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RESUMEN

La preeclampsia es un sindrome del embarazo caracterizado por la hipertension,
proteinuria y edema y es una de las principales causas de muerte materna en México y en
Michoacan. Estudios recientes sugieren que la preeclampsia esta relacionada con la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno
(ERN), siendo la mitocondria fuente y blanco de dichas especies, provocando dafios en la
cadena transportadora de electrones y biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. En el tejido placentario se han reportado diferentes tipos celulares, los cuales
presentan diferentes tipos de mitocondrias. Con el objeto de evaluar los niveles de estrés
oxidativo y nitrosativo en cada tipo mitocondrial durante la preeclampsia, en el presente
trabajo se realizaron determinaciones del consumo de oxigeno, lipoperoxidacion, niveles de
oxido nitrico y actividad de la aconitasa como marcadores de estrés oxidativo y nitrosativo en
mitocondrias provenientes de citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto de placentas humanas de
pacientes normales y con preeclampsia procedentes del Hospital General de Morelia “Dr.
Miguel Silva”. Los resultados obtenidos en los niveles de consumo de oxigeno mostraron
cocientes respiratorios bajos, en mitocondrias de citotrofoblasto 0.653174 + 0.49656
nmoles/mg de proteina y en mitocondrias de sincitiotrofoblasto 1.424657 + 0.13548
nmoles/mg de proteina, mientras que en mitocondrias provenientes de ambos tipos
mitocondriales de placentas de pacientes con preeclampsia, se observo un aumento en la
cantidad de oxigeno, respecto al tiempo. Los niveles de lipoperoxidacion mostraron un
aumento en tratamientos con Fe*™ (1.52096197 + 0.44022169 nmoles/mg de proteina) en
mitocondrias de citotrofoblasto preeclamptico y (1.09773607 + 0.2557617 nmoles/mg de
proteina) en mitocondrias de sincitiotrofoblasto preeclamtico. Los niveles de 6xido nitrico
(NO) mostraron incremento (3.4075 + 0.14720309 pmoles/mg de proteina) en mitocondrias
de sincitiotrofoblasto preeclamptico. La actividad de la aconitasa mostré un incremento
(0.004133333 + 8.81917E-05 mmoles cis-aconitato/mg de proteina) en mitocondrias de
citotrofoblasto preeclamptico y (0.005 + 0.00026458 mmoles Cis-aconitato/mg de proteina) en
mitocondrias de sincitiotrofoblasto preeclamptico. Estos resultados sugieren que la formacion
de ERO y el aumento en el NO podria favorecer un estado de estrés oxidativo y nitrosativo en
mitocondrias de pacientes con preeclampsia, el cual presenta aparente diferencia en los

distintos tipos de mitocondrias de la placenta.



Estrés oxidativo y nitrosativo en mitocondrias de placenta humana con preeclampsia

1. INTRODUCCION

1.1 La placenta

La placenta es un oOrgano muy especializado y caracteristico de los mamiferos
superiores. La placenta humana desempeia funciones inmunoldgicas, nutritivas y endocrinas
esenciales para el desarrollo del embarazo. Regula activamente todos los intercambios que se
producen entre los compartimentos materno y fetal, desempefiando funciones similares a las
que en el adulto realizan 6rganos especializados como el pulmoén, el intestino, el rifidén o el
higado (Aliaga, 2005).

El oxigeno, agua y nutrientes esenciales para el desarrollo fetal pasan a través de ella
desde la circulacién materna. Simultdneamente y en sentido opuesto, la placenta exporta los
productos del catabolismo fetal, excepto aquellos que pasan al liquido amnidtico.

Para llevar a cabo todas las funciones mencionadas con eficacia, se requiere un
desarrollo gradual, tanto de la circulacion fetal como de la materna, que satisfaga la demanda
creciente de nutrientes ocasionada por el crecimiento fetal y su metabolismo (Bajo y col.,

2007).

1.1.1 Anatomia de la placenta

La placenta madura es un o6rgano con forma discoidal que tiene un diametro
aproximado de 15 a 20 cm, con un espesor de 1.5 a 2.5 cm y un peso medio de 500 g, que se
extiende sobre una cuarta parte de la cavidad uterina (Cunningham y col., 1996).

La placenta presenta dos caras: una materna y otra fetal (Fig. 1). Por la cara materna se
une al utero. Si se examina después del parto, esta cara tiene un color rojizo y un aspecto
sangrante, y en ella se comprueba la existencia de un nimero variable (10-38) de areas
convexas un poco elevadas que se denominan “lébulos placentarios” o “cotiledones”. Estos
lobulos estan separados de manera incompleta por surcos de profundidad variable que se
denominan “tabiques placentarios” o “septos”. La cara fetal, orientada hacia la cavidad
amniotica, esta tapizada por el amnios, una membrana delgada y lisa que permite reconocer
los vasos sanguineos que la recorren y que son continuacion de los vasos del cordon
umbilical, el cual se inserta en dicha cara. Al final del embarazo, el cordon umbilical tiene una

longitud media de 50 cm y un didmetro entre 1 y 1.5 cm. Contiene dos arterias y una vena que
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poseen musculatura propia y se encuentran rodeadas por un tejido mesenquimatoso
denominado “gelatina de Wharton”. La cubierta del cordon umbilical estd formada por el
amnios, que junto con la gelatina de Wharton protegen la circulacion sanguinea por los vasos
del cordon (Bajo y col., 2007).

Vasos Maternos
Cara materna P

Yellosidades

it

Carafetal  Gelatina deWharton —7

(\_. - /

Figura 1.- Placenta humana. Corte transversal de la placenta [1].

1.1.2 Componentes de la placenta

La placenta presenta varios componentes:

# Porcion materna

Consiste de la mucosa uterina, que en cada ciclo menstrual se prepara por la accion de una
serie de hormonas ovaricas (foliculina y progesterona) para la anidacion. Esta proliferacion
del endometrio afecta a los vasos, al epitelio, al corion y a las glandulas (Pacheco, 1999).

# Porcion fetal

Contiene enzimas con actividad proteolitica, capaces de lisar la parte del epitelio en la que
tiene que implantarse el ovulo, y gracias a ello, iniciar la relacion materno-fetal (Merkis y
col., 2005). Esta formada por dos partes, una capa celular interna llamada citotrofoblasto y
una capa celular externa denominada sincitiotrofoblasto (Fig. 2). El sincitiotrofoblasto es la
capa periférica que recubre las vellosidades; estd formado por células multinucleadas, de
nucleos pequefios, densos, con citoplasma granular, denso y anfofilo, con algunas vacuolas

lipidicas. No presenta mitosis. El sincitiotrofoblasto esta totalmente en contacto directo con la
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sangre materna en el espacio intervelloso y tiene funciones endocrinas (formacion de
gonadotropina). El citotrofoblasto tiene moléculas antigénicas, de modo que debe estar a una
distancia segura de la sangre materna (Gallego, 2007). Esta constituido por células de ntcleos
relativamente grandes, vesiculosos, y citoplasma claro, de limites definidos; presenta
actividad mitdtica. Las sustancias pasan desde la madre al feto, desde la sangre materna hasta
el espacio intravelloso; ahi se cruzan las dos capas de citotrofoblasto, algin tejido conectivo
fetal y finalmente la pared capilar fetal. Al ir avanzando el embarazo, disminuye el
citotrofoblasto, aunque persiste hasta el final de la gestacion. El estroma de las vellosidades
maduras contiene abundantes vasos, vecinos al trofoblasto, donde forma la barrera de

intercambio con la sangre materna (Pacheco, 1999).

Glandulas  vggiculas uterinas
uterinas

sincitiotrofoblasto

citotrofoblasto
Corion, mesodermo y
vasos fetales

Mesodermo Espacio intervelloso

Figura 2.- Vellosidades de la placenta humana. Diagrama de las vellosidades coridénicas secundarias
de la placenta [2].

Las vellosidades de la placenta forman cotiledones, los cuales estan constituidos de un
recubrimiento de sincitio, una capa celular de Langhans y tejido conjuntivo donde se
ramifican los vasos. Los cotiledones estan divididos por tabiques deciduales, que separan los
espacios intervellosos en grandes compartimientos, los cuales estan irrigados por arterias
espirales (Bajo y col., 2007).

Para proteccion del feto, durante el desarrollo embrionario se forman varias

membranas, tales como el amnios, que es la capa de la membrana fetal que va a envolver
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totalmente al embrion y feto, y el corion que es la capa mas externa que envuelve al area
embrionaria y va a ser la base sobre la que se forme la placenta (Abad 1999).

La irrigacion sanguinea dentro de las membranas fetales y el paso de nutrientes y
productos gaseosos, es llevado a cabo por los vasos feto-placentarios, que son ramas de las
arterias umbilicales que convergen para formar la vena umbilical (Bajo y col., 2007).

Existen riesgos de presentar alteraciones durante el embarazo, entre los que se
incluyen el aborto, restriccion del crecimiento intrauterino, diabetes gestacional, la

preeclampsia (PE) y la eclampsia, entre otros (Agarwal y col., 2005).

1.2 Preeclampsia

La preeclampsia es un sindrome clinico caracterizado por el aumento de la presion
arterial sistolica/presion arterial diastolica (>140/90 mmHg) después de la semana 20 de
gestacion, combinado con proteinuria (>300 mg/dL) y edema en las extremidades (Halewa y
col., 1997).

