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ABREVIACIONES

CML: Células musculares lisas.

CTB: Citotrofoblasto

EO: Estrés oxidativo.

HTA: Hipertension arterial

IHQ: Inmunohistoguimica

MEC: Matriz extracelular

MET: Microscopio electronico de transmision.

MF: Miofibroblastos.

MO: Microscopio optico.

NO: del inglés, Nitric oxide. Oxido nitrico.

iNOS: del inglés, inducible Nitric oxide synthase. Oxido nitrico sintasa inducible.
PE: Preeclampsia.

RL: Radicales libres.

RN: Recién nacido.

ROS: del inglés, reactive oxygen species. Especies reactivas del oxigeno.
SOD: Super 6xido dismutasa.

STB: Sinciciotrofoblasto.

TC: Telocitos.

TEV: Trofoblasto Extravellositario

Tps: Tel6podos.



RESUMEN

La preeclampsia (PE) es una alteracion multisistémica especifica del embarazo,
asociada a hipertension, proteinuria y edema. Su etiologia es aun desconocida, aunque se
relaciona con una placentacion deficiente que conlleva al desarrollo de un estrés oxidativo

(EO) exagerado en el érgano, acompafiado de una mayor apoptosis.

A la fecha y en relacion a la placenta, es importante destacar que los estudios de PE
han sido enfocados exclusivamente al efecto del EO y de la apoptosis que experimenta el
trofoblasto, sin embargo actualmente se ha descrito un nuevo tipo celular en el estroma de
las vellosidades coridnicas y se les ha denominado Telocitos (TC). Sobre la base de esto
ultimo, esta investigacion se enfoca en el estudio de estas nuevas células en los casos de
PE. Los TC presentan una ubicacion estratégica entre los miofibroblastos (MF) y la capa
muscular de los grandes vasos sanguineos de las vellosidades coridnicas, postulandose que
intervienen como una triada funcional en la regulacion del tono vascular fetal y de la
contraccion-relajacion de las vellosidades en camara hematica, por ende regulan el
intercambio metabolico madre/feto. Al ser la placenta un 6rgano no inervado, se postula
que los TC actuarian como marcapaso o transductor de sefiales tanto para las células
musculares lisas de los vasos sanguineos fetales como para los MF, ambos presentes en

el estroma vellositario.

Bajo la hipotesis que placentas provenientes de mujeres con PE presentan mayor EO
y apoptosis evidenciado por marcadores inmunohistoquimicos, el objetivo del estudio fue
determinar inmunohistoquimicamente en TC y MF la presencia de residuos de nitrotirosina
como marcador de EO y de caspasa 3 activada como marcador del grado de apoptosis en
estas células, posteriormente se analizO la relacion existente entre estos parametros

inmunohistoquimicos con la edad gestacional, peso del recién nacido (RN) y edad



materna. Se reunieron muestras de placenta (lado fetal) de madres preeclampsticas (n=12) y
normotensas (n=11). La aplicé la inmunoperoxidasa individualmente en las secciones de
tejido. La inmunotincion se realizo utilizando un kit de estraptividina (DAKO) de acuerdo a
las indicaciones del fabricante. Se utilizo el Ac anti-nitrotirosina A (Ac policlonal de conejo
AB5411 Chemicon) en dilucién 1:100 y el Ac anti-caspasa 3 activada Ab (Ac monoclonal
CPP32 Novocastra), dilucion 1:50, usando diaminobenzidina como cromogeno. La
intensidad inmunohistoquimica de la reaccién fue evaluada al microscopio Optico
(Axiolab, Zeiss). La intensidad de la tincion inmunohistoquimica se midio utilizando un
score semi cuantitativo. Se seleccionaron dos campos aleatoriamente de cada paciente,
fueron evaluados por dos examinadores diferentes que fueron cegados a la informacion
clinica. El puntaje semi cuantitativo de la intensidad de inmunotincion se evalué mediante la
prueba de Chi- cuadrado de Pearson para los diferentes grupos. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas con un p< 0,05.

