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RESUMEN

La preeclampsia es un sindrome clinico multisistémico, exclusivo del
embarazo en el ser humano. Se caracteriza por una elevacién de la presion arterial,
edema y proteinuria, signos éstos que aparecen en la gestante, generalmente luego de
20 semanas de gestacion. Actualmente, este sindrome es primera causa de mortalidad
y morbilidad, tanto materna como fetal. Si bien no se conoce alin con exactitud la
etiologia de este desarreglo, hay fuerte evidencia que sugiere que el proceso se inicia
con un cuadro de hipoperfusién uteroplacentaria, el cual, a su vez, provoca una
situacién de hipoxia placentaria, que se traduce en un aumento en los niveles de
peroxidacién lipidica en el tejido placentario desde donde, a través de la sangre,
difundiria hacia todo el organismo. Una elevacion en el grado de peroxidacion
lipidica de membranas celulares, conduce a cambios estructurales y funcionales de las
mismas, que pueden traducirse en un mal funcionamiento de mecanismos adscritos a
estas membranas, Un ejemplo de ello, lo constituye la ATPasa de Ca®* de las

membranas plasmaticas del sinciciotrofoblasto de placenta y de membranas de



glébulos rojos de mujeres preeclampticas, cuya actividad estd disminuida en mujeres
preeclampticas. Esta disminucién de actividad de las membranas de los globulos
rojos puede ser revertida por tratamiento “in vivo” de las pacientes, o “in vitro” de
globulos rojos de las mismas, con sulfato de magnesio. Como sea que el sulfato de
magnesio debe ser suministrado a las pacientes, necesariamente por via endovenosa,
se ha pensado en la posibilidad de su sustitucién por otras sales de magnesio, que
puedan ejercer los mismos efectos, pero que puedan ser ingeridas via oral, como es el
caso del gluconato de magnesio. Especificamente, en el presente trabajo se determind
la actividad ATP4sica de Ca®* en homogenizados de explantos de placenta humana a
término, recién preparados o después de incubados bajo condiciocnes de normoxia o

hipoxia, en presencia o ausencia de gluconato de magnesio.

Se encontr6 que la actividad ATPdsica de Ca®* de homogenizados de
explantos placentarios humanos incubados bajo condiciones de normoxia tiene
valores parecidos a los homogenizados de explantos recién preparados. Por el
contrario, preincubacion de los explantos bajo condiciones de hipoxia, resulta en una
disminucidn significativa de la actividad de la enzima, la cual no se produce si la
hipoxia es realizada en un medio que contenga sulfato de magnesio.
Interesantemente, tampoco se produce disminucion alguna, si la condicion de hipoxia

es realizada en presencia de gluconato de magnesio.

En conclusién, la presencia de gluconato de magnesio, al igual que el sulfato
de magnesio, es capaz de evitar el efecto inhibitorio que se produce en la actividad de
la ATPasa de Ca®™ de membranas celulares de explantos placentarios, incubados bajo

condiciones de hipoxia.

Descriptores: ATPasa de Ca®", placenta humana, explanto, hipoxia, peroxidacién

lipidica, sinciciotrofoblasto, sulfato de magnesio, gluconato de magnesio.



INTRODUCCION

En el mundo entero se reportan alrededor de 75.000 muertes maternas por ano
como consecuencia de la preeclampsia y sus complicaciones (Senior, 2001). En la
Maternidad “Concepcion Palacios”, en Caracas, la preeclampsia ocupa el segundo
lugar dentro de las causas de muerte obstétrica (MCP, 1993), encontriandose que
hasta un 7% de los embarazos se complican con dicha patologia (MCP, 1993). En
casi todos los paises, la preeclampsia parece ser la principal causa de muerte materna
y, segin la Organizacion Mundial de la Salud, es la primera causa de mortalidad y

morbilidad perinatales (Redman, 1991).

La preeclampsia se ha definido como un sindrome multisistémico, exclusivo
del embarazo en el ser humano (Zeeman & Dekker, 1992). El diagnoéstico de este
sindrome se fundamenta en la presencia concomitante de hipertension arterial, edema
y proteinuria. La etiologia de la preeclampsia aun se desconoce, y se cree que sus
causas pueden ser multiples. Existen diversas teorias que tratan de explicar el origen
de la preeclampsia, y muchas de ellas convergen en el concepto de fallas en la
invasion trofoblastica normal y en la remodelacion de las arterias uterinas (Kharfi er
al., 2003). La fisiopatologia de la preeclampsia si es bien entendida, afirmandose que
la disfuncion endotelial juega un rol principal en muchos de los signos clinicos, ya
que se derivan de cambios dentro del endotelio vascular materno o involucran

disfuncion endotelial generalizada (Roberts, 1998; Davison ef al., 2004).

Como sea que se ha demostrado que en la preeclampsia hay una hipoperfusion
placentaria, el modelo de hipoxia de explantos placentarios constituye una buena
aproximacion para incrementar el conocimiento de los procesos celulares y

moleculares que se dan en la preeclampsia.

El tratamiento estandar para la preeclampsia severa consiste principalmente en

reposo, administracion de agentes antihipertensivos y drogas anticonvulsivantes para



la prevencién de la eclampsia. Dentro de estas ultimas, encontramos el sulfato de
magnesio, €l cual es la droga de eleccion para el tratamiento de la preeclampsia
severa desde hace mas de 60 afios (Scardo et al., 1995). Si bien en sus inicios era un
tratamiento mas empirico que cientificamente comprobado, hoy en dia existen en la
literatura algunos estudios en donde se demuestran sus efectos benéficos, tanto para la
madre como para el feto. Entre los beneficios del magnesio, se pueden mencionar;
aumento del flujo sanguineo cerebral, aumento de la liberacion de prostaciclinas,
proteccion contra dafio mediado por radicales libres, disminucién de la
vasoconstriccién en la placenta humana, inhibicion de la activacién del receptor
NMDA, disminucion de la agregacion plaquetaria, disminucion del riesgo de
parilisis cerebral en prematuros, dilatacion de las arterias coronarias, disminucion de
la resistencia periférica total y, también, es empleado como agente tocolitico para
prevenir los partos pretérmino. Més atin, a nivel celular se ha demostrado que la
actividad de la ATPasa de Ca®* de membrana celular de tejido placentario esta
disminuida en la mujer preecldmptica y que esta disminucion es revertida por el

sulfato de magnesio.

Cabe destacar que existen otras sales de Mg, que pueden ser suministradas por
via oral, como lo es el gluconato de magnesio. Se dice que este agente proporciona
ventajas a la mujer preeclamptica, ya que estudios realizados por (Li & Tian, 1997)
indican que el gluconato de magnesio en dosis bajas por via oral puede prevenir
eficazmente la preeclampsia ¢n las mujeres de alto riesgo. En este particular, hay
estudios que refieren el uso de sales orales de magnesio, como el gluconato de
magnesio, las cuales ademés tienen una capacidad antioxidante mayor que la
mostrada por el sulfato de magnesio (Martin ez al., 1987; Martin et al., 1998; Mak et
al., 2000). Ademds, el gluconato de magnesio es capaz de remover radicales
hidroxilos y alcoxilos, por encima de la capacidad antioxidante que presenta el sulfato
de magnesio (Murthi e al., 2003). En procesos de isquemia-reperfusion cardiaca, el
gluconato de magnesio disminuye los dafios oxidatives, a través de la disminucién

significativa de los niveles de radicales alcoxilos, por encima del efecto mostrado por



el sulfato de magnesio (Murthi et al., 2003). En otros estudios, se ha demostrado que
el gluconato de magnesto es capaz de inhibir la peroxidacion lipidica en membranas
microsomales tratadas i vitro con la reaccion de Fenton (Mak et al., 2000). Por tal
razén en este trabajo se pretende evaluar la actividad ATPasica de Ca** en
homogenizados de explantos de placenta humana a término, incubados bajo
condiciones de hipoxia, en presencia o ausencia de gluconato de magnesio. Para ello,
se incubardn cultivos de explantos de placenta humana a término de gestantes
normotensas, bajo condiciones de normoxia (explantos incubados cor
aproximadamente 8% de oxigeno), o de hipoxia (explantos incubados con 2% de
oxigeno), en presencia y ausencia de gluconato de magnesio. A partir de estos

explantos, se obtendran los homogenizados, a los cuales se les determinard lz
actividad de la ATPasa de Ca*".