Aunque el signo mas notorio de la enfermedad es una elevada presion arterial, puede
desembocar en una eclampsia y provocar dafio al endotelio, riflones ¢ higado materno. El
Unico tratamiento es la induccidén del parto, una cesarea o aborto, aunque la preeclampsia
puede permanecer hasta seis semanas posparto. Es la complicacion del embarazo mas comin
y peligrosa, por lo que debe diagnosticarse y tratarse rapidamente, ya que en casos severos
ponen en peligro la vida del feto y de la madre (Secretaria de Salud, 2000).

La preeclampsia estd asociada con la invasion deficiente del trofoblasto hacia las
arterias espirales, lo que resulta en una disminucion del calibre de estas arterias e isquemia
placentaria. Esto causa dafio endotelial vascular debido a la liberacion de diversos mediadores
que dafian las células del endotelio vascular en toda la madre, lo que conduce a la hipoxia en

los 6rganos predispuestos (pulmones, higado, rifiones) (Widschwendter y col., 1998).

1.3 Clasificacion de la preeclampsia/eclampsia

De acuerdo a los signos y sintomas, se han propuesto dos tipos de preeclampsia: la
preeclampsia leve y la preeclampsia severa (Secretaria de Salud, 2000).
La preeclampsia leve se caracteriza por presion arterial de 140/90mmHg, edema en

cara y manos, alteracion de la funcion hepatica y visual y proteinuria.
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La preeclampsia severa se caracteriza por presion arterial mayor a 160/90 mmHg,
oliguria menor de 400ml/24h, trastornos mentales, dolores epigastricos, edema pulmonar o
cianosis, aumento de peso de mas de 2 kg en una semana, alteraciones visuales, cefaleas
intensas y persistentes y elevacion de las enzimas hepaticas o trombocitopenia.

La eclampsia es la evolucion de la preeclampsia donde la magnitud de la
vasoconstriccion y el alza tensional provocan una encefalopatia hipertensiva, capaz de
producir convulsiones en ausencia de una patologia neuroldgica previa (Peralta-Pradero y

col., 2004).

1.4 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que existen anualmente mas de
166 mil muertes por preeclampsia. Su incidencia es del 5 al 10% de los embarazos, pero la
mortalidad es de 5 a 9 veces mayor en los paises en vias de desarrollo (OMS, 2005). En
Meéxico es la primera causa de muerte materna (Tabla 1) (Peralta-Pradero y col., 2004).

En Michoacan, las principales causas de muerte materna estan asociadas a
hemorragias obstétricas y a la preeclampsia-eclampsia. En el 2008, se registraron 40
defunciones en mujeres embarazadas o durante el parto o el puerperio; el grupo de edad mas

frecuente fue el de 25 a 29 afos (Secretaria de Salud de Michoacan, 2009).

Causas 2004 2005
Enfermedad hipertensiva 29.46 % 25.93 %
del embarazo
Hemorragia del embarazo, 25.50 % 24.48 %
parto y puerperio
Aborto 7.10 % 7.49 %
Sepsis y otras infecciones 347 % 242 %
puerperales

Tabla 1.- Principales causas de muerte materna en México. Incidencia nacional de las principales
causas de muerte materna en México, durante los afios 2004 y 2005 (Diaz, 2006).
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1.5 Etiopatogenia

Son numerosos los factores de riesgo que predisponen a la preeclampsia; estos
incluyen preeclampsia previa, embarazos multiples, hipertension cronica, diabetes mellitus,
nuliparidad, obesidad y enfermedades del rifion. El vasoespasmo es considerado el cambio
central patologico de la preeclampsia y se sugiere que este proceso es llevado por un
desbalance entre prostaciclina y tromboxano, los cuales son metabolitos bioldégicamente
activos del acido araquidonico (Mutter y Karumanchi, 2007).

Varios mecanismos fisiopatologicos se han implicado en el desarrollo de la
preeclampsia. Estos mecanismos incluyen: disfuncion endotelial, inflamacion, estrés
oxidativo, activacion de trombosis y el sistema renina-angiotensina. La perfusion ttero-
placentaria deficiente se ha reconocido como una caracteristica en todos los sindromes de
preeclampsia (Dinesh, 2005).

La invasion del trofoblasto hacia las arterias espirales es responsable de la circulacion
utero-placentaria deficiente. La invasion deficiente del trofoblasto y la subsecuente
remodelacion de las arterias espirales resultan en diametros de las arterias espirales de solo
40% respecto a los hallados en embarazos normales. En la preeclamsia, las arterias espirales
son remodeladas por el trofoblasto mediante la invasion de sus paredes, causando la pérdida
de la capa muscular y la lamina elastica interna. Esto convierte al sistema placentario normal
de alto flujo y baja resistencia en un sistema de bajo flujo y alta resistencia que resulta en
isquemia placentaria, que se cree es el desencadenante de este cuadro clinico, a través de
sustancias liberadas por el ttero o la placenta isquémica que afecta la funcion endotelial, ya
sea por liberacion de sustancias vasoconstrictoras o inhibicion de las influencias
vasodilatadoras. Las células endoteliales activadas o dafnadas por radicales libres de oxigeno,
peroxidacion de lipidos, quimiotaxis de células inflamatorias y agentes vasopresores
(desequilibrio prostaciclinas/tromboxano A;) causa vasoconstriccion, promueve la trombosis
y fibrosis, la coagulacion vascular diseminada, la hipertension y la lesion de multiples

organos (Widschwendter y col., 1998).

El conjunto de hallazgos clinicos de la preeclampsia se ha observado solamente en
mujeres embarazadas, llevando a la conclusion de que la placenta es la responsable de

ocasionar esta condicion (Mutter y Karumanchi., 2007).
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Tierney y col. (2003) mencionan que existen cuatro factores etioldgicos principales que
desencadenan la preeclampsia:

1) Mal adaptacion inmunologica

2) Isquemia placentaria

3) Estés oxidativo

4) Susceptibilidad genética

Existen evidencias donde se muestra que las especies reactivas de oxigeno (ERO) y
de nitrégeno (ERN) participan de manera importante en el desarrollo de la preeclampsia. El
dafio producido por el estrés oxidativo observado en condiciones de preeclampsia, indica

como una fuente a la mitocondria por ser un sitio productor de ERO (Wang y Walsh, 1998).

1.6 La mitocondria

Las mitocondrias son organulos citosolicos ubicuos, presentes con algunas
excepciones en todas las células eucariontes. Tienen una forma filamentosa o granular. La
estructura caracteristica de las mitocondrias las hace facilmente distinguibles de otros
elementos intracelulares. Contienen su propio ADN, que ademas en parte controla su numero,
tamafio y funcion. Las dimensiones de la mitocondria son de aproximadamente 0.5 pm de
diametro y 1.0 pm de longitud. La mayoria de las células de plantas y animales contienen
varios cientos a miles de mitocondrias (Vézquez y Tuena de Goémez-Puyou, 2002).

El modelo tipico de la mitocondria (Fig. 3), consiste en dos sacos membranosos, uno
dentro del otro, con lo que se forman dos compartimientos, uno externo que corresponde a un
espacio limitado por las dos membranas, la externa y la interna y otro espacio interno,
limitado solamente por la membrana interna llamado matriz mitocondrial (Vazquez y Tuena
de Gomez-Puyou, 2002).

La membrana externa esta compuesta por alrededor del 30-40% de lipidos y del 60-
70% de proteinas, entre las que se encuentran las enzimas de la oxidacion de aminoécidos, de
la biosintesis de acidos grasos y de fosfolipidos de membrana, entre otros. La caracteristica
mas importante de la membrana externa es que presenta una permeabilidad poco selectiva
(Vazquez y Tuena de Gomez-Puyou, 2002).

La membrana interna esta formada por aproximadamente 80% de proteinas y es rica
en acidos grasos insaturados, lo que explica su baja viscosidad y su susceptibilidad a la

lipoperoxidacion. La membrana interna es altamente selectiva e impermeable a la mayoria de
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las moléculas, a excepcion del O,, CO, y el H,O. Esto permite el establecimiento del
potencial transmembranal (AY) y evita pérdidas en el mismo. La selectividad de esta
membrana se debe a la presencia de proteinas translocadoras y acarreadores especificos
(Mathews y Van Holde, 2004).

En la matriz mitocondrial se encuentran las enzimas solubles del metabolismo, como
las del ciclo de Krebs y la oxidacion de los acidos grasos. Ademas, se encuentran sustratos,
iones inorganicos y cofactores, asi como el ADN, ARN mitocondrial y ribosomas que
generan varias proteinas mitocondriales (Vazquez y Tuena de Goémez-Puyou, 2002).

El espacio intermembranal, limitado por las dos membranas, no presenta ninguna
estructura u organizacion especial, sin embargo, contiene una serie de proteinas solubles
importantes para la funcion mitocondrial, tales como la adelinato cinasa que interviene en la

transferencia del enlace de alta energia del ATP (Henze y Martin, 2003).