Como resultados se observo que los TC y MF de los casos de PE aunque si bien
mostraron una mayor expresion de residuos de nitrotirosina y caspasa 3 activada
respecto al grupo control, las diferencias no fueron estadisticamente significativas. A
excepcion de caspasa 3 activada para MF, Unico parametro que presentd diferencias

significativas entre los grupos.

Al relacionar la expresion de residuos de nitrotirosina y caspasa 3 activada con las
variables edad gestacional y peso del RN los resultados no mostraron diferencias
significativas entre los grupos, pero independiente de la caracteristica clinica, todas las
placentas fueron positivas a los anticuerpos inmunohistoquimicos utilizados Proyecto
Fondecyt 1090245.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a specific multisystemic alteration of pregnancy, associated with
hypertension, proteinuria and edema. Its etiology is still unknown, although it is related to a
deficient placentation that leads to the development of exaggerated oxidative stress (OE) in the

organ, accompanied by a greater apoptosis.

To date and in relation to the placenta, it is important to emphasize that PE studies
have been exclusively focused on the effect of OE and the apoptosis that the trophoblast
undergoes, nevertheless a new cellular type in the stroma of the chorionic villi and have been
termed Telocytes (TC). On the basis of the latter, this research focuses on the study of these
new cells in cases of PE. The TCs present a strategic location between the myofibroblasts
(MF) and the muscular layer of the great blood vessels of the chorionic villi, postulating that
they operate as a functional triade in the regulation of the fetal vascular tone and the
contraction-relaxation of the villi in the blood chamber, therefore they regulate the mother /
fetus metabolic exchange. Since the placenta is a non-innervated organ, it is postulated that TC
would act as a pacemaker or signal transducer for both the smooth muscle cells of fetal blood

vessels and MF, both present in the villous stroma.

Under the hypothesis that placentas from women with PE present higher OE and
apoptosis evidenced by immunohistochemical markers, the objective of the study was to
determine immunohistochemically in TC and MF the presence of nitrotyrosine residues as an
OE marker and activated caspase 3 as a marker of the degree of apoptosis in these cells.
Subsequently we analyze the relationship between these immunohistochemical cells
parameters with gestational age, newborn weight (NB) and maternal age. Placenta samples

(fetal side) were collected from preeclamptic (n=12) and normotensive patients (n=11).



Standard immunoperoxidase techniques were individually applied in the tissue sections.
Immunostaining was performed using streptavidin biotin kit (DAKO) according to
manufacturer’s directions. The anti-nitrotyrosine A (Rabbit polyclonal Ab AB5411 Chemicon)
was used in a 1. 100 dilution and the activated anti-caspase 3 Ab (monoclonal Ac CPP32
Novocastra), dilution 1:50, using diaminobenzidine as the chromogen. The
immunohistochemical intensity of the reaction was evaluated by light microscopy (Zeiss
Axioplan 2). The intensity of the immunohistochemical staining was measured using semi
quantitative scores. Two randomly selected fields from each patient were evaluated by two
different examiners who were blinded to the clinical information. The semi quantitative
scoring of immunostaining intensity were assessed by the Pearson chi 2 test for differences
between groups. Differences were considered statistically significant at p < 0.05. Chi-square

statistic with p <0.05.

As results it was observed that the TC and MF of the PE cases although they showed a
greater expression of nitrotyrosine residues and activated caspase 3 than the control group, the
differences were not statistically significant. Except for caspase 3 activated for MF, the only

parameter that presented significant differences between groups.