CAPITULO 1
Planteamiento del problema

La preeclampsia es una enfermedad multisistémica exclusiva del embarazo en
el ser humano, que afecta entre 7 y 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 las 20 semanas de gestacion (Zeeman & Dekker, 1992). Se ha
demostrado que las gestantes preeclampticas muestran un incremento en el calcio
idnico intracelular en eritrocitos, plaquetas, linfocitos, monocitos, granulocitos y
placenta (Pitkin, 1985; Sowers et al., 1989; Matsubara et al., 1998; Hojo et al., 1999).
Por otro lado, en el laboratorio de Bioenergética Celular del Centro de Biofisica y
Bioquimica del IVIC, se ha encontrado que la actividad de la ATPasa de Ca’* de
glébulos rojos, de membrana plasmdtica miometrial y de membrana plasmética de
células del sinciciotrofoblasto de gestantes preeclampticas, presenta una disminucion
importante, cuando comparada con las mismas membranas, pero provenientes de
gestantes normotensas. Esta disminucion en la actividad de la ATPasa de Ca®',
podria explicar el aumento de la concentracién de calcio intracelular encontrado en
c€lulas de varios tejidos de pacientes preeclampticas. En el mismo laboratorio, se ha
demostrado que la actividad ATP4sica de Ca” de fantasmas de glébulos rojos
provenientes de pacientes preeclampticas, se recupera a valores similares a los
encontrados en las muestras provenientes de gestantes normotensas en el puerperio
(Lopez et al., 2003) y también 24 horas después del tratamiento in vivo e in vitro con
sulfato de magnesio (Abad, 2005). Del mismo modo, se ha demostrado que esta
recuperacion de la enzima es debida fundamentalmente al i6n magnesio, dado que
empleando otras sales de magnesio, se ha logrado restablecer a valores normales la
actividad de la ATPasa de Ca®" de fantasmas de globulos rojos de pacientes

preeclampticas (Abad, 2005).




Considerando el hecho de que en la preeclampsia hay una hipoperfusion
tteroplacentaria, el modelo de hipoxia de explantos placentarios, constituye una
buena aproximacién para tratar de investigar sobre los procesos celulares y
moleculares que se dan en la preeclampsia. De hecho, se ha demostrado que en
membranas plasmaticas de células de sinciciotrofoblasto de explantos de placenta
humana a término cultivados bajo condiciones de hipoxia, se observa una
disminucién en los valores de actividad de la ATPasa de Ca** (Caires et al., 2007),

lo cual no sucede si el cultivo es realizado en presencia de sulfato de magnesio.

En este estudio, se va a enfocar y a tratar de determinar si la presencia del
gluconato de magnesio en el medio de cultivo es capaz, a semejanza del sulfato de
magnesio, de evitar la disminucién de la actividad de la ATPasa de Ca® que se
produce en los homogenizados de explantos de placenta humana a término, cuando
éstos son cultivados bajo condiciones de hipoxia. Para ¢llo, se cultivaran explantos de
sinciciotrofoblasto de placenta humana bajo condiciones de normoxia e hipoxia, en
presencia o ausencia de gluconato de magnesio, durante 18 horas a 37°C, y s«

evaluara la actividad de la ATPasa de Ca™* de sus homogenizados totales.
El desarrollo del estudio se realizara de acuerdo a las siguientes interrogantes:

e ;Cémo se afecta la actividad de la ATPasa de Ca’* de homogenizados de
explantos de placenta humana a término cultivados bajo condiciones de hipoxia,

cuando comparada con explantos cultivados bajo condiciones de normoxia?

e ;Podrd la presencia del gluconato de magnesio prevenir las alteraciones que se
producen en la actividad de la ATPasa de Ca’* de homogenizados de explanto:

cultivados bajo condiciones de hipoxia?

o ;Serd el efecto del gluconato de magnesio sobre la actividad de la ATPasa de
Ca’* de homogenizados de explantos de placenta humana a término cultivados

bajo condiciones de hipoxia, similar al observado con sulfato de magnesio?



Objetivos de la Investigacién

Objetivo general

Evaluar la actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de
placenta humana a término incubados bajo condiciones de hipoxia, en presencia o
ausencia de gluconato de magnesio, y comparar el efecto que éste pueda tener, con el

producido por el sulfato de magnesio.
Objetivos especificos
1. Aislar explantos placentarios, como fuente de vellosidades coriénicas.
2. Incubar los explantos placentarios bajo condiciones de normoxia (8%
oxigeno), y de hipoxia (2% oxigeno), en presencia o ausencia de 4 mM

gluconato de magnesio, durante 18 horas a 37°C.

3. Preparar los homogenizados totales a partir de los explantos placentarios,

incubados bajo las condiciones indicadas.
4 Determinar la actividad de la ATPasa de Ca*" de los homogenizados totales.
5. Comparar el posible efecto de la presencia de gluconato de magnesio en el

medio de cultivo de los explantos placentarios, con aquél producido por el

sulfato de magnesio.



Justificacion de la Investigaciéon

La placenta estd compuesta por tejido embrionario y materno, y es el 6rgano
fundamental en el embarazo. La placenta presenta dos caras discoideas: una que se
encuentra apoyada al miometrio (lado materno), que es la placa decidual y otra, que
estd relacionada con la cavidad amnidtica (lado fetal), y que se denomina placa
coridnica. De la capa decidual, compuesta de sinciciotrofoblasto y citotrofoblasto,
emergen numerosas paredes perpendiculares denominadas tabiques placentarios. A
pesar que no llegan a establecer contacto con la placa coriénica, estos tabiques
dividen a la laguna sanguinea y por extension, a la placenta, en varios
compartimientos que se conocen con ¢l nombre de cotiledones (Langman, 1976). La
membrana plasmatica de las células del sinciciotrofoblasto de placenta 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 la membrana plasmatica 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.

Se ha encontrado en ciertas patologias, en las cuales esta involucrada la
placenta, que las actividades de enzimas de la membrana plasmaética pueden verse
modificadas como consecuencia del proceso de stress oxidativo que se produce por
un desbalance entre fuerzas oxidantes y antioxidantes del organismo. Esta sitnacion
se traduce en un aumento en el grado de peroxidacion lipidica de las membranas
plasmaticas de las células, con una consecuente liberacion hacia el plasma sanguineo
de productos de lipoperoxidacion, los cuales, a través de la circulacién, pueden
alcanzar todo el organismo, dando lugar a dafios en las membranas de las células
endoteliales y de distintos érganos y tejidos (Hubel ef al., 1989; Nardulli e al., 1994;
Matteo ef al., 1998; Carrera et al., 2003). Como sea que la peroxidacion lipidica y sus
productos, pueden originar severos dafios a proteinas y lipidos de membranas (Desai

et al., 1964; Papahadjopoulos ef al., 1973), el proceso puede afectar seriamente el
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funcionamiento de enzimas de estas membrana, una de las cuales, es la ATPasa de

Ca*".

Procesos de isquemia-reperfusion o de hipoxia sostenida en un tejido, han
demostrado que conducen a un elevado nivel de peroxidacion lipidica en membranas
celulares (Halliwell & Gutteridge, 1989), como consecuencia de un incremento en la
formacién de radicales libres. De la misma manera, en el caso de la placenta
isquémica, 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. En este trabajo, se utilizara el cultivo de explantos bajo
condiciones de hipoxia, con el fin de emular la hipoperfusion placentaria que se
observa en las gestantes preeclampticas; para asi determinar el efecto sobre la
actividad de la ATPasa de Ca®, y determinar el posible efecto protector del gluconato

de magnesio sobre la actividad de ésta enzima.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO REFERENCIAL

La preeclampsia es la principal patologia del embarazo en el ser humano,
expresandose Unicamente en Homo sapiens. Constituye la mayor causa de mortalidad
y morbilidad, tanto materna como fetal, a nivel mundial (MacGillivray, 1958), v es
causa de prematuridad neonatal (Sibai et al., 1995). La tasa de incidencia de la
preeclampsia se encuentra entre 2% y 7% en mujeres nuliparas, pudiendo estas cifras
aumentar hasta 14%, cuando ¢l embarazo ¢s doble ¢ hasta 18%, si ya se ha padecido
de preeclampsia (Sibai, 2003). En la maternidad “Concepcion Palacios™, en Caracas,
la hipertension inducida por el embarazo ocupa el segundo lugar dentro de las causas
de muerte obstétrica (MCP, 1993), encontrandose que hasta 7% de los embarazos se
complican con preeclampsia (MCP, 1993). En casi todos los paises, la preeclampsia
parece ser la principal causa aislada de muerte materna y, segin la Organizacion
Mundial de la Salud, es la primera causa de Mortalidad y Morbilidad perinatales
(Redman, 1991).

