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Resumen

La preeclampsia es una patologia exclusiva del embarazo humano, existiendo
unicamente en Homo sapiens. Esta enfermedad constituye la mayor causa de morbilidad y
mortalidad, tanto materna como fetal, a nivel mundial, y es una causa importante de
prematuridad y de mortalidad neonatal. La preeclampsia se ha definido como una
enfermedad multisistémica. El diagnéstico de esta enfermedad se fundamenta en la
aparicion concomitante de hipertension arterial sistémica, edema y proteinuria en
embarazadas con mas de 20 semanas de gestacion.

En el presente trabajo, se determiné el efecto de la hipoxia placentaria sobre la
actividad ATPasica de Na,K y los niveles de peroxidacion lipidica en membrana de
microvellosidad (lado materno) y membrana basal (lado fetal) de sincitiotrofoblasto.

Se encontrdé una disminucién de la actividad de la ATPasa de Na,K, tanto en
membrana basal como en microvellosidad y un aumento de la peroxidacion lipidica de las
mismas con la hipoxia placentaria.

En conclusion, se demostrd que la hipoxia placentaria conduce a una elevacion de
los niveles de peroxidacion lipidica, lo cual conduce a una disminucion de la actividad de la
ATPasa de Na.K, tanto de las membranas basales como de la microvellosidad del
sinciciotrofoblasto.

Descriptores: preeclampsia, ATPasa de Na,K, hipoxia, sincitiotrofoblasto, peroxidacion
lipidica.




INTRODUCCION

En el presente trabajo, hemos estudiado el efecto de la hipoxia en células de
sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término, sobre la actividad ATPésica
de Na,K y los niveles de peroxidacion lipidica, tanto a nivel de las membranas de las
microvellosidades (cara materna), como de las membranas basales (cara fetal). En este
sentido, se evalu6 la sensibilidad de estas membranas a los procesos de peroxidacion
lipidica que se producen por la hipoxia, y su influencia sobre el transporte de Na* y K~
mediado por la ATPasa de Na,K, a través del sincitiotrofoblasto. Asi mismo, se evalud el

efecto del sulfato de magnesio sobre estos parametros alterados por la hipoxia.

Se considera que la hipoperfusion placentaria es uno de los factores que
desencadenan la preeclampsia, por lo que el modelo de hipoxia de muestras de tejido
placentario, constituye una buena via para indagar sobre los procesos celulares y
moleculares que se dan en la preeclampsia. En este estudio, se aislaron fracciones
enriquecidas de membranas plasmaticas basales (MB) y de microvellosidades (MVM) a
partir de cultivos de explantos placentarios, incubados bajo condiciones de normoxia
(explantos incubados con aproximadamente 10% de oxigeno), o de hipoxia, (explantos
incubados con menos de 1% de oxigeno), en presencia y ausencia de sulfato de magnesio, y
se determind la actividad de la ATPasa de Na,K y los niveles de peroxidacion lipidica de

las membranas.aisladas.




CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preeclampsia es una enfermedad multisistémica exclusiva del embarazo del ser
humano, que afecta entre el 7 y el 10% de las gestantes a nivel mundial. Se caracteriza por
una elevacion de la presion arterial, proteinuria y edema, todo lo cual aparece luego de 20
semanas de gestacion. En el laboratorio de Bioenergética Celular del Centro de Biofisica y
Bioquimica del IVIC, se ha demostrado que la preeclampsia afecta la actividad de la
ATPasa de Ca**, tanto a nivel de globulos rojos, como de miometrio y de membranas
basales (lado fetal) de sincitriotrofoblasto de placenta humana a término. También se ha
demostrado que la disminucion de la actividad ATPasica es debida, fundamentalmente, a
una elevacion en los niveles de peroxidacion lipidica de membrana plasmaética de células de
estos tejidos. Del mismo modo, se ha demostrado que tanto la actividad ATPésica de
calcio como los niveles de peroxidacion lipidica en membranas de glébulos rojos de
pacientes preeclampticas, se recuperan alcanzando valores similares a los observados en

muestras provenientes de gestantes normotensas en el postparto y 24 horas después del

tratamiento con sulfato de magnesio.

La elevacion de la peroxidacion lipidica pudiera afectar la actividad de otras
proteinas de membrana, como por ejemplo la ATPasa de Na,K, la cual es una enzima de
gran importancia biologica, ya que es responsable de la generacion de los gradientes de Na *
y de K " transmembrana, esenciales para la produccién de potenciales de accion por las
celulas excitables. El gradiente celular de sodio, es ademas utilizado para el funcionamiento
de varios mecanismos de co- y contransporte celular. Una disminucién en la actividad
ATPasica de Na,K a nivel del tejido placentario, pudiera traer consecuencias perjudiciales
para la nutricion del feto, ya que estaria alterando el transporte de Na' a través de las
membranas de las células de la placenta, afectando asi mecanismos de transporte
secundarios que dependen del mismo, como el mecanismo de control del pH intracelular,

de los niveles de calcio, y del transporte de aminoacidos y azucares.




En el presente estudio, se simuld lo que ocurre durante la preeclampsia, por lo
menos en lo que respecta a la hipoperfusion placentaria, por medio del cultivo de explantos
de placenta humana a término de gestantes normotensas, durante 18 horas a 37°C, bajo
condiciones de hipoxia, v se evalud el efecto de la hipoxia sobre la actividad ATPésica de
Na,K, y los niveles de peroxidacion lipidica del sincitiotrofoblasto, tanto a nivel de la
membrana basal (MB), como de la membrana de la microvellosidad (MVM). Del mismo
modo, se estudio el efecto del sulfato de magnesio sobre la actividad ATPésica de Na,K y
los niveles de peroxidacion lipidica de membranas de sincitiotrofoblastos de explantos de

placenta humana, cultivados bajo condiciones de hipoxia.

JUSTIFICACION

La membrana plasmatica de las células del sincitiotrofoblasto de placenta humana
juega un papel determinante en la relacion entre la madre y el feto (Redman, 1990), por lo
que cualquier variacion que se produzca en las propiedades de la membrana plasmatica
basal, de las microvellosidades, o de ambas membranas de sincitiotrofoblasto, puede
traducirse en un mal funcionamiento celular y, con ello, en el desarrollo de anomalias y

enfermedades, tanto por parte de la madre, como del feto.

Procesos de isquemia-reperfusion o de hipoxia sostenida en un tejido, se ha
demostrado que conducen a un proceso de peroxidacién lipidica en las células del mismo
(Halliwell & Gutteridge, 1989), como consecuencia de un incremento en la formacién de
radicales libres. Mas aun, en el caso de una hipoxia placentaria, radicales libres y productos
de peroxidacidn lipidica pueden pasar a la sangre y, a través de ella, ser transportados a

todo el arganismo, con lo que el dafio puede llegar a generalizarse.

La peroxidacion lipidica y productos derivados de la misma, pueden originar dafios
severos a proteinas y lipidos de Jas membranas (Halliwell & Gutteridge, 1989). De esta

manera, el proceso puede afectar seriamente el funcionamiento de enzimas de membrana,




que dependan de su entorno lipidico, tales como la ATPasa de Ca y la ATPasa de NaK,

entre otras. Las inhibiciones de las actividades ATPasicas inducidas por el grado de

peroxidacion lipidica pudieran ser explicadas como consecuencias de diversos eventos,

entre 1og cuales tenemos:

Ik

Cambios en los fosfolipidos de membrana: el dafio causado por la peroxidacion
lipidica sobre los fosfolipidos de la membrana plasmatica, puede conducir a una
disminucion en la actividad de la ATPasa de NaK, ya que los mismos son

esenciales para el buen funcionamiento de la misma.

Cambios en la fluidez de la membrana celular: el dafio a los fosfolipidos de
membrana, con el deterioro de los residuos de acidos grasos poliinsaturados de los
mismos, tiende a reducir la fluidez de la membrana (Ohta, Mohri, & Ohyashiki,
1989; Ohyashiki, Ohtsuka, & Mohri, 1986; Rice-Evans et al., 1985). Cambios en
la fluidez de la membrana se pueden traducir facilmente en cambios en la actividad

de proteinas integrales, como es el caso de la ATPasa de Na,K.

Efecto inhibitorio de los lisofosfolipidos: la ataque a fosfolipidos y a acidos
grasos de las membranas, puede dar origen a la formacion de lisofosfolipidos, los
cuales poseen un efecto detergente (Wolf, Saito, Dudek, & Bing, 1991). Esto
pudiera conducir a un proceso de desintegracidn estructural de las membranas.
Ademas, los lisofosfolipidos se han demostrado que inhiben per se a las

actividades ATPésicas (Marin, Rodriguez, & Proverbio, 1992).

Bn el sincitiotrofoblasto de placenta, como en la gran mayoria de células

eucarioticas, la ATPasa de Na,K es responsable por el mantenimiento de una baja

concentracion de sodio intracelular. Gracias a su actividad, las células son capaces de

mantener un gradiente electroquimico para este ion, el cual es vital para una serie de

funciones celulares, como captacién de nufrientes, regulacion del pH, propagacion de

sefiales nerviosas y regulacion del volumen intracelular (Johansson et al., 2000; Maxwell et

al., 1998; Rabini et al., 1996; Sibley et al., 2002). A diferencia de la mayoria de las células,




en las cuales la ATPasa de Na,K se distribuye de forma méas o menos uniforme por toda la
membrana plasmatica, en las células epiteliales su distribucion estd polarizada,
fundamentalmente hacia la membrana laterobasal. Esto es caracteristico de epitelios de
transporte clasicos, como Jo son el 1ifion y los intestinos. Sin embargo, se ha demostrado
que en el sincitiotrofoblasto de placenta humana, la ATPasa de Na,K se localiza tanto en
las membranas basal (lado fetal), como en las membranas de las microvellosidades (lado
materno), siendo su actividad mayor en la membrana plasmatica de las microvellosidades
(lado materno), que en la membrana plasmatica basal (lado fetal). Por consiguiente, el
sincitiotrofoblasto representa un epitelio de excepcion en cuanto a la distribucion de la

ATPasa de Na,K, asi como en el manejo transepitelial del transporté de Na~ ( Mendoza,
2004).

Dado que nuestro modelo de hipoxia en explantos de placenta humana a término,
representa una muy buena aproximacion a la hipoperfusién placentaria que ocurre en las
pacientes preeclampticas y, basados en el hecho que la ATPasa de Na,K es una enzima
sumamente importante para una gran cantidad de funciones vitales para la célula y para el
transporte de nutrientes de la madre al feto, resulta muy interesante evaluar de que manera
se afectan las membranas celulares de sincitiotrofoblasto, con respecto a su grado de

peroxidacion lipidica y la actividad ATPasica de Na,K, con nuestro modelo de hipoxia.




OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la hipoxia en explantos de placenta humana a término, sobre la
actividad ATPasica de Na.K y los niveles de peroxidacion lipidica en membranas celulares,
tanto de microvellosidad (lado materno), como del lado basal (lado fetal) del

sincitiotrofoblasto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Incubar los explantos durante 18 horas a 37°C, bajo condiciones de normoxia
(explantos incubados con aproximadamente entre 8-10% de oxigeno) y de hipoxia

(explantos incubados con menos de 1% de oxigeno).

s Aislar membranas celulares de las microvellosidades (lado matemo) y de la
membrana basal (lado fetal) de sincitriotrofoblasto de explantos de placenta humana

a término, incubados bajo condiciones de normoxia.

e Aislar membranas celulares de las microvellosidades (lado materno) vy de la
membrana basal (lado fetal) de sincitriotrofoblasto de explantos de placenta humana

a término, incubados bajo condiciones de hipoxia.

e Determinar la actividad ATPéasica de Na,K de membranas de sincitiotrofoblasto de

explantos de placenta humana a término, incubados bajo condiciones de normoxia

o de hipoxia.

o Determinar los niveles de peroxidacion lipidica de las membranas de

sincitiotrofoblasto  ya mencionadas, y correlacionarlos con las actividades

ATPasicas, en cada caso.




CAPITULO T
MARCO TEORICO

La preeclampsia es una patologia exclusiva del embarazo humano, existiendo
unicamente en Homo sapiens (Garmendia & Feo-Figarella, 1996, Raobillard, 2002,
Robillard et al., 2003). Esta enfermedad constituye la mayor causa de morbilidad y
mortalidad, tanto materna como fetal, a nivel mundial (MacGillivray, 1958), y es una causa
mmportante de prematuridad y de mortalidad neonatal (Sibai et al., 1995). La tasa de
incidencia de la preeclampsia se encuentra entre el 2% y el 7% en mujeres nuliparas,
pudiendo estas cifras aumentar hasta un 14%, cuando el embarazo es doble o hasta un 18%,
s1 ya se ha padecido de preeclampsia (Sibai, 2003). Aproximadamente el 70 % de las
mujeres diagnosticadas con hipertension arterial inducida por el embarazo, desarrollan
preeclampsia (Sibai, 2003). En el mundo entero, se reportan alrededor de 8.370.000 casos
de preeclampsia por afio (Villar et al., 2003), produciendo alrededor de 75.000 muertes
maternas (Senior, 2001). En la maternidad “Concepciéon Palacios”, en Caracas, la
hipertension inducida por el embarazo ocupa el segundo lugar dentro de las causas de
muerte obstétrica (1939-1993), encontrandose que alrededor de un 7% de los embarazos se

complican con preeclampsia (1988).

La preeclampsia se ha definido como una enfermedad multisistémica (Zeeman &
Dekker, 1992). El diagnostico de esta enfermedad se fundamenta en la aparicion
concomitante de hipertension arterial sistémica, edema y proteinuria en embarazadas con
mas de 20 semanas de gestacion (Roberts, 1984). La hipertension arterial se define como un
valor de 90 mm de Hg o mayor de presion diastolica, o niveles mayores de 140 mm de Hg
de presion sistolica. Sin embargo, valores inferiores de presion arterial sugieren
preeclampsia, si representan un incremento igual o mayor de 30 mm de Hg sistolicos y 15
mm de Hg diastolicos, con respecto a las cifras registradas en la primera mitad del
embarazo (Cavanagh & Knuppel, 1992). La proteinuria, es definida como una excrecién de
proteinas superior a los 300 mg, en muestras de orina de 24 horas (Pritchard et al., 1990).
El edema representa la acumulacion excesiva de liquido en el tejido subcutaneo, que

conlleva al aumento de volumen de los tegumentos y a la desaparicion de los pliegues



cutaneos, siendo dicho edema, en la preeclampsia, mas severo y difuso que el que

acompafia con frecuencia el embarazo normal (Pritchard et al., 1990).

La preeclampsia se clasifica en tres estadios con respecto a su severidad, lo que
representa probablemente la evolucion progresiva de la enfermedad hacia formas mas
graves (Consensus, 1990). En su forma mas benigna se denomina “leve”, y se caracteriza
por su evoluciéon satisfactoria y su aparicion mas bien tardia en el embarazo, con una
hipertension arterial > 140/90 mmHg, proteinuria > 300 mg/24 horas y edema (Lipstein et
al., 2003). La preeclampsia se considera severa, cuando se presenta una presion sanguinea
>160/110 mm Hg y una proteinuria de al menos 5 g en orina de 24 horas (Lipstein et al.,
2003, Sibai, 2003). Ademas, durante la preeclampsia severa pueden verse afectados varios
Organos, por lo que puede desarrollarse: edema pulmonar, oliguria (menos de 400 ml de
orina diaria) o sintomas persistentes de alteraciones del sistema nervioso central como
dolores de cabeza, vision borrosa o ceguera, estado mental alterado (Sibai, 2003) y
disminucion del estado consciente, lo que pronostica convulsiones incipientes (Lipstein et
al.,, 2003). Otras sefiales asociadas a la preeclampsia severa, son el retardo del crecimiento
del feto y la elevacion de la creatinina sérica (Lipstein et al., 2003). El sindrome HELLP
(acrénimo que viene de Hemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelets count), es
una complicacién severa, que también puede ser hallada en pacientes con preeclampsia
severa (Sibai, 2003). Este sindrome consiste en hemdlisis, elevacién de las enzimas
hepéticas y trombocitopenia (conteo de plaquetas menor a 100.000/mm’). El aumento de
enzimas hepaticas, esta asociado a un dolor epigastrico persistente, o dolor de la parte
superior derecha del abdomen (Sibai, 2003). Por ultimo, la preeclampsia puede
transformarse en eclampsia, al aparecer convulsiones y/o coma materno, con gran riesgo de

muerte materna y fetal (Lindheimer & Katz, 1985).

A pesar de que se conoce la preeclampsia — eclampsia desde hace varios siglos, aun
en la actualidad se desconoce cudl o cudles son los factores que desencadenan los multiples
desdrdenes que se desarrollan durante esta enfermedad. La etiologia de la preeclampsia esta
todavia abierta a debate, y se cree que esta patologia resulta de una combinacion de factores

genéticos, inmunologicos y ambientales, los cuales llevan a fallas en la invasion




trofoblastica normal y en la remodelacién de las arterias uterinas (Kharfi et al., 2003,
Roberts & Cooper, 2001). La invasion trofoblastica anormal que se produce con la
preeclampsia, impide el establecimiento del circuito de baja resistencia y alto flujo en el eje
materno-fetal que se observa en el embarazo normal. La consecuencia fundamental de este
hecho, radica en que las gestantes preeclampticas presentan una hipoperfusion placentaria,

lo cual conduce a procesos repetidos de isquemia-reperfusion.

S1 bien, el evento primario de origen de la preeclampsia permanece desconocido, su
fisiopatologia es bien entendida, y se afirma que la disfuncién endotelial juega un rol
principal en los mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad. Muchos de los sintomas
clinicos de la preeclampsia como hipertension, proteinuria y edema, se derivan de cambios
dentro del endotelio vascular matemno o involucran disfuncién endotelial generalizada
(Davison et al., 2004, Roberts, 1998). El endotelio es una monocapa de células planas
poligonales que se extienden continuamente sobre la superficie luminal de la vasculatura,
constituyendo una barrera bioldgica estratégicamente localizada entre la capa de musculo
liso vascular y el torrente sanguineo. Las funciones del endotelio son numerosas y variadas
(Endemann & Schiffrin, 2004); participa en el control de la homeostasis primaria, defensa
del huésped, transporte de nutrientes y otros solutos, en la activacién/desactivacion de
varias hormonas vasoactivas y participa en la modulacién del tono vascular, controlando la

secrecion de importantes factores que regulan la respuesta contractil del musculo liso
(Vanhoutte et al., 1986).

La placenta es un érgano endocrino complejo y es responsablé en gran medida de la
respuesta inmune materna hacia el embarazo. Parecen existir suficientes indicios que
sugieren a la placenta como un 6rgano importante en la etiologia de la preeclampsia (Ness
& Roberts, 1996; Roberts & Redman, 1993). En primer lugar, la presencia de la placenta es
requisito necesario y suficiente para la aparicion de preeclampsia, de hecho, esta patologia
es frecuente en casos de mola hidatidiforme, en la que existe una degeneracion hidrépica
(vesicular) de la placenta, sin la presencia del feto (Page,1939). La descripcion de la

preeclampsia en embarazos abdominales, también sugiere que la distension uterina o la
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relacion del binomio feto-placenta con el ttero, no son requisitos para la aparicién de la

enfermedad (Piering et al., 1993).

La placenta es un ¢érgano fundamental durante el embarazo, es provisional y esta
compuesta por tejidos embrionario y materno; es decir, por células que poseen genotipos
diferentes. Tiene una apariencia de disco, con el cordon umbilical inserto en la parte central
de una de sus caras. Esta constituida por dos paredes discoideas, soldadas entre si por sus
bordes y, el espacio interpuesto entre ambas placas, la laguna sanguinea, estd ocupada por
sangre, que proviene de la madre. La pared apoyada al miometrio, parte materna, se
denomina placa decidual y, la relacionada con la cavidad amnidtica, parte fetal, placa
coridnica. La decidua, estd compuesta por citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto y de ella
emergen numerosas paredes perpendiculares, denominadas tabiques placentarios. A pesar
de que no llegan a establecer contacto con la placa coridnica, estos tabiques dividen a la
laguna sanguinea y por extension, a la placenta, en varios compartimientos, los cuales se

conocen con el nombre de cotiledones (Langman,1976).

La placenta humana juega un papel fundamental en el desarrollo y crecimiento fetal,
particularmente en la regulacion del transporte de iones, nutrientes e inmunoglobulinas de
la circulacion materna a la fetal. La capa de células epiteliales del sincitiotrofoblasto
representa la interfase entre las circulaciones materna y fetal, y es el sitio donde se ejecuta

el intercambio y transporte de solutos entre la madre y el feto (Silver,Beaird, &Golbus,
1990).

Es bien conocido que en el embarazo se establecen dos zonas de contacto directo
entre la madre y el feto: el sincitiotrofoblasto, bafiado por sangre materna vy, el
citotrofoblasto extravelloso, dentro de la decidua. El endometrio modificado por la
presencia del embridn, recibe el nombre de decidua. Las células trofoblasticas son
heterogéneas, presentan fenotipos diversos y, se encuentran en circulacion en el torrente

sanguineo materno desde la semana 18 de la gestacion (Silver et al., 1990).
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El sincitiotrofoblasto es un epitelio polarizado, con la membrana de las
microvellosidades en su cara matermna v con la membrana basal en su cara fetal. La placenta
tiene la propiedad de ser una barrera de baja permeabilidad, por lo tanto, los nutrientes y
substratos necesarios para el crecimiento fetal, incluyendo minerales, requieren de
mecanismos de transporte, como el transporte activo (Jansson, Liben,Wennergren, &

Powell,2002; Kamath & Smith,1994).

La membrana plasmatica de las células del sincitiotrofoblasto de la placenta, juega
un papel determinante en la relacion entre la madre y el feto (Redman, 1990). Previamente,
han sido reportadas modificaciones en las propiedades enzimaticas de estas membranas
durante la preeclampsia, tales como reduccion de la actividad de la ATPasa de Ca (Casart,
1995). También, se ha reportado que durante la preeclampsia, se produce un aumento en los
niveles de productos de peroxidacion lipidica circulante en el plasma sanguineo (Redman,
1990), los cuales pudieran atacar los lipidos de las membranas plasméticas de muy

distintos tejidos, y ocasionar un amento de la peroxidacion lipidica de las mismas.