When the expression of nitrotyrosine and caspase 3 activated residues was related to
the variables gestational age and NB, the results did not show significant differences between
the groups, but independent of the clinical characteristic, all placentas were positive to the

immunohistochemical antibodies used. Project Fondecyt 1090245



1. INTRODUCCION

La placenta regula el crecimiento y desarrollo del feto a través del transporte de
nutrientes, gases, sintesis de proteinas, secrecién de esteroides y hormonas peptidicas.
Estas funciones son dependientes del desarrollo vascular y flujo sanguineo que se realice
en los capilares de las vellosidades corionicas sumergidas en camara hematica, zona por
la cual circula sangre materna (Myatt, 2010). Las vellosidades coridnicas constituyen el
corion frondoso o cara fetal de la placenta y se distribuyen en 3 tipos: vellosidades
troncales, de intercambio o libres y de anclaje. Las diferencias entre ellas radican en el
tipo de vaso sanguineo que presenten y la estructura de la cual emergen o con la que
finalmente contactan. Todas ellas estan revestidas de trofoblasto (CTB y STB) y
presentan al centro un estroma placentario de tejido tipo conectivo (Huppertz y Martin,
2011).

Se ha comprobado que alteraciones en la funcion placentaria pueden ser producidas
por factores externos tales como la hipoxia y la produccion de ROS, factores que
conducen a un aumento del EO con el consecuente aumento significativo de la
apoptosis en este organo (Negi y col., 2011), lo que estaria relacionado con una de las
causas subyacentes de la PE (Longtine y Nelson, 2011).

Respecto a esta Ultima patologia, la PE se define como una alteracion
multisistémica especifica del embarazo humano, que afecta en forma adversa a la
madre, a partir de la vigésima semana de gestacién, produciendo en ella una disfuncion

vascular, y en el feto, un crecimiento intrauterino inadecuado (Longtine y Nelson, 2011).



Por otro lado, en los ultimos afios se han descrito nuevas células en el estroma
placentario, células denominadas TC, las que presentan una ubicacion estratégica entre los
MF vy la capa muscular de los vasos sanguineos de las vellosidades coridnicas,
postulandose que intervienen en la regulacion del intercambio metabdlico madre/feto,
constituyendo una triada funcional en el 6rgano (Bosco y Diaz, 2016). Al ser la placenta
un érgano no inervado, los TC actuarian como marcapaso para las células musculares lisas

tanto de los vasos sanguineos como para los MF (Suciu, 2010).

1.1 Placenta.

La placenta es un 6rgano transitorio que resulta de la asociacion del corion frondoso
de origen fetal y la decidua basal de origen materno (Longtine, y Nelson, 2011). En ella se
ancla el producto de la concepcion, siendo esta una interfaz para el intercambio de los
nutrientes y gases, se sintetizan y secreta una serie de esteroides y hormonas peptidicas, y

ademas proporcionar una barrera inmunoldgica entre la madre y el feto (Myatt, 2010).

1.2. Vellosidades coriénicas.

Estas estructuras de origen fetal son las unidades donde se realiza el intercambio
metabolico madre-feto y viceversa. En conjunto constituyen el corion frondoso o cara fetal
de la placenta, y se distribuyen en 3 tipos: vellosidades troncales, de intercambio o libres

y de anclaje (Figura 1- A) (Huppertz y Martin, 2011).

Todas ellas muestran una estructura basica en comun, cubiertas por STB, tejido

epitelial que entra en contacto directo con la sangre materna de cdmara hematica. Este



STB se apoya sobre otra capa epitelial denominada CTB, las que corresponden a las células
madres del STB, apoyando su crecimiento y regeneracion, ademas de secretar MEC
como lamina basal del trofoblasto, lamina que separa al epitelio del estroma vellositario
(Figura 1-B), (Cantelluci y col., 2000). Durante los inicios de la 3% semana de gestacion,
hay abundantes vellosidades primarias constituidas exclusivamente por STB y CTB.
Luego cuando el mesoderma extraembrionario se introduce para constituir el centro de
estas vellosidades pasan a denominarse las vellosidades secundarias. Para finales de la 32
semana, cuando los vasos sanguineos nazcan en el mesoderma de las vellosidades se
originan las vellosidades terciarias. Se han constituido asi, durante la 4% semana, las
vellosidades que constituyen el corion frondoso. Los capilares de las vellosidades se
ponen en contacto con el sistema circulatorio intraembrionario, conectando asi la
placenta y el embrién a través del cordon umbilical. EI corazon empieza a latir en la 42
semana y el sistema de vellosidades esta preparado para proporcionar al embrion los
nutrientes y el oxigeno necesario (Demir y col., 1997). El transporte metabolico se lleva a
cabo debido a los gradientes de concentracion que surgen entre la superficie externa del

trofoblasto y la superficie interna del endotelio del capilar fetal (Plitman y col., 2016).

