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CAPITULO 1 

EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS QUE MODULAN LA RESPUESTA 

ANTIOXIDANTE EN GESTANTES CON PREECLAMPSIA.  

 

1. RESUMEN. 

 

La preeclamsia es un desorden del embarazo que afecta entre el 7 y el 10% de 

las gestantes. Es una enfermedad que se caracteriza por tener origen multi-

sistémico y es la principal causa de morbilidad y mortalidad en madres, feto y 

neonatos.  Se desarrolla a partir de la semana 20 del periodo gestacional o 

frecuentemente al término del mismo, se presenta como una triada de signos 

como edema, presión arterial elevada y en algunos casos proteinuria. La 

preeclamsia se ha relacionado con el estado de estrés oxidativo de la 

circulación materna. 

 

La placenta es un órgano transitorio con  una alta actividad metabólica y 

biosintética, debido a que es responsable del control del transporte de 

nutrientes y desechos durante el embarazo y es susceptible al daño oxidativo 

debido a posible deficiencia en la respuesta antioxidante. En  estado de 

preeclamsia los efectos de la baja perfusión sanguínea son mayores,  lo  cual  

conlleva a hipoxia tisular con el subsecuente aumento del estrés oxidativo y se 

ha observado también  disminución de algunos marcadores de defensa 

antioxidante.  Las proteínas Nrf2 y Keap1 son dos factores de transcripción 

encargados de modular la respuesta antioxidante y son pocos los estudios que 

se han adelantado en relación con su función en preeclamsia. Es por ello que 

el objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de Nrf2 y Keap1 en la 

placenta y establecer la asociación con los eventos de preeclamsia en las 

gestantes. 

Para alcanzar los objetivos se utilizaron muestras de placenta e información de  

la base de datos sociodemográficos del ensayo clínico  “Efecto de los 

micronutrientes y del ejercicio en el embarazo, sobre factores relacionados con 

enfermedades crónicas no transmisibles” código: NCT00872365, se 
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seleccionaron muestras de de mujeres embarazadas sanas y de aquellas que 

manifestaron preeclamsia al final del embarazo. Las muestras fueron lisadas 

para obtener el extracto de proteína total.  Estos extractos se analizaron 

utilizando la técnica de inmuno-detección por Western Blot y el nivel de las 

proteínas Nrf2 y Keap1 se cuantificó por densidad óptica. Los resultados 

encontrados en este trabajo muestran  que en la placenta de mujeres con 

diagnóstico de preeclampsia, los niveles de Nrf2 tienden a ser más elevados, 

en contraposición con  los niveles de Keap 1 que se pueden encontrar bajos. 

También  las regiones promotoras de los genes de Nrf2 y Keap1 se 

encontraron totalmente desmetiladas. Por tanto los mecanismos que regulan 

los niveles de Nrf2 y Keap1 en preeclampsia no son explicables a través de la 

metilación del ADN. 

 

Palabras Claves: preeclampsia, epigenética, estrés oxidativo, factores 

nucleares, Keap1, Nrf2, metilación del ADN, respuesta antioxidante, placenta, 

enfermedades crónicas,  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

En el mundo cerca de 500 mil mujeres embarazadas mueren cada  año durante 

el parto, de estas muertes, entre el 10 y el  15 % son atribuídas a la 

preeclampsia y en Colombia cerca del 42 % de los casos de patologías del 

embarazo corresponden a esta enfermedad .  Esta patología se encuentra 

asociada a la muerte perinatal con una tasa del 10%  anual y se ha convertido 

en tema de salud pública  porque afecta a un número representativo de la 

población gestante. Algunas investigaciones indican que la disfunción 

endotelial generalizada y promovida por factores inmunológicos, genéticos y 

hereditarios pueden estar influenciando sobre la patogénesis de la 

preeclampsia, también se ha encontrado que las mujeres que sufren trastornos 

de este tipo durante el embarazo, presentan estados de estrés oxidativo 

elevado en comparación con mujeres sanas.  

 

Se conoce  que el estrés oxidativo en las células se  caracteriza por  el 

aumento de la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales 

libres de nitrógeno (RLN), y que una forma de contrarrestar el efecto de estas 

moléculas pro-oxidantes, es la eficiente respuesta celular antioxidante. Dos 

proteínas asociadas con la regulación de la respuesta de antioxidantes son 

Nrf2 y Keap1, las cuales se activan en  presencia de moléculas pro-oxidantes, 

por lo tanto es de nuestro interés saber si existe alguna relación entre el nivel 

de dichas proteínas en placenta y la preeclamsia de la mujer en embarazo, 

como una forma de contribuir al conocimiento de  la etiología de esta 

enfermedad y a futuro se puedan diseñar estrategias encaminadas a  la 

prevención de la misma. 
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3. ANTECEDENTES 

 

Existen estudios que asocian la preeclamsia en el embarazo con los altos 

niveles de estrés oxidativo y la disminuida capacidad anti oxidante. Un estudio 

reciente en el cual  se evaluó el nivel de especies reactivas de oxigeno (ERO) 

en arterias uterinas utilizando un modelo animal, mostró  que el tejido vascular 

presenta una mayor producción de ERO’s en aquellas muestras que provenían 

de especímenes en  embarazo comparado con muestras tomadas a ejemplares 

no embarazadas1, en otro estudio en el cual  se tomaron muestras a 25 

pacientes que presentaron preeclamsia y a 20 mujeres sanas, encontró que el 

Índice de Estrés Oxidativo en sangre materna y de cordón, aumentó 

significativamente en preeclamticas al comparar con el grupo de gestantes 

sanas2. De igual manera, Shaker et al (2013), incorporaron en su estudio a 25 

pacientes que presentaron preeclamsia y los parearon con igual número de 

pacientes sanas para establecer las implicaciones de algunos marcadores de 

apoptosis y peroxidación lipídica en preeclamsia. Encontraron  que los niveles 

de malondialdehido (MDA) marcador de peroxidación lipídica e indicador de 

estrés oxidativo en tejido placentario, fue significativamente alto comparado con 

el grupo control, demostrando alto estado de estrés oxidativo en pacientes con 

trastornos hipertensivos como la preeclamsia3. Rani et al (2010) realizaron un 

estudio similar en la India, donde se recolectaron 60 placentas, 30 de las 

cuales pertenecían a mujeres que sufrieron preeclamsia y 30 pacientes 

normotensas. En esta investigación se evaluaron marcadores de estrés 

oxidativo en la placenta, y se halló que los niveles de pro oxidantes medidos 

como MDA, fueron significativamente altos en placentas de mujeres 

preeclampticas, por otro lado, los niveles de antioxidantes medidos como 

glutatión (GSH) fueron bajos en este grupo comparado con gestantes 

normales, la sensibilidad y especificidad del método fue del 87% en la medida 

del MDA y para el caso del GSH la especificidad y sensibilidad fueron del 

77%4. En concordancia con el estudio anterior, Genc H et al (2011), evaluaron 

marcadores de estrés oxidativo como MDA, F2α-prostaglandinas (PGF-2α) y 

LDL oxidada (oxLDL), así como parámetros de  estado antioxidante, super 



17 

 

oxido dismutasa (SOD) y  capacidad antioxidante total (CAT), en sangre de 

gestantes que presentaron preeclampsia versus gestantes normales. Sus 

hallazgos mostraron que hacia las semanas 10-14 y 20-24 de gestación, los 

niveles de MDA, PGF-2α y oxLDL fueron significativamente altos (p<0,001), 

mientras que los de SOD y CAT fueron significativamente bajos (p<0,001, 

p<0,05 respectivamente), al comparar con los valores obtenidos para las 

mismas variables en gestantes sanas. Este comportamiento en los marcadores 

de estrés oxidativo y capacidad antioxidante en el grupo de preeclampticas 

ponen de manifiesto su asociación con la etiología de la preeclampsia5. 

 

El estrés oxidativo está implicado en el desarrollo de preeclamsia y se 

encuentra aumentado en la placenta en la etapa temprana de la enfermedad 

estimulando la producción de factores circulantes que generan síndromes 

maternos6. Se ha encontrado que en preeclamsia las ERO están 

incrementadas, mientras que los niveles de enzimas detoxificantes están 

reducidos7. De acuerdo con lo anterior, Stepan et al. (2004) encontraron una 

correlación entre la perfusión uteroplacental y la disminución de la capacidad 

antioxidante en plasma. Ellos demuestran que  hacia el segundo trimestre, 

embarazadas con perfusión uterina patológica se caracterizan por tener 

disminuida la capacidad antioxidante total  en la circulación materna8.  

 

3.1 Nrf2 y Keap 1 como controladores de estrés oxid ativo 

 

El complejo Keap1 – Nrf2 contribuye al control y regulación del mecanismo de 

defensa celular.   Harvey et al (2009), utilizaron fibroblastos embrionarios y de 

pulmón provenientes de ratones que no expresan Nrf2 y encontraron que los 

niveles de  mRNA, de proteína y de actividad de glutatión reductasa (GSR), 

enzima antioxidante, fueron bajos comparados con aquellas células de ratón 

del tipo salvaje que expresaron Nrf2, indicando la influencia de Nrf2 en la 

regulación del sistema antioxidante en la célula9. En esta línea Vasanthi et al 

(2012), estudiaron el efecto del ejercicio sobre el miocardio del corazón de 

ratones salvajes Knock-out para la expresión de Nrf2, y encontraron  que en 
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este tipo de tejido, el estrés oxidativo aumentó al comparar con  ratones 

salvajes normales y sedentarios10. Simonds et al (2011), evaluaron el efecto de 

metales pesados sobre la expresión de Nrf2 en cinco líneas celulares humanas 

diferentes,  puesto que se conoce que los metales pesados inducen estrés 

oxidativo en la célula. Estos investigadores usaron un gen reportero de la 

enzima lucifereasa en cada línea celular. Los resultados mostraron que la 

potencia de activación de Nrf2 aumentó con la exposición a  cada metal, pero 

la respuesta fue heterogénea para las líneas celulares, lo que pone de 

manifiesto que el comportamiento de la expresión del Nrf2 varía con el tipo de 

tejido ante el aumento del estrés oxidativo11.  

 

3.2 Relación de Nrf2 y Keap1 en preeclampsia 

 

Wruck et al. (2009) presentaron  los primeros datos experimentales que 

muestran el aumento de la actividad de Nrf2 dentro del citotrofoblasto de 

placentas preeclampticas comparados con gestantes normales tomadas como 

grupo control y sugieren que  existe una relación directa entre el mecanismo de 

defensa  celular contra estrés oxidativo y la toxicidad en la placenta como parte 

de la etiología de la preeclampsia12. Sin embargo, son necesarios los estudios 

con respecto  a la función de Nrf2 y Keap1 en preeclampsia. 
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4. MARCO TEÓRICO. 

 

4.1 Preeclampsia. 

 

Es un síndrome sistémico común en el embarazo y aparece  como la principal 

causa de morbilidad y mortalidad en la madre y el infante. Una inadecuada o 

fallida invasión del trofoblasto y la consecutiva remodelación deficiente de las 

arterias espirales, están  asociadas con preeclampsia13. Numerosas teorías 

sobre los mecanismos fisiopatológicos de la preeclamsia han sido planteadas,  

pero hasta ahora no existe una causa unificada conocida14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Resumen de la patogénesis de la preeclapsia; aticuerpos activados 

por los receptores tipo I de la angiotensina II  (AT-AAs), factores inmunológicos, 

estrés oxidativo, y otros factores (como aumento del factor de hipoxia), pueden 

provocar disfuncionalidad en la placenta, esto conlleva  a la liberación de 

factores antiangiogenicos (como [sFlt1] y endoglina soluble [sEng]) para 

producion preeclampsia. NK: natural killer. Tomado de: Nature Medicine 14, 

810 - 812 (2008)  
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De acuerdo con los criterios de “National  High Blood Pressure Education 

Program Working Group report on High Blood Pressure in Pregnancy”, la 

definición  aceptada de preeclampsia es el diagnostico de hipertensión inducida 

con presión diastolica de 90 mmHg medida  después de las 20 semanas de 

gestación y proteinuria que se puede presentar como 300 mg de proteína por 

día o relación de proteína/creatinina de 30 mg/ml.  Cuando la paciente presenta 

disfunción hepática, trombocitopenia y hemolisis, la preeclamsia se clasifica 

como Sindrome de HELLP15. 

 

Aunque la definición está enfocada en simples medidas de parámetros clínicos, 

la preeclamsia se reconoce como un desorden multi sistémico, el cual puede 

afectar el cerebro, pulmones, riñón e hígado. Se cree que la preeclamsia se 

presenta en dos estados: El primero es reducción de la perfusión placentaria, a 

menudo secundaria a la anormal implantación y desarrollo de la vasculatura 

placental. El segundo estado  es la respuesta materna a esta condición, se 

caracteriza por  inflamación generalizada y disfunción de las células 

endoteliales maternas16. El sobrepeso y el estrés oxidativo predisponen a la 

mujer para un leve y severo desorden hipertensivo del embarazo y los 

mecanismos que explican esta condición no han sido bien estudiados. Estudios 

de cohorte predominantemente de casos de preeclampsia leve, muestran la 

fuerte relación lineal entre índice de masa corporal (IMC) y riesgo de 

preeclamsia,  medidas como Proteína C reactiva, un marcador de inflamación 

sistémica y triglicéridos17. Otros mediadores importantes de desórdenes 

hipertensivos pueden ser el estrés oxidativo, la resistencia a la insulina, la 

disfunción endotelial, función inmune reducida o factores de estilo de vida como 

pobre dieta prenatal o inactividad física18. 

 

En el mundo, la incidencia de preeclampsia  alcanza valores del 2-10% de los 

embarazos y varía según la región siendo esta patología precursora de la 

Eclampsia. La Organización mundial de la Salud estima que la incidencia de 

preeclampsia es 7 veces mayor en los países subdesarrollados que en los 

desarrollados. En Europa y Norteamerica el indicador de incidencia de 
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Eclapmsia es similar y se estima entre 5 a 7 nuevos casos por cada 10.000 

partos, en contraste con los países en via de desarrollo donde el indicador es 

hetereogeneo, tomando valores desde 1 caso por cada 100 embarazos a 1 

caso por cada 1700 embarazos, en Colombia el 42% de las patologías del 

embarazo corresponden a preeclampsia y existe una proporción de mortalidad 

perinatal del 10% de los casos de desordenes hipertensivos18,19,20, 21. 

 

4.2 Placenta. 

 

La placenta humana es un órgano transitorio que permite el desarrollo del feto. 

Se origina con la implantación de blastocisto en la pared endometrial del útero, 

en este proceso se forma el saco coriónico que se ha incluido por sí mismo en 

el endometrio. En el embrión, Las células del trofoblasto de rápido crecimiento 

se diferencian en citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, esta última capa celular 

invade la pared endometrial erosionando las células a través de procesos 

enzimáticos. Con el avance de este proceso aparecen proyecciones celulares 

del sincitiotrofoblasto formando las vellosidades coriónicas primarias, las cuales 

se consideran como la unidad estructural y funcional de la placenta. Las 

vellosidades coriónicas, se presentan como un tejido estructurado cerca del día 

21 de gestación22. 

 

La placenta se comporta como órgano feto-materno constituido por dos 

porciones de tejido, la porción fetal que se desarrolla a partir del saco coriónico 

y la porción materna derivada del endometrio o decidua basal, la cual es 

reemplazada  casi por completo por el componente fetal hacia el cuarto mes de 

gestación. Su forma depende del tipo de invasión realizada por parte de las 

vellosidades coriónicas,  pero generalmente es de tipo discoideo. La placenta y 

el cordón umbilical facilitan o están encargados de la relación entre el feto y  la 

madre. A través de la placenta, los nutrientes pasan de la sangre materna a la 

sangre fetal y los materiales de desecho del feto pasan a la madre. Las 

principales funciones de este órgano son: protección, nutrición, respiración, 

excreción y producción de hormonas23.  
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El corion velloso se une con la porción materna de la placenta por el 

citotrofoblasto, las vellosidades coriónicas erosionan el tejido materno para 

unirse firmemente a la decidua basal (endometrio). Al mismo tiempo, las 

arterias y venas maternas presentes pasan  en forma libre a través de 

hendiduras en el citotrofoblasto abriéndose espacio hacia la región inter vellosa 

para permitir la circulación de sangre materna y que se cumpla la función de 

intercambio de nutrientes, oxígeno y desechos24. En sus inicios este proceso 

implica la remodelación de la pared de la arteria espiral permitiendo la 

desaparición de la capa muscular y  el reemplazo de células endoteliales por el 

trofoblasto (trofoblasto endovascular)25.  La invasión endovascular trofoblástica 

es de gran importancia para la fisiología feto-placentaria: previene la conexión 

intra arterial del trofoblasto endovascular hasta la semana 11 de gestación, el 

ingreso de sangre materna al espacio inter velloso y por tanto protege el 

conceptus de altas concentraciones de oxigeno durante este periodo crítico del 

desarrollo 26. Adicionalmente el remodelamiento  arterial deficiente está 

relacionado con pre-eclampsia (PE), un desorden propio de mujeres 

embarazadas que se manifiesta en el segundo trimestre de embarazo, con 

hipertensión materna y proteinuria27. 