El Na“ es el principal catién extracelular. El gradiente electroquimico de Na” a
través de las membranas celulares, provee el medio de mover, entre el citoplasma y el
liquido intersticial, a un mamero de sustancias a través de co- o contratransportadores, es
decir, de mecanismos que mueven sustancias que, o bien acompaiian al Na', o bien son
tercambiadas por el 100, en su incesante entrada a las células, gracias a la existencia de su
gradiente, mantenido por el funcionamiento de la bomba de NaK, que continuamente
expulsa Na', en forma activa, desde el interior célular hacia el intersiticio (Aceves, 1977,

Glynn, 1984; Kaplan, 1983; Katz, 1982; Kiil, 1978; Lechene, 1988).

Se han demostrado distintos sistemas de entrada pasiva de Na* a las membranas de
las microvellosidades (ver Figura 1), entre los cuales estan: intercambio Na'/H", inhibido
por amilorida, cotransporte Na'/fosfato, cotransporte Na'/aminoicidos, cotransporte

Na'/succinato, cotransporte Na'/biotina. En la membrana basal (ver Figura 1), se ha
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Figura 1

Representacion esquematica de la distribucion de los principales mecanismos de transporte

i6nico en el sincitiotrofoblasto.




13

encontrado un intercambiador Na* /H" distinto al de 1a membrana de las microvellosidades

y un cotransportador Na' /aminoacidos.

Aunque existen diversos mecanismos mediante los cuales el Na™ puede entrar al
trofoblasto, la salida es efectuada por un solo mecanismo, representado por la ATPasa de
Na,K (ver Figura 1). En las membranas de las células del sincititrofoblasto, se ha
evidenciado la presencia de una ATPasa, dependiente de Mg’, estimulada por sodio y
potasio y sensible a ouabaina: la ATPasa de Na,K. Esta enzima actia en la homeostasis
intracelular de estos iones. Ademas, su actividad es esencial para el crecimiento del feto en
desarrollo, ya que, al mantener los gradientes de iones, en particular del sodio, garantiza el
funcionamiento de los mecanismos de co- y contratransporte, que permiten acumular hacia
el lado fetal aminoacidos y nutrientes necesarios para el crecimiento normal del feto
(Johansson.Jasson & Powell, 2000;Maxwell et al.,1998; Rabino et al., 1996). En estudios
previos, se ha demostrado la presencia de la isoforma a; de la ATPasa de Na,K en la
membrana de las microvellosidades (MVM) y en la membrana basal (MB) del
sincitiotrofoblasto, siendo mayor en la membrana de las microvellosidades de MVM, tanto
para la actividad, como para su expresion (Johansson et al., 2000). La distribucién
particular de la ATPasa de Na,K y su actividad en las células del sincitiotrofoblasto, es
compatible con el transporte transcelular neto de Na'. El gradiente de Na” es clave para la
regulacion del pH intracelular, y estd involucrado en el transporte neto de Na™ hacia el feto,
permitiendo asi la expansion del volumen extracelular (Johansson et al., 2000; Maxwell et
al., 1998; Rabini et al., 1996; Sibley et al., 2002).

La actividad de los transportadores de Na' con aminoacidos o del intercambiador
Na'/H", se ha demostrado que es mayor en la membrana de las microvellosidades que en la
membrana fetal. Existen canales de Na” en esta membrana, por lo que el balance entre la
entrada y salida del ién, favorece el influjo neto de Na™ en el lado de la MVM y el eflujo
del mismo por la cara fetal, lo que sugiere que el transporte neto de Na' se efecttia de la

madre hacia el feto (Johansson et al., 2000; Sibley et al., 2002) .
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El K" es el principal catidén intracelular, entra a la célula a través de la ATPasa de
Na,K, mientras que el eflujo se produce a través de canales de K* y por el cotransportador
K'-CI'. La alta concentracién de K" intracelular es esencial para la sintesis de ATP y de
proteinas. El transporte de K™ a través de membrana, es un proceso de dos estadios: una
fase activa de influjo por la ATPasa de Na,K, y una fase pasiva de eflujo a través de los
canales y distintos mecanismos. Estudios previos indican que efectivamente, es a través de
la ATPasa de Na,K como el K™ entra a las células del trofoblasto en la placenta (Johansson

et al., 2000; Stule, 1997).

Todo lo dicho, indica que la ATPasa de Na,K es una proteina integral de la
membrana plasmatica que es imprescindible para la vida de la célula, ya que juega un
papel fundamental en el mantenimiento del balance i6nico, al encargarse de mantener altas
concentraciones intracelulares de K™ y concentraciones bajas de Na". Con la hidrélisis de
una molécula de ATP, transporta 3 Na™ hacia fuera de la célula, intercambiandolos por 2 K*
que enfran a la misma. El gradiente electroquimico que genera este mecanismo, es crucial
para mantener el balance osmotico de las células, la regulacion del volumen celular, la
excitabilidad nerviosa y muscular, la regulacién del pH, el transporte de aminoacidos,

carbohidratos y vitaminas (Glynn,1984; Kaplan,1983; Lechene,1988).

La ATPasa de Na,K es un oligdmero compuesto por dos polipéptidos principales,
las subunidades o y B. La subunidad o presenta las isoformas o, 0o, a3 y 04, 1as cuales son
altamente reguladas y poseen una distribucion especifica para cada tejido, responsable de
las propiedades cataliticas y de transporte de la enzima: contiene los sitios de union para los
cationes, para el ATP y para el inhibidor ouabaina. La subunidad P presenta las isoformas
B1y P2, son esenciales para la actividad normal de la enzima, y modulan la afinidad para

Na"y K" (Blanco & Mercer, 1998; Maxwell, Tao,Seely, Repke, & Graves,1998).

La peroxidacion lipidica es un proceso que normalmente ocurre a un nivel bajo en
todas las células y tejidos, produciéndose una oxidacion de acidos grasos insaturados a
productos primarios, como hidroperéxidos lipidicos y otros metabolitos secundarios

(Gutteridge & Halliwell, 1990). Un mecanismo importante generador de peroxidacion




e
B
-

15

lipidica a nivel celular, es el de los procesos de isquemia-reperfusion, en los cuales hay
periodos alternos de hipoxia seguidos de periodos de reoxigenacion (Marin, Proverbio,
Rodriguez, & Tiskow, 1993). Gran parte del estudio de la peroxidacién lipidica sobre la
actividad de la ATPasa de Na,K, ha sido realizado in Vitro, a través de sistemas
generadores de radicales libres, tales como irradiacion de luz UV o tratamiento con agentes

quimicos.

Se ha encontrado en ciertas patologias en las que estd involucrada la placenta, que
las actividades ATPasicas de las membranas plasmaticas de células de este tejido pueden
verse modificadas como consecuencia de procesos de stress oxidativo. Estos procesos se
producen como consecuencia de un desbalance entre fuerzas oxidantes y antioxidantes, lo
que se traduce en un aumento en el grado de peroxidacion lipidica de las membranas
plasmaticas de las células, con una consecuente liberacion de productos de
lipoperoxidacion hacia la circulacion, con lo que pueden alcanzar todo el organismo, dando
lugar a dafios en las membranas de las células endoteliales (Carrera, Casart, Proverbio,
Proverbio, & Marin, 2003; Hubel et al., 1989; Matteo, Proverbio, Cordova, Proverbio, &
Marin, 1998; Nardulli, Proverbio, Limongi, Marin, & Proverbio, 1994). La peroxidacion
lipidica puede producir alteraciones en proteinas de membrana, llevando a modificaciones
en la estructura y funcién de dichas proteinas, lo que termina traduciéndose en alteraciones
de varios parametros, como: fluidez y/o permeabilidad de la membrana (Rice-Evans,
Baysal, Pashby, & Hochstein, 1985); actividad de enzimas, canales, proteinas

transportadoras, receptores, etc.

El tratamiento de la preeclampsia no ha cambiado en décadas (Watson et al., 1986),
y consiste en: reposo, administracién de agentes antihipertensivos para la preeclampsia leve
y, administracion de agentes anticonvulsivantes o antiepilépticos, para la profilaxis y
prevencion de las convulsiones. Entre estos ultimos, encontramos drogas antiepilépticas
convencionales, tales como diazepam y fenitoina, y el tratamiento de eleccion, que es la

infusién endovenosa de sulfato de magnesio.
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Los primeros estudios notables del efecto del sulfato de magnesio sobre la
preeclampsia, fueron realizados entre 1925 y 1926 por Dorsett, Lazard, Alton y Lincoln.
Dorsett, reporto 1a importancia del uso del sulfato de magnesio en gestantes preeclampticas,
cuando era administrado intramuscularmente (Dorsett, 1926). Para la misma condicion,
Lazard propuso el uso del sulfato de magnesio por via intravenosa (Lazard, 1925), mientras
que Alton y Lincoln propusieron su uso por via intratecal (Alton & Lincoln, 1925). En
1929, con la introduccién del uso del sulfato de magnesio para la prevencion de
convulsiones ecldmpticas en el Hospital Chicago Lying, la incidencia de eclampsia

descendi6 desde un 36% a un 7% (Greene, 2003).

Asi, el sulfato de magnesio, usado desde hace mas de 60 afios como terapia y
profilaxis contra las convulsiones eclampticas (Scardo et al., 1995), ha llegado a ser el
tratamiento estandar en los tltimos 30 afios y esta asociado con una dramatica reduccion de

la morbilidad matemo y neonatal relacionada con eclampsia (Pritchard & Stone, 1967) .

Estudios mas recientes (Sibai, 1990), indican que el sulfato de magnesio,
independientemente de su eficacia como anticonvulsivante, tiene una serie de efectos
benéficos para la madre preeclamptica (Lucas et al., 1995, Nelson & Grether, 1995). Entre
ellos podemos mencionar: incremento del flujo sanguineo cerebral; rapida disminucion del
indice de resistencia sistémica vascular; incremento del flujo sanguineo uterino; incremento
del flujo sanguineo renal; incremento de la liberacion de prostaciclinas por células
endoteliales; disminucion de la actividad de la renina plasmatica; disminucién de los
niveles de la enzima convertidora de angiotensina; atenuacién de la respuesta vascular a
sustancias vasopresoras; proteccion contra dafio isquémico; reduccion de la agregacion
plaquetaria. En el caso de los neonatos, se ha demostrado que disminuye el riesgo de

paralisis cerebral en prematuros (Lucas et al., 1995, Nelson & Grether, 1995).

El magnesio, ha sido demostrado in vitro que puede actuar como agente protector
contra ¢l dafio mediado por radicales libres en celulas endoteliales (Dickens et al., 1992),
siendo capaz de disminuir la vasoconstriccion inducida por peroxidos en la placenta

humana (Walsh et al., 1998).
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El uso prenatal del sulfato de magnesio, protege al feto al disminuir la incidencia de
hemorragias intraventriculares en neonatos de embarazadas preeclampticas (Kuban et al.,
1992). Del mismo modo, se conoce que disminuye el riesgo de paralisis cerebral en
prematuros (Nelson & Grether, 1995). Otros estudios, demuestran una reduccion en los
indices de mortalidad neonatal, cuando se emplea sulfato de magnesio para tratar la
preeclampsia o el trabajo de parto pretérmino (Farkouh et al., 2001). Por otro lado,
empleando cotiledones aislados de placenta, se ha reportado que la presién de la perfusion
arterial fetoplacental, que es mayor en placentas provenientes de pacientes preeclampticas,
disminuye en las mismas, cuando son tratadas con sulfato de magnesio (Kovac et al., 2003).
Todos estos hallazgos, sugieren que la incrementada vasoconstriccion fetoplacental que se
produce en la preeclampsia, puede ser revertida por el sulfato de magnesio. Por ello, la
disminucion de los indices de morbilidad y mortalidad neonatal, que se observa para las
embarazadas preeclampticas que son tratadas con sulfato de magnesio, puede ser explicada,

aunque sea en parte, por el efecto vasodilatador de este agente, a nivel del lecho vascular

fetoplacental.