Membrana
interna
Matriz
Membrana
externa
Cresta

- - ———

R e ~
- -ﬁ-"""""""’-m -“‘,.l"”"":" .« o
R P e N e Tt P
* o weamo e eI Y "‘.,._‘.,'-"'.‘ ™ - :.‘4"
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-

N S T e A L - 2OP 208 o4

Figura 3.- Estructura mitocondrial. La mitocondria esta integrada por la membrana externa, la
membrana interna, el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial, ubicada dentro de la
membrana interna, formando crestas debido a su plegamiento (Berg y col., 2008)

Se han descrito dos tipos de mitocondrias en la placenta (Fig. 4), con diferencias
estructurales y funcionales, las cuales dependen del tipo de células trofoblasticas a las que
pertenecen. En células citotrofoblasticas se encuentran mitocondrias de gran tamafo, con
morfologia similar a las mitocondrias del higado, con crestas laminares y una forma

redondeada, mientras que el sincitiotrofoblasto contiene mitocondrias pequefias con una
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matriz condensada y vesiculas parecidas a las crestas, de forma irregular, con protuberancias
en las membranas interna y externa. Ademas, las mitocondrias del sincitiotrofoblasto,
contienen la proteina P450,.. (enzima de ruptura de la cadena de colesterol) que cataliza el

primer paso en la esteroidogénesis (Martinez y col, 1997).

Figura 4.- Ultraestructura de células humanas de citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto.
Microfotografia electronica de las vellosidades de la placenta humana, mostrando el sincitiotrofoblasto
(ST) y el citotrofoblasto subyacente (CT). Nucleo (N) y mitocondria (M) y (m) (Martinez y col.,
1997).

A pesar de la amplia variedad de formas y tamafios que presentan la mitocondrias,
tienen como caracteristica comun la membrana externa e interna como barrera de
permeabilidad selectiva. En la membrana interna esta propiedad permite establecer un
gradiente de iones que es esencial para llevar a cabo su funcion primaria que es la sintesis del

ATP (Vazquez y Tuena de Gomez-Puyou, 2002).
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1.6.1 La cadena transportadora de electrones

Desde el punto de vista de la bioenergética, las mitocondrias son los organulos de las
células eucariontes aerobicas, donde ocurren las transformaciones energéticas mas
importantes: la oxidacion de sustratos y la fosforilacion de ADP para formar ATP. Estos dos
fendmenos se retinen conceptualmente en uno solo, conocido como la fosforilacion oxidativa
(Vazquez y Tuena de Gomez-Puyou, 2002).

La estructura de la membrana interna mitocondrial permite fijar los componentes de la
cadena respiratoria en un ordenamiento secuencial que facilita la transferencia de electrones
entre ellos, lo que determina una alta velocidad y eficiencia del sistema. Durante las
reacciones enzimaticas involucradas en la glucdlisis, en la oxidacion de acidos grasos y en el
ciclo de Krebs, los equivalentes reductores [nicotinamida adenindinucledtido reducido
(NADH) y dinucleotido de flavina y adenina reducido (FADH,)], generados por la oxidacion
de moléculas en dichas vias metabolicas, inician la fosforilacion oxidativa. La cadena
respiratoria transfiere los electrones del NADH o FADH,, generados por la oxidacion de
nutrientes, hasta el O,. La energia liberada por las reacciones redox que se llevan a cabo en
los complejos es almacenada en forma de un gradiente de protones que es responsable de la
generacion del gradiente electroquimico (AW), el cual es usado por la ATP sintasa para la
formacion de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Pi). El AY es necesario también para
el transporte i6nico y de proteinas (Lehninger y col., 2000).

La cadena respiratoria es un ensamble de mas de 20 captadores de electrones capaces
de experimentar cambios reversibles en su estado redox (Fig.5). Se encuentran principalmente
asociados, ya sea de manera covalente o no covalente, a estructuras proteicas oligoméricas
que forman grandes complejos enzimaticos embebidos de manera parcial en la membrana
interna mitocondrial (Calderon-Cortés, 2008). A continuacion, se describen algunas

particularidades de cada uno de los complejos:

1. Complejo I (NADH: ubiquinona oxidorreductasa): también conocido simplemente
como NADH deshidrogenasa, cataliza la transferencia de electrones desde el NADH
hasta la ubiquinona con el bombeo de cuatro protones hacia el espacio
intermembranal.

2. Complejo I (Succinato: ubiquinona oxidorreductasa): es una enzima que tiene una
funcién dual: participa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) y

como complejo de la cadena respiratoria; esto lo coloca como un regulador importante
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en el metabolismo. Cataliza la oxidacion de succinato a fumarato, y transfiere los
electrones via FADH; a la poza de ubiquinona de la cadena respiratoria. Este es el
unico complejo respiratorio que no es una bomba de protones: la transferencia de

electrones no esta acoplada a la generacion del gradiente electroquimico.

Espacio
intermembranal

0

Matriz mitocondrial

Figura 5.- Cadena transportadora de electrones (CTE). La energia obtenida a través de la
transferencia de electrones (flechas negras) a lo largo de la CTE es usada para bombear protones
(flechas rojas) desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal, creando un gradiente
electroquimico de protones a través de la membrana mitocondrial interna denominado AY. Este
gradiente electroquimico de protones permite a la ATP sintasa utilizar el flujo de H' que se genera a
través de esta enzima para generar ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) y fosfato inorgénico [3].

1.

Complejo IIT (Ubiquinol: citocromo C oxidorreductasa): este complejo, denominado
también complejo bcy, cataliza la oxidacion del ubiquinol y la reduccion del citocromo
¢ soluble. Es un complejo proteico oligomérico que transfiere dos electrones desde un
quinol de relativamente bajo potencial redox a un citocromo C y bombea cuatro
protones al lado electropositivo de la membrana por cada par de electrones
transferidos a dos moléculas de citocromo C.

Complejo IV (Citocromo C oxidasa): es el componente terminal de la cadena
respiratoria. La enzima cataliza la transferencia de cuatro electrones provenientes de
cuatro moléculas de citocromo C reducido hacia una molécula de oxigeno,
produciendo dos moléculas de agua y consumiendo cuatro protones; contribuyendo

también a la generacion del gradiente electroquimico de protones. La citocromo C
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oxidasa contribuye de manera importante a la formacion del gradiente electroquimico,
por lo que esta seccion de la cadena respiratoria se le conoce como sitio III de
acoplamiento.

3. Complejo V (ATP sintasa): Es la enzima que aprovecha el gradiente electroquimico
generado por la cadena respiratoria para fosforilar el ADP y transformarlo en ATP. La
ATP sintasa tiene un didmetro de 10 nm, y es el complejo més pequefio identificado
hasta ahora. Trabaja con un grado de efectividad cercano al 100%. Esta enzima esta
formada por dos componentes principales; uno anclado a la membrana mitocondrial
interna, llamado Fy_y otro que sobresale por la cara interna de la estructura llamada F;.
El componente Fy, es el motor impulsado por protones (Vazquez y Tuena de Gémez-

Puyou, 2002).

La formacion del ATP depende de la presencia de adenosin difosfato (ADP) y Pi. En
condiciones fisioldgicas, la membrana mitocondrial tiene una alta concentracion de Pi, de
manera que la concentracion de ADP es la reguladora de la velocidad de los procesos. Al
estado metabolico caracterizado por la presencia de sustrato oxidable, ausencia de ADP y
consumo lento de oxigeno, se le denomina estado 4. La adicion de ADP promueve un
consumo de oxigeno rapido (estado 3), que se mantiene hasta que todo el ADP sea
transformado a ATP y regrese al estado 4. La relacion entre la respiracion en estado 3 y
estado 4 se denomina cociente respiratorio, el cual es usado para expresar el grado de
acoplamiento entre los procesos de oxidacion y fosforilacion. Valores bajos del cociente

respiratorio indican mitocondrias dafiadas o desacopladas (Chance y Williams, 1956).

La integridad de las mitocondrias es especialmente susceptible al dafio oxidativo, ya
que es una fuente intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO), pero también principal
blanco de ellas, provocando una disminucion en la sintesis de ATP mitocondrial, pérdida de la
homeostasis de calcio celular e induccion de la apertura del poro de transicion de la

permeabilidad mitocondrial, los cuales inducen a la célula a apoptosis (Mataix, 2005).
1.7 Estrés oxidativo y nitrosativo y su relacion con la preeclampsia
El estrés oxidativo puede derivarse como consecuencia de un incremento de la

exposicion a oxidantes o del descenso de la proteccion contra estos oxidantes; lo cual puede

ocurrir simultaneamente (Davies, 1999). Se define como un desbalance ente la produccion de
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ERO y la proteccion antioxidante (enzimatica y no enzimatica) (Many y col., 2000). De igual
manera, el estrés nitrosativo se refiere al desequilibrio entre especies reactivas de nitrogeno
(ERN) y los sistemas antioxidantes. Por lo tanto, son susceptibles al dafio oxidativo proteinas,
lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos (Padmini y col., 2009).

Estudios recientes indican que la patogénesis de la preeclampsia esta asociada con el

estrés oxidativo que ocurre en la mitocondria (Padmini y col., 2009).

1.7.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las ERO son moléculas pequefias que contienen oxigeno, altamente reactivas, las
cuales pueden ser altamente toxicas e iniciar reacciones en cadena que pueden comprometer
la vida de la célula. Dentro de las ERO se incluyen a los radicales libres (RL) de O,. Un RL se
puede definir como aquella especie quimica que posee un electron (e-) desapareado. Se
incluyen entre las ERO al radical superoxido (O"), peroxido de hidrogeno (H,0,) y el radical

hidroxilo (OH") (Martinez, 2005).

1.7.1.1 Radical superoxido (O;")

Es un radical cargado negativamente, producto de la reduccion del oxigeno molecular.