 

4.3 Relación preeclamsia y respuesta antioxidante e n placenta. 

 

Como se  ha indicado, en preeclamsia, la invasión poco profunda del 

trofoblasto trae como resultado la remodelación defectuosa de las arterias 

espirales seguida de la alta resistencia de los vasos y la baja perfusión 

placentaria28. En consecuencia el mantenimiento de la vaso-reactividad en 

algunos segmentos de las arterias del miometrio implica la perfusión 

intermitente en el espacio intervelloso y por lo tanto la fluctuación de las 

concentraciones de oxigeno que repercuten en el aumento del estrés oxidativo 

placentario29. 
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La exposición celular a ERO como radicales libres, peroxinitritos y lípidos 

peroxidados, productos de la hipoxia, activan una maquinaria genética que 

codifica enzimas antioxidantes. Esta respuesta coordinada es regulada por la 

secuencia de DNA denominada  Elemento de Respuesta Antioxidante (siglas 

en ingles ARE) contenido en las regiones promotoras de genes denominados 

“guardianes o safe-guard” 30,31. El factor eritroride -2 (Nrf2) o el factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) son activados como consecuencia 

del estrés oxidativo para unirse al elemento ARE y amplificar la transcripción de 

genes guardianes que protegen la célula contra  las ERO y un amplio rango de 

toxinas32. De esta manera, las células de la placenta producen varias especies 

antioxidantes que incluyen Hemo Oxigenasas (OH-1, OH-2), Super Oxido 

Dismutasa – cobre- zinc (SOD) y Glutation Peroxidasa (GPx) para contrarrestar 

el estrés oxidativo33. 

 

4.4 Sistema Keap1 - Nrf2 – ARE. 

 

Keap1 y Nrf2 son factores de transcripción que pertenecen a una de las 

principales vías de regulación de defensa celular contra EO.  Nrf2 es un factor 

nuclear de trascripción del tipo cremallera de leucina presente en casi todos los 

tejidos, se conoce como el principal activador de la transcripción de proteínas 

de respuesta  antioxidante dependiente de ARE, la región con carácter básico 

de la proteína es la encargada de unirse al ADN, y posee otra región tipo Cap 

‘N’ Collar, altamente conservada entre la familia Nrf`s.  Nrf2 es regulado por la 

proteína citoplasmática Keap1, que lo secuestra por corto tiempo siguiendo dos 

probables vías: La primera se refiere a la  degradación de Nrf2 a través de la 

formación del dimero Keap1–Nrf2, donde Keap1 tiene dominios que son 

reconocidos por el complejo proteico ubiquitin ligasa que en condiciones 

normales de las células, mantiene los niveles basales de Nrf2 por 

flanqueamiento continuo y degradación mediada por la ubiquitina. La segunda 

vía se activa cuando la presencia de ERO se encuentra exacerbada y Keap1 

que actúa como un sensor  de estrés oxidativo, se modifica en el residuo 

Cys151, permitiendo la fosforilación de Nrf2 en el residuo Ser40 con su 
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subsecuente liberación. Nrf2 se estabiliza en citosol, se transloca al núcleo 

celular donde forma heterodímeros con Maf o Jun y se une a ARE permitiendo 

la expresión coordinada de genes34. 

 

4.5 Epigenética en preeclampsia. 

  

La epigenética se define como el estudio de los factores no genéticos que 

intervienen en  la expresión de genes y que ocurre sin la modificación de la 

secuencia del ADN39. 

 

La generación de EROs y la alteración del metabolismo del glutatión 

intervienen en un numero de procesos epigenéticos entre los que se incluyen: 

metilación de DNA, modificación de histonas, modulación de los procesos 

transcripcionales por miRNA y la impronta genomica35,39. Tianjiao et al, 

realizaron un análisis sistemático de patrones de metilación del DNA 

placentario en 24 mujeres con preeclampsia y 24 mujeres sanas, encontrando 

disminución de la metilación global del DNA en las placentas de 

preeclampsia36. Wensheng et al,  incluyeron en su estudio 43 mujeres con 

preeclampsia y 78 con embarazos normales, analizando muestras de sangre 

de cordón umbilical y determinando el estado de metilación del DNA, y se 

encontró hipometilación de la 11-Beta-hidroxiesteroidexdeshidrogenasa tipo 2, 

proteína implicada en la producción de glucocorticoides fetales y cuyo estado 

de hipometilación está relacionado con el aumento de producción de 

corticoides fetales37.  En  otro estudio Blair et al, analizaron el estado de 

metilación de genes que codifican para distintas proteínas entre las que se 

incluyen ADAM 12, LEP, CGB, Pappa (Adenosin deaminasa, leptina, 

transcortina, Proteina A asociada al embarazo) encontrando un aumento de la 

expresión de estos genes en placentas de pacientes con preeclampsia 

instaurada en el tercer trimestre, dicho aumento debido a la alteración del 

estado de metilación de las mismas. Lo  descrito en dicho estudio puede ser de 

utilidad en la aplicación de métodos diagnósticos ya que es posible en la 

actualidad hacer una determinación sérica de estas proteínas38.  Otro estudios 
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incluyen el análisis del estado de metilación de las regiones promotoras de 

VEFG (factor de crecimiento endotelial) encontrando hipometilacion de las 

mismas y aumento de la expresión de este gen en pacientes con esta 

patología, sin embargo hay  poca literatura disponible que permita conocer el 

estado de  metilación para Nrf2 en placentas de pacientes que sufren de 

preeclampsia. 
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5. OBJETIVOS. 

 

5.1 Objetivo General. 

Estudiar las proteínas que modulan respuesta antioxidante en la placenta de 

mujeres que presentaron preeclampsia y su posible asociación con la 

enfermedad. 

 

5.2 Objetivos específicos . 

 

5.2.1 Evaluar el nivel de las proteínas Nrf2 y  Keap1 en la placenta de  mujeres 

diagnosticadas con preeclampsia. 

 

5.2.3 Establecer el estado de metilación de las regiones control de los genes 

Keap1 y Nrf2 en la placenta de mujeres con diagnostico de preeclampsia. 
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6. MATERIALES Y METODOS. 

 

6.1 Diseño metodológico. 

 

En este estudio se utilizó un banco de muestras de placenta humana 

conformado previamente para la ejecución del proyecto “Efecto de la 

complementación con micronutrientes y del ejercicio físico durante la gestación 

sobre factores relacionados con enfermedades crónicas no transmisibles” 

financiado por Colciencias/Universidad del Valle/FES (Cód. 11064592). Las 

placentas fueron recolectadas en el momento del parto y transportadas bajo 

refrigeración en buffer PBS 1X. De cada placenta se tomaron 2 muestras de 

tejido de la cara materna, una cerca a la inserción del cordón umbilical  

(fracción A) y la otra de la periferia (fracción B),  estos fragmentos fueron 

preservados a -70 oC hasta el momento del estudio. 

 

Se tomaron como casos aquellas madres diagnosticadas con preeclampsia de 

acuerdo con  la base de datos del mencionado estudio. 

 

6.2 Selección de muestras. 

 

Las muestras de placenta tomadas para evaluar las proteínas, fueron divididas 

en dos grupos.  

 

Como  casos se seleccionaron aquellos códigos de gestantes del grupo control 

con diagnostico de preeclampsia, 10 en total. Como  control se tomaron 14  

muestras de placenta de gestantes sanas. Para establecer el estado de 

metilación se utilizaron 5  muestras de DNA de placenta del grupo de 

preeclampsia y 5 muestras del grupo control. 
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6.3 Evaluación de la expresión de proteínas  keap1 y nrf2 en placenta. 

 

6.3.1 Extracción de Proteína Total de Placenta. 

 

Preparación de las muestras: 

Se tomaron 500 mg de tejido placentario ( fracción A + fracción B), en 3 ml de 

buffer CelLityc con inhibidor de proteasas, la muestras se homogenizaron y se 

trataron con ultrasonido para obtener del tejido una solución homogénea, se 

incubó en baño frio por 30 min  y se centrifugó  a 1000 rpm por 10 min a 4 oC. 

El sobrenadante se mantuvo a -70 oC para preservar inocuas las proteínas de 

interés. 

 

Una vez homogenizada la solución de células rotas  provenientes del tejido,  se 

procedió a cuantificar la proteína por medio de la técnica de ácido bicinconinico 

con kit (Sigma)  en microplacas de 96 pozos teniendo en cuenta los siguientes 

pasos: 

 

Preparación del reactivo de trabajo: Mezcla   de 50 partes de reactivo A más 

una parte de reactivo B hasta obtener el color verde claro. 

Curva de calibración desde 200mg/ml a 1000µg/ml en tubos ependorf de 1.5ml 

según tabla. 

 

Tabla 1. Datos de la concentración de proteína estándar. 

Tubos 1 2 3 4 5 6 

Concentración  

(µg/ml) 

0 200 400 600 800 1000 

Solución proteína estándar (µl) 0 12 24 36 48 60 

Buffer de lisis (µl) 60 48 36 24 12 0 

 

Se adicionaron 25 µL del blanco de cada estándar y de cada muestra en los 

pozos. Se adicionaron 200 µl de la solución W, Se incubó por 30 min a 37°C. 

Se leyó la absorbancia a 562nm. 
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De acuerdo con el  valor de proteína total encontrado en cada muestra, se 

realizaron los cálculos para determinar la cantidad proteína a servir  en cada 

pozo, con el fin de encontrar la concentración que permitiera  una buena 

separación de las proteínas durante  la electroforesis. Para el caso de las 

muestras de placenta la mejor separación se logró con una concentración de 

50 µg/µl. 

 

6.3.2 Western Blott. 

 

6.3.2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS -PAGE. 

 

Una vez obtenida la concentración de proteína total para usar, se utilizó la 

técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de Dodecil 

sulfato de sodio ó SDS-PAGE. Este gel fue preparado en el laboratorio y 

consiste en dos fases de poliacrilamida a diferente concentración, la primera 

corresponde al gel de separación con 10 % de polímero, la segunda fase de gel 

es la de apilamiento contiene 4% del polímero y corresponde al lugar donde 

están los pozos de disposición de las muestras. Cada muestra fue sembrada 

intercalando los grupos de estudio, en conjunto con un marcador de peso 

molecular para proteínas (Bench marck). La electroforesis se llevó a cabo 

haciendo una pre-corrida de 30 min a 60 voltios y luego se aplicaron 125 voltios 

por 90min, se usó el sistema Mini-Protean II de Bio-Rad, empleando Tris-glicina 

(pH 8.8) como buffer. 

 

6.3.2.2 Electro transferencia Blotting. 

 

Culminado el proceso anterior y obtenido el perfil proteico, se recuperó el gel, 

esta vez se desechó la porción al 4% y el gel remanente, se situó sobre el 

soporte de nitrocelulosa, para proceder a realizar electro transferencia de las 

proteínas de placenta. La electro- transferencia se llevó a cabo a voltaje 
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constante de 100 voltios durante  90 min, se usó el sistema Mini-Protean II  de 

Bio-Rad, empleando Tris-glicina (pH 8.6) como buffer a 4 oC. 

 

6.3.2.3 Inmuno Blot. 

 

La membrana de nitrocelulosa se incubó con rojo de Punceau para verificar la 

transferencia de las proteínas y observar el patrón de separación. Tomando 

como referencia el marcador de peso molecular, se realizaron cortes en la 

membrana, teniendo en cuenta los pesos de las proteínas de interés Keap1 (70 

kDa), Nrf2 (68 kDa), β-actina (38 kDa), esta última usada como control interno 

para normalizar los resultados. Los fragmentos de membrana, fueron lavados 

con buffer TBST y se bloquearon con leche al 2% para evitar la fijaciones 

inespecíficas del anticuerpo primario, posteriormente se incubaron  toda la 

noche con su respectivo anticuerpo policlonal marca Abcam, anti actina 

(1:2000), anti Nrf2 (1:500) y anti Keap1 (1:500). Luego cada membrana fue 

incubada con anticuerpo secundario  (Santacruz) por 1 hora, lo  cual favorece 

la identificación de las proteínas de interés. Finalmente se retira el anticuerpo y 

aplican lavados con buffer TBST. 

 

6.3.2.4 Revelado. 

 

En cuarto oscuro se procedió a aplicar luminol a cada membrana con el fin de 

generar luminiscencia en las proteínas Keap1, Nrf2 y β-Actina, se observó la 

presencia de bandas luminosas en cada carril de muestra a los 7 min, 2 min y 1 

min respectivamente. Para medir la intensidad de las bandas se  expusieron 

películas radiofotográficas o fotosensibles  (Kodak) en cada membrana y se 

revelaron con soluciones de la misma casa comercial. Estas películas fueron 

llevadas al escáner para digitalización de las imágenes para luego cuantificar 

por densidad óptica utilizando el software libre Image J. 

 

6.4 Extracción de ADN de Placenta. 
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De las muestras seleccionadas se realizó la extracción de ADN a partir de 30 

mg de tejido de placenta usando el kit comercial All prep DNA/RNA/protein mini 

Kit (QIAGEN) según el protocolo suministrado por la casa comercial. Una vez 

extraído el ADN de cada muestra, se cuantificó su concentración y calidad, 

usando los valores de absorbancia a 260/280 nm por espectroscopía de UV. 

 

6.5 Análisis de metilación de los promotores de Kea p1 y Nrf2. 

 

Para este análisis se utilizó el Kit de análisis de metilación de la casa comercial 

Quiagen (Analyzing EpiTect Methyl II PCR Array). El método se baso en la 

detección de la muestra de ADN  después de digestión con una enzima de 

restricción sensible a metilación y una enzima de restricción dependiente de 

metilación, estas enzimas digieren el ADN metilado y demetilado 

respectivamente. En la siguiente reacción el ADN no digerido en cada reacción 

enzimática individual es cuantificado por reacción en cadena de la polimerasa 

en tiempo real (Q-PCR, siglas en ingles), usando primers que flanquean la 

región promotora de interés. La fracción relativa de ADN metilado y demetilado 

es subsecuentemente determinada por la comparación de la cantidad  de ADN 

en cada reacción simulada donde no se adiciona enzimas. 

 

El protocolo de este sistema, utiliza el ADN previamente extraído, el cual es 

fraccionado  en cuatro porciones iguales para digestión simulada sin enzimas, 

digestión con enzima de restricción sensible a metilación, con enzima de 

restricción dependiente de metilación y digestión con enzima dependiente de 

metilación y sensible a metilación. Las enzimas de restricción son mezcladas 

directamente con un máster-MIX para Q-PCR  y son servidas  en el plato de 96 

pozos para Q-PCR, que contienen servidas con anterioridad  las mezclas de 

primers según diseño del plato. 

 

El Q-PCR se programó usando las condiciones específicas indicadas en el 

protocolo diseño del PCR Array, finalmente los valores de obtenidos de ∆CT 

fueron llevados a una planilla para análisis de datos proporcionada por la casa 
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comercial, la cual automáticamente calcula las cantidades relativas  de fracción 

de ADN metilado y desmetilado.   

 

El producto de la digestión simulada representa la cantidad de ADN de entrada 

detectado. En la digestión sensible a metilación (MS), la enzima de restricción  

digiere el ADN parcialmente metilado y demetilado. El ADN restante 

hipermetilado, en el cual todo los sitios  CpG están metilados puede ser 

detectados por Q-PCR. 

En la reacción de digestión dependiente de metilación (MD) la enzima de 

restricción preferiblemente digiere DNA metilado, el ADN  desmetilado restante 

es detectado por Q-PCR. 

 

En la reacción de digestión doble (MSD), ambas enzimas están presentes y 

todas las moléculas de DNA es decir regiones desmetiladas  y metiladas son 

digeridas. Esta reacción mide la fracción de ADN que no fue digerida por las 

enzimas de restricción. 

 

Este sistema provee el estado de metilación en porcentaje de ADN  

desmetilado y porcentaje de ADN metilado, lo desmetilado representa la 

fracción del ADN de entrada que contenía sitios CpG no metilados en la región 

amplificada del gen, lo metilado representa la fracción de ADN  genómico de 

entrada que contenía 2 ó más sitios CpG metilados en la región del gen 

objetivo o flanqueada. 

 

6.6  Análisis estadístico. 

 

Para el análisis estadístico se utilizó el software  SPSS (ver 21), aplicando la 

prueba no paramétrica de U de Mann Whitney para establecer las diferencias 

entre la expresión de las proteínas de estudio en los grupos, también se aplicó 

la prueba T de Student para determinar la diferencia entre las medias de las 

variables clínicas. Para determinar si existen asociaciones entre las variables y 

co-variables se usó la prueba estadística de correlación de Spearman. 
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Se aceptó el valor de p <0,05 como estadísticamente significativo. 