Al ser el magnesio un cofactor esencial para proteinas transportadoras de
membranas, como la ATPasa de Na,K, una deficiencia intracelular de este elemento
pudiera afectar la actividad de la enzima, lo que disminuiria los niveles intracelulares de
potasio y aumentaria los de sodio (McCarty, 1996). Por otro lado, la reduccién de la
actividad de la ATPasa Na,K aumenta indirectamente la concentracion de calcio, al
disminuir el gradiente de sodio transmembrana, ya que un menor gradiente de sodio, se
traducirfa en un disminucion de la actividad del mecanismo de contratransporte Na'/Ca**

(McCarty, 1996a), inhibiéndose de esa manera la expulsién del ién calcio de la célula.

Los niveles plasmaticos de sulfato de magnesio considerados terapéuticos, basados
en la experiencia clinica, oscilan entre 4 a 8 mg/dl (Sibai, 1990). La primera sefial de
ntoxicacion por sulfato de magnesio es la pérdida de reflejos patelares, lo que ocurre con
niveles plasmaticos entre 9 —12 mg/dl del agente. Los signos tempranos de intoxicacion con

magnesio incluyen nausea, aumento de la temperatura corporal, somnolencia, visién doble,
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dificultad para hablar y debilidad. Si la pérdida de reflejos patelares es ignorada y la
concentracion en plasma incrementa por encima de 12 mg/dl, el deterioro de los musculos
involucrados en la respiracién pueden llevar a una peligrosa hipoxia. A niveles plasmaticos
de sulfato de magnesio entre 15 a 17 mg/dl, se puede desarrollar pardlisis muscular y paro
respiratorio, mientras que a niveles entre 30 a 35 mg/dl, puede desarrollarse un paro

cardiaco.

El antidoto ante la intoxicacion con sulfato de magnesio es el gluconato de calcio,
siendo el tratamiento muy efectivo cuando ocurre compromiso respiratorio (Chesley, 1979) .
La debilidad neuromuscular inducida por.].a hipermagnesemia y revertida por el gluconato
de calcio, pareciera estar relacionada con la habilidad del calcio de desplazar al magnesio

de las membranas celulares (Henninger & Horst, 1997).

En el presente trabajo, se evalud el impacto de la hipoxia placentaria sobre los
niveles de peroxidacion lipidica y la actividad de la ATPasa de Na,K, en membranas
plasmaticas del sincitiotrofoblasto. Ademis, se evaluo el efecto del sulfato de magnesio
sobre ambos parametros, es decir, niveles de peroxidacion lipidica y actividad de la ATPasa

de Na,K, en explantos de placenta humana cultivados bajo condiciones de hipoxia.
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CAPITULO I1I
METODOLOGIA

El siguiente estudio fue autorizado por las Comisiones de Bioética del IVIC, del
Hospital Universitario de Caracas y de la Maternidad Concepcidén Palacios. Todas las

donantes de placenta firmaron un consentimiento escrito.
1. Placentas Humanas.

Se recolectaron placentas humanas a término (38-41 semanas) de pacientes sin
ninguna patologia asociada. Las placentas obtenidas inmediatamente después del
alumbramiento por parto vaginal, fueron colocadas inmediatamente en hielo y trasladadas

al laboratorio, en donde se procesaron en un tiempo no mayor de 2 a 4 horas.
2. Preparacion de Explantos.

Una vez en el laboratorio, se aislaron de la placenta cotiledones observados en buen
estado y se les removié el plato coriénico y la decidua (0.25 cm aproximadamente). Luego,
se coloco el cotileddn en una placa de Petri y se cortaron en trozos pequefios de 0,5 cm x
0,5 cm aproximadamente, removiendo los vasos sanguineos en el proceso. Todo el proceso
de preparacion y lavado se realizé sobre hielo, a una temperatura de 4°C. Estos explantos de
placenta humana se lavaron con solucidn salina estéril por 5 veces consecutivas, para
limpiar los restos de sangre presentes en ellos. Luego, se transfirieron a placas Nunclon™
Surface® de 12 pozos conteniendo 2 ml del medio DEMEM-F12 + 10% Suero Fetal
Bovino (SFB) en cada pozo. Este medio era precalentado a 37°C y se encontraba
complementado con agentes antimicrobianos: penicilina cristalina 100.000 UI/ml,

gentamicina 48 pg/ml y anfotericina B 3ug/ml.

Todos los explantos fueron primero incubados bajo condiciones de normoxia (10%

Oy, 5%CO0,, 85% N;) durante las primeras 4 horas, una vez transcurrido este tiempo, el
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medio de cultivo era removido y se les proporcionaba medio fresco (preincubado a 37°C,
2ml/pozo). Luego, los explantos se incubaron durante un periodo de 18 horas a 37°C, bajo

las siguientes condiciones:

- Normoxia: 10% Oy, 5%CO;, 85% N
- Hipoxia: 0.5% O, 5% CO,, 94.5%N,

3. Homogenizados de explantos de placenta humana.

Los explantos eran removidos del medio de cultivo y lavados con solucion salina.
Una vez lavado, el tejido era pesado y se resuspendia en 3 volumenes (ml/g) de una
solucion fria (solucion 1) que contenia (mM): sacarosa, 250; Tris-Hepes (pH 7.2);
etilenglicol-bis-(B-amino-etil ester) N.N-acido tetraacético (EGTA), 5; acido etilendiamin
tetraacético (EDTA), 5; fenilmetil-sulfonil fluoruro (PMSF), 1. Luego el tejido era
homogenizado durante dos minutos con un homogenizador Ultra-Twrax T25 (Janke &
Kunkel IKA-Labortechinick) a 24.000 rpm, con una hojilla S25N, obteniendo los
homogenizados totales (HT) de los explantos de placenta humana (Illslesy, Wang,Sellers,
&Jacobs.1990).

4. Preparacion de membranas plasmaticas de células de sincitiotrofoblasto de placenta

humana.

El método que se utilizd consiste en una modificacién del método descrito por
Illsley et al. 1990 (Illsley et al.,1990) y un esquema resumido del mismo se presenta en la
Figura 2. Los homogenizados totales de placenta (HT), se centrifugaron por 15 minutos a
10.000xg en una centrifuga Sorvall refrigerada RC-5B. El sobrenadante se guardd y el
precipitado era resuspendido en la misma solucion de homogenizacion (solucion 1) y se
centrifugaba nuevamente por 15 minutos a 10.000xg, obteniendo de alli un segundo
sobrenadante. Los sobrenadantes eran combinados, filtrados en gasas y luego centrifugados
por 60 minutos a 47.500xg a 4°C. El sobrenadante resultante era descartado, y el

precipitado era resuspendido en la misma solucion de homogenizacion (solucion 1), a una
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concentracién final de proteinas de 10-15 mg/ml. Posteriormente, esta suspension se
colocaba sobre hielo y se agitada durante 20 minutos, después de afiadir MgCl, a una
concentracion final de 12 mM. Luego, se centrifugaba por 15 minutos a 2.500xg a
4°C. De esta centrifugacion, se obtenian un sobrenadante, el cual se utilizaba para aislar las
membranas plasmaticas de las microvellosidades (MVM), y un precipitado, con el cual se

aislaban las membranas plasmaticas basales (MB).

5. Aislamiento de membranas plasmaticas de las microvellosidades (MVM) de

placenta humana.

El sobrenadante utilizado para aislar las fracciones purificadas de membranas
plasmaticas de microvellosidades (MVM), era centrifugado a 47.500xg durante 30 minutos.
El nuevo sobrenadante era descartado y el precipitado era lavado dos veces con una
solucion (solucion 2) que contenia (mM): sacarosa, 250; Tris-Hepes (pH 7,2), para lo cual
se resuspendia en dicha solucidn y era centrifugado a 47.500xg durante 30 minutos por dos
veces. El sedimento final era resuspendido en la solucion 2, a una concentracion final de
proteinas de 1-2 mg/ml y guardado a -20°C. La concentracion de proteinas de las fracciones

se determinaba, en todos las casas, segin el método de Bradford (Bradford,1976).

6. Aislamiento de las membranas plasmaticas b asales (MB) de placenta humana.

El precipitado que contenia las MB era resuspendido en la misma solucién 2,
siempre a 4°C. Esta suspension se homogenizaba con 8 golpes en un homogenizador
manual "Potter-Elvehjem", con un émbolo de teflon, a 2.500 rpm. De la suspension
anterior, se tomaban 11,84 ml y se colocaban en el tope de un gradiente discontinuo de
sacarosa, formado por 4,73 ml de solucién de sacarosa de densidad 1,190 g/cc y, por
encima de éste, 13,42 m] de solucion sacarosa de densidad 1,165 g/cc. El gradiente era
centrifugado por 70 minutos a 141.000xg en una ultracentrifuga Sorvall Combiplus,
utilizando un rotor Beckman SW 27 swing-out (Beckman Instruments, Palo Alto, CA). La
fraccion que quedaba en la interfase entre la capa inferior y superior de sacarosa, era

removida y resuspendida en 10 volumenes de solucion 2 (10 ml/ml) y centrifugada por 30
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Figura 2

Preparacion y separacion de membranas plasmaticas de microvellosidades y de membranas

plasmaticas basales de sincitiotrofoblasto de placenta humana (Tllsley et al., 1990).
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minutos a 47.500 xg. El sobrenadante era descartado y el sedimento era resuspendido en Ia

solucion 2 a una concentracion final de 1 a 2 mg proteina/ml, y guardado a -20°C.

7. Preincubacion de membranas con SDS.

Con el fin de determinar la relacion 6ptima [SDS]/[proteinas], 250 pl de membranas
se preincubaron a 37°C durante 20 min con 0, 2, 4, 6, 8 ul de una solucién de SDS
conteniendo: SDS, 6,25 mg/ml; albimina, 1%; imidazol, 25 mM (pH 7,2 a 37°C). Luego de
transcurrida la preincubacion de las membranas con SDS, éstas eran ensayadas de manera

mmediata, para determinar la actividad de la ATPasa de Na,K de las mismas.

8. Determinacion de proteinas.

~ La cuantificacién del contenido de proteinas de las fracciones, se realizo segun el
metodo de Bradford (Bradford, 1976). Para ello, se utilizd el reactivo concentrado de azul

brillante de Coomasie (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, U.S.A).