La preeclampsia se ha definide como un sindrome multisistémico (Zeeman &
Dekker, 1992). El diagnodstico de esta enfermedad se fundamenta en la presencia
concomitante de hipertension arterial sistémica, edema y proteinuria, en embarazadas

con un periodo de gestacién mayor a las 20 semanas (Roberts, 1984).

Ademas, estos sintomas se vinculan con vasoespasmo, lesiones vasculares
patologicas en multiples sistemas organicos (incluyendo el lecho vascular
teroplacentario), aumento de la actividad y consumo plaquetario y, activacion
subsecuente del sistema de coagulacién en la microcirculacion (Scott, 1958; Chun et

al., 1964).
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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 (NHBPEPWG, 1990). En su forma mas benigna se denomina /eve, y se
caracteriza por su evolucion satisfactoria y su aparicién mas bien tardia en el
embarazo, con una hipertension arterial > 140/90 mmHg, proteinuria > 300 mg/24
horas y edema (Lipstein e/ al., 2003). La preeclampsia se considera severa, cuando se
presenta una presion sanguinea >160/110 mmHg y una proteinuria de al menos 5g en
24 horas (Lipstein et al., 2003; Sibai, 2003), Ademas de esto, 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 disminucidn 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
elevacién de la creatinina sérica (Lipstein e al, 2003). El sindrome HELLP
(acrénimo que viene de Hemolysis, Elevated Liver Enzymes and Low Platelet
Count), es una complicacion, que puede ser encontrada en pacientes con preeclampsia
severa (Sibai, 2003). Este sindrome consiste en hemolisis, elevacién de las enzimas
hepiticas 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/0 coma materno, con gran
riesgo de muerte materna y fetal (Lindheimer & Katz, 1985). La preeclampsia

desaparece varios dias después del parto (Zeeman & Dekker, 1992).

Desde hace varios afios se conoce la preeclampsia - eclampsia, pero ain en la
actualidad se desconoce su etiologia, es decir, cudl o cudles son los factores que
desencadenan los desérdenes para el desarrollo de este sindrome clinico. A pesar de
ello, se cree que dicha patologia es el resultado de una combinaci6n de factores tales

como: genéticos, inmunoldgicos y ambientales, los cuales provocan fallas en la
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invasion trofoblastica normal y en la remodelacion de las arterias uterinas (Roberts &

Cooper, 2001; Kharfi ef al., 2003).

La placenta es un drgano fundamental en el embarazo para el desarrollo y
crecimiento fetal, particularmente en la regulacion del transporte de iones, nutrientes
e inmunoglobulinas de la circulacion materna a la fetal, intercambio de gases y
transporte de solutos entre la madre y el feto (Silver et al., 1990). Es provisional, ya
que después del parto se desecha y estd compuesta por tejido embrionario y materno,
es decir, por células que poseen genotipos diferentes. Tiene una apariencia de disco,
con el cordén umbilical inserto en la parte central de una de sus caras, la cara fetal.
Estd constituida por dos paredes discoideas, soldadas entre si por sus bordes vy, el
espacio interpuesto entre ambas placas, la laguna sanguinea, ocupada por la sangre
materna. La pared apoyada al miometrio (parte materna), se denomina placa decidual
y, la relacionada con la cavidad amnidtica (parte fetal), placa coridnica. La placa
decidual estd compuesta por citotrofoblasto y sinciciotrofoblasto, y de ella emergen
numerosas paredes perpendiculares, denominadas tabiques placentarios, los cuales no
llegan a establecer contacto con la placa coriénica, pero si dividen a la laguna
sanguinea y por extension, a la placenta, en varios compartimentos, los cuales se

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

Una de las hipotesis de la patogenia de la preeclampsia, la basan en el hecho
de que en el desarrollo de la vascularizacion de la placenta pueden surgir
irregularidades, que provocan una perfusion placentaria disminuida. Esta reduccion
del riego sanguineo placentario, puede deberse a la incapacidad del tejido placentario
de llevar a cabo de forma satisfactoria el mecanismo de implantacion, mediante el
cual Ia placenta asegura su sujecidn al Gtero y asegura su irrigacion, al transformar la
circulacion miometrial, desde un sistema de alta resistencia y bajo flujo sanguineo, a

un sistema de baja resistencia y alto flujo sanguineo (Pritchard et ai., 1990).
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La implantacion ocurre durante las primeras semanas de gestacion, y es
llevada a cabo por la colonizacién de numerosas células del citotrofoblasto
extravelloso, a la decidua y miometrio adyacente. La llegada de esta migracion de
células del citotrofoblasto a los vasos espirales (arterias méas profundas del utero), las
lleva a reemplazar células del endotelio de los vasos maternos, destruyendo y
reemplazando por citotrofoblasto, las capas elasticas y musculares de los mismos
(Buhimschi et al., 1998). Posteriormente, una segunda invasion, mds profunda y
endovascular, alcanza las arterias radiales, convirtiendo de esta manera a los vasos
maternos en ¢l conducto utero-placentario, en el que se permite la dilatacion de los
vasos de forma pasiva, suministrando asi el flujo sanguineo requerido en el embarazo
(De Wolf et al.,, 1973; Pijnenborg ef al., 1981). Las dos migraciones trofoblasticas
son determinantes en ¢l establecimiento de una baja presion y con ello una alta
conductancia del compartimiento vascular, lo que asegura un suministro constante de

oxigeno y nutrientes a la placenta y, por ende, al feto (Buhimschi er al., 1998).

Las células trofoblasticas proliferan dando lugar a una capa interna de
citotrofoblasto, formada por células separadas, y a una capa mds externa de
sinciciotrofoblasto, que representa una capa multinucleada y continua de protoplasma
en la que no se pueden distinguir limites celulares. El citotrofoblasto comienza a
sufrir mitosis de forma continua, formando células que se van incorporando y que se
fusionan con el sinciciotrofoblasto en desarrollo. El sinciciotrofoblasto erosiona
activamente el endometrio, permitiendo al blastocisto en conjunto introducirse mas
profundamente en el mismo (implantacion); continuando su proliferacién e invasién
hasta que el sistema vascular sanguineo materno forme las lagunas del laberinto
sincitial y las vellosidades que se dirigen hacia el lado fetal, inmersas éstas, en dichas
lagunas. Estas microvellosidades se encuentran envueltas por las células del
sinciciotrofoblasto, por lo que dicho tejido epitelial constituye 1a barrera mds préxima
de intercambio de nutrientes entre la madre y el feto. La capa de células epiteliales
del sinciciotrofoblasto representa la interfase entre las circulaciones materna y fetal, y

es el sitio donde se ejecuta el intercambio y transporte de solutos y gases entre la
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madre y el feto (Mendoza, 2004). El sinciciotrofoblasto es un epitelio polarizado con
la membrana de las microvellosidades en su cara materna y con la membrana basal en
su cara fetal, presentandose en dichas membranas enzimas de gran importancia para
el transporte transepitelial de nutrientes y ciertos minerales, con lo cual se regula el

intercambio de los mismos entre la sangre materna y la sangre fetal.