 

6.7 Consideraciones Éticas.   

 

Las muestras de placenta manejadas en este estudio procedían de madres 

participantes en el  proyecto “Efecto de la complementación con 

micronutrientes y del ejercicio físico durante la gestación sobre factores 

maternos y placentarios relacionados con enfermedades crónicas no 

transmisibles” aprobado por el Comité de Ética en Investigación en Humanos 

(CEIH) de la Universidad del Valle  (Acta No 017-08 y Acta No 04-013), las 

gestantes autorizaron  en el consentimiento informado el uso de las muestras 

para posteriores estudios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. RESULTADOS. 

 



34 

 

En la tabla 2,  se muestran los datos antropométricos de las gestantes y de la 

placenta.  

 

Tabla 2. Características de las gestantes.   

Grupo Control (n=14) 
Preeclampsia 

(n=10) 
Valor de P

a
 

Caracteristicas antropometricas 

de las mujeres gestantes 
      

       Edad (años) 21.2 ± 3.75  20.7 ± 3,56 0.738 

       Peso (Kg) 61.9 ± 10.06 65.9 ± 8.18 0.311 

       Talla (cm) 155.9 ± 4.41 154.1 ± 6.08 0.401 

       IMC (Kg/m 2) 25.2 ± 3.66 27.7 ± 2.94 0.084 

       Edad gestacional  (Sem) 39.7 ± 0.85 38.1 ± 1.37 0.003* 

       Etnia     

               Mestiza (%) 100 90   

               Negra (%) - 10   

      

Caracteristicas de la Placenta       

      Peso (g) 436.7 ± 102.63 436.0 ± 125.51 0.988 

       Diametro (cm) 14.39 ± 7.83 14.48 ± 7.88 0.979 

       Grosor (mm) 1.4 ± 0.32 1.0 ± 0.40 0.022* 

  
    

  

Valores presentados como la media ± Desviación estándar (SD). 
a Estadístico de contraste T de student. 
*p<0.05 comparado con embarazadas normales. 
 

 
7.1 Análisis por Western Blott de las muestras de p lacenta y evaluación 

del estado de metilación de las regiones promotoras . 

 

La cuantificación de proteínas por Western Blot muestra para  Keap1, banda de 

70 kDa, y  en el caso de Nrf2  una banda de 68 kDa, para b-actina, la banda 

aparece a 38 kDa. No se observan bandas inespecíficas en el inmuno blot 

(figura 1). Se utiliza el mismo tejido de placenta como control positivo. 
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Figura 2. Western Blot de las proteínas de interés. Cada banda representa 

muestras de placenta  del grupo de preeclampsia: a) Keap1 y b) Nrf2, la última 

banda corresponde al control positivo (C+). 

 

 

Tabla 3. Nivel de proteínas y estado de metilación de las regiones promotoras. 

Grupo Control (n=14) 
Preeclampsia 

(n=10) 
Valor de P

a
 

Expresión de las proteínas en 

Placenta     
  

        KEAP 1* 0.22 ± 0.07 0.16 ± 0.09 0.053 

        NRF2 * 0.51 ± 0.21 0.72 ± 0.27 0.084 

Estado de metilación de las 

regiones promotoras
b
     

  

        Keap1       

                  Metilado (%) 0 0   

                  Desmetilado (%) 100 100   

        Nrf2     

                  Metilado (%) 0 0   

                  Desmetilado (%) 100 100   

* Corresponde a la relación Proteína/β-Actina 
a. Prueba U de Mann Whitney 
b. Estado de metilación por PCR array methylation. 
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Figura 3. Diagramas de barras para el nivel de proteínas (a) y estado de 

metilación para los dos genes (b y c). 

 

En la tabla 3 se observan la expresión de Nrf2 y Keap1 expresadas como  

relación de áreas de proteína de interés vs. área B-actina obtenida por 

intensidad de la banda con el software Image J.  

 

Utilizando los valores de la tabla 3, se procedió a aplicar la prueba de rangos 

de Mann Whitney para comparar los niveles de las proteínas en los grupos de 

estudio. Se observa que los valores críticos de p en la prueba para  Nrf2 y 

Keap1 son 0.084 y 0.053 respectivamente, indicando significancia marginal 

probablemente como consecuencia del tamaño de la muestra.  

a) 
b) 

c) 
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La correlación bi-variada de Spearman se utilizó para determinar el grado de 

asociación entre dos variables con  muestras pequeñas. En este estudio se 

evaluó  la asociación entre las variables resultado, expresión de Nrf2 y Keap1 

frente a co-variables antropométricas como edad, peso, talla, Índice de masa 

corporal (IMC) y  características de la placenta (peso, diámetro y grosor) en 

cada grupo de estudio.  Los resultados de las correlaciones para el grupo de 

gestantes sanas no evidenciaron ningún tipo de correlación entre las variables.  

En el grupo de gestantes que sufrieron preeclampsia, la expresión de Keap1 

presentó una correlación positiva con el peso de la placenta (r= 0,733; 

p=0.025), diámetro de la placenta (r= 0,685; p=0.029) y el grosor de la placenta 

(r= 0,652; p=0.041) (tabla 4) (grafico1). 

 

Tabla 4. Correlación de Keap1 y Nrf2 con co-variables  en el grupo de 
gestantes que sufrieron Preclampsia. 
Variable Nrf2 Keap1 

r* P r* P 

Edad -0.359 0.309 -0.097 0.789 

Peso  0.030 0.934 0.200 0.580 

Talla (cm) -0.189 0.601 -0.256 0.475 

IMC 0.207 0.567 0.383 0.275 

Edad gestacional  -0.086 0.812 0.056 0.879 

Diámetro de placenta  -0.306 0.390 0.685 0.029
§
 

Grosor de la placenta  -0.128 0.724 0.652 0.041
§
 

Peso de placenta  -0.600 0.088 0.733 0.025
§
 

*coeficiente de correlación de Spearman. § p< 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Gráficos de dispersión para la correlación del nivel Keap1 y  las 

variables diámetro, grosor y peso de la placenta. 
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8. DISCUSIÓN. 

 

Esta parte del estudio se enfocó en la medición del nivel de dos proteínas que 

modulan la respuesta antioxidante en la placenta de mujeres que sufrieron 

preeclampsia y cómo, estos valores pueden presentar diferencias asociadas 

con la enfermedad. Lo anterior para ampliar el conocimiento y entendimiento 

que permitan desarrollar estrategias para el manejo de esta patología y así 

disminuir los índices de morbi-mortalidad materna y fetal. 

 

Keap1 y Nrf2 son dos proteínas del citosol, bien reconocidas por cumplir la 

función de sensor de moléculas  pro-oxidantes como ERO y a su vez participar 

en la modulación del mecanismo de respuesta anti oxidante celular. Nfr2, actúa 

como factor de transcripción al unirse a la secuencia de nucleotidos ARE 40,41, 

que es el sitio del ADN donde se controla la transcripción de un conjunto de 

genes que están involucrados directamente con la respuesta antiredox y que se 

expresan de forma coordinada ante la presencia  de moléculas pro-oxidantes. 

Por otra parte Keap1 forma un dímero con Nrf2 que en condiciones normales 

es degradado constantemente en el proteasoma pero ante la presencia de EO 

o un electrofílo, libera a Nrf2  para que se trasloque al núcleo y cumpla su 

función 42. 

 

En condiciones normales se conoce que el EO materno aumenta con el 

desarrollo del embarazo, de igual manera esta situación se presenta en la 

placenta debido a los bajos niveles de oxígeno o hipoxia del tejido placentario. 

En la preeclampsia, la baja perfusión sanguínea de la placenta genera hipoxia 

del tejido y se cree que los mecanismos de respuesta antioxidantes modulados 

por Keap1 y Nrf2 se encuentran activos ante el EO.  

 

En este estudio utilizando el estadístico de contraste no paramétrico U de Mann 

Whitney (Tabla 3) muestra que  las proteínas evaluadas probablemente tienen 

sociación con  la enfermedad, con valores de significancia marginal de 0,053 

para Keap1 y 0,084 para Nrf2  en los grupos de estudio, situación que se 
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puede evidenciar en las barras de la Figura 2 donde se observa que keap1 se 

presenta en menor proporción en preeclampsia comparado con el grupo 

control; al contrario  Nrf2 se encuentra en mayor proporción en las placentas de 

mujeres con esta patología, esto se puede asociar al mecanismo conocido de 

la relación de keap1-Nrf2, ya que se requiere que Nrf2 esté libre para que 

cumpla su función en la vía de respuesta anti estrés como factor de 

transcripción en el núcleo, es decir que los niveles de Nrf2 se espera estén 

altos y los de keap1 bajos para evitar la degradación de Nrf2. Esta tendencia es 

congruente con los hallazgos de Loset et al. (2012), quienes, tomaron muestras 

de la decidua basal de la placenta de mujeres que presentaron preeclampsia y 

realizaron un estudio de vías canonícas y redes de genes que probablemente 

jugaban un papel importante en la patogénesis de la preeclampsia. Ellos 

reportan que el mecanismo de respuesta a estrés oxidativo mediada por Nrf2 

estuvo altamente representado en la decidua de pacientes con preeclampsia43. 

En contraste, otro estudio (Chigusa et al 2012) donde se analizaron muestras 

de placenta  de mujeres preeclampticas, muestran que existe baja actividad de 

Nrf2 asociada con el bajo nivel de los mRNA de hemo-oxigenasa (HO-1) y el 

receptor de lipoproteína de baja densidad oxidada (LOX-1), este último 

conocido por ser receptor de LDL oxidada (oxLDL) y activador de Nrf2; 

asociando estos comportamientos moleculares con la patogénesis de la 

preeclampsia44. Los estudios recientes relacionados con la actividad 

antioxidante, revelan que la función de Nrf2 se ve afectada en placentas de 

pacientes que presentaron preeclampsia por interrupción en la señalización y 

explican que se pueden esperar posibles efectos benéficos de Nrf2 sobre esta 

enfermedad cuando se induce su expresión a través de otros mecanismos45,46. 

 

El aumento de peso está asociado con alteraciones en las proteínas lipidicas y 

esto a su vez  con el aumento de marcadores inflamatorios y especies 

reactivas de oxigeno, también relacionadas con la preeclampsia15, se ha 

reportado en la literatura que con el desarrollo del embarazo, la madre aumenta 

de 2 a 3 kilos por mes y que la hiperlipidemia materna es un cambio común y 

notable que se refleja con el aumento de marcadores lipídicos tales como las 
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LDL y oxLDL entre otros47,48. En mujeres con preeclampsia, los niveles séricos 

de oxLDL están más altos que en embarazadas normales49 y en la placenta el 

receptor transmembranal de oxLDL (LOX-1) se encuentra altamente 

expresado50. Se ha señalado que la expresión de LOX-1 tiene relación con la 

activación de Nrf251, pero en preeclampsia, Chigusa et al (2012) encontraron 

que tanto el receptor LOX-1  como Nrf2 se encuentran atenuados36. Sin 

embargo para nuestro estudio los valores de IMC no mostraron correlación 

estadísticamente significativa con respecto al aumento de los niveles de las 

proteínas en estudio. 

 

En el presente  trabajo se encontró que los niveles de Keap1 en las placentas 

de mujeres que sufrieron preeclampsia (Figura 2, tabla 3) se encuentran bajos  

y que a la vez  existe una correlación positiva entre el grosor, peso y diámetro 

de la placenta y Keap1 (p= 0,041;  0,025; 0,029 respectivamente, ver Tabla 4); 

lo que concuerda con el menor grosor de la placenta de preeclampticas con 

respecto al grupo control (Tabla 2). Nuestros hallazgos están acordes con lo 

descrito en el estudio de Kajantie et al, quienes evaluaron las placentas de 284 

pacientes con preeclampsia encontrando una relación significativa p<0.0001 

para el tamaño de la placenta siendo este menor a mayor severidad de la 

enfermedad, y contrasta con el grosor el cual fue mayor en preeclampticas en 

el mencionado estudio p<0,001.52 

El estudio de análisis de metilación con arreglo de genes, evidenció que tanto 

en las muestras del grupo control como en los casos, las regiones promotoras 

de Keap1 y Nrf2 se encontraron  desmetiladas en un 100%. Debido a que el 

control epigenetico por metilación del ADN es uno de los mecanismos por el 

cual se regula la expresión de genes, en este caso al no encontrarse sitios 

CpG’s metilados en las regiones promotoras de Keap1 y Nrf2, se puede inferir 

que los resultados observados de las proteínas evaluadas en los grupos de 

estudio, no se pueden explicar  por los mecanismos epigenéticos que 

involucran la metilación del ADN. Lo anteriormente descrito podría entonces 

asociarse a la relación entre Keap1 y Nrf2.  Como se ha mencionado 

anteriormente Keap1 actúa como un sensor electrofilico debido a que posee 
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múltiples residuos de cisteínas reactivas ricas en grupos thiol, las cuales al 

reaccionar con electrofilos liberan a Nrf2 para que se acumule en el núcleo. En 

preeclampsia se conoce que los niveles de  ERO aumentan, por tanto Nrf2 se 

debe elevar en respuesta a esta condición. Por otro lado el aumento de VEFG 

activa también la vía de producción de Nrf2 sin necesidad de la presencia de 

ERO37. Sundrani et.al  han encontrado una reducción global de los niveles de la 

misma en el  DNA en placentas de embarazadas con partos pretermino e 

hipometilacion de las regiones promotoras de VEFG lo que lleva a un aumento 

de la expresión del gen de VEFG y podría explicar la mencionada vía alterna 

de producción de Nrf2 no dependiente de los niveles de Keap153,54.  Otro 

posible mecanismo por el cual los niveles de Nrf2 se pueden ver elevados es 

que  por defectos conformacionales de la proteína y en consecuencia 

disminución en su actividad, el organismo responda aumentando los niveles de 

la proteína defectuosa para compensar la falla dentro de la vía de respuesta 

antioxidante. 

Teniendo en cuenta lo anterior resulta necesario explorar los mecanismos tanto 

enzimáticos como genéticos con el fin de encontrar la vía por la cual se están 

modificando los niveles de Nrf2 y Keap1 en preeclampsia. 

El mecanismo de respuesta antioxidante es solo una de las vías que se ve 

implicada en el desarrollo de la preeclampsia, puesto que existen otros 

mecanismos fisiológicos que intervienen en el desarrollo de la enfermedad 

haciendo de esta una patología de origen mutifactorial. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Los resultados encontrados en este trabajo muestran  que en la placenta de 

mujeres con diagnostico de preeclampsia, los niveles de Nrf2 tienden a ser más 

elevados, en contraposición a los niveles de Keap 1 que se pueden encontrar 

bajos.  

 

En la placenta de mujeres con diagnostico de preeclampsia se detectó que las 

regiones promotoras de los genes de Nrf2 y Keap 1 se encontraron totalmente 

desmetiladas. Por tanto la baja expresión de Keap1, no se puede atribuir a una 

regulación epigenética por metilación en su región promotora.  

 

La relación  de Nrf2-Keap1, la interacción de  VEFG y la compensación por 

función alterada de Nrf2 pueden ser los mecanismos a través de los cuales los 

niveles de proteínas Nrf2 y Keap1 se ven alterados en la preeclampsia. 
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CAPITULO 2 

 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS QUE MODULAN LA RESPUEST A 

ANTIOXIDANTE EN MUJERES PRIMIGESTANTES QUE RECIBIER ON 

TRATAMIENTO CON MICRONUTRIENTES. 

 

1. RESUMEN. 

 

El embarazo es una etapa crítica en la cual se presentan cambios metabólicos 

en la madre, estos cambios tienen como objetivo principal garantizar las   

condiciones adecuadas para el desarrollo del embrión y posteriormente  del 

feto. El ambiente uterino toma gran importancia durante esta etapa debido a 

que factores ambientales que están influyendo sobre el estado de la gestante 

pueden alterar considerablemente el fenotipo y el genotipo del feto en 

formación,  y provocar desórdenes patológicos en la madre y en su progenie.  

Algunos estudios plantean que deficiencias nutricionales en la madre pueden 

generar  trastornos patológicos, como preeclampsia, diabetes gestacional y 

retardo de crecimiento intra uterino. También se ha considerado la hipótesis de 

que las alteraciones metabolicas in utero condicionan al feto a sufrir problemas 

de salud en la etapa neonatal y en la edad adulta, este tipo de 

condicionamiento se ha denominado Programación Fetal. Diversos procesos 

fisiológicos normales propios del embarazo están involucrados con las 

diferentes patologías, entre ellos se incluyen los mecanismos epigenéticos, 

estrés oxidativo, que pueden llegar a producir entre otros disfunción en la 

placenta y alteraciones endocrinas.  