El procedimiento era el siguiente: se preparaba una curva de calibracion empleando
100, 200 y 400 pl de albumina, 25 pg/ml; que se llevaban luego a un volumen final de 800
ul con agua destilada. Se preparaban cuatro blancos para calibrar el espectrofotémetro, los
cuales llevaban 790 pl de agua destilada y 10 ul del medio de resuspensién. Las muestras
se preparaban por cuadruplicado, llevando 10 ul de suspensién de membranas y 790ul de
agua destilada. Tanto a las muestras, como a los blancos y curva de calibracién se les
afiadia 200 pl del reactivo, se agitaban y se dejaban a temperatura ambiente durante 5
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se tomaban 200 ul de cada uno de los tubos y se
colocaban en placas de ELISA de 96 pozos para luego medir la absorbancia en un lector
ELISA  Sunrise (Tecan) a 595 nm. La densidad optica es lineal para un rango de

concentracion de protefnas entre 0,07 mg/ml y 2,7 mg/ml.
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9. Actividad ATPasica de Na,K.

La actividad ATPasica de Na,K se determind segin una modificaciéon del método
descrito por Proverbio er al. (Proverbio & del Castillo, 1981, Proverbio, Proverbio, &
Marin, 1986). El fosfato inorgénico liberado durante ia reaccion era determinado segun el
método de Forbush, modificado por Marin et al. (Forbush, 1983; Marin, Proverbio, &
Proverbio, 1986) (Anexo 1). El medio donde se realizaba la reaccidon enzimatica constaba
de 180 ul del medio de incubacién y 20 ul de la suspension de membranas, a una
concentracion de proteinas de 0,1-0,6 mg/ml. La concentracion de proteinas  era
determinada segun el método de Bradford (Bradford, 1976). En el volumen final de 200 pl,

los medios contenian:

Medio I: MgCl,, 5 mM; Tris-HCl (pH 7,5 a 37 °C), 10 mM; NaCl, 100 mM; KCl, 20 mM;
ATP (disédico), 3mM.

Medio II: MgClz, S mM; Tris-HCI (pH 7,5 a 37 °C), 10 mM; NaCl, 100 mM; KCI1, 20 mM;
ATP (disodico), 3mM; Ouabaina, 1 mM.

EI procedimiento era el siguiente: 180 ul del medio de incubacion se preincubaban
por dos minutos a 37°C y la reaccidn se iniciaba afiadiendo 20 pl de la fraccidn de
membranas. La reaccion era finalizada a los 10 minutos, agregando 300 pl de una solucion
mantenida en frio (solucién A) que contenia (%): Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0,72;
acido molibdico, 0,48; acido ascorbico, 2,86 y HCI 2,18. Los tubos de incubacién eran
colocados inmediatamente en hielo durante 10 minutos. Después de transcurridos los 10
minutos en hielo, se afiadia a cada uno de los tubos, 0,5 ml de una solucion (solucion B)
que contenja (%): Arsenito de sodio, 2; citrato de sodio, 2 y acido acético, 2 y, finalmente,
los tubos de incubacion eran recalentados a 37 °C por 10 minutos. Una vez transcurrido
este tlempo, se tomaban 200 pl de cada uno de los tubos y se colocaban en placas de ELISA
de 96 pozos para luego medir la absorbancia en un lector ELISA Sunrise (Tecan) a 705 nm.
En todos los casos habia al menos cuatro réplicas. La actividad ATPésica se expresa como

nanomoles de fosfato liberado, por mg de proteina por minuto de incubacién, después de
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sustraer un blanco incubado en paralelo sin proteinas, las cuales se le afiadfan después de
agregar los 300 pl de la solucion A. Las actividad ATPasica de Na,K, expresada como la
actividad ATPasica sensible a ouabaina, se calculé como la diferencia en actividades entre

el medio Il y el medio I.
10. Determinacion de niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS).

Las preparaciones de membranas eran centrifugadas a 47.500xg durante 20 minutos
y el precipitado obtenido, se resuspendia en buffer fosfato, el cual contenia (mM): fosfato
de sodio, 25; NaCl, 125 (pH 7,4). El precipitado, una vez resuspendido en la misma
solucion, era centrifugado nuevamente por 20 minutos a 47.500xg y, finalmente, el

precipitado se resuspendia nuevamente en el mismo buffer fosfato.

Los niveles de TBARS de estas preparaciones se determinaron por el método de
Feix et al. (Feix, Bachowski, & Girotti, 1991). A tubos de microcentrifuga se les agregaba
250 pl de preparacion de membrana, a una concentracion de proteinas entre 0,6 -0,8 mg/ml;
50 pl de hidroxitolueno butilado (BHT) 250 mM y 375 ul de acido tricloroacético al 20%.
Los tubos eran colocaros inmediatamente en hielo y se incubaban durante 10 minutos a
4°C. Transcurrido este tiempo, eran centrifugaron por 10 minutos a 3.000 rpm y se tomaban
500 ul del sobrenadante, los cuales eran colocados en tubos de vidrio, donde se les
agregaba, ademas, 250 pl de acido tiobarbiturico al 1,5%. Los tubos eran colocados
rapidamente en un bafio de agua hirviendo por 15 minutos y, finalmente, los tubos eran
enfriados sobre hielo, a 4°C durante 3 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se
tomaban 200 pl de cada uno de los tubos y se colocaban en placas de ELISA de 96 pozos,
para luego medir la absorbancia en un lector ELISA Sunrise (Tecan) a 532 nm.
Posteriormente, a cada uno de los valores de absorbancia obtenidos se le restaba el valor de
absorbancia de un blanco, tratado de igual manera, pero que no contenia suspension de
membranas. En cada caso, se preparaba una curva de calibracion, utilizando como estandar
1,1-3,3-tetrametoxi propano (C7H;604). En todos los casos, habia al menos cuatro réplicas.

Los resultados se expressan como nmoles de malondialdehido (MDA) por mg de proteina.
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11. Analisis Estadistico.

Los resultados se expresaron como las medias + el error estandar, para el mimero de
ensayos indicado en cada caso. Los errores estandar de las diferencias se calcularon para

datos pareados. El analisis estadistico de los datos fue realizado utilizando la “¢” de

Student, siendo “n” el numero de veces que se repitieron los ensayos, con preparaciones

diferentes. Se acept6d como nivel de significancia estadistica una probabilidad menor a 0,05.




27

CAPITULO 1V

RESULTADOS

Para la presentacion de los resultados, se seguiré el siguiente esquema:

Evaluacion de la integridad de los explantos de placenta humano a término, mediante

microscopia Optica.

Actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de células de sincitiotrofoblasto de

placenta humana a término.

Actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de células de sincitiotrofoblasto de

explantos de placenta humana a término, cultivados bajo condiciones de normoxia.

Actividad ATPésica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas
basales (MB) y de microvellosidades (MVM) de células de sincitiotrofoblasto de

explantos de placenta humana a término, cultivados bajo condiciones de normoxia.

Efecto de la hipoxia sobre la Actividad ATPasica de Na,K de fracciones enriquecidas
en membranas plasmaticas basales (MB) y de microvellosidades (MVM) de células de

sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término.

Efecto de la hipoxia sobre los niveles de peroxidacion lipidica de fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas basales (MB) y de microvellosidades (MVM)

de células de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término.

Efecto del sulfato de magnesio sobre la actividad ATPasica de Na,K de fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas basales (MB) y de microvellosidades (MVM)
de células de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término, cultivadas

bajo condiciones de hipoxia.
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Efecto del sulfato de magnesio sobre los niveles de peroxidacion lipidica de fracciones
enriquecidas de membranas plasmaéticas basales (MB) y de microvellosidades (MVM)

de células de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término, cultivadas
bajo condiciones de hipoxia.




29

1.- Evaluacion de la integridad de los explantos de placenta humano a término,

mediante microscopia optica.

Para demostrar que las células del sincitiotrofoblaso no estan siendo afectadas por el
cultivo, se tomaron muestras de tejido tanto de placenta fresca, como de los explantos
cultivados durante 18 horas a 37°C bajo condiciones de normoxia, hipoxia e hipoxia en

presencia de sulfato de magnesio.

Estas muestras fueron procesadas en el servicio de microscopia dptica del Centro de
Biofisica y Bioquimica del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, donde se
realizaron cortes histologicos de cada una de las muestras y se colorearon con

hematoxilina/eosina, para finalmente ser observadas al microscopio.

La Figura 3, muestra las imagenes correspondientes a los cortes histologicos. En A,
se aprecian los cortes de las vellosidades corionicas provenientes de placenta fresca,
mientras que en B, C y D, se observan los cortes provenientes de los explantos cultivados
bajo condiciones de normoxia, hipoxia e hipoxia en presencia de sulfato de magnesio,
respectivamente. Se puede observar que las imégenes son bastantes similares para todas las
condiciones, 1o que nos sugiere que el cultivo de las células del sincitiotrofoblasto no afecta
la integridad de las mismas. Ademas, se puede destacar que el cultivo bajo condiciones de

hipoxia tampoco modifica la estructura celular.

1.- Actividad ATPasica de Na,K de homogenizado de células de sincitiotrofoblasto de

placenta humana a término.

Como sucede en general con preparaciones de membranas, parte de las mismas
pueden encontrarse abiertas, y parte formando vesiculas: ya sea en conformacion correcta, o
sea con el lado intracelular hacia el interior de la vesicula, o en conformacion invertida, o
sea, con el lado intracelular hacia el exterior de la vesicula. Por tal motivo, los
homogenizados de células de sincitiotrofoblasto de placenta humana a término fueron

tratados con diferentes cantidades de un detergente, el dodecil sulfato de sodio (SDS) y
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Figura 3

Fotografias de cortes histologicos de Vellosidades Coridnicas provenientes de placenta
humana a término coloreados con hematoxilina/eosina.

A. Placenta Fresca.
B. Explanto cultivado durante 18 horas a 37°C bajo condiciones de normoxia.
C. Explanto cultivado durante 18 horas a 37°C bajo condiciones de hipoxia.

D. Explanto cultivado durante 18 horas a 37°C bajo condiciones de hipoxia en presencia de
sulfato de magnesio.
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luego ensayadas para actividad ATPasica de Na,K. La Figura 4, muestra los resultados de
este experimento. Notese que al aumentar la cantidad de SDS durante la preincubacion, se
produce un aumento en la actividad de la ATPasa de Na K, la cual alcanza un maximo de
actividad cuando la preparacion es tratada con alrededor de 25 pg de SDS (relacion
[SDS)/[proteina] de 1,25 aproximadamente). A mayores cantidades de SDS, la actividad de
la enzima va disminuyendo por accién del detergente sobre la integridad de las membranas
(Forbush, 1983). En funcién de estos resultados, todos los estudios enzimaticos fueron

realizados tratando previamente las membranas con SDS, a una relacion Gptima
[SDSY/[proteina] de 1,25.

Utilizando condiciones Optimas de actividad establecidas previamente en nuestro
laboratorio, se determino la actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de células de
sincitiotrofoblasto de placenta humana fresca a término. Los resultados de este estudio se
muestran en la Tabla I. La actividad ATPéasica de Na,K en dichos homogenizados,
calculada como la diferencia entre las actividades medidas en presencia y ausencia de 1

mM ouabaina (A), tiene un valor de 16 + 1 nmoles Pi/mg prot . min.

3.- Actividad ATPasica de Na,K de homogenizado de células de sincitiotrofoblasto de

explantos de placenta humana a término, cultivados bajo condiciones de normoxia.