La ATPasa de Ca’* de la membrana plasmatica, es una proteina integral de la
misma, la cual es imprescindible para la vida de la célula, ya que juega un papel
fundamental en el mantenimiento del balance fino del ién calcio, por poseer las
caracteristicas necesarias para mantener el control preciso y a largo plazo de los
niveles de calcio citosdlico. El mecanismo de reaccion de dicha ATPasa es el descrito
para las llamadas ATPasas tipo P (Pedersen & Carafoli, 1987b; Pedersen & Carafoli,
1987a), donde se forma un intermediario fosforilado estable, tipo acil fosfato, en su
ciclo catalitico (Knauf er al., 1974, Katz & Blostein, 1975). Dicha ATPasa es
dependiente de magnesio, es activada por concentraciones micromolares de Ca>" y
utiliza fundamentalmente ATP como sustrato. La ATPasa de Ca*" acopla la hidrolisis
del ATP al transporte de calcio a través de la membrana plasméatica. Su
funcionamiento es modulado por calmodulina (proteina que media los efectos de los
iones calcio en numerosos sistemas biologicos y se encuentra en todas las células

eucariotas), fosfolipidos, enzimas proteoliticas y ATP.

El calcio tiene en los organismos una doble funcién: mecdnica, a través de su
participacion en la formacion de cristales de hidroxiapatita, que constituyen el tejido
oseo y donde esta contenido el 99% del calcio total del organismo y, funcional,
ejerciendo diversas acciones metabdlicas, como control de los cambios de
permeabilidad de las membranas celulares, contraccion muscular, transmision
nerviosa, regulacion de los procesos de secrecion peptidica, mediacion de la accion
de diversas hormonas y enzimas y un rol importante en la generacion de la actividad
neuromuscular. Si bien el contenido celular de calcio es alto, el 98% del mismo se

halla secuestrado, unido a proteinas o almacenado en mitocondrias y reticulo
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endoplasmatico, hacia donde es transferido por sistemas especializados (Lodish et al.,
2002).

Estudios realizados en el laboratorio de Bioenergética Celular, en el Centro de
Bioquimica y Biofisica del IVIC, demuestran que con la preeclampsia hay una
disminucién de alrededor del 40% en la actividad de la ATPasa de Ca®* de las
membranas basales (MB) del sinciciotrofoblasto, (Borrego, 1997) y de las

membranas de la microvellosidades en estas células (datos atin no publicados).

Si bien la ATPasa de Ca*' de la membrana plasmatica no es el unico
mecanismo encargado de mantener los niveles de calcio intracelular, es el que posee
mayor afinidad por el i6n calcio, por lo que, la disminucién de su actividad pudiera
explicar, a nivel molecular, el incremento de! calcio citosélico encontrado en algunos
tejidos de madres preeclampticas. Un aumento del calcio intracelular, pudiera ser
responsable del incremento del tono vascular, lo cual puede conducir al incremento

de la presion arterial que se observa durante la preeclampsia.

Los lipidos de las membranas juegan un papel fundamental en la actividad de
muchas enzimas asociadas a las mismas, por lo que cambios en sus entornos
lipidicos, pueden traducirse en cambios profundos y determinantes en la actividad de
estas enzimas. La ATPasa de Ca®' depende de su entorno lipidico para funcionar
normalmente (Proverbio & Marin, 1995). Por ende, una elevacion en el grado de
peroxidacion lipidica de las membranas celulares afecta su funcionamiento. Mas atin,
se ha encontrado que los procesos de oxidacién pueden causar dafios en la propia
estructura enzimética, a través de la oxidacién de grupos sulfidrilos (-SH) de los
centros activos de las mismas, o por modificacion de la estructura de aminoacidos o

por la formacién de enlaces con otras proteinas y/o lipidos (Casart, 1995).

El tratamiento de la preeclampsia no ha cambiado en décadas (Watson et al.,

1986), y consiste en: reposo, administracién de agentes antihipertensivos para la
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preeclampsia leve y, administracion de agentes anticonvulsivantes o antiepilépticos,
para la profilaxis y prevencidn de las convulsiones. Entre estos ltimos, encontramos
drogas antiepilépticas convencionales, tales como diazepam y fenitoina, y el

tratamiento de eleccidn, que es la infusién endovenosa de sulfato de magnesio.

El uso del sulfato de magnesio en clinica data de 1618, pero los primeros
estudios notables del efecto del sulfato de magnesio sobre la preeclampsia, fueron
realizados entre 1925 y 1926 por Dosertt, Lazard, Alten y Lincoln (McCall, 1956).
En 1929, con la introduccién del uso del sulfato de magnesio para la prevencion de
convulsiones eclampticas 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 Ultimos 30 afios y estd asociado con una dramaética
reduccion de la morbilidad materno y neonatal relacionada con eclampsia (Pritchard
& Stone, 1967). Si bien el uso del sulfato de magnesio ha sido criticado como algo
irracional, ya que esta sal no es un anticonvulsivante per se, por lo que pudiera
esperarse que fuese inefectiva para corregir las convulsiones que se producen durante
la preeclampsia, su uso ha sido defendido por los obstetras “porque simplemente
funciona” y, porque su administracion es relativamente segura para el feto (Sibai,
1990). Debido a ello, el uso del sulfato de magnesio ha sido considerado
tradicionalmente mas bien como un “tratamiento empirico™ (Pritchard & Pritchard,

1975), que un tratamiento cientificamente comprobado.

Estudios mds 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; rapid:

disminuciéon del indice de resistencia sistémica vascular, incremento del flyjo
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sanguineo uterino; incremento del flujo sanguineo renal; incremento de la liberacion
de prostaciclinas por células endoteliales; disminucion de la actividad de la renina
plasmatica; disminucion de los niveles de enzima convertidora de angiotensina;
atenuacion de la respuesta vascular a sustancias vasopresoras; proteccion contra dafio
isquémico; reduccion de la agregacion plaquetaria. En el caso de los neonatos, sc ha
demostrado que disminuye el riesgo de paralisis cerebral en prematuros (Nelson &
Grether, 1995).

Aunque las causas fundamentales responsables de la aparicion de
convulsiones en la eclampsia no han sido establecidas definitivamente (Roberts,
1995), la condicion preeclampsia—eclampsia estd caracterizada por un intenso
vasoespasmo, asi como por una sensibilidad aumentada a agentes vasopresores, lo
que ha llevado a la suposicién de que las convulsiones pudieran ser el resultado de un
reducido fiujo sanguineo cerebral (Roberts & Redman, 1993). En este particular, el
magnesio es un potente vasodilatador, especialmente de la red vascular cerebral, y se
sabe que la administracién de sulfato de magnesio a mujeres preeclampticas,

incrementa su flujo sanguineo cerebral (Belfort & Moise, 1992).

Por otro lado, existen reportes que indican que el magnesio actia como un
anticonvulsivante bloqueando los canales de N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor
de aminodcidos excitatorios que, cuando es estimulado, puede dirigir a convulsiones

tanto electroencefalograficas como ténicas clénicas (Cotton ef al., 1993).

El magnesio, ha sido demostrado in vifre que puede actuar como agente
protector contra el dafio mediado por radicales libres en células endoteliales (Dickens
et al., 1992), siendo capaz de disminuir la vasoconstriccion inducida por perdxidos en
la placenta humana (Walsh er al., 1998). También se ha demostrado su capacidad de
evitar dafios en la actividad de enzimas de membrana como la ATPasa de Ca™

(Casart, 1995).
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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 (Farkouh ef al., 2001). Por otro lado,
empleando cotiledones aislados de placenta, se ha reportado que la presion de la
perfusion arterial fetoplacental estd aumentada en placentas provenientes de pacientes
preeclampticas, y que ésta disminuye cuando son tratados 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. La disminucion de los indices de morbilidad y mortalidad neonatal que se
observa para las embarazadas preeclimpticas que son tratadas con sulfato de
magnesio, puede ser explicada, al menos en parte, por el efecto vasodilatador de este

agente (magnesio) a nivel del lecho vascular fetoplacental.

Fuera de la célula, el magnesio bloquea los canales de calcio, reduciendo la
entrada de éste a la misma (McCarty, 1996). De hecho, cuando se perfunden arterias
in vifro con solucion fisiologica con magnesio, se puede bloquear la entrada de calcio
a las mismas e inducir su dilatacién. Por ¢l contrario, bajas concentraciones de

magnesio en esas mismas condiciones, promueven la vasoconstriccion (McCarty,
1996).