 

Investigaciones recientes han encontrado que los niveles de estrés oxidativo se 

encuentran elevados en la placenta y que existen mecanismos de respuesta 

anti oxidante que se activan para mantener el equilibrio redox en el tejido 

placentario. De igual manera diversos estudios han planteado la hipótesis de 

que la suplementación con micronutrientes antioxidantes ayuda a prevenir 

trastornos en la salud tanto de la madre como del feto, sin embargo, aún no es 
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claro como estos suplementos están influyendo sobre la salud materna y la 

fetal. 

 

Es por ello, que el presente trabajo se desarrolló para establecer el efecto de la 

suplementación con micronutrientes antioxidantes sobre los moduladores de 

respuesta antioxidante Nrf2 y Keap1 en la placenta de mujeres primigestantes. 

 

En el diseño metodológico se utilizó un banco de muestras conformado en el 

estudio “Efecto de la complementación con micronutrientes y del ejercicio físico 

durante la gestación sobre factores maternos y placentarios relacionados con 

enfermedades crónicas no transmisibles”.(Universidad de Valle-Colciencias-

FES.) Catorce  muestras de placenta fueron tomadas del grupo de gestantes 

que consumió micronutrientes antioxidantes y del grupo control,  al cual se le 

suministró un  placebo. Cada muestra fué tratada para obtener el extracto 

protéico y se evaluó la expresión de las proteínas Nrf2 y Keap1 en los grupos 

de estudio, utilizando la técnica de electro inmuno-transferncia o Western Blot. 

De igual manera se evaluó preliminarmente el estado de metilación de las 

regiones promotoras de los genes, utilizando el kit para PCR cuantitativa 

(Analyzing EpiTect Methyl II PCR Array). 

  

Los resultados mostraron que no hubo alteración en los niveles de expresión 

de Nrf2 y Keap1 en los grupos de estudio y que las regiones promotoras de 

estos genes se mantuvieron desmetiladas. Por tanto  se considera que en las 

condiciones del estudio la suplementación con micronutrientes antioxidantes 

usados, no afecta la expresion Nrf2 y Keap1 y  que el mecanismo de respuesta 

antioxidante que involucra dichas proteínas en la placenta puede estar activo 

ante la presencia de radicales libres de oxígeno con o sin la suplementación 

con micronutrientes (vitamina A, E, C, B3, Zn, Se), manteniendo el equilibrio 

redox en el tejido placentario.  

 



51 

 

Palabras Claves: micronutrientes antioxidantes, epigenética, estrés oxidativo, 

factores nucleares, Keap1, Nrf2, metilación del ADN, respuesta antioxidante, 

placenta, enfermedades crónicas.  
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2. JUSTIFICACIÓN. 

 

En la actualidad, las enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) son la 

causa más común de morbilidad y mortalidad en el mundo, superando 

estadísticamente a aquellas enfermedades causadas por agentes infecciosos. 

Las ECNT más frecuentes son la diabetes mellitus, la obesidad y las 

enfermedades cardiovasculares. 

 

El desarrollo de las ECNT en la edad adulta se ha asociado a factores del estilo 

de vida como sedentarismo, malnutrición y consumo de cigarrillo. Estos 

factores también se han asociado con el  estado de estrés oxidativo (EO) 

celular, el cual se plantea como uno de los mecanismos fisiopatológicos de las 

ECNT. El EO es el resultado del desequilibrio entre el incremento en la 

formación de especies oxidantes como los radicales libres de oxigeno (RLO)  y  

de nitrógeno (RLN) y el sistema antioxidante del cuerpo humano. 

 

El embarazo se caracteriza por el aumento en la producción de RLO y RLN que 

han mostrado tanto in vivo como in vitro capacidad de inducir EO y  también 

cambios en la expresión génica 1. El EO se ha relacionado con la aparición de 

enfermedades vasculares durante la gestación, como preeclampsia e 

hipertensión inducida por el embarazo, siendo estas,  algunas  de las 

principales causas de morbi-mortalidad en mujeres gestantes, de abortos 

espontáneos y de nacimientos prematuros, debido al deficiente desarrollo 

placentario 2.  Se ha propuesto entonces, que el uso de terapias antioxidantes 

como la complementación con micronutrientes durante este período sería 

importante para la prevención de este tipo de patologías mediante  una 

adecuada respuesta antioxidante en el tejido placentario. 

 

Existe evidencia de que los factores de transcripción  Keap1 y Nrf2 cumplen la 

función de censar el EO celular e inducir la transcripción coordinada de 

enzimas antioxidantes, las cuales neutralizan los RLO y RLN, xenobioticos y 

otras  moléculas que puedan causar daño a la célula. A través de este 
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mecanismo se logra mantener  un equilibrio en el estado redox. Se conoce que 

la hipermetilación de las regiones promotoras de estos genes, inhibe su 

transcripción y dependiendo de cuál de ellos se encuentre reprimido se puede 

atenuar o exacerbar la respuesta antioxidante 3. Con relación al embarazo, el 

EO en la madre como en la placenta aumenta  con el avance del período 

gestacional,  razón por la cual   la repuesta antioxidante debe ser  proporcional 

al estado oxidativo celular, necesario para el buen desarrollo fetal y placentario.  

 

De acuerdo con lo anterior, el propósito  de la investigación fué evaluar si la 

complementación con micronutrientes antioxidantes durante la gestación puede 

afectar el grado de metilación de genes en las regiones control de los factores 

de transcripción Keap1 y Nrf2 y sus niveles proteicos en placenta de mujeres 

primigestantes sanas. Con el conocimiento generado en el estudio se espera 

contribuir a prevenir algunas patologías que se generan en el embarazo o que 

puedan derivar en afecciones a futuro en madres e hijos.  
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3. ANTECEDENTES. 

 

3.1 La mala nutrición durante el embarazo y los efe ctos sobre la 

descendencia  

 

Durante el período conocido como la “Hambruna Holandesa”,  los hijos de las  

madres que estuvieron  sometidas a carencia de nutrientes al final del 

embarazo presentaron una menor tasa de obesidad al alcanzar la etapa de 

adultos jovenes al compararlos con  los hijos de madres que padecieron la 

hambruna en el primer semestre. Por ello se planteo la idea, que durante la 

gestación existen períodos críticos para el desarrollo fetal 4. En experimentos 

de restricción calórica con ratas durante la gestación se demostró que en las 

crias  se desarrolla obesidad, diabetes e hipertensión arterial  5,6,7 y son 

propensas a sufrir  diabetes tipo 2 pues se generan menos células β-

pancreáticas  8. 

 

Se demostró entonces,  el gran impacto que tiene el consumo de macro y 

micronutrientes en la salud del  recién nacido. El bajo suministro de nutrientes, 

que afectó el ambiente intrauterino del feto, hizo que sus genomas expresaran  

una respuesta metabólica a estas condiciones extremas de hambruna 

caracterizada por el aumento de los depósitos de grasa para la obtención de 

energía, lo que se conoce como “la hipótesis del fenotipo ahorrador” 9,10 

Posteriormente, en estudios sobre los orígenes tempranos de la isquemia 

cardiaca en la etapa adulta, se encontró bajo peso al nacer como factor de 

riesgo de esta anomalía. Lo anterior llevo a  David Baker y colaboradores en 

1989 a proponer la hipótesis de la Programación fetal 11, la cual postula que la 

inducción, eliminación o la alteración en el desarrollo de una estructura  o el 

“ajuste” de un sistema fisiológico por un estímulo o una agresión que opera 

durante un periodo “vulnerable” del desarrollo temprano, trae  consecuencias a  

largo plazo para la función de la estructura. En este orden de ideas se 

considera  que los factores endógenos, exógenos y placentarios durante el 

embarazo pueden producir cambios estructurales y/o metabólicos en  el feto, 
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poco o nada reversibles durante el crecimiento neonatal y la edad adulta, y se 

piensa  que el período gestacional es  punto crítico para el desarrollo de ECNT. 

A los efectos gestacionales de dichos factores se les ha dado el nombre de 

programación fetal de ECNT 12. 

 

3.2 Efecto de la dieta en procesos epigenéticos. 

 

Se ha reportado que los procesos epigenéticos pueden ser afectados 

dinámicamente por la dieta y que la metilación global del ADN es susceptible al 

exceso o a la deficiencia de ciertos nutrientes. . Algunos de estos elementos 

como folato, colina, biotina, zinc y selenio, entre otros, son micronutrientes que 

como cofactores enzimáticos o antioxidantes  cumplen en menor o mayor 

medida funciones en el proceso de desarrollo estructural de los individuos. 13.  

En modelos animales, se ha encontrado que la dieta materna puede influenciar 

el transcriptoma de las crías, alterando la expresión de genes principalmente 

relacionados con el transporte de iones, el metabolismo de ácidos grasos, la 

función mitocondrial y de respuesta al estrés oxidativo 14,15. Los autores 

proponen que gran parte de esas alteraciones en la expresión genética están 

relacionadas con modificaciones epigenéticas. 

 

En modelos murinos in vitro se han encontrado alteraciones en la metilación del 

ADN bajo condiciones de  hipoxia y de desnutrición intrauterina, las cuales se 

asocian al incremento en la producción de RLO 16,17. Shahrzad et al reportaron, 

en cultivos celulares y de tejidos,  relación inversa entre áreas hipóxicas y la 

metilación global del ADN 18. Lane et al, demostraron que la insuficiencia útero 

placentaria en ratas, modifica globalmente el patrón epigenético del ADN y de 

las histonas19. 

 

La expresión de genes con impronta puede jugar  papel en el proceso de  

transferencia de nutrientes, en principio influyen sobre el crecimiento de la 

placenta 20, y en consecuencia varían los requerimientos de nutrientes del  feto, 

controlando su crecimiento 21. Se ha demostrado en modelos con ratones, que 
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en las gestantes con dietas ricas en metionina se provocan cambios 

epigeneticos 22,23. Sin embargo, los efectos nutricionales sobre los mecanismos 

moleculares de la programación in útero son aun desconocidos. 

 

3.3 Estrés oxidativo y respuesta antioxidante en el  embarazo.  

 

En el embarazo normal se incrementan los RLO, como consecuencia de ello se 

presenta el aumento moderado y progresivo en los niveles de biomarcadores 

de EO 24,25,26,27 como los F2-Isoprostanos, productos de la peroxidación lipídica, 

considerados los  marcadores más sensibles de EO. Según Palm et al, con el 

avance del embarazo se presenta la disminución de moléculas antioxidantes 

como el alfa-tocoferol 28. Sin embargo, altos niveles de marcadores de EO han 

sido frecuentemente asociados con algunas complicaciones del embarazo, 

como son: la preeclampsia 29,30, la diabetes gestacional 31,32, el RCIU 33 y la 

obesidad 34. Incluso, se ha reportado en embarazos sin complicaciones una 

correlación entre el EO materno y la disminución del peso al nacer del neonato 
35,36,37. Se considera que la placenta se desarrolla en condiciones deficientes 

de oxígeno, lo que puede inducir una posible excesiva producción de RLO con 

una subsecuente disfunción vascular 38.  

 

Se atribuye como la principal causa de morbi-mortalidad materna y fetal a las 

enfermedades vasculares como preclampsia y la hipertensión arterial inducida, 

con una incidencia del 5-10% en América Latina 39. Estas patologías han sido 

asociadas a  defectos en la implantación del blastocisto lo cual condiciona a los 

tejidos a que probablemente disminuya la capacidad de reconocimiento del 

trofoblasto y consecuentemente a que se genere hipersensibilidad en los vasos 

sanguíneos placentarios produciendo vasoespasmo, que se incrementa 

gradualmente,  generando aumento de la resistencia vascular e hipoperfusión 

uteroplacentaria, lo cual induce hipoxia e isquemia tisular. Esta condición 

favorece el desarrollo de un estado de estrés oxidativo celular, el cual es 

característico, a nivel histológico, del daño en la placenta y el endotelio 40. Sin 

embargo, aún no son claros los mecanismos que conducen a incrementar la 
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producción de RLO durante el embarazo, y aún menos sus consecuencias a 

largo plazo en la gestante y en su descendencia. Hong et al (2008), reportaron 

una asociación entre estados de EO en embarazos normales con una menor 

tasa de crecimiento postnatal en el primer año de vida 41. Lee et al (2004), 

encontraron un mayor peso y talla en neonatos de embarazadas que 

presentaron mayores concentraciones de vitaminas antioxidantes como ácido 

ascórbico y tocoferol en el segundo trimestre de embarazo 42. Otros estudios 

han observado una alta correlación de niveles de sustancias antioxidantes y 

marcadores de EO entre la sangre materna y fetal, lo cual sugiere que el EO 

materno puede afectar el desarrollo del feto 43. Por otro lado, intervenciones 

con terapias antioxidantes en mamíferos, dirigidas a reducir el EO durante el 

embarazo, y en presencia de los mismos factores ya mencionados, han 

mostrado que estas intervenciones disminuyen el riesgo a desarrollar 

enfermedades propias de la gestación 44,45.  

 

Las células tienen mecanismos de adaptación frente a la exposición aguda y 

crónica de un amplio rango de estresores.  Esto incluye la denominada defensa 

de fase II, o sea cómo las moléculas que están relacionadas con la 

biotransformación de xenobioticos y drogas, NAD(P)H quinona oxidoreductasa 

1 (NQO1), NAD(P)H quinona oxidoreductasa 2 (NQO2), glutation S trasferasa 

(GST), glutatión peroxidasa, glutatión reductasa, glutamato cisteína sitetasa 

(GCS), moléculas reducidas como glutatión, metalotioninas y ferritinas. NQO1 y 

NQO2 catalizan la detoxificación de quinonas y sus derivados, previenen la 

generación de semiquinonas reactivas y RLO, protegiendo contra el EO. 

Glutatión peroxidasa y reductasa intervienen en la síntesis de Glutatión. El 

Glutatión, metalothioninas y  ferritinas disminuyen los niveles en la célula de 

RLO y iones metálicos. La expresión de estas enzimas y proteínas 

antioxidantes es   favorecida por la unión de factores de transcripción a la 

región del ADN  conocida como elemento de respuesta antioxidante (ARE, 

siglas en inglés) 46.  Keap1 y Nrf2 pertenecen a una de las principales vías de 

regulación de defensa celular contra EO.  Kapiszewska M, menciona  que una 

dieta rica en vegetales  activa la expresión de Nrf2 47. Otros inductores 
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endógenos de este factor son la prostaglandinas sintetizadas por la 

ciclooxigenasa a partir del ácido araquidónico y del óxido nítrico que tiene una 

variedad de funciones relacionadas con la vasodilatación, inflamación y 

apoptosis 48. Se ha evidenciado  en un modelo in vitro con células de 

coriocarcinoma de placenta que fueron expuestas a diferentes niveles de 

arsénico,  una alta expresión de Nrf2 y Maf, atendiendo a la exposición toxica 
49. Hanada et al, encontraron en células de cáncer colorrectal, la 

hipermetilación de la región promotora de Keap1, lo cual originó la baja 

expresión de la proteína con llevando a la acumulación de Nrf2 en el núcleo y a  

la subsecuente expresión de proteínas antioxidantes 50. Un estudio en ratones 

TRAMP, que desarrollan cáncer de próstata, muestran que la expresión de Nrf2 

es suprimida epigenéticamente por metilación en su promotor 51. Es poco lo 

que se conoce sobre los mecanismos de regulación epigenética de Keap 1 y 

Nrf 2 en tejidos específicos como la placenta y su relación de biodisponibilidad 

con la suplementación con micronutrientes. 
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4. MARCO TEÓRICO. 

 

4.1 Nutrición en el Embarazo.  

 

El impacto que tienen los macro y micronutrientes en la salud de los individuos, 

ha tomado gran importancia, particularmente por el efecto que puedan tener en 

mujeres embarazadas52, debido a que los requerimientos nutricionales en este 

grupo se incrementan por las demandas del feto para su crecimiento y 

desarrollo y por los cambios fisiológicos de la madre en la gestación 53. En 

muchas regiones del mundo la prevalencia de la deficiencia de micronutrientes 

en embarazadas es alta 54,55, conllevando a numerosos estudios sobre  su 

efecto y el de la complementación con micronutrientes antioxidantes sobre la 

salud fetal y materna  56,57,58,59,60,61,62. Un ejemplo conocido es el del ácido 

fólico, micronutriente antioxidante importante en el metabolismo celular, y que 

actualmente es utilizado por los sistemas de salud como complemento 

nutricional durante la etapa prenatal 63,64,65,66,67,68. Shankar, et al (2008) 

demostraron la importancia de incluir en los programas de atención prenatal la 

complementación con micronutrientes, especialmente en mujeres con 

desnutrición y anemia. 69.70.  

 

Los micronutrientes son sustancias necesarias en pequeñas cantidades, para 

que se realicen  efectivamente los diferentes procesos metabólicos, entre ellos 

se encuentran vitaminas y algunos minerales. La carencia de micronutrientes 

en las embarazadas según estudios, muestra ser un problema común de salud 

tanto en los países de bajos ingresos, como en países desarrollados; en Nepal, 

se realizó un estudio a 1165 embarazadas en el primer trimestre se encontró 

que poseían deficiencias de vitaminas A (7%), E  (25%) y D (14%), B-6 (40%)  

B-12 (28%) riboflavina (33%). La prevalencia de la deficiencia de folato fue del 

12% y de zinc en el 61%71.  