En vellosidades terciarias tipo troncales es factible encontrar grandes vasos rodeados
por su endotelio y capas de CML con orientacion circular. La adventicia se continta con

tejido conectivo sin una linea clara de demarcacién (Figura 1-C) (Demir y col., 1997).



Figura 1: Representacion grafica de la zona de intercambio madre-feto. A. Placenta constituida
por corion frondoso de origen fetal y decidua basal de origen materno. B. Vellosidades terciaria
sumergida en cdmara hematica y rodeada de sangre materna, se distingue: FV: vellosidad flotante
o de intercambio, SynT:Sinciciotrofoblasto, vCTB: Citotrofoblasto. C. Corte transversal de una
vellosidad terciaria, se muestra vaso sanguineo fetal, trofoblasto ( SynT + vCTB) y estroma

placentario (Maltepe y col., 2010).

1.3. Estroma

El estroma placentario corresponde principalmente a fibras de colageno tipo 1,
las células son de origen mesenquimatico, MF, TC células Hofbauer, las que por ser
macréfagos presentan un citoplasma vacuolado y los fibroblastos son responsables de la
secrecion de la MEC (Sati, 2007).

Se considera que las células del estroma es una poblacion heterogénea
principalmente de MF que muestran inmunoreactividad positiva a a-actina, miosina (Farley
y col., 2004). Sati y col., (2007) realizaron la identificacién celular del estroma a través
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de IHQ, concluyendo que los MF se localizan en abundancia en la zona central del estroma
y cercanos a los grandes vasos. Los mismos autores a través de microscopia electronica
de barrido demostraron la forma estrellada de los MF y su tendencia a establecer redes

tridimensionales (Sati y col., 2007).

1.4. Telocitos

Un nuevo tipo de células de origen mesodérmico han sido descritas por Popescu y
col., (2010) en el estroma vellositario y las denominaron “Telocitos”. Estas células se

disponen estratégicamente en las vellosidades coridnicas entre las CML de las paredes de

los vasos sanguineos fetales y los MF (Suciu y col., 2010; Popescu y col., 2010; Bosco y
col., 2015).

Figura 2: A. Placenta humana de término tefiidas con azul de toluidina, por microscopia de luz son visible
2 TC (TC 1, TC 2), con sus procesos (flechas negras) los TCs muestran una apariencia dendritica. B.
Micrografias electronicas de transmisién donde el TC presenta contacto (flecha negra) con 2 células
musculares lisas (cuadrado y circulo punteado). C. Mayor aumento de los contactos heterocelulares

(flecha negra) entre TC y células musculares lisas (Suciu L y col., 2010).

Los TC se encontraron en diferentes drganos: pancreas (Suciu y col., 2010), coraz6n
(Faussone- Pellegrini y Popescu, 2011), trdquea (Zheng y col.,, 2012), pulmones
(Popescu y col., 2011), glandula parotida (El-Bassouny, 2012), ganglio trigeminal (Rusu
y col., 2016), entre otros.



Estos TC se caracterizan por presentar un cuerpo celular pequefio de morfologia
triangular, escasos organelos y 2 a 5 prolongaciones que emergen del cuerpo celular, las
cuales son muy delgadas y extremadamente largas, Popescu y Faussone- Pellegrini (2010)
las denominaron Teldpodos (Tps). En estos Tps destacan segmentos muy finos llamados
“Podomeros” y zonas mas gruesas o dilatadas denominadas “Podomos”. A través del uso
del MET ha sido posible observar la presencia de mitocondrias en el interior de los

podomos (Cretoiu y col., 2013).

blood
vessel

Figura 3. A. Microfotografia de microscopia electrénica de placenta humana de término, donde se
muestra la union gap conectando los Tps de 2 TC (TC1, TC2) muy cercanos al vaso sanguineo de la
vellosidad coriénca. (Suciu y col., 2010). B. Por microfotografia de microscopia electrénica de placenta
humana de término, se destacan los numerosos Tps en una regién de estrecha interrelacion, en la parte superior
media de la imagen se puede observar un nanocontacto entre Tp3 y el podom de Tp4, rico en mitocondrias
(m). Las puntas de flecha sefialan las caveolas y reticulo endoplasmico (ER). En el circulo punteado los

contactos “gap juction” (Cretoiu y col., 2013).