Empleando las mismas condiciones que en homogenizados de placenta humana
fresca a término, se determind la actividad ATPasicas de Na, K de homogenizados de
explantos de sincitiotrofoblasto de placenta humana incubados durante 18 horas a 37°C
bajo condiciones de normoxia. Los resultados de este experimento, se muestran en la Tabla
II. Notese que la actividad ATPésica de Na,K en dichos homogenizados tiene un valor de
17 £ 2 nmoles Pi/mg prot . min,, el cual no presenta una diferencia significativa respecto al
de homogenizados de placenta fresca. Este resultado nos sugiere que la actividad
enzimatica, por lo en lo que se refiere a la ATPasa de Na,K, no se ve afectada por las

condiciones de cultivo.
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Figura 4

Actividad ATPasica de Na,K en homogenizados de placenta humana, en funcion de
distintas cantidades de SDS durante la preincubacion. Valor 100% para la actividad de la
ATPasa de Na,K fue de 12 + I nmoles Pi/mg prot . min. Valores expresados como la media

+ el error estandar, paran = 6.




TABLA L

ACTIVIDAD ATPasica DE Na, K, DE HOMOGENIZADOS DE CELULAS DE
PLACENTA HUMANA A TERMINO

Actividad ATPésica:
Medio de incubacion nmoles P1/mg prot . min A
Mg+Na+K 129+ 5
Mg+Na+t+K-+ouab 11346 1641

Valores de actividad expresados como la media =+ el error estandar, para n=6

33
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TABLA II

ACTIVIDAD ATPasica DE Na, K, DE HOMOGENIZADOS DE EXPLANTOS DE
PLACENTA HUMANA A TERMINO CULTIVADOS DURANTE 18 HORAS A 37°C
BAJO CONDICIONES DE NORMOXIA

Actividad ATPasica;

Medio de incubacion nmoles Pi/mg prot . min A
Mg+Na+K 1255
Mg+Na+K+ouab 108 £6 17+ 2

Valores de actividad expresados como la media = el error estandar, paran=3
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4.-Actividad ATPasica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas
basales (MB) y de microvellosidades (MVM) de células de sincitiotrofoblasto de

explantos de placenta humana a término, cultivados bajo condiciones de normoxia.

Las fracciones resultantes del proceso de purificacion fueron ensayadas para
determinar la actividad de la ATPasa de Na,K. Los resultados de este ensayo se muestran

en la Tabla ITI. Notese, en primer lugar, que la actividad ATPasica de Na,K es mayor en la

fraccion MVM que en la fraccion MB.

Es bien conocido que la ATPasa de Na,K es un marcador de membranas
plasmaticas, que en el caso de ]_a.placenta corresponde tanto a las membranas basales, como
de las microvellosidades (LaFond, Kennedy, Harrison, & Villee, 1988; Whitsett & Tsang,
1980). Las dos fracciones (membranas basales y membranas de las microvellosidades),
muestran un cierto grado de enriquecimiento aparente de la actividad ATPasica de Na.K,

(relacion actividad fraccion/actividad HT), siendo éste mayor en MVM que en MB.

5.- Efecto de la hipoxia sobre la Actividad ATPasica de Na,K de fracciones
enriquecidas en. membranas plasmaticas basales (MB) y de microvellosidades (MVIM)

de celulas de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término.

Es bien sabido que las gestantes preeclampticas presentan una hipoperfusion
placentaria, Jo cual origina cuadros de hipoxia en la placenta, que conduce a que se
promuevan procesos oxidativos en la misma. Estos procesos afectan la integridad de las
membranas e inhiben la actividad de enzimas immersas en ellas, como es el caso de la
ATPasa de Na,K. Como sea que los cultivos de explantos placentarios incubados bajo
condiciones de hipoxia a 37°C, representan una buena aproximacion de la hipoperfusion
placentaria que ocurre durante la preeclampsia, se decidio preparar estos cultivos y aislar
las membranas plasmaticas basales y de microvellosidades en estas preparaciones, con el

fin de evaluar el impacto de la hipoxia sobre la actividad ATPésica de Na,K de las mismas.
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TABLA III

ACTIVIDAD ATPésica DE Na,K Y FACTOR DE ENRIQUECIMIENTO APARENTE
DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN MEMBRANAS PLASMATICAS BASALES
(MB) Y DE MICROVELLOSIDADES (MVM) DE EXPLANTOS DE PLACENTA
HUMANA A TERMINO CULTIVADOS BAJO CONDICIONES DE NORMOXIA

Actividad ATPasica Factor de Enriquecimiento Aparente
Fraccion nmoles Pi/ mg prot . min (actividad fraccidn/actividad HT)
HT 15+2 -
MB 60 + 3 4,00
MVM 97+ 7 6,47

Valores de actividad expresados como la media + el error estandar para n=5.
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Los experimentos se realizaron y, como puede observarse en la Figura 5, la
actividad ATPéasica de Na,K, de las fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas
basales (MB) de explantos de placenta humana a término cultivados bajo condiciones de
hipoxia, se encuentra disminuida con respecto a los valores obtenidos para las muestras

cultivadas bajo condiciones de normoxia. Esta disminucion fue de un 65+2% (n=5).

Del mismo modo, se puede apreciar en la Figura 6 la disminucion en la actividad
ATPasica de Na,K de las fracciones enriquecidas en membranas de microvellosidades
(MVM) de explantos de placenta humana a término cultivados bajo condiciones de hipoxia.
Estos datos, al igual que para MB, fueron analizados de manera individual y se obtuvo una
inhibicion del 55+2% (n=5) de la actividad de la ATPasa de Na,K en MVM con la hipoxia

placentaria, cuando se compara con los explantos cultivados bajo condiciones de normoxia.

Un detalle sumamente interesante de estos resultados, lo constituye el hecho de que
las membranas plasmaticas basales (MB) son mds susceptibles a la hipoxia que las
membranas plasmaticas de las microvellosidades (MVM), por lo menos a lo que se refiere
a la actividad ATPésica de Na,K, dado que el porcentaje de inhibicion de ésta enzima es
mayor (p<0,02) en las membranas plasmaticas basales (65+£2%) que en las membranas

plasmaticas de microvellosidad (5542%)).

6.- Efecto de ]a hipoxia sobre los niveles de peroxidacién lipidica de fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas basales (MB) y de microvellosidades (MVM)

de celulas de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término.

Es bien conocido que durante la hipoxia se generan estados oxidativos que
estimulan la produccion de radicales libres con la capacidad de promover procesos de

peroxidacion lipidica y afectar la composicion de los lipidos de las membranas plasmaticas.




38

60 - I
X £ 504
SUE
A8
e 40 -
L o
8 E
Y 30+
e
- © 1
S8 o
=0 =
8 &
10 4
- o
0 R
Explanto Ex_p[aqto
Normoxia Hipoxia
Figura 5

Actividad ATPésica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basales
(MB) de explantos de placenta humana a término, cultivados durante 18 horas a 37°C bajo
condiciones de normoxia o hipoxia. Valores expresados como la media + el error estandar,
para n=>5.

* p<0,001 vs explanto normoxia.
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Actividad ATPasica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas de
microvellosidades (MVM) de explantos de placenta humana a término, cultivados durante
18 horas a 37°C bajo condiciones de normoxia o hipoxia. Valores expresados como la
media = el error estandar, para n=5.

* p<0,001 vs explanto normoxia.
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De esta forma, se puede modificar la actividad enzimatica de proteinas inmersas en estas
membranas, sobre todo de aquellas que poseen una fuerte dependencia de la interaccion
lipido-proteina. Consecuentemente, se decidio evaluar los niveles de peroxidacién lipidica
de fracciones enriquecidas tanto en membranas plasmaéticas basales (MB), como en
membranas plasmaticas de microvellosidades (MVM), provenientes de explantos
cultivados tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia. Para ello, se determinaron
los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (también conocidas por su
acrénimo en inglés como TBARS), el cual es un ensayo ampliamente utilizado para evaluar
los niveles de peroxidacion lipidica, tanto en fluidos biolégicos como en células de muy

diversos tejidos (Feix, Bachowski, & Girotti, 1991).

En la Figura 7, se presentan los resultados de los TBARS de fracciones enriquecidas
en membranas plasmaticas basales (MB), provenientes tanto de explantos de placenta
humana cultivados bajo condiciones de normoxia, como de hipoxia. Notese como la
hipoxia ocasiona una elevacion significativa en los niveles de TBARS de las MB de los
explantos placentarios, cuando comparados con los TBARS de MB de explantos cultivados
bajo condiciones de normoxia. Un comportamiento similar al de las MB, se observa en las

fracciones enriguecidas en membranas de microvellosidades (Figura 8).

7.- Efecto del sulfato de magnesio sobre la actividad ATPasica de Na,K de fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas basales (MB) y en microvellosidades (MVYM)
de células de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta humana a término,

cultivadas bajo condiciones de hipoxia.

El tratamiento estandar para la preeclampsia severa en los ultimos 60 afios ha sido el
sulfato de magnesio. Recientemente, nuestro grupo reporto que el tratamiento in vivo de
gestantes preeclampticas revierte la elevacion de la peroxidacion lipidica de los eritrocitos y
con ello reconstituye a valores normales la actividad ATP4asica de calcio de estas células.

(Abad, 2005).
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Figura 7
Niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) de las fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas de basales (MB) de explantos de placenta humana
a término, cultivados durante 18 horas a 37°C, bajo condiciones de normoxia o hipoxia.
Valores expresados como la media + el error estandar, para n=4.

* p<0,05 vs explanto normoxia.
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Figura 8

Niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) de fracciones enriquecidas
en membranas plasmaticas de microvellosidades (MVM) de explantos de placenta humana
a término, cultivados durante 18 horas a 37°C, bajo condiciones de normoxia o hipoxia.
Valores expresados como la media = el error estandar, para n=4.

* p<0,01 vs explanto normoxia.
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Esto nos llevo a evaluar el efecto del sulfato de magnesio sobre la actividad
ATPésica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas basales y en membranas de
microvellosidades de explantos de placenta humana, cultivados bajo condiciones de
hipoxia. Para ello, se cultivaron explantos durante 18 horas a 37°C, bajo condiciones de
normoxia o de hipoxia, con o sin sulfato de magnesio, a una concentracion final de 2 mM.
Luego, se prepararon fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basales (MB) y de
microvellosidades (MVM), con el fin de determinar la actividad ATPésica de Na,K de las

mismas.

Los resultados para las fracciones enriquecidas en membranas basales, se muestran
en la Figura 9. Se evidencia que las preparaciones provenientes de explantos cultivados
bajo condiciones de hipoxia en presencia de sulfato de magnesio, presentan actividades
ATPasicas de Na,K mayores a las encontradas en las preparaciones de explantos cultivados
bajo condiciones de hipoxia, en ausencia de esta sal (p<0,01) y, parecidas a las obtenidas

con preparaciones de explantos cultivados bajo condiciones de normoxia (p = n.s).

Para Jas fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas de microvellosidades, se
observo la misma conducta (Figura 10). Notese como las actividades ATPasicas de Na,K
de MVM de explantos cultivados bajo condiciones de hipoxia, en presencia de sulfato de
magnesio, son similares a las observadas en las mismas membranas de explantos cultivados

bajo condiciones de normoxia (p = 1n.s).