 

En Chile, 241 gestantes de 20 a 43 años, sin patologías asociadas, fueron 

captadas para identificar el aporte dietético de micronutrientes en 
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embarazadas, se les aplicó una encuesta de recordatorio de 24 horas por 2 

días no consecutivos, en ocho centros de salud. Se calcularon los aportes de la 

dieta en vitaminas A, B1, B2, C, niacina, folato, zinc, calcio, hierro, potasio, 

selenio, fósforo y sodio,  los resultados muestran que las encuestadas 

presentaban para niacina, adecuación menor al 75 % en el 86,7 % de las 

embarazadas, 95,2 % en folato, 55,6 % en zinc, 54,7 % en calcio, 62,6 % en 

hierro y 60,9 % en potasio. Esto concuerda con estudios anteriores en México, 

Perú, Venezuela 72,73,74 

 

Según los estudios, las mujeres antes y durante el embarazo deben  mejorar su 

ingesta de alimentos con los micronutrientes necesarios y en cantidad 

suficiente, cuando no es posible suplirlo con la dieta  se requiere la 

administración de suplementos de micronutrientes. Durante el embarazo las 

necesidades nutricionales aumentan en algunos casos hasta en un 50%. Los 

diferentes estudios han probado que existe relación entre el estado nutricional 

antes y durante del embarazo,  la ganancia de peso in utero del feto con la 

duración del embarazo y el peso del bebe al nacer 75  

 

Se ha comprobado que a fin de prevenir defectos de tubo neural es importante 

la administración de suplementos de ácido fólico pre y durante el primer 

trimestre de embarazo.  

 

El uso de suplementos de micronutrientes en los multivitamínicos, antes y 

durante el embarazo se correlaciona con el incremento de peso al nacer, mejor 

desarrollo mental del hijo  y la disminución del riesgo de parto prematuro, 

hipertensión gestacional, preeclampsia 76. Actualmente  sólo se tiene claro el 

beneficio de suministrar por las entidades de salud los suplementos de ácido 

fólico, hierro y yodo.  
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4.2 Función de los Micronutrientes antioxidantes.  

 

Los micronutrientes son sustancias que en muy pocas cantidades son,   

esenciales para  el desarrollo normal del cuerpo y algunos de ellos que tienen  

propiedades o hacen parte de un mecanismo antioxidante se consideran a 

continuación:  

 

4.2.1 Vitamina C. 

 

La vitamina C o ácido ascórbico (AA)  tiene un alto poder antioxidante, es una 

vitamina hidrosoluble producida por las plantas y algunos animales y no puede 

ser sintetizada por los humanos 77. Las raciones dietéticas recomendadas 

(Recomendary Dietary Allowances) o RDA del adulto oscilan entre 75 y 

90mg/día. Dosis altas de AA de hasta 2 g/día son seguras y no inducen efectos 

indeseables 78. 

 

El AA existe como ascorbato monoanión (AscH-) el cual  reacciona con 

radicales libres para y formar un radical ascórbico estable 

(semihidroascorbato,Asc-) que puede ser reducido de nuevo a ascorbato por la 

enzima NADH reductasa. 

 

La capacidad de donar electrones hace del AA uno de los principales 

antioxidantes.  Se une a radicales peroxilipídicos o mediante  la interacción con 

el radical tocoferol (vitamina E), en las membranas del lisosoma, localizándose 

las vitaminas C y E por fuera y por dentro de las membranas, respectivamente 

resultando en la regeneración del α-tocoferol, protegiendo las membranas 

celulares contra la peroxidación. 

 

Se encontró que altas dosis de vitamina C por vía intravenosa, seguidas de una 

administración  oral por tiempo prolongado, aumentan el tiempo de vida en 

pacientes con cáncer avanzado Pauling y Cameron (1970) 79. Luego estudios 

aleatorizados y doble ciego, evidenciaron  que la administración oral de 
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vitamina C únicamente, no es suficiente en estos casos para los mismos 

resultados 80,81. Se aumenta su efectividad en 70 veces por vía intravenosa 82 y 

se ha demostrado que en determinadas circunstancias, la vitamina C fue capaz 

de destruir  células tumorales 83,84. 

 

Es conocido que la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL), 

durante el estrés oxidativo, se relaciona con la enfermedad cardiovascular 85, 

por  la formación de la placa del ateroma 86.  La suplementación con dosis 

farmacológicas de vitamina C (500 mg/día) o α-tocoferol (73,5 mg/día) indujo 

una reducción de colesterol y triglicéridos plasmáticos en animales de 

experimentación, mientras que la deficiencia de vitamina C incrementa las 

concentraciones séricas de colesterol y triglicéridos 87. 

 

4.2.3 Vitamina E. 

 

El α-tocoferol o vitamina E es un antioxidante inhibidor de la peroxidación 

lipídica, se requieren de 12 a 15 mg equivalentes de α-tocoferol al día para 

mantener concentraciones plasmáticas normales de vitamina E en un adulto 

sano. En la acción antioxidativa sobre la peroxidación lipídica, el α-tocoferol se 

une a radicales peroxilipídicos disminuyendo la propagación de más radicales 

libres mediante la interacción con el AscH-88. 

 

También actúa  en la protección de los ácidos grasos insaturados y otras 

sustancias fácilmente oxidables. Estabiliza otras vitaminas, como la vitamina A, 

hormonas y enzimas, ayuda a proteger estabilizando  las membranas 

biológicas, mediante la formación de  complejos con el ácido araquidónico. La 

vitamina E inhibe la agregación plaquetaria afectando  la síntesis de 

prostaglandinas mediante  interferencia  en el metabolismo del ácido 

araquidónico. Interviene inhibiendo  la actividad de enzimas  como creatinina 

quinasa y xantina oxidasa, y puede contribuir a proteger de la oxidación a 

algunas enzimas de la membrana celular. La suceptibilidad de los eritrocitos a 

la hemolisis  es mayor en caso de déficit de vitamina E. 89 
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Se encontró que la adición de dosis excesiva de vitamina E a una emulsión 

lipídica puede acelerar la peroxidación lipídica                                                                        
90. Una alta ingesta de vitamina E solo tiene una mínima toxicidad, al interferir 

con la vitamina K, la coagulación puede verse afectada 91, el estudio                                                                                                                   

concluyó que los suplementos con dosis  altas de vitamina E incrementan la 

mortalidad. 

 

4.2.4 Selenio. 

 

El selenio actúa como un antioxidante celular, ya que inhibe la oxidación de los 

lípidos en la pared celular, protege a los tejidos y las membranas celulares 

impidiendo la formación de radicales libres que causan importantes daños 

celulares. Se encuentran 4 átomos de este elemento en  la enzima Glutatión 

peroxidasa (GPx), cuyo poder antioxidante puede neutralizar el peróxido de 

hidrogeno presente en el organismo y lo  convierte en agua antes de que 

pueda atacar las membranas celulares 92. La enzima glutatión peroxidasa 

regula la biosíntesis de los mensajeros químicos, incluidos los leucotrienos y 

los prostaglandinas implicadas en la respuesta inmunitaria.     

 

La conservación de selenio en los tejidos animales es importante como selenio 

unido a un aminoácido, tales como el selenio-cisteina o selenio-metilcisteina. 

En condiciones de EO, el selenio almacenado como selenio-metionina puede 

ser degradado rápidamente para participar en la síntesis de la glutatión 

peroxidasa, cuya actividad depende este oligo-elemento 93.                   

Se reconocen varias seleno-enzimas: por lo menos 5 isoformas de GPx, 3 

yodotironina 5' -Deiodinasas (TDls), 3 tioredoxin reductasas (TRs) y 

selenofosfato sintetasa 93. En cada una de estas proteínas, el Se es 

incorporado dentro del residuo cisteína 92. 
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4.2.5  Vitamina A y Carotenoides. 

 

Los β-carotenos, que son  precursores más importantes  de la vitamina A,  

neutralizan los radicales libres de diferentes maneras, uniéndose al radical libre 

o mediante transferencia de electrones formando un compuesto estable. Los 

carotenos inhiben la proliferación celular,  modulan la apoptosis celular, 

suprimen la proliferación de células de cáncer de pulmón, en un medio 

enriquecido con carotenos 94.  

 

En diversos estudios sobre  la relación con  suplementación de β-carotenos, no 

se observa ningún efecto benéfico sobre la incidencia del cáncer de pulmón 95. 

Mientras que otros autores,  han mostrado que la ingesta de β-carotenos se ha 

asociado con un incremento de la mortalidad por cáncer de pulmón como fue el 

caso del ensayo sobre la eficacia del Beta-caroteno y del Retinol (CARET), 

donde una combinación de β -carotenos y retinil-palmitato incrementó la 

incidencia de cáncer de pulmón en un 26% respecto a los controles  en 

ensayos clínicos aleatorizados96. La suplementación con carotenos en cáncer 

de piel -no melanoma - y cáncer colon-rectal, no  evidencia ningún  beneficio ni 

efectos secundarios sobre la enfermedad neoplásica. 

 

La suplementación con una combinación de antioxidantes de  selenio, vitamina 

E y carotenos disminuye la mortalidad global por cáncer y en especial la de 

cáncer gástrico. El estudio “Chinese Cancer Prevention Study” demostró el 

papel protector de los β-carotenos en la enfermedad cardiovascular aunque 

aún no se ha logrado dar claridad total al resultado 97. Por ejemplo, en el 

Nurses Health Study, hubo una correlación inversa entre la ingesta alta de β-

carotenos y  el riesgo de enfermedad coronaria, no encontrándose esta 

correlación entre riesgo cardiovascular e ingesta de carotenos entre los 

fumadores 98. 

 

El nombre de  Vitamina A es un término genérico para un gran número de 

compuestos interrelacionados. Retinol (un alcohol) y retinal (un aldehído) son 
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referidos comúnmente como vitamina A preformada. El retinal en el cuerpo 

puede ser convertido en ácido retinoico, la forma de la vitamina A conocida por 

afectar la transcripción de genes. El retinol, el retinal, el ácido retinoico y los 

compuestos relacionados se conocen como retinoides. Al β -caroteno y a otros 

carotenoides que pueden ser convertidos por el cuerpo en retinol se les refiere 

como carotenoides provitamina A. Cientos de carotenoides distintos son 

sintetizados por plantas, pero sólo cerca del 10% son carotenoides provitamina 

A 99. 

 

El ácido retinoico (AR) y sus isómeros actúan como hormonas que afectan la 

expresión de genes,  de este modo influencian a una serie de procesos 

fisiológicos. El ácido todo-trans-retinoico y el ácido 9-cis-retinoico son 

transportados a los núcleos de las células unidos a proteínas citoplasmáticas 

de unión al ácido retinoico (PCUAR). Dentro del núcleo, el AR se une con 

proteínas receptoras de ácido retinoico. Específicamente, el ácido todo-trans-

retinoico se une con receptores de ácido retinoico (RAR) y el ácido 9-cis-

retinoico se une con receptores retinoides X (RXR). Los RAR y el RXR forman 

heterodímeros RAR/RXR; estos heterodímeros se unen a las regiones 

reguladoras de un cromosoma llamadas elementos de respuesta a ácido 

retinoico (ERAR). La unión de todo-trans-AR y 9-cis-AR con RAR y RXR 

respectivamente, permite al complejo regular la velocidad de la transcripción de 

genes, influenciando de esta forma la síntesis de ciertas proteínas. El RXR 

podría también formar heterodímeros con receptores de hormona tiroidea 

(RHT) o con receptores de vitamina D (RVD). De esta manera, la vitamina A, la 

hormona tiroidea, y la vitamina D podrían interactuar para influenciar la 

transcripción de genes 100. 

 

Se conoce  que tanto el exceso como la deficiencia de vitamina A causan 

defectos de nacimiento. El retinol y AR son esenciales para el desarrollo 

embrionario 101. Durante el desarrollo fetal, el AR funciona en el desarrollo de 

las extremidades y en la formación del corazón, ojos y orejas 102. 

Adicionalmente, se ha descubierto que el AR regula la expresión del gen de la 
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hormona del crecimiento. Los eritrocitos, como todas las células sanguíneas, 

derivan de células precursoras denominadas células madre. Las células madre 

dependen de retinoides para su diferenciación normal en eritrocitos. Además, la 

vitamina A parece facilitar la movilización del hierro desde los sitios de depósito 

a los de desarrollo de eritrocitos para su incorporación a la hemoglobina, el 

transportador de oxígeno en los eritrocitos 103,104. 

 

Se piensa que la deficiencia de zinc interfiere con el metabolismo de la vitamina 

A en varias formas: 105 la deficiencia de zinc resulta en una síntesis disminuida 

de proteínas de unión a retinol (PUR), que lo transportan  a través de la 

circulación hacia los tejidos (por ejemplo, la retina) y también protegen al 

organismo contra la potencial toxicidad del retinol103; la deficiencia de zinc 

resulta en una actividad disminuida de la enzima que libera al retinol de su 

forma almacenada, retinol palmitato, en el hígado104;  el zinc es necesario para 

la enzima que convierte al retinol en retinal 106,107. Hasta la fecha, las 

consecuencias médicas de una deficiencia de zinc sobre el estado nutricional 

de la vitamina A en humanos no están claras 108.  

 

Aunque el desarrollo fetal normal necesita una ingesta suficiente de vitamina A, 

se sabe que el consumo en exceso de vitamina A preformada (retinol) durante 

el embarazo ocasiona defectos de nacimiento 109. 

 

La ingesta recomendada de nutrientes de vitamina A (2,300 UI/día para 

mujeres y 3,000 UI/día para hombres) es la suficiente para mantener la  

expresión génica, la función inmune y la visión normal. Sin embargo, no se 

recomienda seguir la recomendación del Instituto Linus Pauling de tomar 

diariamente un suplemento multivitamínico/mineral que podría aportar hasta 

5,000 UI/día de vitamina A como retinol,  cantidad que ha sido asociada con 

efectos adversos sobre la salud en adultos mayores. Por esta razón, se 

recomienda tomar un suplemento multivitamínico / multimineral que no aporte 

más de 2,500 UI de vitamina A o un suplemento que aporte 5,000 UI de 

vitamina A, de la que al menos un 50% provenga del beta-caroteno 110. 



67 

 

4.2.6 Nicotinamida. 

 

La vitamina B3, niacina, ácido nicotínico o vitamina PP, con fórmula química 

C6H5NO2 es una vitamina ,  soluble en agua. Actúa en el metabolismo celular 

como grupo prostético de coenzimas o precursora de ellas. Es absorbida por 

difusión pasiva, no se almacena y los excedentes se eliminan en la orina. Sus 

derivados, NADH y NAD+, y NADPH y NADP+, son esenciales en el 

metabolismo energético de la célula y en la reparación del ADN 111.  La 

designación de vitamina B3 también incluye a la correspondiente amida, la 

nicotinamida o niacinamida, con fórmula química C6H6N2O. Dentro de las 

funciones de la Niacina se incluyen la eliminación de químicos tóxicos del 

cuerpo y la participación en la producción de hormonas esteroideas 

sintetizadas por la glándula adrenal, como son las hormonas sexuales y las 

hormonas relacionadas con el estrés. Ésta es biológicamente precursora de 

dos coenzimas que intervienen en casi todas las reacciones de óxido-

reducción: el nicotín- adenín- dinucleótido (NAD+) y el nicotín- adenín –

dinucleótido- fosfato (NADP+), las cuales ejercen su actividad como coenzimas 

que intervienen en casi todas las reacciones de óxido-reducción, o bien con 

función no coenzimática, participando en reacciones anabólicas y catabólicas 

de carbohidratos, proteínas y grasas 112.  

 

4.2.8 Zinc.  

 

El Zinc (Zn) es un microelemento cuya función esencial en los organismos 

vivos se conoce desde 1869 113.Este mineral interviene en una amplia variedad 

de procesos celulares como la proliferación, la función inmune y la defensa 

antioxidante 114. Además, participa en la estabilidad y regulación génica, forma 

parte de más de 3000 factores de transcripción, de más de 300 enzimas 

incluyendo la cobre/zinc superóxido dismutasa (Cu/Zn-SOD) y de varias 

proteínas involucradas en la reparación del ADN 115,116,117. 
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Se conoce que la deficiencia de Zn puede alterar algunos eventos en el 

desarrollo, por lo que el aporte adecuado de este mineral debería ser 

garantizado  118,119,120,121. El Zn participa en la estabilidad y en la función génica 
122. Se ha descrito además, que la disponibilidad de Zn puede influir en las 

funciones celulares y en el desarrollo embrionario 123,124. 