Debido a que el sulfato de magnesio presenta la gran limitante de que solc
puede ser administrado via intravenosa, actualmente se estudian otras sales de
magnesio como tratamientos alternativos al sulfato de magnesio. Una de estas sales es
el gluconato de magnesio. En este sentido, Li y Tian evaluaron el uso de gluconato de

magnesio (administrado por via oral) para prevenir la hipertensién inducida por el
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embarazo. Para ello, administraron a dosis bajas (3g/dia) gluconato de magnesio o
placebo a mujeres embarazadas a partir de las 28 semanas de embarazo. Los
resultados mostraron que el gluconato de magnesio es capaz de reducir
considerablemente el riesgo de desarrollar hipertensién inducida por el embarazo
(4%), comparado con las gestante que recibieron el placebo (16%) (Li & Tian, 1997).
Adicionalmente, hay estudios que refieren el uso de sales orales de magnesio, como
el gluconato de magnesio, las cuales ademas tienen una capacidad antioxidante mayor
que la mostrada por el sulfato de magnesio (Martin et al., 1987; Martin ez al., 1998;
Mak et al., 2000). Ademads, el gluconato de magnesio es capaz de remover radicales
hidroxilos y alcoxilos, por encima de la capacidad antioxidante que presenta el sulfato
de magnesio (Murthi et al., 2003). En procesos de isquemia-reperfusion cardiaca, el
gluconato de magnesio disminuye los dafios oxidativos, a través de la disminucion
significativa de los niveles de radicales alcéxilos, por encima del efecto mostrado por
el sulfato de magnesio (Murthi et al., 2003). En otros estudios, se ha demostrado que
el gluconato de magnesio es capaz de inhibir la peroxidacion lipidica en membranas

microsomales tratadas in vitro con la reaccién de Fenton (Mak et al., 2000).

Tomando en cuenta que la ATPasa de Ca®* depende de su entorno lipidico
para funcionar normalmente (Proverbio & Marin, 1995), en este trabajo se pretende
evaluar la actividad ATPasica de Ca®" en homogenizados de explantos de placents
humana a término, incubados bajo condiciones de hipoxia, en presencia o ausencia de

gluconato de magnesio.
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CAPITULO I1I
MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio estd autorizado por las comisiones de Bioética del IVIC,
del Hospital Universitario de Caracas y de la Maternidad Concepcién Palacios. Todas

las participantes 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, eran colocadas sobre hielo y trasladadas al

laboratorio, donde se procesaron. Todo esto en un lapso menor a 4 horas.

2. Preparacion de Explantos y cultivo de los mismos.

Una vez en el laboratorio, se aislaron de la placenta cotiledones observados en
buen estado y se les removié la placa coridnica y la decidua (0,25cm
aproximadamente). Luego, se colocaron los cotiledones en una placa de Petri y se
cortaron en trozos pequefios de 0,5cm x 0,5cm aproximadamente, removiendo los
vasos sanguineos. Todo el proceso de preparacion y lavado se realizaba sobre hielo, a
una temperatura de 4°C. Estos explantos primarios de placenta fresca se lavaron con
solucién salina estéril durante 5 veces consecutivas. Luego, se transfirieron a placas
Nunclon ™ Surface® de 12 pozos, que contenian 2 ml del medic DMEM-F12
(Medio Eagle Modificado Dulbecco) + 10% Suero Fetal Bovino (SFB) en cada pozo.
Este medio se encontraba a 37°C, y era complementado con agentes antimicrobianos:

Penicilina cristalina 100.000 Ul/ml, Gentamicina 48pg/ml y anfotericina B 3pg/mi.

Todos los explantos fueron incubados a 37°C bajo condicién de normoxia

durante las primeras 4 horas. Una vez concluido este tiempo, el medio de cultivo er:
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removido y se les proporcionaba medio fresco a 37°C (2 ml/pozo). Luego, los
explantos se incubaban bajo condiciones de normoxia o hipoxia, en presencia y
ausencia de 4 mM gluconato de magnesio, durante un periodo de 18 horas, a 37°C, en
una incubadora estéril (Shel Lab Model IR2424 CO; Incubator), a presiones

constantes de los gases, los cuales, segiin la condicién de incubacion fueron:
- Normoxia: 8% O, 5% CO,, 87% N;

- Hipoxia: 2% O3, 5% CO;, 93% N,

3. Homogenizado de explantos de placenta humana.

Los explantos se removian del medio de cultivo v se lavaban con solucién
salina. Una vez lavado, el tejido se pesaba y se procedia a suspenderlo en 3
volimenes (ml/g) de una solucion fria (solucidn 1) que contenia (mM): sacarosa, 250;
Tris-Hepes (pH 7,2); -etilenglicol-bis-(B-amino-etil ester) N,N-icido tetraacético
(EGTA), 5; 4cido etilendiamin tetraacético (EDTA), 5; fenilmetil-sulfonil fluoruro
(PMSF), 1. Esta suspension se homogenizaba durante dos minutos con un
homogenizador Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel, IKA-Labortechinick) a
24.000rpm, con una hojilla S25N, obteniendo los homogenizados totales (HT) de los
explantos de placenta humana (Illsley et al., 1990).

4. Determinacion de proteinas.

La cuantificacién del contenido de protelnas de los homogenizados, se
realizaba segin el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello, se utilizaba 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
calibracién empleando 100, 200 y 400 ul de albimina, 25 ng/ml; llevando luego a ur
volumen final de 800 pl con agua destilada. Se preparaban cuatro blancos para

calibrar el espectrofotometro, los cuales llevaban 790 pl de agua destilada y 10 pl del
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medio de resuspension. Las muestras se preparaban por cuadruplicado, llevando 10 pl
de suspension de membranas y 790 pl de agua destilada. Tanto a las muestras, como
a los blancos y curva de calibracion 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 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 595 nm.

La densidad dptica es lineal para un rango de concentracién de proteinas entre 0,07

mg/ml y 2,7 mg/ml.

5, Actividad ATPasica de Ca®*.

La actividad ATPésica de Ca’*, se determinaba segiin una modificacién del
método descrito por Proverbio et al. (Proverbio & del Castillo, 1981; Proverbio et al.,
1986). El fosfato inorgénico liberado durante la reaccion, se determinaba segin el
método de Forbush, modificado por Marin et al. (Forbush, 1983; Marin et al., 1986).
El medio donde se efectuaba la reaccion enzimatica constaba de 180 pl del medio de
incubacion y 20 pl de la suspension de membranas, a una concentracién de proteinas

de 0,3-0,6 mg/ml. La concentracion de proteinas se determinaba segin el método de
Bradford (1976).

En el volumen final de 200 pl, los medios contenian:

Medio 1 (Medio Mg?"): Tris — HCl (pH 7,4 a 37°C) 50 mM; ATP 2 mM; MgCl, 3
mM; EGTA 0,1 mM; Ouabaina 0,1 mM; KCI 15 mM; NaCl 80 mM.

Medio II (Medio Mg?* + Ca?*): Tris HCI (pH 7,4 a 37°C) 50 mM; ATP 2 mM;
MgCl, 3 mM; EGTA 0,1 mM; Ouabaina 0,1 mM; KC! 15 mM; NaCl 80 mM; CaCl,
0,11 mM. Ca®* libre, 5,6 yM

El procedimiento era el siguiente: 180 pl del medio de incubacion se

preincubaban por dos minutos a 37°C. La reaccidén se iniciaba al afiadir 20 pl de la
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fraccién de membranas. La reaccion culminaba a los 10 minutos, agregando 300 pl de
una solucién mantenida en frio conteniendo (%): dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,72;
acido molibdico, 0,48: acido ascorbico, 2,86 y HCI, 2,18. Los tubos de incubacion
eran luego colocados inmediatamente en hielo durante 10 minutos. Después de pasar
los 10 minutos en hiclo, se le afiadia a cada uno de los tubos, 0,5ml de una solucién
conteniendo (%): arsenito de sodio, 2, citrato de sodio, 2 y dcido acético, 2 vy,
finalmente, los tubos de incubacién se recalentaban a 37°C por 10 minutos.
Transcurrido ese tiempo, se procedia a medir la Absorbancia en un lector de Elisa a
705 nm. En todos los casos, se¢ trabajé con cuatro réplicas de preparaciones
diferentes. La actividad ATPasica se expresa como nanomoles de fosfato liberado,
por mg de proteina por minuto de incubacién, después de sustraer un blanco incubado
en paralelo sin proteinas, las cuales fueron afiadidas después de agregar los 300 pl de
la solucién con la cual s¢ detiene la reaccién. La actividad ATPasica de Ca’* se
expresa como la actividad ATPasica estimulada por calcio y dependiente de

magnesio, y se calcula como la diferencia en actividades entre el medio I y el

medio [,

6. Anilisis Estadistico.

Los resultados se expresan como las medias + el error estdndar, para el
numero de ensayos indicado en cada caso. Los crrores estandar de las diferencias son
calculados para datos parcados. El andlisis estadistico de los datos se realizo
utilizando la “r” de Student, siendo “n” ¢l mimero de veces que se repitieron los
ensayos, con preparaciones diferentes. Se acepta como nivel de significancia

estadistica una probabilidad menor a 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

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

. Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de

placenta humana a término recién preparados, en presencia de 1 pM

Tapsigargina.

. Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de

placenta humana a término recién preparados, o preincubados bajo

condiciones de normoxia.

. Actividad de la ATPasa de Ca® de homogenizados de explantos de

placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia.

. Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de

placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, o

de hipoxia en presencia de 2 mM MgSO,.

. Actividad de la ATPasa de Ca®" de homogenizados de explantos de

placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, o

de hipoxia en presencia de 4 mM MgGl,.

. Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de

placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, en

presencia de distintas concentraciones de MgGla.
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7. Actividad de la ATPasa de Ca’®* de homogenizados de explantos de
placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de normoxia, 0

de normoxia en presencia de 4 mM MgGl,.
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1.- Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de placenta

humana a término recién preparados, en presencia de 1 pM Tapsigargina.

La regulacion fina del calcio a nivel intracelular, en general, es ejercida por un
mecanismo presente en la membrana plasmatica de las células, conocido como
bomba o ATPasa de Ca*™ (PMCA). Nuestros experimentos fueron realizados con
homogenizados de explantos de placenta humana a término en los cuales, ademas de
membranas plasmaticas del sinciciotrofoblasto, hay también membranas de reticulo
sarcoplasmatico de las mismas células, las cuales, si bien no son muy numerosas en
este tejido, poseen una ATPasa de Ca®” (SERCA), cuya actividad pudiera enmascarar
nuestros resuitados, aunque las condiciones empleadas para nuestros experimentos

favorecen la actividad de la ATPasa de Ca®* de membrana plasmética.

En funcion de ello, se procedié a realizar, en primer lugar, determinacion de la
actividad de la ATPasa de Ca* de nuestros homogenizados, en ausencia o presencia
de Tapsigargina, un inhibidor especifico de la SERCA, para evaluar si se presentaba

alguna actividad ATPasica adicional debida a la misma.

En la Tabla 1, se presentan los resultados de este experimento. Nétese que los
valores de la actividad de la ATPasa de Ca®* son muy parecidos, tanto en ausencia
como presencia de Tapsigargina. Este resultado, constituye una clara indicacién de
que la actividad de la ATPasa de Ca®" determinada en nuestras condiciones
experimentales, es debida fundamentalmente a la accién de la ATPasa de Ca®* de
membrana plasmatica (PMCA), sin detectarse practicamente ninguna actividad de la
SERCA. De todos modos, como medida de seguridad, todos los experimentos de
determinacion de actividad de ATPasa de Ca’", se realizaron en presencia de 1 pM

Tapsigargina.
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Tabla 1

Efecto de 1 pM Tapsigargina sobre la Actividad ATPésica de Ca®* de homogenizados
de explantos de placenta humana a término, recién preparados

Actividad ATPasica
nmoles Pi/mg prot. min
Condiciones de ensayo

M g}!+ M g2+ + Ca2+ A
Ausencia de Tapsigargina 1106 144 £ 4 34+ 3
Presencia de Tapsigargina 11844 146 + 4 284 1.3

*pP— ns.

Valores expresados como la media * el error estandar, de 4 muestras diferentes.
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2.- Actividad de la ATPasa de Ca®" de homogenizados de explantos de placenta
humana a término recién preparados, o preincubados bajo condiciones de

normoxia.

El objetivo fundamental de este trabajo, es investigar sobre la posible
capacidad del gluconato de magnesio de proteger la ATPasa de Ca’' de las
membranas plasméticas del sinciciotrofoblasto, cuando los explantos de placenta son
incubados bajo condiciones de hipoxia. Para ello es necesario, en primera instancia,
evaluar si las incubaciones de los explantos bajo condiciones de normoxia, producen

algiin efecto sobre la actividad de la enzima.

Para contestar esta pregunta, se incubaron explantos de placenta durante 18
horas, a 37°C, bajo condiciones de normoxia, como indicado en materiales y métodos
y, posteriormente, se determind la actividlad de la ATPasa de Ca’ de sus
homogenizados, comparandolos con la actividad de homogenizados de explantos
recién preparados. Los resultados de este experimento, se muestran en la Figura 1. Es
de notar que las actividades son muy parecidas en ambos casos, pudiéndose concluir
de estos resultados que la preincubacién de nuestras preparaciones bajo las
condiciones indicadas, no produce efecto alguno sobre la actividad de la ATPasa de

Ca®" de las mismas.

A continuacién, se procedié a evaluar si la actividad de la ATPasa de Ca®*
del sinciciotrofoblasto se ve afectada, cuando los explantos son incubados de la

misma manera, pero bajo condiciones de hipoxia.
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Figura 1. Actividad de la ATPasa de Ca’" de homogenizados de explantos de
placenta humana a término recién preparados o preincubados bajo condiciones de
normoxia. Preincubaciones de¢ los explantos realizadas como indicado en Materiales y
Métodos. Ensayos realizados en presencia de |uM Tapsigargina. Valores expresados
como la media =+ el error estandar, de 4 muestras diferentes.
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3.- Actividad de la ATPasa de Ca®" de homogenizados de explantos de placenta

humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia.

En funcién de lo indicado anteriormente, se realizd el mismo experimento,
pero en esta ocasion incubando explantos bajo condiciones de hipoxia, durante 18
horas a 37° C. Los resultados de este experimento, comparados con los obtenidos para
aquellos incubados bajo condiciones de normoxia, pueden verse en la Figura 2.
Notese que la actividad de la ATPasa de Ca®" para los homogenizados de explantos
incubados bajo condiciones de hipoxia sufre una disminucion significativa, al
compararse con la actividad de los homogenizados de explantos incubados bajo
condiciones de normoxia. Estos resultados corroboran que el tejido en estudio es
altamente susceptible a situaciones de hipoxia, por lo menos con respecto a la

actividad de la ATPasa de Ca®* de las membranas plasmaticas celulares.

4.- Actividad de la ATPasa de Ca®" de homogenizados de explantos de placenta
humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, o de hipoxia en

presencia de 2 mM MgSO,.

Veamos a continuacion el efecto que puede producir sobre la actividad de la
ATPasa de Caz+, la presencia en el medio de incubacién donde se realizo la hipoxia,
de un agente que ya se ha demostrado anteriormente como protector de las
membranas celulares contra estos fenémenos, como ¢s ¢l caso especifico del sullato
de magnesio. Para ello, se incubaron de nuevo explantos durante 18 horas a 37°C bajo
condiciones de hipoxia, pero ahora en presencia de 2 mM de sulfato de magnesio.
Los valores obtenidos de este experimento, se muestran en la Figura 3, comparados
con los obtenidos para explantos incubados bajo condiciones de hipoxia, en ausencia
del farmaco: Obsérvese que las preparaciones de los homogenizados provenientes de
explantos cultivados bajo condiciones de hipoxia en presencia de sulfato de magnesio

presentan, como esperado por lo demostrado anteriormente en el laboratorio, una
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Figura 2. Actividad de la ATPasa de Ca®" de homogenizados de explantos de
placenta humana a término preincubados bajo condiciones de normoxia o de hipoxia.
Preincubaciones de los explantos realizadas como indicado en Materiales y Métodos.
Ensayos realizados en presencia de 1 uM Tapsigargina. Valores expresados como la
media = el error estandar, de 4 muestras diferentes.

*p < 0,001
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Figura 3. Actividad de la ATPasa de Ca’™ de homogenizados de explantos de
placenta humana a término preincubados bajo condiciones de hipoxia o de hipoxia en
presencia de 2 mM MgSQOy. Preincubaciones de los explantos realizadas como
indicado en Materiales y Métodos. Ensayos realizados en presencia de 1 pM
Tapsigargina. Valores expresados como la media + el error estandar, de 4 muestras
diferentes.