Los resultados presentados en las Figuras 9 y 10 indican que la presencia de sulfato
de magnesio en el medio de cultivo de los explantos sometidos a hipoxia, es capaz de

prevenir el efecto inhibitorio de la hipoxia placentaria sobre la actividad ATPasica de Na,K,
tanto de MB como de MVM.
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Figura 9
Actividad ATPasica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas de
basales (MB) de explantos de placenta humana a término cultivados durante 18 horas a
37°C, bajo condiciones de normoxia o hipoxia, en presencia y ausencia de sulfato de
magnesio 2mM. Valores expresados como la media + el error estandar para n=5.
* p<0,001 vs explanto normoxia

** pns. vs explanto normoxia, p<0,001 vs explanto hipoxia
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Figura 10
Actividad ATPasica de Na,K de fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas de
microvellosidades (MVM) de explantos de placenta humana a término cultivados durante
18 horas a 37°C, bajo condiciones de normoxia o hipoxia, en presencia y ausencia de
sulfato de magnesio 2mM. Valores expresados como la media =+ el error estandar, para
n=>3,
* p<0,001 vs explanto normoxia

** pn.s. vs explanto normoxia; p<0,01 vs explanto hipoxia
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8.- Efecto del sulfato de magnesio sobre los niveles de peroxidacion lipidica de
fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basales (MB) y en
microvellosidades (MVM) de células de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta

humana a término, cultivadas bajo condiciones de hipoxia.

El aumento en los niveles de peroxidacion lipidica, observados en las fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas basales y en membranas de las microvellosidades,
de explantos de placenta humana a térmmino cultivados durante 18 horas a 37°C, bajo
condiciones de hipoxia (ver Figuras 7 y 8), bien pudiese explicar la disminucion de las
actividades ATPasicas de Na,K observadas en dichas membranas (ver Figuras 5 y 6). Como
sea que la incubacion de los explantos bajo condiciones de hipoxia, en presencia de sulfato
de magnesio, logra prevenir la disminucion de la actividad ATPasica de Na,K, resulto muy
interesante evaluar el efecto de esta sal sobre los niveles de peroxidacién lipidica, medidos
como TBARS, en las fracciones enriquecidas de membranas plasmaticas basales y de
microvellosidades. Los resultados obtenidos, se presentan en las Figuras 11 y 12. Tanto
para las fracciones enriquecidas en membranas basales, como para las fracciones
enriquecidas en membranas de las microvellosidades, la presencia de 2 mM sulfato de
magnesio en el medio de cultiva de los explantos sometidos a hipoxia, se tradujo en un
nivel inferior de TBARS que aquel presentado por las membranas de los explantos

sometidos a hipoxia en ausencia del magnesio.
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Figura 11

Niveles de sustancias reactivas al acido Tiobarbitirico (TBARS) de fracciones enriquecidas
en membranas plasmaticas basales (MB) de explantos de placenta humana a término
cultivados durante 18 horas a 37°C, bajo condiciones de normoxia o hipoxia, en presencia y
ausencia de sulfato de magnesio 2 mM. Valores expresados como la media + el error
estdndar para n=4.

* p<0,001 vs explanto normoxia

** pn.s. vs explanto normoxia; p<0,01 vs explanto hipoxia
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Figura 12

Niveles de sustancias reactivas al acido Tiobarbitirico (TBARS) de fracciones enriquecidas
en membranas plasmaticas de las microvellosidades (MVM) de explantos de placenta
humana a término cultivados durante 18 horas a 37°C, bajo condiciones de normoxia o
hipoxia, en presencia y ausencia de sulfato de magnesio 2 mM. Valores expresados como
la media £ el error estandar para n=5.

* p<0,01 vs explanto normoxia

** pn.s. vs explanto normoxia, p<0,05 vs explanto hipoxia
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CAPITULO V

DISCUSION

La preeclampsia es una causa aislada e importante de muerte matema (Zuspan,
1984). La etiologia de esta patologia es ain desconocida, y existen evidencias que sefialan a
la placenta como responsable del origen de la preeclampsia (Schmorl, 1978, Badawill,

Toy, 1959; Attwood, Park, 1961).

La placenta humana juega un papel fundamental en el desarrollo y crecimiento fetal,
particularmente en la regulacion del transporte de iones, nutrientes e inmunoglobulinas de
la circulacion matemma a la fetal. La membrana plasmatica de las células del
sincitiotrofoblasto de la placenta posee un rol fundamental en la relacion entre la madre y el
feto (Redman, 1990), por lo que cualquier variacion que se produzca en las propiedades de
la membrana plasmaticas basal, de la membrana plasmaticas de las microvellosidades o de
ambas membranas de estas células, puede traducirse en un mal funcionamiento celular y,

con ello, en el desarrollo de anomalias y enfermedades, tanto para la madre como para el

feto.

Por otro Jado, un proceso de isquemia-reperfusion o de hipoxia sostenida en un
tejido, se ha demostrado que conduce a procesos de peroxidacion lipidica en las células de
dicho tejido (Halliwell, Gutteridge, 1989). En este particular, se ha comprobado que en
mujeres preclampticas, 1os niveles de peroxidacion lipidica de membranas de células de
placenta estan elevados (Casart, 1995, Hubel e gl. 1989), como consecuencia de un
incremento en la formacion de radicales libres. Mas aun, radicales libres y productos de la
peroxidacion lipidica pueden pasar a la sangre y, a través de ella, ser transportados a todo el

organismo, con lo que el dafio puede llegar a generalizarse.

La peroxidacion lipidica y sus productos, pueden originar severos dafios a proteinas

y lipidos de membranas (Desai et al.,, 1964; Papahadjopoulos, Cowden, & Kimelberg,
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1973) y, con ello, puede afectar seriamente el funcionamiento de enzimas de membrana,

una de las cuales es la ATPasa de de Na,K.

Motivados por estos hallazgos, en este trabajo se evalu si el cultivo de explantos
placentarios bajo condiciones de hipoxia, se traducia en un incremento en los niveles de
peroxidacion lipidica de sus membranas celulares y, si estos procesos oxidativos, podian ser
capaces de modificar la actividad ATPésica de Na,K de las membranas, tanto del lado de la
microvellosidad (lado materno) como del lado basal (lado fetal). Ademés, se evalud el
efecto de la presencia de MgSO, en el medio de cultivo de los explantos sometidos a

hipoxia, sobre los niveles de peroxidacion lipidica y la actividad ATPésica de Na,K.

Después de determinar la existencia de una actividad ATPasica de Na,K en los
homogenizados de sincitiotrofoblasto de placenta humana a término (Tabla I), y de
establecer condiciones para eliminar la posible presencia de vesiculas en las preparaciones
(Figura 4), se procedi¢ a estudiar la actividad ATPésica de Na,K en homogenizados de
explantos de placenta humana a término cultivados bajo condiciones de normoxia (Tabla II)
y se compard con los resultados obtenidos para los homogenizados de placenta fresca
(Tabla I). Estos resultados permiten afirmar que la actividad ATPasica de Na,K no se

modifica bajo las condiciones del cultivo de explanto placentario.

Al medir la actividad ATPasica de Na,K de membranas plasmaticas basales (MB) y
de las microvellosidades (MVM) de células de sincitiotrofoblasto de explantos de placenta
humana a término, cultivados bajo condiciones de normoxia (Tabla III), se pudo observar
como esta enzima muesira un cierto grado de enriquecimiento aparente en ambas
fracciones, indicando que la enzima se encuentra en ambas caras de la célula. Esto coincide
con lo encontrado con el grupo de Johansson (Johansson et al., 2000), quienes demostraron
que las dos fracciones (membranas basales y membranas de las microvellosidades),
muestran un cierto grado de enriquecimiento de la actividad ATP4sica de Na,K, (relacion
actividad fraccion/actividad HT), lo cual les permitié concluir que la enzima se encuentra

en las dos caras del sincitiotrofoblasto. Un detalle que necesita ser analizado lo constituye
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el hecho de que el factor aparente de enriquecimiento de la enzima se ve mayor en MVM
que en MB. Si bien esto pareciera indicar que se estd purificando mas una fraccién que la
otra, nosotros no creemos que eso sea lo que esta sucediendo. Si bien no podemos probarlo
con los datos que tenemos a mano, lo més probable es que, como ya establecido por
Johansson (2000), el nimero de ATPasas presentes en las MVM es mayor que las presentes
en la MB y por ende, las fracciones purificadas en MVM presentan una actividad ATP4sica
de Na,K mayor que las fracciones purificadas en MB. Esto, por supuesto, siempre y cuando
la velocidad de reciclaje de la enzima sea la misma en ambas caras de las células, lo cual es

probable, ya que en ambas se ha descrito la presencia de la isoforma o de la ATPasa de

Na,K (Johansson et al., 2000).

Cuando se evalud el efecto de la hipoxia placentaria sobre la actividad ATPésica de
Na,K de membranas plasmaticas basales (MB) y de las microvellosidades (MVM), se
encontrd (Figuras 5 y 6) que este proceso ocasiona una disminucién diferencial de la
actividad ATPasica en las dos membranas, siendo relativamente mayor la inhibicién para la
actividad en las fracciones enriquecidas de membranas plasmaticas basales que en las
fracciones enriquecidas de membranas plasmaticas de microvellosidades (65+2% MB vs

55+£2% MVM, n=5, p<0,02).

La disminucién de la actividad ATPésica de Na,K podria ser consecuencia de un
aumento de la peroxidacion lipidica de las membranas con la hipoxia placentaria. En este
particular, efectivamente, la hipoxia placentaria ocasioné un aumento en los niveles de
peroxidacion lipidica en ambas membranas (Figuras 7 y 8). Ahora bien, como sea que los
valores de TBARS que se encontraron en ambas membranas provenientes de explantos
sometidos a hipoxia, fueron similares (1,42+0,09 nmoles MDA/mg prot MB vs 1,48+0,18
nmoles MDA/mg prot MVM, n=4, p n.s.), se pudiera postular que la ATPasa de Na,K de
MB es mas sensible a la peroxidacion lipidica que esta enzima en MVM. Una explicacién a
este fenomeno, puede ser derivada del hecho de que el dafio inducido por la peroxidacion
lipidica a los componentes de membrana, es consecuencia de distintos efectos, tales como:
cambios en los fosfolipidos de la membrana, cambios en la fluidez de la membrana celular

y/o efecto inhibitorio de los lisofosfolipidos. Bn este particular, resulta interesante resaltar
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que se ha reportado que MB presenta una dominancia de residuos de 4cidos grasos
insaturados, mientras que MVM presenta una dominancia de residuos de 4cidos grasos
saturados (Powell et al., 1999), lo que conlleva a una interaccién lipido-proteina entre la
ATPasa de Na,K y su entorno diferente para cada membrana. Esto pudiera explicar por
queé, a pesar de tener las dos membranas niveles de peroxidacion lipidica similares luego de
la hipoxia placentaria, la ATPasa de Na,K de MB sea mas sensible que la de MVM a estos
cambios: al encontrarse inmersa en un entorno lipidico més insaturado, las relaciénes
lipido — proteina se veran mayormente afectadas, lo que conducirian a un mayor efecto

sobre la actividad de la enzima.