En virtud de estos tipos de uniones entre los Tps (Figura 3-B) se ha propuesto que
en las vellosidades coridnicas los TC tienen por funcion establecer conexiones tipo
sinapticas entre las CML de los vasos sanguineos y los MF del estroma, para de esta
forma modular la traduccion de sefiales entre estos dos tipos celulares y asi regular el
tono del vasoy la contraccion / relajacion de estas vellosidades (Suciu y col., 2010; Bosco
y col., 2015). Cretoiu y col., (2013) estudiaron en Utero gravido y no gravido la presencia
de TC, y postularon que los TC al ubicarse en las fronteras de las fibras miometriales y

10



también entre ellas, podrian ser capaces de detectar y traducir la informacion al ndcleo de
las células musculares y activar asi los genes responsables de la sintesis de proteinas. Este
mismo grupo de investigadores plantea que el control miogénico uterino esta bajo control
hormonal ya que dichas células presentarian receptores de hormonas esteroidales (Cretoiu y
col., 2013).

Los TC se diferencian durante la embriogénesis en el estroma de las
vellosidades coridnicas terciarias a partir de las células mesenquimaticas del mesoderma
extraembrionario. Esto se ha evidenciado por estudios con MET, IHQ con reaccion positiva
a vimentina y CD34, asi como por inmunofluorescencia a c-kit / CD117 (Figura 4).
Todos estos estudios han permitido identificar en placenta humana la presencia de estos
TC, los que cumplen con el patrén estructural de presentar 2-3 Tps, reticulo endoplasmico,

caveolas y mitocondrias (Suciu y col., 2010).

Figura 4. Inmunohistoquimica en placenta humana de término. Los TC con sus telépodos
delgados y largos en una disposicion circular a la arteria fetal estan indicados con flecha roja
A. Tincioén con c-kit positivo. B. vimentina positivo. Largas prolongaciones concéntricas

a la arteria (Suciu y col., 2010).
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1.5. Miofibroblastos.

Desde 1916 que se ha estudiado los MF, en sus inicios siendo confundidos con
CML, pero curiosamente tenian una ubicacion alejada del vaso sanguineo, presentandose
en mayor concentracion en el centro del estroma, lo cual hizo dudar a los investigadores
sobre el tipo de células que estaban analizando (Farley y col., 2004). Graf., y col. confirman
la presencia de MF en las vellosidades coridnicas al demostrar la inmunolocalizacion por
vimentina, desmina, a y y actina, y miosina, concluyendo que la capacidad de contraccion
en sentido longitudinal que presentan las vellosidades se le atribuye a la presencia de
estas células quienes se disponen paralelos al eje longitudinal de las vellosidades, por
contraccion pueden acortar las vellosidades y aumentar el flujo sanguineo siendo
este un proceso activo en el cual participan los MF regulando el flujo de la sangre
fetoplacentaria, asi como también la estabilidad mecanica del arbol velloso (Farley y
col., 2004; Demir y col., 1997; Graf y col., 1996).