 

El rol esencial del Zn durante la embriogénesis fue descrito a través de 

estudios realizados en Xenopus laevis. Estos estudios determinaron la 

presencia de este mineral en ovocitos y embriones, e identificaron su 

participación en la acción de las metaloproteínas que intervienen en el 

desarrollo y la formación de órganos. La deficiencia de Zn se traduce en el 

desarrollo de embriones sin órganos dorsales incluyendo cerebro, ojos, y 

espina dorsal en los vertebrados en general 125. Además, este microelemento 

regula la maquinaria de expresión de genes, afecta la estructura de la 

cromatina, el funcionamiento del ADN, la actividad de numerosos factores de 

transcripción y la acción de la ARN polimerasa 126,127. Estudios recientes 

sugieren que el Zn también podría actuar como un segundo mensajero capaz 

de traducir señales extracelulares en eventos de señalización intracelular 128. 

 

La función antioxidante de este mineral puede estar relacionada con varios 

factores. En primer lugar, el Zn es un componente esencial de la enzima 

Cu/Zn- SOD, una de las primeras líneas de defensa celular contra las especies 

reactivas del oxígeno 129. Por otro lado, previene la oxidación de los grupos 

sulfidrilo de las proteínas y ejerce un rol antagónico sobre los metales de 

transición prooxidantes, como el hierro o el cobre, al competir por sus sitios de 

unión a las membranas 130,131,132,133. Un tercer mecanismo por el que el Zn 

actúa como protector es su participación en el metabolismo de la 

metalotioneína. Esta proteína de bajo peso molecular actúa como un potente 

eliminador de radicales hidroxilo. El Zn puede inducir la expresión de 

metalotioneína, elevando su concentración citoplasmática, a través de la 

activación de su factor de transcripción (metal transcription factor 1, MTF-1) 129. 
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Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro que una reducción marcada de Zn 

aumenta la apoptosis, mientras que su suplementación puede proteger a las 

células de diversas moléculas proapoptóticas previniendo así la muerte celular 

programada 134,135,136,137. El efecto inhibitorio directo del Zn sobre la apoptosis 

se desarrolla mediante dos mecanismos; durante los estadios tempranos de la 

apoptosis el Zn inhibe la caspasa 3, mientras que en etapas más avanzadas 

suprime las endonucleasas dependientes de Mg++ y Ca++ responsables de 

causar la fragmentación del ADN 138,139,140,141. 

 

El Zn forma estructuras denominadas “dedos de Zinc” que fueron definidos por 

Laity y colaboradores (2001) 142 como cualquier dominio proteico pequeño, 

funcional, plegado de forma independiente que requiere la coordinación de uno 

o más iones de Zn para estabilizar su estructura. Las proteínas con dedos de 

Zn forman parte de una gran cantidad de receptores de membrana, 

nucleoproteínas y más de 1000 factores de transcripción 143,144. Las funciones 

de estas estructuras son extraordinariamente diversas e incluyen el 

reconocimiento del ADN, el empaquetamiento del ARN, la activación de la 

transcripción, la regulación de la apoptosis, el ensamble y plegamiento de las 

proteínas y la unión de éstas a lípidos 145,146. 

 

Estudios previos, indican que una disminución importante de Zn intracelular 

tiene como consecuencia una reducción en el contenido de GSH 147. Además 

de su importante papel en la protección contra RLO y agentes tóxicos, el GSH 

interviene en procesos específicos de la reproducción y del desarrollo 

embrionario temprano. 

 

 

4.3 Mecanismos epigenéticos en la programación feta l. 

 

La epigenética involucra un conjunto de mecanismos y fenómenos que pueden 

causar cambios en el fenotipo de una célula o de un organismo sin alterar su 

secuencia de ADN. La reprogramación epigenética involucra la metilación del 
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ADN, las modificaciones de las histonas 148, con la subsecuente remodelación 

de la cromatina y la modulación de  los procesos postranscripcionales por 

miRNA 149. La metilación del ADN es una modificación química en el que un 

grupo metilo es transferido a las citosinas de las regiones ricas en sitios CpG, y 

es considerada como un evento que determina la expresión de genes 149. Es un 

proceso normal en el desarrollo de los mamiferos pero si hay hipo ó 

hipermetilación de múltiples genes, se pueden generar alteraciones en las 

condiciones de salud 150. 

 

En mamíferos, la metilación del ADN es catalizada por ADN metiltransferasas 

de mantenimiento (DNMT1) y las de novo (DNMT3A y DNMT3B) 151. Las 

histonas son proteínas básicas de bajo peso molecular, que  conforman un 

octámero alrededor del cual se envuelve la cadena de ADN, produciendo  la 

condensación de la cromatina. Las  histonas, son proteínas encargadas de 

mantener el ADN compactado. Este  empaquetamiento del ADN facilita o 

dificulta la transcripción de los diferentes genes 149. La modificación de las 

histonas incluye fosforilaciones, ubiquitinaciones, metilaciones, desaminaciones 

y acetilaciones. Las modificaciones son de tipo covalente al igual que la 

metilación del ADN, y producen cambios conformacionales que finalmente 

alteran la expresión génica  149,152. 

 

El ARN no codificante, puede ser inducido por señales ambientales, 

principalmente  los micro ARNs (miARN), ARN largo no codificante, ARN 

pequeño de interferencia 153. En conjunto, comprenden un mecanismo que 

regula la expresión génica postranscripción y la estabilidad del ARN.  

 

Durante el desarrollo de un ser humano, poco después de la fecundación, se 

empieza a establecer el epigenoma en cada célula por herencia, mediante un 

proceso de marcaje del genoma (“genomic imprinting”) importante en la 

regulación génica responsable de la diferenciación celular y del crecimiento 

embrionario. Aún no es claro cómo se produce este marcaje pero se conoce 

que en los vertebrados se halla restringido a los mamíferos placentarios y todos 



71 

 

los genes objeto de marcaje se hallan implicados en el desarrollo fetal. Muy 

importante es el hecho que el establecimiento del Epigenoma es dinámico, es 

decir, también se ve afectado por factores ambientales, tales como: la nutrición, 

la disponibilidad de oxigeno, etc. De allí, que la interacción directa o indirecta 

del genoma fetal con el ambiente intrauterino de la madre es un factor de suma 

importancia no solo para un crecimiento y desarrollo adecuado del feto in útero, 

sino también, para el establecimiento de su Epigenoma,  Al respecto diversos 

estudios indican  que el EO puede estar participando en este proceso. Por 

ejemplo: cambios en el grado de metilación del ADN han sido atribuidos a RLO 
154,155. De forma directa, los RLO como el ión hidroxilo (OH-.) pueden reaccionar 

con la guanosina en los dinucleótidos CpG y formar 8-hidroxi-2-

desoxiguanosina, una base modificada que puede inhibir la metilación de las 

citosinas adyacentes por las ADN-metiltransferasas (DNMT’s: sigla en ingles), 

enzimas encargadas del mantenimiento de la metilación en el ADN 156.  

Por otra parte, el EO puede de manera indirecta, provocar cambios 

epigenéticos persistentes a través de la inducción de rutas metabólicas 

celulares que pueden disminuir y/o inhibir la disponibilidad de cofactores 

necesarios para el establecimiento del epigenoma 157. Para establecer y 

mantener el epigenoma es necesaria una adecuada concentración de 

moléculas donantes de grupos metilo como la S-adenosilmetionina (SAM), 

cofactor  de las DNMTs, sintetizada en el ciclo de la metionina. La 

disponibilidad de la SAM está relacionada con el metabolismo y el estado redox 

celular 158. Intermediarios en la vía de síntesis de SAM, como la homocisteína, 

son igualmente sustratos para la síntesis de glutatión, potente molécula 

antioxidante cuya síntesis se incrementa en respuesta a la excesiva producción 

de RLO 159. Lertratanangkoon et al, mostraron que la depleción de glutatión 

disminuye significativamente los procesos de metilación en el ADN 160,161. 

Adicionalmente, estados de EO pueden alterar la metilación del ADN al inhibir 

la actividad y la expresión de la Metionina Adenosil Transferasa (MAT) 162,163 

enzima encargada de la síntesis de SAM. 
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4.4 El estrés oxidativo.  

 

Los radicales libres son moléculas que en su estructura atómica presentan un 

electrón desapareado o impar en el orbital externo, de esta manera son muy 

inestables y por lo tanto reactivos que buscan la estabilidad combinándose con  

otros compuestos como carbohidratos, lípidos, proteínas y ácido nucleicos 

ocasionando daño en las membranas celulares y en el ADN del núcleo 164. 

 

Los radicales libres se producen principalmente durante la respiración 

mitocondrial.  Entre el 1%-3% del oxígeno consumido por el cuerpo se 

transforma en radicales libres: el radical anion superóxido (O2
-), el radical 

hidroxilo (OH-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2); que también son  llamados 

especies reactivas de oxígeno (RLO). Los radicales superoxido en presencia 

de óxido nítrico (NO) reaccionan y producen peroxinitrito (ONOO−), que,  al 

encontrarse con proteínas inducen nitración y peroxidación lipídica, tambien 

llamadas especies reactivas de nitrógeno (RLN). Las fuentes endógenas de 

producción de radicales libres están en: la mitocondria a través de la 

fosforilación oxidativa, en los leucocitos polimorfonucleares activados 

generando radicales hidroxilos en presencia del hierro. En los peroxisomas el 

sistema enzimático citocromo P-450, genera peróxido de hidrogeno, el cual 

oxida los ácidos grasos polinsaturados (lipidos) y producen radicales 

superóxido. Los radicales libres participan en la activación de factores de 

transcripción, que regulan la expresión de genes implicados en el crecimiento, 

proliferación y diferenciación celular, actúan dentro de los macrófagos y 

neutrófilos en la destrucción de los agentes infecciosos y en la respuesta 

inmune 165. 

 

Para neutralizar los radicales libres, se activa el mecanismo de defensa celular 

mediado por enzimas antioxidantes como la superóxido-dismutasa, catalasa, y 

glutatión-peroxidasa entre otras mencionadas anteriormente, cada una con una 

función específica en el mantenimiento de la homeostasis 166. Si existe 

sobreproducción de radicales libres en los sistemas biológicos y los 
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mecanismos antioxidantes de defensa celular no son suficientes para inactivar 

estas moléculas, ocurre un desequilibrio redox, entonces, los radicales libres 

muy inestables colisionan con las biomoléculas les sustraen un electrón, 

oxidándolas y  alterando su función bioquimica e induciendo EO. El EO ocurre 

por la acumulación en el organismo de radicales libres, y está implicado en 

gran variedad de procesos patológicos como enfermedades cardiovasculares, 

neurodegenerativas, cáncer y envejecimiento. 

 

En EO los radicales libres reaccionan con los lípidos de membrana celular 167 y 

las lipoproteínas, dañando sus estructuras, alterando la permeabilidad, 

produciendo edema y muerte celular. La oxidación de las lipoproteínas de baja 

densidad (LDL) conduce a la  formación de la placa ateromatosa;  los ácidos 

grasos oxidados, se convierten en radicales de ácidos grasos con capacidad de 

oxidar a otra molécula vecina, con lo que se propagan reacciones en cadena, 

perpetúando el proceso oxidativo, lo que se conoce como peroxidación lipídica 
168.  

 

En presencia de proteínas, los radicales libres oxidan preferentemente los 

aminoácidos (fenilalanina, tirosina, triptófano, histidina y metionina), formando 

entrecruzamientos de cadenas peptídicas, fragmentación de la proteína y 

formación de grupos carbonilos modificando su estructura, lo que impide el 

normal desarrollo de sus funciones (Ej.:transportadores iónicos de membranas, 

receptores y mensajeros celulares, enzimas que regulan el metabolismo 

celular, etc.) 169. 

 

Los radicales libres pueden atacar la molécula de ADN, modificando sus bases 

produciendo  mutaciones y carcinogénesis. 170. El estrés oxidativo también está 

relacionado con el envejecimiento y el desarrollo de diversas enfermedades: 

cáncer, arteriosclerosis, diabetes mellitus tipo 2, cataratas y enfermedades 

neurodegenerativas 171 
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Debido a la importancia de  los mecanismos protectores antioxidantes  la 

investigación sobre el papel que en la dieta que pueden tener los antioxidantes 

ha sido amplia en los últimos años. 

 

4.5 Mecanismo de respuesta antioxidante. 

 

Nrf2 es un factor nuclear de trascripción del tipo “cremallera” de leucina 

presente en casi todos los tejidos, se conoce como el principal activador de la 

transcripción de proteínas de respuesta  antioxidante dependiente de ARE. La 

región con carácter básico de la proteína es la encargada de unirse al ADN, y 

posee otra región tipo Cap ‘N’ Collar, altamente conservada entre la familia 

Nrf`s.  Nrf2 es regulado por la proteína citoplasmática Keap1, que lo secuestra 

por corto tiempo siguiendo dos probables vías:  la primera se refiere a la  

degradación de Nrf2 a través de la formación del dimero Keap1–Nrf2, donde 

Keap1 tiene dominios que son reconocidos por el complejo proteico ubiquitin 

ligasa que en condiciones normales de las células mantiene los niveles basales 

de Nrf2 por flanqueamiento continuo y degradación mediada por la ubiquitina. 

La segunda via se activa cuando la presencia de RLO se encuentra 

exacerbada y Keap1 que actúa como un sensor  de estrés oxidativo, se 

modifica en el residuo Cys151, permitiendo la fosforilación de Nrf2 en el residuo 

Ser40 con su subsecuente liberación. Nrf2 se estabiliza en citosol, se trasloca 

al nucleó celular donde forma heterodímeros con Maf o Jun y se une a ARE 

permitiendo la expresión coordinada de genes ( Figura 1) 172.   

 



75 

 

 

Figura 1. Esquema del mecanismo de respuesta antioxidante mediado por 
Nrf2/ARE. Keap1 (Inrf2) 
Fuente: Jaiswal Anil K. Nrf2/INrf2 (Keap1) Signaling in Oxidative Stress and Cellular 
Protection. Disponible en internet. 
http://www.sabiosciences.com/pathwaymagazine/pathways12/nrf2-signaling-oxidative-
stress-cellular-protection.php. 2014-11-13. 
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5. OBJETIVOS. 

 

5.1. Objetivo General 

Determinar el efecto de la suplementación con micronutrientes en mujeres 

embarazadas, sobre el nivel de proteínas que modulan el mecanismo 

enzimático de respuesta antioxidante. 

 

5.2 Objetivos específicos. 

 

5.2.1. Evaluar en la placenta de mujeres primigestantes que recibieron 

tratamiento con micronutrientes, el nivel de los factores de transcripción Keap1 

y Nrf2  

 

5.2.2 Establecer en la placenta de mujeres primigestantes que recibieron 

tratamiento con micronutrientes, el estado de metilación de las regiones control 

de los genes Keap1 y Nrf2  
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6. MATERIALES Y METODOS. 

 

6.1 Diseño metodológico. 

 

En este estudio se utilizó el  banco de muestras de placenta humana 

perteneciente al  proyecto “Efecto de la complementación con micronutrientes y 

del ejercicio físico durante la gestación sobre relacionados con enfermedades 

crónicas no transmisibles”, financiado por Colciencias/Universidad del 

Valle/FES (Cód. 11064592). Las cuales estuvieron conservadas a -70 oC 

durante todo el estudio.  

 

En el estudio del cual provienen las muestras de placenta, dos grupos de 

mujeres primigestantes fueron captadas entre las semanas 16 y 20 de 

gestación, y asignadas de manera aleatoria como sigue: 1. Grupo Control 

sometido al control prenatal usual,  y que recibió una capsula diaria con 

placebo, 2. Grupo de complementación de micronutrientes (vitamina C 200mg, 

α-tocoferol 30mg, nicotinamida 100mg, vitamina A 2.4mg, zinc 20mg, selenio 

70µg) que recibió  una cápsula diaria hasta el final del embarazo. 

 

Se toma como exposición la intervención con micronutrientes antioxidantes 

durante el periodo gestacional en las madres y el efecto sobre el estado  de 

metilación de las regiones promotoras de los genes Keap1 y Nrf2 así como los 

niveles de sus respectivas proteínas asociadas con la respuesta antioxidante 

del tejido placentario.  

 

6.2 Selección de muestras. 
 

Teniendo en cuenta  las variables a determinar cómo el estado de metilación 

en regiones promotoras de los genes Keap1 y Nrf2 asociados con la respuesta 

antioxidante de la placenta, el tamaño de la muestra utilizado fue de 7 por 

grupo de gestantes. Para el caso de la cuantificación de las proteínas producto 

de expresión de los genes, se evaluaron 7 muestras del grupo 1 control e igual 

número para el grupo 2 con complementación con micronutrientes.  
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6.3 Evaluación del nivel de proteínas  Keap1 y Nrf2  en placenta. 