O, +e — 0Oy

La mitocondria es uno de los principales sitios de produccion del O,” en la celula,
debido a que en la CTE, una pequeia parte del oxigeno consumido es reducido
principalmente por los electrones provenientes de los sitios redox de la CTE (Grenn y col.,

2004). Los principales sitios de produccion de radical superdxido son los complejos 1y III

(Fig. 6).
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Matriz mitocondrial
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Figura 6.- Generacion de ERO en mitocondria. El oxigeno consumido es reducido
principalmente por los electrones provenientes de los sitios redox de la CTE, siendo los
complejos I y III los principales productores del radical superdxido (Buqué y col., 2008).

El O," tiene la capacidad de reaccionar con muchos compuestos organicos e
inorgénicos, tales como quinonas, metales de transicion, ascorbato, a-tocoferol,
catecolaminas, tioles, hemoproteinas y enzimas como la aconitasa (Grenn y col., 2004).

Es importante sefialar que el O,” tiene efectos benéficos a dosis moderadas, ya que
participa en la vasoconstriccion en células del musculo liso (Laurino y col., 1991), entre

muchas otras.

1.7.1.2 Peroxido de hidrogeno

Es un metabolito del oxigeno, formado por la dismutacion del O, 7, reaccion catalizada

por la enzima superoxido dismutasa (SOD).

SOD

20, +2H" ———» 0,+ H,0,
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El H,O; no es un radical libre debido a que no posee ningun electron desapareado,
pero es una ERO por su alta reactividad en presencia de metales de transicion generando un

potente oxidante, el radical hidroxilo (OH") (Fridovich, 1995).
1.7.1.3 Radical hidroxilo

Es el radical mas reactivo entre ERO, tiene la capacidad de reaccionar de modo directo
con cualquier clase de molécula biologica a una velocidad elevada (Fridovich, 1995).

El mecanismo de produccion del OH' es primordialmente por la descomposicion del
H,0, en presencia de metales de transicion, principalmente el i6n ferroso (Fez+) y cuprico

(Cu2+), por la reaccion de Fenton (Minotti y col., 1987).
Fe*' + H,0, — Fe’' + OH + OH’

Este radical es el principal responsable del dafio a los lipidos de membrana, mediante

el proceso de la lipoperoxidacion.
1.7.2 Especies reactivas de nitréogeno (ERN)

La reaccion del oxido nitrico (NO") con las ERO favorece la generacion de especies
reactivas de nitrogeno (ERN), las cuales son capaces de reaccionar con diversas biomoléculas
por medio de reacciones de oxidacion, hidroxilacion, nitrosilacion y nitracion. Aunque esto
puede ocurrir en condiciones fisiologicas normales; en ciertas circunstancias, cuando existe
una produccion elevada en ERN mayor que los niveles de antioxidantes, se establece una

condicioén conocida como “estrés nitrosativo” (Valko y col., 2007; Guzman y col., 2006).
1.7.2.1 Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO") tiene caracter de radical libre al contener un electron
desapareado. Sin embargo, es una especie biologica relativamente estable con una vida media
mayor a la de otras ERN (Rojo y col., 2003). Es sintetizado en los organismos vivos a partir
de L-arginina, por una familia de enzimas denominadas 6xido nitrico sintasas (NOS) (Figura
7).
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Figura 7.- Reaccién catalizada por la NOS. La 6xido nitrico sintasa (NOS) cataliza la reaccion de
oxidacion de la L-arginina para generar y L-citrulina y NO' [4].

El NO' tiene una importancia biolégica en diversos organismos, ya que participa en

procesos como la neurotransmision, la vasodilatacion, la respuesta inmune y en la regulacion

del consumo de oxigeno en la mitocondria. E1 NO® ejerce sus acciones bioldgicas a través de

reacciones con diversas biomoléculas como se describe a continuacion.

Reacciones con metaloproteinas: dan lugar a la uniéon del NO™ a hemoproteinas como
la guanilato ciclasa, la citocromo oxidasa mitocondrial y a proteinas con centros
fierro-azufre (Fe-S) tales como, la aconitasa (Castro y col., 1994).

Reaccion con grupos sulthidrilos: lleva a la formacion de nitrosotioles, que
representan formas de almacenamiento de NO™ (Rojo y col., 2003).

Reaccion con el oxigeno: en medios aerobios, el NO' reacciona con el oxigeno
molecular para generar dioxido de nitrogeno (NO,'), el cual es también un radical
libre, con mayor poder oxidante que el NO" (Rojo y col., 2003).

Reaccion con el anion superoxido: da lugar a la formacion de una especie no radical,
el anion peroxinitrito (ONOQO”), que es una molécula inestable y reactiva, que en
ausencia de otras moléculas se isomeriza a nitrato. Tanto el anién peroxinitrito como
su acido conjugado, son oxidantes fuertes que atacan un nimero variado de
biomoléculas (Rojo y col., 2003).

Reaccion con radicales organicos: reacciona a velocidades elevadas. Destacan las

reacciones con los radicales lipidicos que aparecen durante los procesos de
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peroxidacion de membranas tales como el radical lipoperoxido (LOO"), que da lugar a

la formacion de complejos de lipidos con el NO™ (Rojo y col., 2003).

En la mitocondria el NO" compite con el O, por el sitio de union binuclear a;Cu del
complejo IV de una manera reversible. La inhibicién del consumo de O, por el NO
disminuye el potencial transmembranal y el gradiente electroquimico (Ghafourifar y Richter,
1997). La regulacion fisioldgica del consumo de oxigeno representa un efecto benéfico, sin
embargo, si la inhibiciéon por el o6xido nitrico de la citocromo € oxidasa es prolongada,
ocasiona la generacion del anion superoxido y puede reaccionar con el NO' para formar

ONOQO:/, el cual provoca dafios celulares irreversibles (Tortora y col, 2007).
1.7.2.2 Relacion de 6xido nitrico y la preeclampsia

Algunos autores han encontrado disminucién de los metabolitos del NO™ en suero y
orina en pacientes con preeclampsia, pero no en el plasma (Silver y col., 1996). También, se
encontrd que el sistema de GMPc estaba disminuido en la orina o incrementado en el plasma
de mujeres con preeclampsia (Begum y col., 1996). En la circulacion feto-placentaria (vena
umbilical) se encontré que la concentracion de NO® era invariable en la preeclampsia
(Boccardo y col., 1996). Estudios recientes demuestran el incremento en los metabolitos del

NO" (N 0, y NO; ) en mitocondrias de placenta con preeclampsia (Padmini y col., 2009).
1.7.2.3 Peroxinitrito

El peroxinitrito (ONOO_) es un oxidante muy potente, producido por la reaccion del

anion superoxido y el 6xido nitrico (Radi, 2000).
NO + 0, —— ONOO k=7x10"M"s"

Tanto el anién peroxinitrito, como su acido conjugado, son oxidantes fuertes que
atacan un nimero variado de biomoléculas, incluso sulfhidrilos de bajo y alto peso molecular,
metalproteinas, lipidos, carbohidratos y ADN, dando lugar a la formacion de productos
oxidados y nitrados (Beckaman y col., 1990).

La mitocondria representa un blanco de las acciones toxicas del peroxinitrito. Radi y

col. (1994), mostraron que el peroxinitrito afecta varios componentes de la CTE (los
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complejos I, Il y III) y de la sintesis de ATP, asi como el centro Fe-S de la aconitasa,
causando una inhibicién de la respiracion y una caida de la sintesis de ATP o dafiando el
ADN con la subsecuente activacion de una enzima que consume energia, la poli (ADP-ribosa)
sintetasa (Bolafios y col., 1997). Dichos efectos, tienen un impacto sobre la homeostasis del
calcio. Ademas, la interaccion del peroxinitrito con las mitocondrias puede determinar la

sefalizacion de procesos de muerte celular programada, apoptosis (Radi, 2000).

Lowe (2000), propone que en la preeclampsia, la deficiencia de NO® (secundaria al
dafio oxidativo) y el aumento de ONOO , contribuyen directa e indirectamente en dicha
patologia, de acuerdo con estudios realizados en vasos sanguineos de placentas de pacientes

con preeclampsia (Roggensack y col., 1999).
1.7.3 Daiio a biomoléculas por ERO y ERN

Los efectos toxicos ocasionados en las células debido a las ERO y ERN son
consecuencia de su interaccion con lipidos de membranas, proteinas y acidos nucleicos.
Dichas alteraciones afectan la funcion placentaria en patologias del embarazo tales como la

diabetes gestacional, el aborto y la preeclampsia (Myatt y Cui, 2004).
1.7.3.1 Daiio a lipidos

Las membranas celulares son susceptibles a la oxidacion, entre las que destaca la
membrana mitocondrial debido a su alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados (AGP).
Los AGP tienen en su estructura quimica dobles enlaces separados por grupos metileno, lo
que hace que las uniones C-H sean considerablemente susceptibles al dafio por ERO

(Velazquez y col., 2004).