Del mismo modo, se evalud el efecto del sulfato de magnesio sobre la actividad
ATPasica de Na,K y los niveles de peroxidacion lipidica de fracciones enriquecidas en
membranas basales y en membranas de microvellosidades de explantos de placenta humana
cultivados bajo condiciones de hipoxia. Para ello, se cultivaron explantos durante 18 horas
a 37°C, bajo condiciones de hipoxia, en presencia y ausencia de sulfato de magnesio, a una
concentracion final de 2 mM. Los resultados indicaron que los explantos cultivados bajo
condiciones de hipoxia en presencia de sulfato de magnesio, presentan actividades
ATPasicas de Na,K mayores a las encontradas en las preparaciones de explantos cultivados
bajo condiciones de hipoxia en ausencia de esta sal y parecidas a las obtenidas con
preparaciones de explantos controles, cultivados bajo condiciones de normoxia. Resultados
similares han sido reportados para fantasmas de globulos rojos de gestantes preeclampticas,
donde la actividad ATPasica de calcio retorna a valores similares a los observados en las

gestantes norotensas 24 horas después del tratamiento in vivo con sulfato de magnesio.

En nuestro modelo, la presencia del sulfato de magnesio pareciera estar protegiendo
a las membranas plasmaticas del dafio mediado por radicales libres, evitando que los
niveles de peroxidacion lipidica incrementen con la hipoxia, protegiendo asi la integridad

de lamembranay, con ello, preservando la actividad ATP4sica de Na, K.




53

Por otro lado, también ha sido reportado que el tratamiento con MgSO4 modifica los
niveles de peroxidacion lipidica (medida como dienos conjugados y TBARS) de fantasmas
de globulos rojos provenientes de pacientes preeclampticas, para las cuales, 24 horas
después de imiciada la terapia, éstos parametros muestran valores similares a aquellos
observados en las controles normotensas. Efectos similares a los producidos por del
tratamiento in vivo con MgSQy, también se observan cuando glébulos rojos de gestantes

preeclampticas sin tratamiento, son incubados in vitro con MgSQ4 por 24 horas a 4°C.

Hallazgos similares han sido reportados por Maulik y colaboradores (Maulik et al.,
2001). Este grupo ha demostrado que la hipoxia cerebral en cobayos, produce un
incremento en los niveles de peroxidacion lipidica de las membranas plasmaticas de este
tejido, y disminuye la actividad de la ATPasa de Na,K del mismo. Asimismo, el tratamiento
post-hipoxia con magnesio, revierte estos efectos, regresando los niveles de peroxidacién

lipidica de las membranas y la actividad ATPasica de Na,K de las mismas a sus valores

normales.

Se ha demostrado que la deficiencia de Mg®" esta asociada con un incremento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno, y con una importante reduccion en los niveles
de glutatién celular (Zhou et al., 1999). Por otro lado, también se ha demostrado que Ia
administracion de Mg®* revierte estos efectos (Dickens et al., 1992, Maulik et al., 2001).
Estos resultados han sido explicados considerando que el Mg”", al unirse a los receptores de
NMDA, estaria disminuyendo el influjo de Ca®" hacia las células, afectando de esta forma
las vias de generacion de radicales libres estimuladas por calcio, tales como fosfolipasas,
lipooxigenasas y ciclooxigenasas (Lipton & Nicotera, 1998, Lipton & Rosenberg, 1994).
Mas ain, la sintesis de glutatién, un importante antioxidante celular y sustrato de la
glutatién peroxidasa, es dependiente de Mg™", por lo que oscilaciones en las
concentraciones de Mg”" modificarian el nivel de oxidacion celular, Finalmente, hay que
destacar el hecho de que se ha observado un efecto antioxidante de] MgSOy, inyectado
intravenoso a pacientes con intoxicaciones con fosfuro de aluminio (Chugh et al., 1997).
Este efecto, pudiera ser debido a la capacidad del ion de incrementar los niveles de

glutation circulante.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo con el sulfato de magnesio son de
gran importancia. El sulfato de magnesio, usado desde hace méas de 60 afios como terapiay
profilaxis contra las convulsiones eclampticas (Scardo et al., 1995), ha llegado a ser el
tratamiento estandar de las mismas en los tdltimos 30 afios y estd asociado con una
dramatica reduccion de la morbilidad materno y neonatal relacionada con eclampsia
(Pritchard & Stone, 1967). En este trabajo, demostramos que la presencia de 2 mM sulfato
de magnesio en el medio de cultivo de explantos de placenta sometidos a hipoxia, es
suficiente para prevenir el aumento en los niveles de peroxidacién lipidica de sus
membranas celulares, tanto de MB como de MVM, que se produce con la hipoxia (Figuras
11y 12) y, con ello, evitar la disminucién de la actividad ATPasica de Na,K de estas
membranas (Figuras 9 y 10). Analizando mas profundamente este efecto, consideremos el
posible papel del MgSO, como agente antioxidante, ya que el mismo puede ser
potencialmente importante desde el punto de vista clinico. Es un hecho conocido que el
tratamiento con MgSQOs, aumenta la capacidad antioxidante de los plasmas de las pacientes
preeclampticas (Abad, 2005). Este efecto puede producirse por alguna capacidad del Mg**
de interactuar directamente con radicales hidroxilos, disminuyendo asi los procesos
oxidativos mediados por la reaccion de Fenton en las gestantes preeclampticas. En este
particular, se ha propuesto que el Mg®" puede disminuir la severidad del dafio neuronal y
endotelial que se produce en los procesos de isquemia-reperfusion, a través de la inhibicién
directa de la peroxidacion lipidica y el mantenimiento de los niveles celulares de glutation

(Dickens et al., 1992, Regan et al., 1998).

En el sincitiotrofoblasto, como en la gran mayoria de células eucaridticas, la
ATPasa de Na,K es responsable por el mantenimiento de una baja concentracion de sodio
intracelular. Gracias a su actividad, las células son capaces de mantener un gradiente
clectroquimico para este ion, el cual es vital para una serie de funciones celulares, como
captacién de nutrientes, regulacién del pH y del calcio celular, propagacion de seriales
nerviosas y regulacion del volumen intracelular (Johansson et al., 2000; Maxwell et al.,
1998; Rabini et al., 1996; Sibley et al., 2002). A diferencia de la mayoria de las células, en

las cuales la ATPasa de Na,K se distribuye de forma méas o menos uniforme por toda la
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membrana plasmatica, en las células epiteliales, su distribucion estd polarizada
fundamentalmente hacia la membrana laterobasal. Esto es caracteristico de epitelios de
transporte clasico, como rifion e intestinos. Sin embargo, como visto en este trabajo y ya
demostrado por otros autores (Johansson et al., 2000), en el sincitiotrofoblasto de placenta,
la ATPasa de Na,K se localiza en ambas membranas plasmaticas, siendo su actividad
mayor en la membrana plasmaticas de las microvellosidades (lado materno), que en la
membrana plasmatica basal (lado fetal). Por consiguiente, €l sincitiotrofoblasto representa
un epitelio de excepcidn en cuanto a la distribucion de la ATPasa de Na,K, asi como en el

manejo transepitelial del transporte de Na'.

En estudios de flujos unidireccionales de Na" a través de las células placentarias del
sincitiotrofoblasto, se ha demostrado que el flujo unidireccional de Na" hacia el feto es de
10-100 veces mayor que la tasa de captacion del i6n por el feto (Stule, 1997). Esto significa
que casi todo el Na™ transferido hacia el feto regresa a la madre, lo que equivale a decir que

el movimiento transepitelial de Na" es bidireccional y bastante simétrico.

La concentracion de sodio en el plasma fetal no es significativamente diferente de
la concentracion del i6n en el plasma materno, aunque puede ser ligeramente inferior, por
lo que no hay una obvia necesidad de que el sodio sea transportado activamente desde el
lado materno hacia el lado fetal (Stulc, 1997). No obstante, a semejanza de otras células
vivientes, las membranas plasmaéticas de las células del sincitiotrofoblasto poseen diversos
sistemas de transporte de Na', que participan en la transferencia de nutrientes hacia el feto,
o en la manutencién de la homeostasis de su citoplasma (Johansson et al., 2000; Maxwell et
al.,, 1998; Rabini et al., 1996; Sibley et al., 2002). La actividad de los transportadores de
Na" con aminodcidos o el intercambio Na'/H", se ha demostrado que es mayor en la
membrana de las microvellosidades (lado matermo) que en la membrana plasmatica (lado
fetal) (Sibley et al., 2002). Aunque, como dicho, existen vartos mecanismos por los cuales
el ién Na” puede penetrar al sincitiotrofoblasto, la expulsion del i6n del mismo, para
mantener el gradiente necesario para todos los co- y contratransportes que dependen de él,
estaria basada en un mecanismo: la ATPasa de Na,K, la cual esta presente en las

membranas plasmaticas del sincitiotrofoblasto, tanto de lado materno como del lado fetal.
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Una variacion en el mecanismo de expulsion de Na' de las células del
sincitiotrofoblasto, bien sea por la cara materna, bien sea por la cara fetal, o bien por ambas
caras, pudiera traducirse en situaciones graves para la célula y con ello, para el feto, no
solamente para la regulacion de la concentracion del 16n por el lado fetal, sino también para
la captacion de nutrientes, muchos de los cuales dependen, en ultima instancia, del
gradiente de Na™ de las células del sincitiotrofoblasto. En este sentido, se ha reportado que
pacientes preeclampticas pueden presentar complicaciones maternas que incluyen aborto,
abruptio placentario y parto pretérmino. Entre las complicaciones fetales y neonatales se
presentan prematuridad y recién nacido de bajo peso, que segin la OMS corresponderia a
recién nacidos con menos de 2500 g de peso. En el desarrollo de estos efectos, pudiera
jugar un papel importante la actividad ATPasica de Na,K, ya que al afectarse la misma, se
afecta de manera directa la actividad de sistemas de transporte de nutrientes hacia el feto,
cuya fuerza depende del gradiente de Na', generado por la actividad de la ATPasa de Na K,

a través de la membrana plasmatica.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos presentados en el presente trabajo, nos permiten concluir que la
actividad de 1a ATPasa de Na,K se ve afectada por 1a hipoxia placentaria. Este efecto se
encontro, tanto en membrana basal (MB) como en membrana de microvellosidad (MVM).
&= También podemos concluir que la disminucion de la actividad ATPasica, resulta como

P consecuencia de un proceso de peroxidacion lipidica de las membranas celulares donde ella

esta inserta.

=== El hecho de que, segtin encontrado en el presente trabajo para la ATPasa de Na,K,
- el lado matermno del sincitiotrofoblasto es mas resistente a la peroxidacion lipidica que el
lado fetal, pudiera fraducirse como un mecanismo de defensa que permitiria a la célula
seguir captando por el lado materno nutrientes cuya entrada a la célula es dependiente del
= gradiente de Na', aun en condiciones de peroxidacién lipidica de sus membranas, para las

cuales el lado fetal ya ha sido afectado.

El efecto de el sulfato de magnesio sobre la actividad ATPasa de Na,K y los niveles

de peroxidacion lipidica en explantos cultivados bajo condiciones de hipoxia, puede ser

= indicativo de que esta sal tiene, entre otros, un papel como agente antioxidante removiendo
: radicales libres. Esto le permitiria prevenir la peroxidacion lipidica que se produciria de lo

contrario y, con ello, mantener en valores normales la actividad de la ATPasa de Na,K.
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