 

6.3.1 Extracción de Proteína Total de Placenta. 

 

Preparación de la muestra: Se tomaron de tejido placentario 500 mg (Fracción 

A + Fracción B descritas en el capitulo 1, en 3 ml de buffer CelLityc (Sigma, 

Alemania) con inhibidor de proteasas, la muestra se trituró mecánicamente y  

se sometió a ultrasonido para obtener una solución de tejido homogénea, se 

incubó en baño frio por 30 min.  y se centrifugó a  1000 rpm/ 10 min a 4 oC. El 

sobrenadante se utilizó para medir la concentración de proteínas. 

 

Una vez homogenizada la solución de lisis del tejido se procedió a cuantificar la 

proteína por medio de la técnica de ácido Bicinconinico con kit de la casa 

comercial Sigma en placa de 96 pozos de acuerdo con el siguiente protocolo: 

 

1. Preparación reactivo de trabajo: Mezclar 50 partes de reactivo A más una 

parte de reactivo B hasta obtener el color verde claro. 

 

2. Curva de calibración de 200mg/ml a 1000ug/ml en tubos ependorf de 1.5ml 

según como se indica en la tabla 1 del capitulo 1. 

 

3. Se adicionaron 25 µL del blanco de cada estándar y de cada muestra en los 

pozos. Se adicionaron 200 µl de la solución W, Se incubó por 30 min a 37°C.  

 

4. Se  midió la absorbancia a 562nm. 

 

De acuerdo al valor de proteína total encontrado en cada muestra, se 

realizaron los cálculos para determinar la cantidad de proteína para añadir  en 

cada pozo, con el fin de encontrar la concentración que brindara una buena 

separación de las proteínas en la electroforesis. Para el caso de las muestras 

de placenta la mejor separación se logró con una concentración de 50 µg/µl. 
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6.3.2 Western Blot.  

 

6.3.2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS -PAGE. 

 

Una vez conocida  la concentración de proteína total, se utilizó la técnica de 

electroforesis en gel de poliacrilamida o SDS-PAGE, este gel fue preparado en 

el laboratorio y consiste en dos fases de poliacrilamida a diferente 

concentración, la primera corresponde al gel de separación con 10 % de 

polímero, la segunda fase de gel es la de apilamiento contiene 4% del polímero 

y corresponde al lugar donde están los pozos de disposición de las muestras. 

Cada muestra fue sembrada intercalando los grupos de estudio, en conjunto 

con un marcador de peso molecular para proteínas (Bench marck, USA). La 

electroforesis se llevó a cabo haciendo una pre-corrida de 30 min a 60 voltios y 

luego se aplicaron 125 voltios por 90min, se usó el sistema Mini-Protean II de 

Bio-Rad (Hercules,California), empleando Tris-glicina (pH 8.8) como buffer. 

 

6.3.2.2 Electro transferencia Blotting. 

 

Una vez realizado  el proceso anterior y obtenido el perfil proteico, se recuperó 

el gel, esta vez se desechó la porción al 4% y el gel remanente se situó sobre 

el soporte de nitrocelulosa, para proceder a realizar electro transferencia de las 

proteínas de placenta. La electro transferencia se llevó a cabo aplicando  

voltaje constante de 100 voltios por 90 minutos, se usó el sistema Mini-Protean 

II  de Bio-Rad, empleando Tris-glicina (pH 8.6) como buffer a 4 oC. 

 

6.3.2.3 Inmuno Blott. 

 

La membrana de nitrocelulosa se incubó con rojo de Ponceau para verificar la 

transferencia de las proteínas y observar el patrón de separación. Tomando 

como referencia el Marcador de peso molecular, se realizaron cortes en la 

membrana teniendo en cuenta los pesos de las proteínas de interés Keap1 (70 

kDa), Nrf2 (68 kDa), B-actina (38 kDa), esta última usada como control interno 
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para normalizar los resultados. Los fragmentos de membrana, fueron lavados 

con buffer TBST y se bloquearon con leche de bovino al 2%, para evitar la 

fijaciones inespecíficas del anticuerpo primario, posteriormente se incubaron 

durante toda la noche  con su respectivo anticuerpo policlonal marca Abcam, 

anti actina (1:2000) (ref: ab8226, USA),  anti Nrf2 (1:500) (ref: ab31163, USA) y 

anti Keap1 (1:500) (ref: ab66620, USA). Luego cada membrana fue incubada 

con anticuerpo secundario HRP de la casa comercial Santacruz (ref: sc2004, 

USA), por 1 hora, el cual favorece la identificación de las proteínas de interés. 

Finalmente se retira el anticuerpo y se aplican lavados con buffer TBST. 

 

6.3.2.4 Revelado. 

 

En cuarto oscuro se procedió a aplicar Luminol a cada membrana con el fin de 

generar luminiscencia en las proteínas Keap1, Nrf2 y β-Actina, se observó la 

presencia de bandas luminosas en cada carril de muestra a los 7 min, 2 min y 1 

minutos respectivamente. Para medir la intensidad de las bandas se  

expusieron películas radiofotografícas o fotosensibles marca  Kodak en cada 

membrana y se revelaron con soluciones de la misma casa comercial. Estas 

películas fueron llevadas al escáner para digitalización de las imágenes para 

luego cuantificar por densidad óptica utilizando el software libre Image J. 

 

6.4 Extracción de ADN de Placenta. 

 

A  las muestras seleccionadas se les extrajo el  ADN a partir de 30 mg de tejido 

de placenta usando el kit comercial All prep DNA/RNA/protein mini Kit 

(QIAGEN) según el protocolo suministrado por la casa comercial. Una vez 

extraído el ADN de cada muestra, se cuantificó su concentración y calidad, 

usando los valores de absorbancia a 260/280 nm por espectroscopía UV. 
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6.5 Análisis de metilación de los promotores de Kea p1 y Nrf2. 

 

Para este análisis se utilizó el Kit de análisis de metilación de la casa comercial 

Qiagen (Analyzing EpiTect Methyl II PCR Array). El método se basó en la 

detección de la muestra de ADN  después de digestión con una enzima de 

restricción sensible a metilación y una enzima de restricción dependiente de 

metilación. Estas enzimas digieren el ADN metilado y demetilado 

respectivamente. En la siguiente reacción, el ADN no digerido en cada reacción 

enzimática individual es cuantificado mediante la  reaccion en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (Q-PCR, siglas en ingles), usando primers que 

flanquean la región promotora de interés. La fracción relativa de ADN metilado 

y demetilado es subsecuentemente determinada por la comparación de la 

cantidad  de ADN en cada reacción  donde no se adicionan enzimas. 

 

El protocolo de este sistema, utiliza el ADN previamente extraído, el cual es 

distribuido en alícuotas  en 4  porciones iguales para digestión asi: 1. simulada 

sin enzimas, 2. digestión con enzima de restricción sensible a metilación, 3. 

digestión con enzima de restricción dependiente de metilación y 4. digestión 

con enzima dependiente de metilación y sensible a metilación. Las enzimas de 

restricción son mezcladas directamente con un máster-MIX para Q-PCR  y son 

servidas en el plato de 96 pozos para Q-PCR, que contienen pre-alicuotado las 

mezclas de primers según diseño del plato. 

 

El Q-PCR se programó usando las condiciones específicas indicadas en el 

protocolo del PCR Array, finalmente los valores  obtenidos de ∆CT fueron 

llevados a una planilla para análisis de datos proporcionada por la casa 

comercial, la cual automáticamente calcula las cantidades relativas  de fracción 

de ADN metilado y desmetilado.   

 

El producto de la digestión simulada representa la cantidad detectada de ADN 

de entrada. En la digestión sensible a metilación (MS), la enzima de restricción  

digiere el ADN parcialmente metilado y desmetilado. El ADN restante 
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hipermetilado, en el cual todo los sitios  CpG están metilados puede ser 

detectado por Q-PCR. 

 

En la reacción de digestión dependiente de metilación (MD) la enzima de 

restricción digiere preferiblemente ADN metilado, el ADN  desmetilado restante 

es detectado por Q-PCR. 

 

En la reacción de digestión doble (MSD), ambas enzimas están presentes y 

todas las moléculas de ADN es decir regiones desmetiladas  y metiladas son 

digeridas. Esta reacción mide la fracción de ADN que no fue digerida por las 

enzimas de restricción. 

 

Este sistema provee el estado de metilación en % de ADN  desmetilado y % 

ADN metilado, lo desmetilado representa la fracción del ADN de entrada que 

contenía sitios CpG no metilados en la región amplificada del gen, lo metilado 

representa la fracción de ADN  genómico de entrada que contenía dos o más 

sitios CpG metilados en la región del gen objetivo o flanqueada. 

 

6.6 Análisis estadístico. 

 

Para el análisis estadístico se utilizó el software  SPSS ver 21, aplicando las 

pruebas de rangos de U de Mann Whitney con el fin de evaluar diferencias 

significativas entre las medianas de las poblaciones de estudio. Se aplicó la 

prueba correlación de Spearman para determinar si existen correlaciones 

significativas entre las variables y co-variables determinadas en este trabajo de 

investigación, para cada estadístico se estableció como nivel significancia 

p<0,05. 
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7. RESULTADOS. 

 

En la tabla 1,  se muestran los datos antropométricos de las gestantes y de la 

placenta.  

 

Tabla 1. Características de las gestantes y  de la placenta. 

Grupo Control (n=7) 
Micronutrientes 

(n=7) 
Valor de P

a
 

Caracteristicas antropometricas de 

las mujeres gestantes 
      

       Edad (años) 20.9 ± 3.98  21.6 ± 3,78 0.736 

       Peso (Kg) 66.5 ± 10.53 57.28 ± 7.67 0.086 

       Talla (cm) 156.9 ± 3.39 155.0 ± 5.35 0.453 

       IMC (Kg/m 2) 26.5 ± 3.73 23.9 ± 3.37 0.203 

       Edad gestacional  (Sem) 39.5 ± 0.54 39.9 ± 1.09 0.477 

       Etnia     

               Mestiza  7 (100%) 7(100%)   

               Negra  - -   

      

Caracteristicas de la Placenta       

      Peso (g) 453.1 ± 123.84 420.3 ± 82.8 0.570 

      Perimetro (cm) 57.4 ± 4.28 57.2 ± 3.31 0.918 

      Grosor (mm) 1.3 ± 0.26 1.5 ± 0.48 0.243 

  
    

  

Valores presentados como la media ± Desviación estándar (SD). 
a. estadístico de contraste T de Student. 

 
7.1 Evaluación de los niveles de las proteínas Nrf2  y Keap1. 

 

La técnica de electroinmuno transferencia o Western blot permite hacer la 

identificación especifica de las proteínas de interés a través del uso de 

anticuerpos primarios y  a su vez facilitan hacer la cuantificación de los 

péptidos con la unión de un anticuerpo secundario y un compuesto 

quimioluminicente que  se observa como banda en el soporte de nitrocelulosa. 

La intensidad de luminosidad es captada en una placa radiofotográfica para 
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posteriormente ser medida como densidad óptica a través de digitalización de 

las bandas obtenidas. La Fig. 2, muestra los resultados en las placas 

radiofotográficas, cada banda y su intensidad representa a la proteína de 

interés en el extracto de placenta. Para este ensayo se dispusieron las 

muestras de cada grupo de estudio de manera intercalada con el fin de 

minimizar sesgos por manipulación en el procedimiento, en la figura 1a, se 

observan las bandas obtenidas  para Nrf2 (68kDa) y β-actina (38 kDa), esta 

ultima usada como normalizador. La figura 1b muestra las bandas obtenidas 

para Keap1 (70kDa) al igual que β-actina (38 kDa).  Cada montaje se realizó 

por separado y se utilizó como control positivo extracto proteico del mismo 

tejido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Western Blot para las muestras de estudio, (L1 a L7 muestras de 
proteína total), (C+, control positivo). (a) Bandas específicas para Nrf2 y β-
actina, (b) bandas especificas para Keap1 y β-actina. 
 

Con la digitalización de cada placa revelada, se usó el software libre ImageJ, 

versión 1,48, del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de America, 

para la obtención de la densidad óptica (pixeles) de cada banda, el software 

arroja una señal en forma de pico, la cual es proporcional a la intensidad de 

cada banda y se midió el área bajo las señales. En la tabla 2 y 3 se discriminan 

los resultados de las áreas obtenidas para Nrf2, Keap1 y β-actina en cada 

grupo de estudio, los valores de áreas corresponden a la media de tres 
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lecturas. La columna de la derecha en las dos tablas indica el valor 

normalizado para cada muestra. 

 
Tabla 2. Cuantificación de Nrf2. 
Grupo Muestra Área Nrf2* Área ββββ-Actina* Relación Nrf2/ββββ-

Actina 

Control 1 5592 16042 0,349 

Control 2 8389 24879 0,337 

Control 3 5028 15448 0,325 

Control 4 16370 18013 0,909 

Control 5 4615 9375 0,492 

Control 6 5541 6467 0,857 

Control 7 6021 13573 0,444 

Micronutrientes 8 4751 13653 0,348 

Micronutrientes 9 7816 16322 0,479 

Micronutrientes 10 825 3616 0,228 

Micronutrientes 11 10289 15916 0,646 

Micronutrientes 12 4394 9619 0,457 

Micronutrientes 13 6310 15771 0,400 

Micronutrientes 14 6322 7901 0,800 

*Unidades de densidad óptica (pixeles) 

 

Tabla 3. Cuantificación de Keap1. 

Grupo Muestra Área Keap1* Área ββββ-Actina* Relación keap1/ββββ-
Actina 

Control 1 4933 15466 0,319 

Control 2 4312 22019 0,196 

Control 3 2979 16628 0,179 

Control 4 2593 18229 0,142 

Control 5 6952 22484 0,309 

Control 6 422 4208 0,100 

Control 7 2883 14247 0,202 

Micronutrientes 8 2821 11643 0,242 

Micronutrientes 9 4184 16524 0,253 

Micronutrientes 10 5211 16142 0,323 

Micronutrientes 11 3007 15779 0,191 

Micronutrientes 12 1578 10540 0,150 

Micronutrientes 13 4071 12676 0,321 

Micronutrientes 14 4175 19403 0,215 

*Unidades de densidad óptica (pixeles) 
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La información obtenida en las tablas 2 y 3, fue usada para aplicar de forma 

exploratoria el test de normalidad o de distribución de frecuencias de Shapiro-

Wilk  y Homogeneidad de Varianzas, test de Levene. Estas pruebas mostraron 

que los datos cuantitativos de expresión de Nrf2 y Keap1 para el grupo control 

no tienen una distribución normal pero si para el grupo de micronutrientes 

(p<0,05). La homogeneidad de varianzas arrojó que hay homocedasticidad  en 

la expresión de proteínas para los grupos de estudio.  Como los supuestos 

estadísticos para la aplicación de pruebas de contraste paramétricas se 

cumplen de manera parcial y  el número de muestras es pequeño, se aplicó la 

prueba no paramétrica de rangos U de Mann Whitney, con el fin de establecer 

si la suplementación con micronutrientes a las gestantes tuvo algún efecto 

sobre la cuantificación de Nrf2 o Keap1 en la placenta frente el grupo control. 

Para ello se compararon las medianas de los grupos de estudio como se 

muestra en la Tabla 4 y la Figura 3. El estadístico de contraste aplicado en los 

grupos de estudio (Anexo) para la mediana de las proteínas Nrf2 y Keap1 

mostró el nivel de significancia mayor a 0,05. 

 

Tabla 4. Niveles de proteínas  y estado de metilación de las regiones 

promotoras de los genes en los grupos de estudio. 

Grupo Control (n=7) 
Micronutrientes 

(n=7) 
Valor de P

a
 

Cuantificación de las proteínas en 

Placenta     
  

        KEAP 1  0.20 ± 0.08 0.24 ± 0.06 0.225 

        NRF2  0.44 ± 0.25 0.46 ± 0.19 0.848 

Estado de metilación de las 

regiones promotoras
b 

    
  

        Keap1       

                  Metilado (%) 0 0   

                  Desmetilado (%) 100 100   

        Nrf2     

                  Metilado (%) 0 0   

                  Desmetilado (%) 100 100   
a. Prueba U de Mann Whitney 
b. Estado de metilación por PCR array methylation. 
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Figura 3. Diagrama de barras 
para el nivel de proteínas Keap1 
y Nrf2 en los grupos de estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
7.2 Estado de metilación de los genes Nrf2 y Keap1.  
 