El radical OH’, ataca un AGP en el carbono adyacente a un doble enlace y provoca un
rompimiento hemolitico de un enlace C-H por la sustraccion de un hidrogeno, lo cual genera
un radical lipidico (L") al retener el acido graso un electron desapareado. El radical L™ capta el
oxigeno y se forma un peroxido lipidico (LOO). Este compuesto es altamente reactivo, capaz
de sustraer un atomo de hidrogeno de la cadena insaturada vecina para transformarse en un
hidroperoxido (LOOH) inestable, mientras que el radical lipidico formado (LOO") puede

reiniciar el ciclo, generandose asi una reaccion en cadena (Fig. 8). La reaccion en cadena
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finaliza con la interaccion de un LOO’ con otro radical o con un antioxidante. El
hidroperéxido lipidico puede fragmentarse en compuestos tales como el malondialdehido

(MDA) o el 4-hidroxi nonenal (4-HNE) (Velazquez y col., 2004).
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Figura 8.- Esquema de la lipoperoxidacion. En la figura se muestra la reaccion en cadena de la
lipoperoxidacion. Una especie, principalmente el OH" capta un atomo de hidrogeno de un doble enlace
de un 4cido graso poliinsaturado formando un radical lipidico (L"), el cual en contacto con el oxigeno,
se transforma en un perdxido lipidico (LOO¢®) que es capaz de extraer un atomo de hidrégeno de una
cadena insaturada adyacente y transformarse en un hidroperoxido (LOOH). La reaccion en cadena
finaliza con la interaccion de un LOO™ con otro radical o con un antioxidante y el LOOH puede
fragmentarse produciendo compuestos como el MDA [5].
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Los productos de la lipoperoxidacion son aldehidos, cetonas, esteres y alcoholes. Este
proceso repetitivo provoca que la membrana pierda sus propiedades fisicoquimicas, asi como
a la inhibicion de la actividad de proteinas enzimaticas asociadas a la misma y culmina con la

muerte de la célula (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Padmini y col. (2009), demostraron en mitocondrias de placenta con preeeclampsia
que los niveles de MDA se encuentran elevados, consecuencia del dafo oxidativo en la

membrana provocado por las ERO.

1.7.3.2 Dafio a proteinas

Las proteinas son blanco de las ERO/ERN, provocando graves dafios sobre el
metabolismo y la arquitectura celular, induciendo a su destruccion (Comporti, 1985; Stadman,
1992).

Webster y col. (2008) proponen que las proteinas sufren dafio de diversas formas:

» Oxidacién y nitrosilacion de los aminodcidos aromaticos (triptofano, tirosina) al actuar

a nivel de los enlaces insaturados, en los anillos aromaticos y en los grupos tiol (-SH)

y produciendo cambios en otros aminoacidos como la arginina, lisina, cisteina, entre

otros, dando lugar a aldehidos.

» Fragmentando proteinas mediante el radical OH * producido por la reaccion del H,O,
con metales de transicion.

s Formando entrecruzamientos y agregacion de proteinas.

1.7.3.3 Daiio de los acidos nucleicos

El ADN es especialmente susceptible al dafio causado por ERO. Se ha calculado que
las ERO, causan modificaciones en diez mil bases del ADN por célula cada dia. El principal
agente dafiino es el radical OH. Las ERO y ERN fragmentan las cadenas de ADN vy
modifican las bases nitrogenadas que van a ser incorporadas al ADN, lo que produce
derivados desoxiguanosina que provocan importantes mutaciones (Fraga y col., 1990). Las
enzimas reparadoras del ADN pueden eliminar la mayoria del dafio oxidativo, pero no en su

totalidad. El dafio oxidativo en el ADN mitocondrial es unas 15 veces mayor que al ADN
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nuclear debido a la cercania del ADN a la CTE y a la carencia de histonas (Fraga y col.,

1990).

1.8 Aconitasa

La aconitasa [citrato (isocitrato) hidratasa, EC 4.2.1.3] es una enzima del ciclo de
Krebs que cataliza la isomerizacion reversible de citrato a isocitrato mediante la introduccion
de una molécula de agua sobre un doble enlace de su cadena carbonada.

El citrato experimenta un reordenamiento, la transposicion del grupo hidroxilo de la
posicion 3 a la posicion 2 formando el isocitrato, su isomero. El proceso consta de una
deshidratacion para formar el producto intermediario “cis-aconitato”, que se hidrata y el

resultado final es la transposicion del grupo hidroxilo de la molécula (Fig. 9).

Aconitasa

cHi-cool”  H2° cmcoo CcH;-coo'”

Ho—c::—co SN flljl—cool' L H—c::—cool‘
B—¢—H O 1_7‘ HO—¢—E
cool- H o0 HO cool-

Citrato cis-aconitato isocitrato

Figura 9. Reaccion de la aconitasa. Se muestra la reaccion que cataliza la enzima aconitasa de citrato
a isocitrato via cis-aconitato [6].

La enzima presenta un centro 4Fe-4S cubico esencial para su actividad catalitica. Tres
de los atomos de fierro en la estructura cubica se encuentran unidos a azufres de la cisteina del
esqueleto de la aconitasa; mientras que el cuarto atomo fierro (Fea, llamado fierro 1abil) se
encuentra ligado a un azufre inorganico y participa en la union del sustrato al sitio activo
interaccionando con grupos carboxilo e hidroxilo de este. Este centro es responsable de la

susceptibilidad de la aconitasa a las ERO y ERN (Fig. 10).
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Figura 10.- Estructura de la aconitasa. Estructura tridimensional de la aconitasa, sefialando la
ubicacion de su centro [4 Fe-4S]*" [7].

La exposicion de la aconitasa al superoxido y peroxinitrito provoca la liberacion del
Fea del centro [4Fe-4S]2+, produciendo [3Fe-4S]" con la subsecuente inactivacién de la
enzima. A su vez, el atomo de Fe libre puede catalizar la formacion de radical OH' mediante la
reaccion de Fenton. Debido a su alta sensibilidad a las ERO, la actividad de la enzima se
emplea como marcador de dafio oxidativo y/o nitrosativo. La aconitasa sufre una inactivacion

de manera dependiente a la concentracion de ONOO- (Fig. 11) (Castro y col., 1994).
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Figura 11. Inactivacion de la aconitasa mitocondrial de corazén de cerdo por el peroxinitrito.
Diferentes concentraciones de aconitasa (7.25 (A), 24.2 (e), 48.3 (¢) y 109 (m) uM) fueron incubadas

con 50, 100, 150 y 200 uM de peroxinitrito y se cuantifico la actividad enzimatica después de incubar
por 5 minutos (Castro y col., 1994).
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2. JUSTIFICACION

Durante la preeclampsia existen alteraciones asociadas a la produccion excesiva de ERO y en
el metabolismo de NO'. La mitocondria es blanco de las ERO y ERN, por lo tanto la disfunciéon
mitocondrial es un factor determinante en el desarrollo de la preeclampsia y aunado a la alta
prevalencia de preeclampsia en las muertes maternas en Michoacan, es importante estudiar el estrés

oxidativo para el futuro de nuevas intervenciones terapéuticas y farmacoldgicas.

3. HIPOTESIS

La preeclampsia estd asociada el estrés oxidativo y nitrosativo de mitocondrias de

placenta humana.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Determinar los niveles de estrés oxidativo y nitrosativo en mitocondrias provenientes de

citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto de placenta humana de pacientes normales y con preeclampsia.

4.2 Objetivos Especificos:

Medir los niveles de consumo de oxigeno de mitocondrial
e Determinar los niveles de lipoperoxidacion mitocondrial
# Determinar los niveles de 6xido nitrico mitocondrial

Cuantificar la actividad de la enzima aconitasa como marcador de dafno oxidativo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Todos los reactivos y sustancias utilizadas fueron de grado reactivo y se adquirieron

de Sigma Chemical Inc. (Eugene OR, USA) y JT Baker.

5.2 Material biolégico

De acuerdo al convenio realizado con el comité de ética del Hospital General de
Morelia “Dr. Miguel Silva”, se utilizaron placentas de pacientes normotensas y con
preeclampsia, las cuales fueron proporcionadas con los datos que comprueban embarazo
normal y con preeclampsia. Las placentas se colectaron inmediatamente después del parto,
posteriormente, se les agregd un buffer de fosfatos (PBS) que contenia NaCl 140 mM, KCI
2.7 mM, Na,HPO4 10.1 mM, KH,PO4 1.8 mM, a pH 7.3 y se colocaron en un contenedor
especial con hielo, para ser transportadas al Laboratorio de Bioquimica del Instituto de

Investigaciones Quimico Biologicas de la UMSNH, donde fueron procesadas.

5.3 Aislamiento y purificacion de las mitocondrias de placenta

Las mitocondrias fueron aisladas de acuerdo al método descrito por Martinez y col.,
(1997). Las placentas fueron procesadas durante los primeros 30 minutos después del parto.
Los cotiledones fueron separados y lavados con un medio con 250 mM de sacarosa y | mM
de EDTA (pH a 7.4 con Tris-base). El tejido fue homogenizado en 20 ml de este medio a
1,000 rpm de 1-2 veces. El pH del homogenado se ajustd a 7.4 con Tris-base y se centrifug6 a
3,000 rpm durante 15 min para remover los restos celulares. Posteriormente, se decant6 el
sobrenadante en un tubo previamente frio y se centrifugd a 5,000 rpm durante 10 min a. A
continuacion, se decantd el sobrenadante, el cual se guardd6 a 4 °C, mientras que el
precipitado, el cual contiene las mitocondrias de citotrofoblasto, se resuspendio
cuidadosamente en 3 ml del medio y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min, se desecho el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 2 ml de medio. El sobrenadante guardado se
centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min. Después, se desechod el sobrenadante y el

precipitado, el cual contiene las mitocondrias de sincitiotrofoblasto, se resuspendio
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cuidadosamente en 3 ml del medio y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min. Después se
desecho el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 2 ml de medio. Posteriormente,
ambos precipitados mitocondriales se colocaron por separado en un gradiente de sacarosa al
35%, 1 mM EDTA y 10 mM de Tris-base, (pH 7.4) y se centrifugaron a 15,000 rpm durante
40 min. A continuacion, se desecho el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en
suficiente medio, se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min y se desecho el sobrenadante.
Por ultimo, la pastilla se resuspendié en 1 ml de medio y se determind la concentracion de
proteina. Todos los procedimientos se realizaron a 4°C, mientras que las centrifugaciones se

realizaron con el rotor JA20 de una centrifuga Beckman.