*p < 0,001
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actividad de la ATPasa de Ca“, con valores muy parecidos a los obtenidos para los
homogenizados de explantos recién preparados (Figura 1), y significativamente
superiores a los valores presentados por los homogenizados provenientes de

explantos cultivados bajo condiciones de hipoxia, en ausencia de esta sal.

Pasemos ahora a enfocar el objetivo principal de nuestro trabajo, que es el de
determinar si el nuevo farmaco propuesto (gluconato de magnesio), es también capaz
de realizar la misma labor protectora del sulfato de magnesio, con respecto al

pardmetro en estudio.

5.- Actividad dec la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de placenta
humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, o de hipoxia en

presencia de 4 mM MgGl,.

Para la realizacion del estudio, se realizé el mismo experimento indicado en la
Figura 3, pero es esta ocasidn en presencia de 4mM de gluconato de magnesio.
Interesantemente, los resultados de este experimento, como se ve en la Figura 4,
indican que el gluconato de magnesio, al igual que el sulfato de magnesio, es también
capaz de cumplir una funcién protectora de la ATPasa de Ca®" frente a situaciones de
hipoxia tisular, ya que la actividad de la enzima de los homogenizados de los
explantos incubados en condiciones de hipoxia, en su presencia, arrojé valores muy
similares a los de la enzima fresca recién preparada, muy superiores a los de la
enzima derivada de los homogenizados de explantos incubados en condiciones de
hipoxia, en ausencia del agente protector. A continuacién, pasamos a investigar si el
efecto protector del gluconato de magnesio, podia ser obtenido a concentraciones
inferiores del farmaco en el medio de incubacién bajo condiciones de hipoxia. Para

ello, se realizaron los experimentos indicados en la proxima seccion.
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Figura 4. Actividad de la ATPasa de Ca’* de homogenizados de explantos de
placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, o de hipoxia
en presencia de 4 mM MgGl,. Preincubaciones de los explantos realizadas como
indicado en Materiales y Métodos. Ensayos realizados en presencia de 1 yuM
Tapsigargina. Valores expresados como la media + el error estdndar, de 4 muestras
diferentes.

*p < 0,001
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6.- Actividad de la ATPasa de Ca®" de homogenizados de explantos de placenta
humana a término, preincubados bajo condiciones de hipoxia, en presencia de

distintas concentraciones de MgGl..

Para la realizacion de este estudio, se incubaron explantos bajo condiciones de
hipoxia, en presencia de 0, 1, 2 y 4 mM gluconato de magnesio v, posteriormente, se
evalué la actividad de la ATPasa de Ca’" de sus homogenizados. Los resultados de
este experimento, se muestran en la Figura 5. Es de notar que, si bien a una
concentracion del farmaco de 2 mM se observa ya un cierto poder protector, éste es
muy débil y, nada parecido al poder protector ejercido por una concentracién de 4
mM del agente. Esta concentracion, por los datos registrados, puede indicarse como

ideal para lograr los efectos protectores deseados.

Sin embargo, los resultados obtenidos hasta ahora, también pudieran
interpretarse como debidos a algiin poder activante de la enzima ejercido por el
gluconato de magnesio, que se manifiesta al incubar las membranas con une
concentracién adecuada del mismo. De ser esto cierto, entonces pudiera esperarse
que la incubacion de explantos en condiciones de normoxia, en presencia del
agente, también reflejara valores mas altos que cuando incubados en su ausencia.

Este estudio se muestra a continuacion.
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Figura 5. Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de
placenta humana a término preincubados bajo condiciones de hipoxia, en presencie
de distintas concentraciones de MgGl,. Preincubaciones de los explantos realizadas
como indicado en Materiales y Métodos. Ensayos realizados en presencia de 1 pM
Tapsigargina. Valores expresados como la media + ¢l error estindar, de 4 muestras
diferentes.

*p < 0,001 con respecto a todas las demas condiciones
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7.- Actividad de la ATPasa de Ca®* de homogenizados de explantos de placenta
humana a términe, preincubados baje condiciones de normoxia, o de normoxia

en presencia de 4 mM MgGh.

Para la realizacién de este experimento, se incubaron explantos en
condiciones de normoxia, en presencia 0 ausencia de 4 mM de MgGl;, para luego
determinar la actividad de la ATPasa de Ca>* de sus homogenizados. Los resultados,
segun mostrado en la Figura 6, indican que no hay diferencia alguna en la actividad
de la ATPasa de Ca’* entre ambas muestras. Esto constituye una evidencia clara de
que €l gluconato de magnesio no actia como activar de la enzima, sino que la
protege, con respecto al parimetro considerado, en contra de dafios que pudieran

surgir durante el periodo de hipoxia al que se sometan los explantos.
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Figura 6. Actividad de la ATPasa de Ca’ de homogenizados de explantos de
placenta humana a término, preincubados bajo condiciones de normoxia, o de
normoxia en presencia de 4 mM MgGl,. Preincubaciones de los explantos realizadas
como indicado en Materiales y Métodos. Ensayos realizados en presencia de 1 uM
Tapsigargina. Valores expresados como la media + el error estindar, de 4 muestras
diferentes.

*p ons.
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CAPITULO V

DISCUSION

La preeclampsia es la principal y mayor causa de mortalidad y morbilidad,
tanto materna como fetal, a nivel mundial (MacGillivray, 1958), y es causa de
prematuridad neonatal (Sibai ef al., 1995). La placenta es un 6rgano fundamental en
el embarazo para el desarrollo y crecimiento fetal, particularmente en la regulacion
del transporte de iones, nutrientes e inmunoglobulinas de la circulacién materna a la
fetal, intercambio de gases y transporte de solutos entre la madre y el feto (Silver et
al., 1990).

La membrana plasmatica de las células del sinciciotrofoblasto de placenta
juega un papel determinante en la relacion entre la madre y el feto (Redman 1990).
De hecho, cualquier variacion que se produzca en las propiedades de las membranas
de estas células, puede traducirse en un mal funcionamiento celular, lo que puede
llevar, consecuentemente, al desarrollo de anomalias y enfermedades, tanto para la

madre como para el feto.

Una de las hipétesis de la etiopatogenia de la preeclampsia, sugiere que en el
desarrollo de la vascularizacion de la placenta pueden surgir irregularidades, que
terminan provocando una perfusién placentaria insuficiente. Estc fendmeno puede
producirse por incapacidad del tejido placentario de llevar a cabo de forma
satisfactoria el mecanismo de implantacion (Pritchard ef al., 1990), lo cual, a su vez,
llevaria a fallas parciales en la invasion del trofoblasto (Pijnenborg ef al, 1981). Una
perfusién placentaria insuficiente puede ocasionar cuadros de hipoxia/reoxigenacion,
lo que se traduciria en un aumento en la produccion de sustancias reactivas al oxigeno
(ROS), con el consecuente dafio a las membranas celulares y a las proteinas de las
mismas. Con esto, se alteraria el funcionamiento de enzimas asociadas a las

membranas celulares, como lo es el caso de la ATPasa de Ca®* de las membranas
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plasméticas, encargada fundamentalmente del mantenimiento del balance fino del ion

calcio intracelular.

Se ha descrito un aumento del calcio idnico intracelular en ertrocitos,
plaquetas, linfocitos y placenta en la mujer preeclamptica (Hojo er al, 1999,
Matsubara et al, 1998, Pitkin 1985, Sowers ef al, 1989). Esta elevacién del calcio
idnico intracelular, pudiera explicar algunos eventos fisiopatologicos de la
preeclampsia, ya que el aumento de calcio intracelular podria aumentar el tono
vascular y la resistencia vascular periférica, con la consiguiente aparicién de
hipertension arterial diastélica, casi siempre presente en la enfermedad. También, el
incremento de calcio en plaquetas, podria favorecer su activacion y agregacién, con
formacion de microtrombos, consumo de fibrinégeno y un estado de coagulacion
intravascular diseminada, situacién que puede presentarse en formas severas de

preeclampsia (Zeeman & Dekker 1992).