Para determinar el estado de metilación de las regiónes promotora de los 

genes Nrf2 y Keap1, fue usado el sistema EpiTect ® Methyl II PCR Array. Esta 

tecnología permite analizar 22 genes simultáneamente y provee primers de 

ensayo prediseñados por la casa comercial con alta especificidad y eficiencia, 

para detectar en una muestra de ADN el estado de metilación de las regiones  

promotoras de nuestros genes de interés. En este estudio, se puede observar 

que en las muestras analizadas, las regiones promotoras de los genes Nfr2 y 

Keap1 en los grupos de estudio no presentan sus sitios CpG metilados (tabla 4) 

 
 

Como complemento del estudio se realizó la correlación de las variables nivel 

de proteínas con covariables antropométricas de las madres y la placenta.  El 

número de muestras en los grupos de estudio es menor de 30, se aplicó la 

prueba estadística no paramétrica de correlación bivariada de Spearman, para 

establecer asociaciones positivas o negativas entre la variable continua 

(expresión de proteína Nrf2 o Keap1) y las variables antropométricas peso, 

talla, Índice de masa corporal (IMC) y características de la placenta (peso, 

diámetro y grosor) en cada grupo de estudio.  En las tablas 5 y 6 se observan 
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los resultados obtenidos para el estadístico Rho de Spearman en los grupos 

control o placebo y aquel que fue suplementado con micronutrientes. Para la 

gran mayoría de correlaciones hechas no hubo significancia estadística menor 

de 0,05, sin embargo en el grupo control, Keap1 correlaciono de manera 

negativa con la variable talla (Rho= -0,800, p<0,05). 

 

Tabla 5. Correlación del nivel de Keap1 y Nrf2 con co-variables clínicas en el 
grupo control. 
Variable Nrf2 Keap1 

r* P r* P 

Edad -0.709 0.074 0.600 0.154 

Peso  -0.321 0.482 -0.143 0.760 

Talla (cm) -0.055 0.908 -0.800 0.043 

IMC -0.500 0.253 0,214 0.645 

Edad gestacional  -0.098 0.854 -0.098 0.854 

Diámetro de placenta  0.519 0.233 0.482 0.274 

Grosor de la placenta  0.306 0.504 -0.360 0.427 

Peso de placenta  0.393 0.383 0.036 0.939 

*Coeficiente de correlación de Spearman. 

 

Tabla 6. Correlación de expresión de Keap1 y Nrf2 con co-variables clínicas en 
el grupo de gestantes suplementado con micronutrientes. 
Variable Nrf2 Keap1 

r* P r* P 

Edad 0.108 0.818 -0.198 0.670 

Peso  -0.429 0.337 0.321 0.482 

Talla (cm) 0.505 0.248 -0.144 0.758 

IMC -0.357 0.432 0,036 0.939 

Edad gestacional  -0.543 0.208 0.225 0.628 

Diámetro de placenta  -0.474 0.282 0.000 1.000 

Grosor de la placenta  -0.250 0.589 0.500 0.253 

Peso de placenta  -0.071 0.879 0.250 0.589 

*Coeficiente de correlación de Spearman. 

 

 

 

 

 

 



89 

 

8. DISCUSION. 

 

El estado de embarazo se conoce como una etapa crítica en la cual factores 

propios de la madre como alteraciones metabólicas, placentarias y factores 

externos pueden provocar en el feto cambios en el proceso de su desarrollo 

que en la vida postnatal pueden llevar a generar ECNT. Los factores 

endógenos como disfunción endotelial y mitocondrial, estrés oxidativo, 

variaciones en los niveles de adipoquinas probablemente están implicados en 

la programación temprana de las ECNT. 

 

En esta fase  del estudio se buscó mediante la cuantificación de Nrf2 y Keap1 

en placenta,  establecer el nivel de expresión de estas proteínas que regulan la 

actividad antioxidante frente al consumo de micronutrientes por parte de las 

gestantes. También determinar el grado de metilación de las regiones 

promotoras de los genes Nrf2 y Keap1 en los grupos de estudio. Esto puede 

contribuir a ampliar el campo del conocimiento  encaminado a la prevención de 

enfermedades  que afectan a las mujeres en la etapa del embarazo y su 

progenie, así como la de aquellas patologías crónicas que posteriormente 

puedan surgir. 

 

Se conoce que  el ambiente uterino es vital para el desarrollo exitoso del feto.  

Factores ambientales, como exposición agentes exógenos, hábitos y modos de 

vida, influyen sobre el desarrollo fetal. Por otro lado la placenta como órgano 

transitorio feto-materno es el encargado de cumplir la función de transporte de 

nutrientes y deshechos y es regulador de estado hormonal y metabólico tanto 

de la madre como del feto. 

 

Los cambios metabólicos de la mujer embarazada, incrementan sus exigencias 

nutricionales, al igual que las del feto en formación. Las deficiencias 

nutricionales y la hipoxia en la placenta en esta etapa están relacionadas con el 

elevado estrés oxidativo, por lo que la inclusión de micronutrientes 

antioxidantes en la dieta de las gestantes se ha considerado como opción 
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viable en la prevención de enfermedades propias del embarazo, así como de 

las ECNT asociadas con el estrés oxidativo. Como se ha mencionado, la 

adecuada defensa celular, se activa ante la presencia de moléculas 

prooxidantes derivadas del anión superoxido y peroxinitritos y esta modulada 

por la maquinaria molecular de respuesta antioxidante. Los factores 

transcripcionales Nrf2 y Keap1 gobiernan el proceso anterior y contribuyen a la 

activación de la expresión coordinada de un conjunto  de enzimas antioxidantes 

que finalmente contrarrestan la acción de las moléculas responsables del 

estrés oxidativo celular y mantienen el equilibrio redox.  

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, al aplicar la prueba estadística de 

rangos U de Mann Whitney (Tabla 4),  se puede observar que al comparar los 

grupos de estudio, micronutrientes y control, para la mediana de Nrf2 y Keap1,   

el valor de significancia en ambos casos es mayor a 0.05 (p=0.848 y p=0.225 

respectivamente), lo cual sugiere que no se encontraron diferencias 

significativas entre  los niveles de las proteínas estudiadas en los grupos 

intervenidos. Es decir, que la suplementación con micronutrientes antioxidantes  

(Vitamina C, A, E o α-tocoferol, Vitamina B3 o nicotinamida,  Zinc y Selenio) en 

este estudio no evidenció efectos al termino del embarazo sobre las proteínas 

de interés en la placenta, por tanto el mecanismo de respuesta antioxidante se 

mantiene inalterado con o sin el consumo de micronutrientes por parte de las 

gestantes sanas. En las bases de datos consultadas como Pubmed, Ebsco, 

Elsevier entre otras no se evidenciaron estudios sobre los niveles de Keap1 y 

Nrf2 en las embarazadas. 

 

En este sentido se ha mencionado que la suplementación con micronutrientes 

antioxidantes tiene efectos sobre algunos marcadores bioquímicos, existen 

estudios de intervención con la suplementación  de  multivitamínicos (Vitamina 

A, E, D3, B1, B2, B6, B12, C, niacina, acido fólico) y multivitaminicos màs 

micronutrientes minerales (hierro, magnesio y calcio) sobre la dieta de mujeres 

en embarazo, en los que se midieron indicadores bioquímicos tanto en las 

madres como en sus recién nacidos, y se observaron  efectos benéficos en los 
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niveles de magnesio, calcio y glutatión (GSH) en suero pero no en la 

Capacidad antioxidante total (TAC, siglas en ingles)173. Lo que da a entender 

que la suplementación con multi micronutrientes genera efectos parcialmente 

benéficos sobre los mecanismos de defensa celular debido a que la TAC da 

indicios de la capacidad de respuesta antioxidate celular mediada por sistemas 

enzimáticos y no enzimáticos.  

 

Otro aspecto para  tener en cuenta es que la disponibilidad de vitaminas 

antioxidantes en la circulación materna y placentaria puede hacer que los RLO, 

RLN y sus derivados estén siendo neutralizados rápidamente vía no 

enzimática, sin que sea necesario que se activen previamente la respuesta 

celular enzimática, en estudios recientes se encontró que en modelos animales 

usando ratas embarazadas, la suplementación con algunos antioxidantes tales 

como acido fólico, vitamina B12 y ácidos grasos Omega 3, no mostró efectos 

benéficos sobre la actividad de enzimas antioxidantes glutatión peroxidasa 

(GPx) y Super óxido dismutasa (SOD), frente a aquellos especímenes 

suplementados con Omega 3. También, se observó que el desbalance micro 

nutricional en las madres disminuye la actividad de SOD y GPx en las crías 

recién nacidas174.  

 

Acorde con los hallazgos de nuestro estudio se puede sugerir que los 

tratamientos con micronutrientes en el embarazo no están actuando 

directamente sobre la respuesta antioxidante vía enzimática, de esta manera la 

función de Nrf2 y Keap1 se mantiene inalterada con la presencia de vitaminas y 

minerales, estos últimos dentro de la fisiología materna en algunas ocasiones  

actúan como co-factores enzimáticos. Por otro lado,  estudios de meta análisis 

en los cuales se han intervenido grupos de gestantes con micronutrientes 

(vitaminas A, B1, B6, acido fólico, zinc, hierro y cobre), en su mayoría muestran 

efectos benéficos sobre variables antropométricas como peso adecuado al 

nacer y protección ante el riesgo de bajo peso al nacer, pero no hay efectos 

protectores sobre el riesgo de retardo de crecimiento intrauterino (RCIU) y 

nacimiento a pre-término, estos resultados encontrados en 11 trabajos 
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realizados entre el año 2003 a 2008175. Sin embargo, los estudios no tienen en 

cuenta los mecanismos bioquímicos que puedan estar relacionados con los 

hallazgos.  

 

Con relación a la favorabilidad de la intervención dietaría con micronutrientes, 

estudios in-vitro con células del trofoblasto, muestran que el tratamiento con 

selenio aumenta la actividad de Tioredoxina reductasa y de la GPx176,177. El 

selenio es un cofactor de algunas enzimas antioxidantes y  aparentemente 

tiene efecto a nivel postransduccional178 y por ello la respuesta se ve 

exacerbada en este tipo de modelos, pero como suplemento dietario, no se 

encuentra evidencia del efecto sobre la expresión de Nrf2 y Keap1 y su función 

como activador transcripcional de la defensa celular mediada por enzimas.  

 

Se debe tener en cuenta que en la investigación  de la cual se  derivo el 

presente estudio, las maternas participantes pertenecían a estratos 

socioeconómicos bajos donde se asumieron deficiencias nutricionales en su 

alimentación.  

 

En las tablas 5 y 6 se observan los resultados obtenidos para el estadístico 

Rho de Spearman, para el grupo control o placebo en las co-variables  

correlacionadas con el nivel de proteínas, se encuentra que solo hay 

correlación estadística significativa para la Talla de la gestante frente a Keap1, 

sin embargo, esta correlación no se da en el grupo de gestantes suplementada 

con micronutrientes, de igual manera no hay correlación con las otras co-

variables para este último grupo, por lo cual se infiere que no existe ninguna 

influencia de las co-variables analizadas de cara a la expresión de las proteínas 

estudiadas. 

 

Se ha encontrado que el estado nutricional en las mujeres embarazadas tiene 

efecto sobre los patrones de metilación de ADN en los tejidos en desarrollo, 

esto aplica tanto en la placenta como en el feto. La deficiencia en la ingesta de 

micronutrientes ha evidenciado cambios drásticos en el genotipo del feto y se 
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sabe que en la placenta puede afectar procesos como los mecanismos de 

respuesta antioxidante 179.  

 

En la Tabla 4 se puede observar que en las muestras analizadas, las regiones 

promotoras de los genes Keap1 y Nrf2  presentan sus sitios CpG carentes  de 

metilación. Para los dos grupos de estudio el grado de metilación en ambos 

genes fue de aproximadamente del 0%. Estos hallazgos indican de manera 

preeliminar que específicamente en las regiones promotoras de los genes 

Keap1 y Nrf2, el patrón de metilación es igual en el grupo intervenido con 

micronutrientes como en el grupo control o placebo. Con esta información se 

puede inferir que con la intervención con micronutrientes antioxidantes no hubo 

alteración de los patrones de metilación de los genes estudiados en la placenta 

de las madres. Los estudios en modelos animales sobre suplementación de la 

dieta de ratas en embarazo indican que algunos micronutrientes como el ácido 

fólico y la vitamina B12 actúan como cofactores de las metil transferesas que 

están involucradas en la donación de metilos en el ciclo del carbono, así como 

en los patrones de metilacion global  de la placenta 180. En este tipo de modelos 

de estudio, se ha demostrado que en cáncer de prostata la inclusión en la dieta 

de una mezcla de tocoferoles (α,β,γ), los  ratones que desarrollan cáncer de 

próstata sufrieron modificaciones epigenéticas logrando bajos porcentajes de 

metilación de la región promotora y por tanto mayor de expresión de Nrf2 con 

respecto al grupo que no recibió la mezcla de tocoferoles, las evidencias 

experimentales también indican que se logró reprimir la expresión de las DNA 

metil transferasas (DNMT’s), responsables de los procesos de metilación de 

citosinas181. En este sentido la intervención de las gestantes en la  presente 

investigación, incluyó en su dieta α-tocoferol, que de acuerdo a los estudios 

mencionados anteriormente puede haber influido sobre la carencia de 

metilación en las regiones promotoras tanto de Keap1 como de Nrf2. Sin 

embargo, en el grupo control o placebo se encontraron iguales resultados por 

lo que es probable que las gestantes hayan incluido en sus hábitos 

alimenticios, productos con tocoferoles, responsables de  que no haya ningún 

efecto epigenético por posible inhibición de las DNMT’s, independientemente 
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de la disponibilidad de donadores de grupos metilos como la SAM proveniente 

del ciclo de la metionina o del ciclo del metabolismo del carbono. En todo caso, 

los posibles mecanismos que mantienen libres de grupos metilos los sitios CpG 

aquí mencionados, se deben corroborar por otras pruebas bioquímicas como 

actividad de las DNMT’s, niveles de Homocisteina tanto en las gestantes como 

en sus recién nacidos. Otro aspecto para tener en cuenta es que en ausencia 

de metilación de los promotores de expresión génica, la regulación sobre la 

transcripción  de Keap1 y Nrf2  puede estar a cargo de la acetilación de 

histonas o por mecanismos post transcripcionales mediados por miRNA. Por 

estas razones y por tratarse de una intervención en la que no se requirió control 

estricto en el consumo de los suplementos y de la dieta de cada gestante, en el 

futuro los estudios deberán estar encaminados a esclarecer sobre los posibles 

mecanismos que están regulando  los niveles de Keap1 y Nrf2 en la placenta. 
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9. CONCLUSIONES. 

 

Al comparar  con el grupo control, la intervención con micronutrientes en 

gestantes aparentemente sanas no evidenció diferencias en la expresión de 

Nrf2 y Keap1 en la placenta de mujeres primigestantes que recibieron 

tratamiento con micronutrientes  

 

Se considera por ello que aunque no hubiese diferencias estadísticamente 

significativas en los niveles de Nrf2 y Keap1 en los grupos de estudio, el 

comportamiento de la expresión de las proteínas de interes, sugiere que la 

suplementación con micronutrientes puede contribuir de manera independiente 

a que se mantenga entre moléculas oxidantes y antioxidantes el equilibrio 

necesario para el óptimo funcionamiento de los mecanismos celulares. 

 

El estado nutricional de la madre, principalmente con respecto a 

micronutrientes está relacionado con los procesos epigenéticos y se ha 

reconocido como importante para el buen desarrollo del embarazo y de su 

descendencia. En el presente estudio se evidenció de manera preeliminar que 

el estado de metilación de las regiones control de los genes Keap1 y Nrf2 en la 

placenta de mujeres primigestantes que recibieron tratamiento con 

micronutrientes, no muestran cambios respecto a las gestantes sanas que 

sirvieron de control, por lo que se considera que en estos primeros  hallazgos 

independientemente de la suplementación de la dieta de las gestantes con 

vitaminas antioxidantes y oligoelementos, no se ve afectado el mecanismo de 

defensa celular dependiente de vías enzimáticas. 
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10. PERSPECTIVAS. 

 

Los investigadores han planteado la hipótesis que la suplementación con 

micronutrientes trae beneficios tanto para la gestante como para  el feto en 

desarrollo y previene la posible aparición de desordenes propios del embarazo  

como son las  ECNT a su progenie. En este orden de ideas, la dilucidación de 

los mecanismos fisiológicos en la placenta subyacentes a la suplementación 

con micronutrientes son poco conocidos, por ello es importante enfocar los 

esfuerzos en conocer  de manera más amplia la influencia de micronutrientes 

antioxidantes sobre la actividad del conjunto de enzimas encargadas de los 

mecanismos de de-toxificación de fase II y los mecanismos de metilación tanto 

del ADN como de histonas, debido a que los resultados previos sugieren que 

posiblemente las vitaminas antioxidantes y oligoelementos cobre, selenio, zinc 

y hierro están actuando directamente sobre los RLO y RLN y procesos a nivel 

postransduccional relacionados con la defensa celular y mecanismos 

epigenéticos.  

 

Como las muestras de placenta correspondìan a  un estudio de intervención en 

el cual no se requirió control sobre la dieta de las gestantes, la continuación de 

la línea de investigación  hace necesario explorar aún más en este sentido  los 

mecanismos bioquímicos que rodean el proceso de sobrevivencia celular 

mencionados anteriormente. 
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