5.4 Determinacion de la proteina mitocondrial

La concentracion de la proteina mitocondrial se determind por el método de Lowry
(Lowry 1951). El procedimiento se realizdo por duplicado. Para realizar la curva de
calibracion, se agregaron los volumenes correspondientes a 0, 12.5, 25, 75 y 100 ug de
albumina sérica bovina a partir de una solucion patrén de 0.5 mg/ml y se completdé un
volumen de 200 pl en cada tubo con agua desionizada. En el caso de las muestras
mitocondriales, se agregd 10 ul de muestra y 190 pl de agua desionizada. Tanto a la curva de
calibracion como a las muestras se les agreg6 Iml de solucion C (compuesta por una mezcla
de la solucion A: Na,COs al 2%, NaOH al 0.4%, tartrato de sodio y potasio al 0.2% y la
solucion B: CuSOy al 0.5%), se agitd y se dejo reposar por 30 min. Al término de este tiempo,
se determind la absorbencia de las muestras a 660 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 18. Se graficoé la curva de calibracion en Excel (Microsoft Office) y por
extrapolacion se estimo la concentracion de proteinas de las muestras, empleando la linea de

correlacion.

5.5 Determinacion del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno mitocondrial fue determinado con un electrodo de tipo Clark
acoplado a un monitor bioldgico de oxigeno YSI 5300 y un graficador. El medio de
respiracion consistio en una solucion con 250 mM de sacarosa, 10 mM de H3PO4Tris (pH
7.4), 10 de mM MgCl,, 1 mM de EGTA y 0.1% de albimina sérica bovina. Se agregd 1
mg/ml de proteina mitocondrial y succinato 10 mM como sustrato oxidable (estado 4), en

presencia de 2 pM de rotenona para inhibir el transporte reverso de electrones del complejo 11
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al complejo I y la formacion de ERO en este complejo. Para estimular la fosforilacion

oxidativa (estado 3), se agreg6 200 uM de ADP.

5.6 Determinacion de la lipoperoxidacion

Para determinar los niveles de lipoperoxidacion se utilizd una modificacion del
método del acido tiobarbitirico (TBA) (Buegue y Aust, 1978). Por medio de este método se
cuantifica la produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS por las siglas
en inglés de ThioBarbituric Acid Reactive Species) entre las cuales se encuentra el

malondialdehido, uno de los principales producto de la oxidacion de lipidos (Fig. 12).

0o°

Radical perixideo \/W

|

HES H ao b N ox HO &H
2 + U —_— NM +2H,0
H H OH

TBA MDA MDaA-TBA

Reaccion del TBEA-WMDA Producto

Figura 12.- Diagrama de la formacion del aducto MDA-TBA. En la figura se muestra las
reacciones involucradas en la formacion del malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de
la lipoperoxidacion. Se muestra también la reaccion entre el MDA vy el acido tiobarbitarico (TBA)
para formar el aducto MDA-TBA, el cual se cuantifica espectrofotométricamente a 532 nm [8].
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En tubos de ensaye se agregd 1 mg de proteina mitocondrial y medio de reaccion de
50 mM de KH,PO4 50 mM (pH 7.4) hasta completar un volumen de 1 ml. Se preincubd con
diferentes concentraciones de FeSO,4 durante 30 min con agitacion suave. Posteriormente, se
adicion6 a cada tubo 2 ml de solucion acida (&cido tricloroacético 15%, TBA 0.375% y HCl
0.25 N) y los tubos se calentaron en un bafio de agua hirviendo. Después de 15 min, se se
colocaron los tubos durante 10-15 min en hielo. Después, se centrifugaron los tubos a 7,500
rpm durante 5 min a 4 °C, se tomo6 1.5 ml del sobrenadante y se ley6 a una absorbencia de 532
nm en un espectrofotometro UV/vis Perkin-Elmer. Los resultados fueron expresados en
nmoles de TBARS/mg de proteina y se calcularon en base al coeficiente de extincion molar

del malondialdehido (1.56 x 10° M em™).

5.7 Determinacion del 6xido nitrico

La determinacion del NO® se realiz6 de manera indirecta por medio de la
cuantificacion de nitritos por el método de Griess (Green y col., 1982), el cual consiste en una
reaccion de diazotizacion (Fig. 13) para la determinacion espectrofotométrica de nitritos

formados por la oxidacion espontanea de NO' bajo condiciones fisioldgicas.

WO H
":—W@mk A Hahﬂ‘f

Sulfainilanida @ - Ny
NED

O

H:mﬁ@w:w @ N

Compuesto AZD

Figura 13.- Determinacion indirecta del 6xido nitrico. Se muestra la reaccion de nitritos (producto
del metabolismo del NO%) con el reactivo de Griess, compuesto por sulfanilamida y N-1-
naftiletilendiamina  (NED), produciendo un compuesto AZO, que puede detectarse
espectrofotométricamente a 540 nm (Green y col., 1982) [9].
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La deteccion limite para este ensayo esta entre 0.1 y 1 pM de nitritos. Se cuantifica el
nitrito porque es uno de los principales productos estables y no volatiles del NO".

El ensayo se realizo agregando en tubos de ensaye, 0.5 mg de proteina mitocondrial y
medio de incubacion que contenia NaCl 140 mM, KC1 2.7 mM, Na,HPO, 10.1 mM, KH,PO,
1.8 mM, a pH 7.3 y se ajust6 a un volumen final de 2 ml. Se incubaron los tubos por 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd 20 ul de HCIO,4 al 0.4% y se incubd por 10
min. Después, se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Por ultimo,se
tomo 1400 pl del sobrenadante y se agregd 100 pl de reactivo de Griess. Se incub6 durante 30
min a temperatura ambiente en ausencia de luz y se determiné la absorbencia de las muestras
a 540 nm. Para determinar la concentracion de 6xido nitrico se prepar6é una curva estandar
empleando concentraciones conocidas de NaNO; para obtener concentraciones en el rango
uM. La concentracion de 6xido nitrico se calculé mediante la grafica obtenida de la curva

patron.

5.8 Determinacion de la actividad de la aconitasa

La actividad de la aconitasa se determiné mediante un método directo midiendo la
aparicion de cis-aconitato a una A de 240 nm (Henson y Cleland, 1976). Se agrego en tubos de
ensaye 80 pg de proteina mitocondrial y 250 pl de solucién permeabilizante (50 mM de Tris-
HCI (pH 7.4) y 0.02% (v/v) de Tritén X-100),, se agitd vigorosamente y se incub6d durante 5
min. Posteriormente, se centrifugd a 9,900 rpm durante 5 min a 4 °C. Se tomaron 200 pl del
sobrenadante y se mezclé suavemente con el medio de reaccion que contenia 90 mM de Tris-
HCl y 20 mM de isocitrato como sustrato (pH= 8) a 30 °C. Finalmente, se determinod la
absorbencia a 240 nm. Los resultados fueron expresados en nmoles de cis-aconitato/mg de
proteina/ min y fueron calculados en base al coeficiente de extincion molar del aconitato (3.6

mM™! em™).
5.9 Analisis estadistico
Los datos fueron sometidos a la prueba t Student para determinar la significancia

(p<0.05, p<0.01 y p<0.001) de la diferencia entre los valores promedio respecto al control

(mitocondrias de placenta normotensas), utilizando el programa Graph Pad Prism 4.
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6. RESULTADOS

6.1 Signos de pacientes normales y con preeclampsia

En la tabla 2 se muestran los datos clinicos que comprueban la presencia de
preeclampsia en las pacientes del Hospital General “Dr. Miguel Silva”. Dichos datos fueron
proporcionados por el personal del hospital, en los que se puede apreciar, el aumento en la
presion arterial en el grupo preeclamptico. La proteinuria es otro signo de este sindrome,
considerandose significativa la eliminacion de mas de 300 mg/ml al dia en orina. En la tabla 2
se muestran los niveles de proteina en la orina, los cuales se encuentran elevados en el grupo
preeclamptico, mientras que los datos de las pacientes normales no fueron proporcionados

debido a que no fueron relevantes.

Edad Presion arterial Proteinuria (>300
(mmHg) mg/ml)
Paciente | Normal | Preeclamptica | Normal | Preeclamptica | Normal | Preeclamptica
1 25 29 115/70 150/90 N.D. 900 mg/ml
2 17 30 120/70 140/100 N.D 350 mg/ml
3 38 23 120/80 160/100 N.D 380 mg/ml
4 34 19 120/70 190/130 N.D. 700 mg/ml

Tabla 2.- Signos de pacientes normales y con preeclampsia. En la tabla se muestran los principales
signos que indican la presencia de preeclampsia, y los signos de pacientes normales que se encuentran
dentro del rango descrito como normal. N.D.=no determinado.