Estudios previos, han demostrado una disminucion de alrededor de 50% de la
actividad de la ATPasa de Ca®" en fantasmas de eritrocitos de embarazadas
preeclampticas, cuando comparada con la actividad de gestantes normotensas
(Nardulli er al, 1994). Otros estudios, como el realizado por Casart (Casart ef af,
2001) y Carreras (Carrera et al., 2003), demuestran una disminucion de la actividad
de la ATPasa de Ca”, tanto de membranas plasmaticas de miometrio, como de
membranas basales (lado fetal) de sinciciotrofoblasto de¢ placenta humana, en
gestantes con preeclampsia. Esta disminucidn, representa ser alrededor de 50% en
ambos casos. Estd demostrado, en fantasmas de eritrocitos, que la disminucidén de la
actividad de la ATPasa de Ca®* de estas membranas, no estd asociada a dafios
directos a la proteina, ni tampoco a cambios en el nimero de enzimas en las
pacientes preeclampticas (Oviedo et al.,, 2006). Por consiguiente, la disminucion de la
actividad de la ATPasa de Ca®*, que se observa en algunos tejidos de las gestantes
preeclampticas, se ha explicado ser producida por dafios en la membrana, a través de

la elevacion de los niveles de peroxidacién lipidica de las mismas.
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El tratamiento médico estédndar para las gestantes con preeclampsia severa, €s
la administracién parenteral de sulfato de magnesio (MgSO,). Este tratamiento, ha
demostrado ser muy eficaz en la prevencion de las convulsiones que caracterizan la
eclampsia (Sibai et al., 2005). En este particular, luego de 24 horas de iniciada la
terapia con sulfato de magnesio, la actividad de la ATPasa de Ca™ de fantasmas de
glébulos rojos provenientes de gestantes preeclampticas, muestra valores similares a
los observados en las gestantes normotensas {Abad et al., 2005). Hallazgos similares,
reportan recuperacién de la actividad de la ATPasa de Ca’ de eritrocitos de recién
nacidos con asfixia (Szemraj et al, 2005). Estos resultados experimentales,
constituyen un fuerte indice de que el sulfato de magnesio tiene un efecto directo a
nivel de membrana, probablemente como antioxidante, lo que le permite mantener
niveles normales de actividad de la ATPasa de Ca®* y de niveles de peroxidacidn

lipidica, a pesar de estar las células bajo condiciones hipéxicas.

Debido a que el sulfato de magnesio presenta la gran limitante de que sélo
puede ser administrado por via intravenosa, actualmente se estudian otras sales de
magnesio como tratamientos alternativos al sulfato de magnesio. Una de estas sales,
es el gluconato de magnesio. En investigaciones realizadas por Liy Tian (Li & Tian,
1997), donde evaluaron el uso de gluconato de magnesio (administrado por via oral)
para prevenir la htpertensién inducida por el embarazo, mostraron que el gluconato de
magnesio si era efectivamente capaz de reducir considerablemente el riesgo de
desarrollar hipertensién inducida por el embarazo (4%), comparado con las gestante
que recibieron placebo (16%). Adicionalmente, hay estudios que refieren el uso oral
de sales de magnesio, como el gluconato de magnesio, todas las cuales tienen una
capacidad antioxidante mayor que la mostrada por el sulfato de magnesio (Martin ef
al., 1987; Martin ef al., 1998; Mak et al., 2000). Mas aun, e! gluconato de magnesio
es capaz de remover radicales hidroxilos y alcéxilos, por encima de la capacidad
antioxidante que presenta el sulfato de magnesio (Murthi et al., 2003). En procesos de
isquemia-reperfusion cardiaca, el gluconato de magnesio disminuye los dafios

oxidativos, a través de la disminucién significativa de los niveles de radicales
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alcoxilos, por encima del efecto mostrado por el sulfato de magnesio (Murthi et al.,
2003). En otros estudios, se ha demostrado que el gluconato de magnesio es capaz de
inhibir la peroxidacion lipidica en membranas microsomales, tratadas irn vitro con la
reaccion de Fenton (Mak er al., 2000).

En el presente estudio, se determind y comparo la actividad de la ATPasa de
Ca’ de homogenizados de explantos de placenta humana a término. Los explantos
eran previamente incubados durante 18 horas a 37°C bajo condiciones de normoxia

hipoxia, en presencia o ausencia de gluconato de magnesio y de sulfato de magnesio.

Una vez demostrado que la actividad de la ATPasa de Ca®* determinada en
los homogenizados de explantos de placenta humana a término recién preparados, es
reflejo de la actividad de la ATPasa de Ca’* de las membranas plasmdticas celulares
de los mismos (Tabla 1), procedimos a demostrar el efecto inhibitorio que producen
estados de hipoxia del tejido, sobre la actividad de la enzima. En la Figura 1 quedo
claramente demostrado este efecto, mientras que en la Figura 2, se mostrd el papel

protector del sulfato de magnesio sobre el efecto inhibitorio de la hipoxia.

Cuando se pasd a estudiar el posible efecto protector del gluconato de
magnesio sobre la hipoxia tisular, base fundamental de nuestros objetivos,
encontramos que los homogenizados de explantos incubados bajo condiciones de
hipoxia en presencia de gluconato de magnesio, presentaron valores de actividad de la
ATPasa de Ca’" similares a la de homogenizados incubados bajo condiciones de

normoxia, o de hipoxia en presencia de sulfato de magnesio (Figura 3 y 4).

Estos resultados, permiten concluir que el gluconato de magnesio
efectivamente ofrece proteccion a las membranas de las células del tejido placentario,
de los dafios provocados por condiciones de hipoxia, por lo menos, en lo que se

refiere al parametro que estamos considerando.



42

Una vez demostrado el poder protector del gluconato de magnesio contra el
efecto inhibitorio de las condiciones de hipoxia sobre la actividad de la ATPasa de
Ca™ de las membranas celulares del tejido placentario, se estudio la posibilidad de
lograr los mismos efectos, a concentraciones mds bajas de esta sal. Los resultados
presentados en la Figura 5, indican que si bien a una concentracion de 2 mM del
agente se nota ya un efecto protector, éste es muy débil, por lo que los experimentos
“in vitro” deberdn realizarse a 4 mM del firmaco, concentracion ésta, capaz de
producir un efecto protector maximo. Es importante sefialar que, cuando en estudios
futuros se proceda a estudiar el efecto “in vivo™ del gluconato de magnesio, se hara

necesario determinar la dosis adecuada, para que ejerza su efecto eficazmente.

Finalmente, se estudi6 la posibilidad de que el gluconato de magnesio pudiera
estar produciendo algin efecto activador de la enzima. De ser esto cierto, los
homogenizados de explantos incubados bajo condiciones de normoxia en presencia
de 4mM gluconato de magnesio, pudiera esperarse que presentaran una actividad de
la ATPasa de Ca®* mayor al que presenten los homogenizados incubados sélo bajo
condiciones de normoxia. Los resultados de la Figura 6, indican claramente que éste
no es el caso y que, efectivamente, se esté frente a un papel protector del gluconato de
magnesio frente a situaciones de hipoxia. Evidentemente, tanto el sulfato como el
gluconato de magnesio, durante las incubaciones de los explantos pasan a las
membranas celulares, desde donde logran ejercer su efecto beneficioso y protector

contra las situaciones de hipoxia.

Nuestros hallazgos abren un camino, que pudiera llegar a ser importante para
atacar esa condicion amenazadora de las mujeres embarazadas y sus hijos, que
constituye la preeclampsia. Por supuesto que, mucho camino queda por recorrer y,
pensamos que lo proximo, debiera ser el estudiar el posible efecto protector del

gluconato de magnesio “in vivo™.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos presentados en el presente trabajo, demuestran claramente que
la presencia de gluconato de magnesio en el medio de incubacidn, logra prevenir la
disminucién de la ATPasa de Ca®" que se observa en homogenizados de explantos de

placenta humana a término, incubados bajo condiciones de hipoxia.

También, se puede concluir que el gluconato de magnesio realiza su labor
gracias a un efecto protector de las membranas celulares contra dafios que se

producen al estar el tejido expuesto a condiciones de hipoxia,

La aparente concentracion de gluconato de magnesio para ejercer maxima
proteccién del tejido placentario, cuando se expone a condiciones de hipoxia “in

vitro”, es 4 mM.
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