Farley y col., (2004) demostraron que las vellosidades coridnicas tienen la capacidad
de contraerse y relajarse longitudinalmente. Esto lo comprobaron trabajando en placenta
humana de término proveniente de embarazos normales; a este tejido se le afiadié KCI
(cloruro de potasio), agente que despolariza la célula y provoca la liberacion de calcio
intracelular a través de un mecanismo receptor independiente produciendo contraccion
reversible y L-NAME (L- arginina metil éster), que es un antagonista de la enzima déxido
nitrico sintasa (NOS), expresada en las vellosidades, bloqueando asi la produccién de NO,
con los cuales se lograron un aumento de la contraccion de las vellosidades de un 62,3%
y un 74,3% respectivamente, sobre el tono de reposo. En contraste, se agrega SNP
(nitroprusiatro de sodio) donador de 6xido nitrico y GTN (trinitrato glicerol) causando la
relajacion de las vellosidades pre- contraidas. Por IHQ de las secciones longitudinales de las
vellosidades estudiadas, se confirm6 la presencia de a-actina en células del espacio

extravascular, confirmando asi la presencia de los MF en el tejido placentario. Dicha

12



investigacion sugiere que la contraccion de las vellosidades puede ser un mecanismo
importante mediante el cual la placenta puede regular el volumen intraplacentario, donde
ademas se ha determinado que el estroma extravascular presenta células que son
inmunorreactivas para las cinco proteinas caracteristicas del citoesqueleto (vimentina,

desmina, a y y actina, miosina) (Farley y col., 2004; Demir y col., 1997).
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1.6 Preeclampsia.

1.6.1 Definicion y Epidemiologia.

La PE se define como una alteracion multisistémica especifica del embarazo
humano asociada a una disfuncién endotelial, hipertension y proteinuria (Sela y col.,
2008). Sigue siendo una complicacion frecuente y potencialmente peligrosa, la causa es
desconocida, pero el EO y un estado inflamatorio generalizado son las caracteristicas

del sindrome materno (Raijmakers, 2004).

La prevalencia de esta patologia es del 4-6%, con una incidencia 3 veces mayor
en mujeres primiparas que en mujeres multiparas (Belkacemi y col., 2007; George y
Granger, 2012).

La PE constituye la mayor causa de morbimortalidad materno/fetal en los paises
desarrollados, y aumenta hasta 5 veces las cifras habituales de mortalidad perinatal. Hasta
el 15% de los nacimientos prematuros son debido a PE (Hubel, 1999; Parra y col., 2007;
Rodriguez y col., 2012). En Chile el dltimo reporte oficial del 2011 cataloga a la PE
como la primera causa de muerte materna, con un 30,4% del total de muertes (Donoso,
2014).

De acuerdo al Colegio Americano de Obstetras y Ginecélogos (ACOG por su sigla
en inglés), la PE corresponde a una Presion arterial sistolica > a 140 mmHg y/o diastdlica >
a 90 mmHg en al menos dos tomas con 6 horas de separacion. La embarazada ademas

presenta proteinuria > a 300mg/ 24hrs con edad gestacional de al menos 20 semanas, la
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severidad de dicha patologia y sus criterios estan explicitados en la revista del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile (Tabla 1) (Sepulveda-Martinez y col., 2013).

Tabla 1. Criterios de severidad de preeclampsia.

Preeclampsia moderada Preeclampsia severa
Presion arterial PAS <160 y/o PAD <110 PAS =160 y/o PAD =110
Proteinuria >300mg y < bg / dia 6 RPC >bg/dia

>0,3
Diuresis > 500ml / dia <500ml / dia
Compromiso sistémico No Edema pulmonar, insuf renal aguda, hematoma subcapsular
hepatico, dolor epigastrico, nauseas o vomitos.
Compromiso neurologico No Convulsiones, cefalea, fotopsia, ceguera,vision borrosa, alteracion
estado mental.

Compromiso laboratorio No Plaquetas <100.000, GOT »70, LDH >2v V.R., acido trico >5mg/dI
Edad gestacional inicio >34 semanas <34 semanas
Compromiso fetal No RCF

V.R.= valor de referencia laboratorio local; RPC= relacion proteinuria:creatininuria en muestra de orina aislada.

Tabla 1: Criterios de severidad que permiten clasificar preeclampsia moderada y preeclampsia

severa (Sepulveda- Martinez y col., 2013).