6.2 Niveles del consumo de oxigeno

Para determinar la integridad mitocondrial, se midi6 el consumo de oxigeno en el

estado 3 y el estado 4. En la figura 14 se muestra la grafica representativa del consumo de
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oxigeno de mitocondrias provenientes de células de citotrofoblasto de placenta humana de
pacientes normotensas, donde se observa que la adicion de 10 mM de succinato acelera el
consumo de O, (15% aproximadamente) y que la adicion de 200 uM de ADP tiene un efecto

de pequefia magnitud (5% aproximadamente) sobre dicho parametro.

Succinato 10 mM
1,04

1,02 l

0,98
0,96
0,94
0,92
09
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0,86
0,84
0,82 -
0,8 . . . . . |
o 500 1000 1500 2000 2500 3000
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(Estado4)  \bp 200 um

}

(Estado 3)

O (nat O, /mg prot/s)

T (s)

Figura 14.- Consumo de oxigeno de mitocondrias de citotrofoblasto de placenta humana de
pacientes normales.- En la figura se muestra el consumo de oxigeno (nat O,/mg proteina/s)
estimulado con succinato (estado 4) y en presencia de ADP (estado 3). Se muestra un trazo
representativo de una n=4.

En la figura 15 se muestra la grafica representativa del consumo de oxigeno de
mitocondrias de células de sincitiotrofoblasto de placenta humana de pacientes normotensas,
donde se observa que la adicion de 10 mM de succinato acelera el consumo de O, (5%
aproximadamente) y que la adicion de 200 uM de ADP tiene un efecto de pequefia magnitud

(2% aproximadamente) sobre dicho parametro.
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Figura 15.- Consumo de oxigeno de mitocondrias de sincitiotrofoblasto de placenta humana de
pacientes normales.- En la figura se muestra el consumo de oxigeno (nat O,/mg proteina/s)
estimulado con succinato (estado 4) y en presencia de ADP (estado 3). Se muestra un trazo
representativo de una n=4.

En la figura 16 se muestra una grafica representativa de 2 experimentos del consumo
de oxigeno de mitocondrias de sincitiotrofoblasto de placenta humana de pacientes con
preeclampsia; en contraste con lo observado en mitocondrias de mujeres normotensas, se
puede observar un aumento en el consumo de oxigeno (20% aproximadamente) y que la
adicion de succinato y ADP no tuvo ningln efecto. Mientras que en la figura 17 se observa la
grafica que representa los niveles del consumo de oxigeno de mitocondrias de
sincitiotrofoblasto de mujeres con preeclampsia correspondiente a 2 experimentos, se puede
observar un aumento en el consumo de oxigeno de un 14% aproximadamente y que la adicion

de succinato y ADP no tuvo ningtn efecto.
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Figura 16.- Consumo de oxigeno de mitocondrias de citotrofoblasto de placenta humana de
pacientes con preeclampsia. En la figura se muestra el consumo de oxigeno (nat O,/mg proteina/s)
estimulado con succinato (estado 4) y en presencia de ADP (estado 3). Se muestra un trazo
representativo de una n=3.
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Figura 17.- Consumo de oxigeno de mitocondrias de sincitiotrofoblasto de placenta humana de
pacientes con preeclampsia. En la figura se muestra el consumo de oxigeno (nat O,/mg proteina/s)
estimulado con succinato (estado 4) y en presencia de ADP (estado 3). Se muestra un trazo
representativo de una n=3.
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Para obtener el cociente respiratorio (CR) se dividio el promedio de las velocidades de
respiracion en el estado 3 entre el promedio de las velocidades en estado 4. Los resultados se
muestran en la tabla 3, donde se observa que las mitocondrias de placenta humana
provenientes de citotrofoblasto de pacientes normotensas presentan un cociente respiratorio
menor 0.60526316 + 0.49656 en comparacion con las mitocondrias de sincitiotrofoblasto
1.42465753 + 0.13548 debido a una disminucion en la velocidad del estado 3, lo cual es
indicativo de una menor actividad de la CTE en mitocondrias de citotrofoblasto. En muestras
provenientes de ambos tipos de mitocondrias de placentas de pacientes con preeclampsia, no
se pudo calcular el cociente respiratorio debido a que como se mencion6 anteriormente, en
lugar de consumirse el oxigeno se observa una aparente produccion del mismo, lo cual

sugiere que se producen ERO debido a un posible dafio en la CTE.

Tipo de mitocondrias Cociente
de placenta humana Estado 3 Estado 4 respiratorio (CR)

Mitocondrias de
citotrofoblasto normal | 0.000115 £ 0.00012 | 0.00019 £ 0.00011 | 0.653174 + 0.49656

Mitocondrias de
sincitiotrofoblasto 0.00026 +0.00021 0.0001825 +0.00021 | 1.424657 +0.13548
normal

Mitocondrias de

citotrofoblasto con N.D. N.D. N.D.
preeclampsia

Mitocondrias de

sincitiotrofoblasto con N.D. N.D. N.D.
preeclampsia

Tabla 3.- Cocientes respiratorios de mitocondrias de placenta humana.- En la tabla se muestran
los datos obtenidos del consumo de oxigeno en estado 3 con la adicion de ADP y el estado 4 en
presencia de succinato como sustrato, asi como el CR de cada tipo de mitocondrias. n=4 + DE.
N.D.=no determinado.

6.3 Niveles de lipoperoxidacion

Para evaluar el dafo oxidativo en los lipidos de membrana de placentas humanas, se
evaluaron los niveles de la lipoperoxidacion estimulada por el tratamiento con Fe’" en

mitocondrias de citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto.
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En las mitocondrias de citotrofoblasto (Fig. 18), no se observaron diferencias entre
mitocondrias de mujeres normotensas y preeclampticas. Cuando se agreg6d 100 y 200 uM de
Fe®" se observé un aumento en la lipoperoxidacion en ambos tipos de mitocondrias, el cual se
mantuvo constante en mujeres normotensas. Sin embargo, es de resaltarse que los niveles de
lipoperoxidacion fueron significativamente mas altos en las mitocondrias de citotrofoblasto de
placenta de pacientes preeclampticas bajo el mismo tratamiento, lo cual sugiere que durante la
preeclampsia aumenta la sensibilidad a la lipoperoxidacion en esta poblacion de mitocondrias,
lo cual puede ser atribuido a una menor capacidad antioxidante o a un aumento en el grado de

insaturacion de los lipidos mitocondriales.
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Figura 18.- Niveles de lipoperoxidacion en mitocondrias de citotrofoblasto de placenta humana.-
Las mitocondrias fueron tratadas con las concentraciones sefialadas en la figura bajo el protocolo
descrito en “Materiales y métodos”. Los valores representan la media de + EE de n=4 para pacientes
mnormotensas y n=2 para pacientes preeclampticas. *p<<0.05, y **p<0.01, respecto a las mitocondrias
control y #p<0.05 respecto a las mitocondrias de pacientes normotensas con el mismo tratamiento.
N=pacientes normales y P=pacientes con preeclampsia.
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En mitocondrias de sincitiotrofoblasto (Fig. 19) se observdé que los niveles de
lipoperoxidacion basales son mayores en mitocondrias de placentas de mujeres normotensas,
(barras negras) que en las mitocondrias de mujeres preeclampticas (barras blancas). No
obstante, se observo una baja sensibilidad al F " en mitocondrias de pacientes normotensas,
mientras que en mitocondrias de pacientes preeclampticas se observd un aumento progresivo
en los niveles de lipoperoxidacion respecto a la concentracion de Fe'. De manera similar a lo
observado en las mitocondrias de citotrofoblasto, se observd que las mitocondrias de
pacientes preeclampticas son mas susceptibles a los efectos de una misma concentracion de

2 . . .
Fe”" que las mitocondrias de pacientes normotensas.
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Figura 19.- Niveles de lipoperoxidacion en mitocondrias de sincitiotrofoblasto de placenta
humana.- Las mitocondrias fueron tratadas con las concentraciones sefialadas en la figura bajo el
protocolo descrito en “Materiales y métodos”. Los valores representan la media de + EE de n=4 para
mitocondrias de pacientes normotensas y n=2 para mitocondrias de pacientes preeclampticas *p<0.05
respecto a las mitocondrias control y #p<0.05 respecto a las mitocondrias de pacientes normotensas
con el mismo tratamiento. N=pacientes normales y P=pacientes con preeclampsia.
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6.4 Niveles de oxido nitrico

Para evaluar el posible establecimiento de condiciones de estrés nitrosativo durante la
preeclampsia debido a un aumento en la produccién de NO, se determinaron los niveles de
este radical en mitocondrias de placenta humana de citotrofoblasto (C) y sincitiotrofoblasto
(S). En la figura 18 se observa que en las mitocondrias de sincitiotrofoblasto hubo una mayor
produccién de NO™ en el grupo preeclamptico (barras blancas) respecto al grupo normotenso
(barras negras). En contraste, no se observaron diferencias entre ambos grupos en
mitocondrias de citrotofroblato. Es de resaltarse que el mayor nivel de NO" se observo en las
mitocondrias de sincitiotrofoblasto preeclamptico, lo cual podria desencadenar un mayor

nivel de estrés nitrosativo en esta poblacion de mitocondrias.
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Figura 20.- Niveles de 6xido nitrico en mitocondrias de placenta humana. Se muestra el valor de
la media = EE de mitocondrias de pacientes normotensas (n=4) y preeclampticas (n=3). ***p<0.001,
respecto a las mitocondrias de sincitiotrofoblasto del grupo normotenso y ###p<0.001 respecto a las
mitocondrias de citotrofoblasto del grupo preeclamptico. N=pacientes normales y P=pacientes con
preeclampsia.
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6.5 Actividad de la aconitasa

