROS debido a
gue la placenta se expone a mayor estrés debido al fluido anormal de sangre por la
arteria espiral, lo cual genera en la placenta un dafio generalizado en el que se
liberan factores deletéreos para todo el tejido.(122) afectando también la cantidad
de mitocondrias y demas organelas celulares del tejido de placenta en las mujeres
con PE(93).

La cantidad de ROS modula la funcion mitocondrial, proceso que podria estar
relacionado con la regulacién de la actividad de la enzima COX de las gestantes
con PE (106, 123). Matsubara et al estudiaron la actividad de COX en
sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto de mujeres con preeclampsia y realizaron la
comparacion con gestantes sanas, encontrando una baja actividad enzimatica de
COX en las placentas de pacientes con PE. Sugieren que existe una estrecha
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relacion entre la capacidad energética mitocondrial de la placenta y la patologia de
la preeclampsia, y enfatizan en que la fisiopatologia de dicho sindrome aun no es
clara.(108).

En la placenta de mujeres con diagndstico de preeclampsia, la actividad de COX
tiende a ser mayor, en contraposicion a la actividad de CS, lo que lleva a pensar en
que al verse disminuida la cantidad de mitocondrias estas deberian de producir
mayor energia con lo cual se ve incrementado su funcionamiento.

Torbergsen et al. Fue el primero en reportar una alta incidencia de preeclampsia en
una familia con patologias que se relacionaran con disfuncién mitocondrial(124),
esto lleva a la hipotesis que un defecto en la funcibn mitocondrial podria ser el
agente causal de la preeclampsia(90).

Por otra parte, cuando evaluamos la actividad enzimatica de CS encontramos una
menor actividad en las gestantes que desarrollaron PE (figura 2) y también podemos
inferir que el conteo de mitocondrias en los extractos de placenta de gestantes con
PE pudo ser menor al comparar con los extractos de placentas de gestantes sanas.
La anterior inferencia se hace debido a que la actividad enzimética de CS es un
indicador del contenido mitocondrial(125).

lllsinger et al(126) encontraron una menor actividad enzimatica de COX y de CS de
las pacientes con PE, cuando compararon con las pacientes sanas. Estos autores
proponen que la funcién mitocondrial esta fuertemente relacionada con el desarrollo
de esta patologia. Pero la razén por la cual se altera la funcion mitocondrial aun no
es clara. En principio, el defecto principal se puede estar dando a nivel gendémico.
La expresion de los genes mitocondriales es regulada por varios factores que son
codificados a nivel nuclear como: factores de respiracion nuclear (NRF-1, NRF-2),
Coactivador 12 del receptor gamma activado del proliferador de peroxisomas (PGC-
la) y los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR-a). Las
alteraciones en cualquiera de estos factores regulatorios podrian explicar los
hallazgos que comprometen la funciéon mitocondrial.

En el presente estudio se encontré una correlacién negativa entre el grosor de la
placenta y la actividad enzimética de CS, lo cual podria estar relacionado con la
capacidad aerobica del tejido y su papel en el paso de nutrientes al feto, que para
nuestro conocimiento, esta correlacion no ha sido reportada por otros
investigadores (Tabla 7 del presente documento). La correlacion entre el grosor de
la placenta y la actividad de CS podria estar relacionada con una respuesta
compensatoria al flujo anormal de sangre y a la regular placentacion, con el objetivo
de mejorar las funciones fisiolégicas de la placenta.

El estudio de la funciéon mitocondrial y la funcion endotelial en la PE, podria dar un
aporte importante en la deteccion temprana de dicha patologia ya que como se
menciond en un principio, las pruebas diagnésticas que existen en este momento
se limitan a los cambios hemodinamicos tipicos de esta enfermedad los cuales
ocurren con la severidad del sindrome. En este orden de ideas, biomarcadores de
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funcién mitocondrial como CS y COX y biomarcadores de funcién endotelial como
eNOS podrian se claves para la prevencion temprana de esta patologia.
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8 CONCLUSIONES.

En la placenta de mujeres con diagndstico de preeclampsia, los niveles de eNOS
tienden a ser mas elevados al comparar con las gestantes sanas.

En la placenta de mujeres con diagndstico de preeclampsia, la actividad de COX
tiende a ser mayor, en contraposicion a la actividad de CS.
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9 PERSPECTIVAS

Las perspectivas que este estudio presenta a corto tiempo estan encaminadas a
realizar las siguientes determinaciones:

*+ Western blot de PGC 1 a. (coactivador 1 alfa del receptor activado por
proliferadores peroxisomales gamma).

* Western blot de tFAM. (factor de transcripcion mitocondrial A).
* Malondialdehido en homogenato de placenta por medio de HPLC.

Con el fin de profundizar en los mecanismos mitocondriales que estan implicados
en la patogénesis de la preeclampsia.
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