Ultimamente la PE ya no se considera solo una enfermedad del embarazo, sino
mas bien una enfermedad con consecuencias de por vida para la embarazada y el RN. La
embarazada es vulnerable a enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal, defectos
cognitivos, entre otros, y los RN son mas propensos a lo largo de su vida a presentar
HTA, resistencia a la insulina, diabetes mellitus, problemas neurologicos y/o accidentes

cerebrovasculares (Belkacemi y col., 2007; Tranquilli y col., 2012).

El riesgo de PE aumenta notablemente en mujeres con PE anterior y en aquellos
con enfermedad vascular preexistente o condiciones asociadas con un mayor riesgo
cardiovascular, enfermedad renal, HTA, diabetes, trombofilia, y la obesidad (indice de
masa corporal> 29). Ademas, ocurrencia en familiares de primer grado aumenta el riesgo

(Contreras y col., 2002).
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1.6.2 Patogénesis

Numerosos autores consideran la PE como la “Enfermedad de las Teorias” por
las mdltiples hipdtesis que han surgido respecto a su etiologia, pero ninguna ha logrado
explicar el cuadro en su totalidad, se cree que actla en tres niveles: placentacion

defectuosa, isquemia placentaria y disfuncion endotelial (Roberts y Lay, 2002).

El acontecimiento mas importante durante el desarrollo normal de la placenta es
el establecimiento de una circulacibn materna eficaz, en esto juega un rol muy
importante el endotelio vascular donde se producen diversas sustancias vasoactivas,
sustancias con accion enzimatica e inmunoldgica, este ejerce la funcion de barrera
permeable altamente selectiva, regulando el paso de iones y macromoléculas desde y
hacia el espacio extravascular, desempefia un papel determinante en la deteccion de
cambios bioquimicos en la sangre, detecta cambios en el pH, concentracion de CO2 y
02 y de esa manera interviene en la homeostasis cardiovascular. Libera sustancias
vasoactivas que regulan el tono vascular: NO, prostaciclina, endotelina, tromboxano A2
(TXA2), Angiotensina-l y angiotensina-Il. Garantiza un flujo sanguineo constante y
vasos sanguineos permeables, a través de las propiedades anticoagulantes, antiplaquetaria
y fibrinolitica, por lo tanto una disfuncion endotelial significaria la alteracion de las
funciones basicas de la pared vascular, tales como las relacionadas con la modulacion del
flujo sanguineo, relajacion y contraccion del musculo liso, entre otras (Contreras y col.,
2002).

Durante la placentacion, las arterias espiraladas se transforman en vasos de baja
resistencia y alta capacitancia, donde las paredes musculares y el endotelio de estas
arterias son invadidas y reemplazadas por células del trofoblasto extravellositario (TEV)
convirtiendo a estas arterias vasos con mayor lumen, las cuales drenan libremente su

sangre en los espacios intervellosos; este cambio, ocurre en dos fases: la primera,
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durante el primer trimestre del embarazo (invasion de la decidua) y la segunda,
durante el segundo trimestre, entre las semanas 16 y 20 (invasién intramiometrial). En
la PE no ocurre la segunda fase, por lo que los vasos miometriales permanecen menos
dilatados generando disminucion de la perfusion placentaria (Figura 5) (Contreras y col,

2002).

> 20 weeks
normal gestation

basal plate

k-]
-

placental bed,

zone of pathogenesis |
of IUGR and PE

Figura 5: Representacion esquematica de la invasidn trofoblastica intersticial y endovascular en un
embarazo de menos de 6 semanas. A) después de las 20 semanas en una gestacion normal. B) después de las

20 semanas de gestacion en la PE.
Azul: tejidos fetales. Rojo: tejidos maternos. Ps: zona donde la placa basal se separa del lecho

placentario (Kaufmanny col., 2003).