La aconitasa es una enzima presente en las mitocondrias y es susceptible al dafio
oxidativo y nitrosativo; por este motivo, se midieron los niveles de su actividad como un
marcador biologico de los estreses oxidativo y nitrosativo. Los resultados obtenidos de dicha
actividad se muestran en la figura 19, donde se observé un aumento en los grupos
preeclampticos, tanto de mitocondrias de citotrofoblasto de un 20% aproximadamente
(p<0.05), como de mitocondrias de sincitiotrofoblasto de un 40% aproximadamente (p< 0.05),
con respecto al grupo normal de cada una de ellas. En el grupo preeclamptico se observa un
aumento significativo (p< 0.01) de la actividad de la aconitasa en mitocondrias de

sincitiotrofoblasto, con respecto a las de citotrofoblasto del mismo grupo.
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Figura 21.- Actividad de la aconitasa en mitocondrias de placenta humana. Se muestran los
valores que representan la media + EE de n=3. * p<0.05 respecto a las mitocondrias del grupo normal
y ##p<0.01 respecto a las mitocondrias de citotrofoblasto preeclamptico.
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7. DISCUSION

Actualmente, la preeclampsia sigue siendo una de las causas mds importantes de
morbilidad y mortalidad materna en casi todos los paises industrializados y en desarrollo.
Aunque en México esta complicacion se ha identificado desde hace varios afios como la
principal causa de muerte materna en el Sistema Nacional de Salud (Diaz, 2006), existe un
conocimiento limitado sobre la etiologia de dicho sindrome.

Muchas investigaciones sugieren que la placenta juega un papel primordial en la
preeclampsia a causa de una placentacion anormal y una perfusion placentaria reducida
provocando disfuncion endotelial. (Llurba y col., 2004). Sin embargo, la disfuncion endotelial
de la placenta por si sola no es suficiente para el desarrollo de la preeclampsia; son necesarios
ademas diversos factores tales como, la herencia genética y factores medioambientales
(Hernandez y col., 2007).

Diversos estudios muestran que el estrés oxidativo contribuye a la disfuncion
endotelial en la preeclampsia, junto con la interaccion de la circulacion ttero-placentaria y la
predisposicion materna (Hubel, 1999). La mitocondria es fuente y blanco importante de la
produccion de ERO y ERN, lo cual concuerda con diversos reportes acerca de un estado de
estrés oxidativo en mitocondrias de células endoteliales de placenta humana de pacientes con
preeclampsia (Padmini y col., 2009). Debido a esto, y a la falta de estudios sobre la
comparacion en el estrés oxidativo y nitrosativo entre los distintos tipos de mitocondrias
presentes en el tejido placentario, fue de nuestro interés medir los niveles en cada tipo
mitocondrial.

De los registros obtenidos en la recoleccion de los datos clinicos de las pacientes
(Tabla 2) y de la evaluacion médica, se demostro que las placentas provenian de pacientes con
preeclampsia ya que se observaron aumentos en la presion arterial y la proteinuria. Esto
constituyo el punto de partida de esta investigacion.

Los resultados en la cuantificacion de los niveles de consumo de oxigeno mitocondrial
(Tabla 3), en el estado 3 y 4, se aprecia un CR muy bajo en mitocondrias de citotrofoblasto, lo
que sugiere un dafio sustancial en la CTE. Esto puede ser debido probablemente al método de
aislamiento, ya que no se cont6é con un homogenizador especial para tejidos grandes. De igual
manera, las mitocondrias provenientes de sincitiotrofoblasto también presentaron un cociente
respiratorio bajo que, sin embargo, fue mayor al de citrotrofoblasto, probablemente por las
diferencias estructurales y funcionales entre los dos tipos mitocondriales (Martinez y col.,

1997). De igual modo, el CR también fue menor al esperado para este tipo de mitocondrias
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(aprox. 2), lo que indica también un probable dafio en la CTE. En mitocondrias de
citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto preeclampticas, se observé un incremento en la
produccion de oxigeno (Fig. 16 y 17). Una probable explicacion para este fenomeno, es que
exista una alta produccion de H,O; el cual es metabolizado por la catalasa para convertirlo en
agua y oxigeno (Céspedes y col., 1995). Esto por lo tanto, apoyaria la hipotesis de que la
preeclampsia esta relacionada con el estrés oxidativo mitocondrial, el cual a su vez, se ha
relacionado con el desarrollo de la hipertension (Dikalova et al. 2010) y la inflamacion
(Aguilera-Aguirre et al. 2009) los cuales son procesos que han sido relacionados con la
preeclampsia.

En mitocondrias de sincitiotrofoblasto se observaron unos valores mayores de
lipoperoxidacion en condiciones basales (Fig. 19) respecto a las de citotrofoblasto (Fig. 18).
Esto es probablemente debido a las diferencias estructurales entre los tipos mitocondriales
(Martinez y col., 1997), ya que las mitocondrias de sincitiotrofoblasto son mas pequefas y
probablemente varian en su composicion lipidica. Sin embargo, en condiciones basales, no se
observd un incremento en la lipoperoxidacion en mitocondrias de citotrofoblasto y
sincitiotrofoblasto preeclampticas. Con el fin de corroborar una posible participacion de la
composicion de lipidos en dicho fendmeno, las mitocondrias se sometieron a concentraciones
de 100 y 200 pM Fe?', las cuales son capaces de estimular la lipoperoxidacion (Cortés-Rojo
et al. 2009). Los resultados mostraron una mayor susceptibilidad al Fe*" en mitocondrias de
citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto de pacientes preeclampticas, lo que sugiere que existe una
mayor susceptibilidad a la lipoperoxidacion posiblemente por una modificacion del tipo de
acidos grasos presentes en las membranas mitocondriales en la preeclampsia o que este
fendmeno disminuye la capacidad de las defensas antioxidantes de contrarrestar el dafio en los
lipidos.

Los resultados obtenidos en la medicion de los niveles de NO™ mostraron un aumento
significativo en mitocondrias de pacientes preeclampticas provenientes solo de
sincitiotrofoblasto (Fig. 20). Estudios recientes en células trofoblasticas de placenta humana
sugieren que el NO juega un papel importante como modulador de la formacion de oxidantes
intracelulares, pero al mismo tiempo es una molécula inestable que puede reaccionar con
radicales libres como el anioén superdxido y formar peroxinitrito, que es una especie reactiva
de oxigeno altamente oxidante de biomoléculas (Goda y col., 1996). Sin embargo, las
mitocondrias de citotrofoblasto preeclampticas, no muestran un aumento respecto a su

control, probablemente a que este tipo celular se encuentra disminuido al final del embarazo y
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mas cercano a la porcion fetal y a las diferencias estructurales y funcionales en las
mitocondrias de este tipo celular (Martinez y col. 1997).

La enzima aconitasa fue utilizada como marcador de dafio oxidativo y nitrosativo por
su susceptibilidad a las ERO y ERN. Los resultados (fig. 21), muestran un incremento
significativo en su actividad en la preeclampsia tanto en mitocondrias de citotrofoblasto y de
sincitiotrofoblasto. Esto puede ser explicado en funcion de que durante el embarazo normal el
metabolismo materno sufre una serie de ajustes para brindar a la madre y al feto una adecuada
nutricion; uno de estos cambios radica en que el organismo necesita un mayor aporte de
insulina al precisar una mayor utilizacion de glucosa (Esplin y col., 2001). No obstante que la
mayor actividad de la aconitasa se contrapone a la hipotesis de que se presenta un mayor nivel
de estres oxidativo y nitrosativo durante la preeclampsia, es posible especular que el
antagonismo aumentado a la insulina en la preeclampsia, y por lo tanto, un posible aumento
en la glicemia durante este fenomeno, podrian disparar mecanismos que aumenten la
expresion de esta enzima para aumentar el metabolismo de los carbohidratos. Otra posibilidad
es que la produccion aumentada de ERO durante la preeclampsia podria estar asociada con un
aumento en la expresion de esta enzima para compensar su inactivacion debido al estrés
oxidativo aumentado. De cualquier modo, lo anterior indica que la medicion de la actividad
de la aconitasa podria no ser un marcador adecuado de estrés oxidativo mitocondrial durante
la preeclampsia. Por lo tanto, seria mas conveniente medir el estrés oxidativo en esta

patologia mediante otro marcador tal como la relacion GSSG/GSH.
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8.- CONCLUSION

La preeclampsia esta asociada con un aumento en la formaciéon de ERO en la CTE y
de NO, lo cual podria favorecer un estado de estrés oxidativo y nitrosativo debido a la posible
reaccion entre estas especies para formar ERN, mientras que la mayor susceptibilidad de los
lipidos de membrana al ataque oxidativo podria dar lugar a la produccion de radicales
lipidicos que favorezcan el estrés oxidativo mitocondrial, el cual es posible que no pueda ser

estimado con la actividad de la aconitasa durante la preeclampsia.
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