1.6.3 Factores de riesgo

Se han identificado una serie de factores de riesgo, entre los cuales se citan: 1)
Primigesta (susceptibilidad 6-8 veces mayor que las multiparas), las mujeres multiparas
gue cambian de pareja tienen mayor riesgo que aquellas que no lo hacen. 2) Hija de
madre pre- eclamptica. 3) Edad menor de 20 afios y mayor de 35 afios y 4)
pertenecer a un estrato socioecondmico bajo. 5) Factores Predisponentes: Se han
relacionado innumerables patologias con el desarrollo de PE, tanto genéticas, ambientales

o relacionadas con el comportamiento. Entre ellas se incluyen: Diabetes, HTA, aumento
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en la resistencia a la insulina, las hiperlipidemias, sobre todo en las mujeres con edades
maternas avanzadas. El uso de bebidas alcohdlicas y de cigarrillo durante el embarazo,
aumenta el riesgo de padecerla. Ademas de condiciones obstétricas que aumentan la
masa placentaria como la mola hidatidiforme y el embarazo multiple también elevan el

riesgo de PE (Sepulveda-Martinez y col, 2013; Contreras y col. 2002).

1.7 Estrés oxidativo.

El EO corresponde al desbalance entre la produccion de radicales libre (RL) vy
las sustancias antioxidantes, donde la sobreproduccion de estos puede resultar en
numerosos problemas de salud humana, siendo los RL los posibles promotores de la
disfuncion vascular materna (Rodriguez y col., 2012).

El embarazo normal es un estado de EO debido al aumento de la actividad
mitocondrial de la placenta, donde el primer trimestre se asocia con una explosion de EO
en el espacio intervelloso, en el que las enzimas antioxidantes son capaces de contrarrestar
tal reaccion (Myatt y Cui. 2004).

Se sabe que la placenta con PE se ve afectada por EO, lo que aun no esta bien claro
es, como se produce, se postulan 2 procesos de como se iniciaria, el primero es que seria
secundario a la reduccion del flujo arterial utero-placentaria cuando ocurre la remodelacion
de las arterias espiraladas durante la placentacion, y lo segundo es que la razén no
seria el volumen del flujo sanguineo lo anormal, sino su intermitencia lo que crea las
condiciones de isquemia- reperfusion, el primer punto llevaria a una placenta hipdxica y el
segundo punto, el paso de un flujo de alta velocidad a un flujo intermitente que conduce a

una oxigenacion variable en el espacio intervelloso, ambiente ideal para que se
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produzca EO y RL (Raijmakersy col, 2004).

En estado de hipoxia placentaria, como es en el caso de PE, se produce la
disminucion de las defensas antioxidantes del organo, lo cual se explica por la activacion
de enzimas que generan ROS, tales como la NADPH y xantino oxidasa, lo cual
conlleva a un aumento significativo de lipoperéxidos como malondialdehido (MDA) y
F2-isoprostano, en comparacion a pacientes con gestacion normal (Negi, y col., 2011;
Rodriguez y col., 2012). Esta disminucion en la concentracién de antioxidantes en
pacientes con PE y el aumento de ROS sugiere la mantencion de un estado de EO
(Chekir y col., 2006; Laresgoiti-Servitje, 2013).

La evidencia de este EO incluye el aumento de lipoperoxidos e isoprostanos que
se liberan a la circulacion materna, también se produce la activacion de neutrofilos que
secretan citoquinas proinflamatorias produciendo asi un cuadro de inflamacion sistémico,
caracteristico de la PE (Chekir y col., 2006; Laresgoiti-Servitje, 2013).

El RL méas comun es el anion superoxido (O2-), que es generado por un
sistema enzimatico especializado (NADPH-oxidasa) localizado en la membrana
plasmatica y en las vacuolas de fagocitosis. La interaccion de las moléculas de O2- con
NO conduce a la formacion de peroxinitrito (ONOO-) potente oxidante, que ademas es
citotdxico ya que inhibe el transporte de electrones mitocondriales, lo cual resulta en la
inhibicion de la respiracion celular. Oxida grupos sulfhidrilos de proteinas e inicia la

peroxidacion lipidica, lo que afecta la transduccion de sefiales (Myatt, 2010).

La presencia de ONOO- es localizada de manera indirecta por la presencia de

residuos de nitrotirosina, producidos por la nitracion de proteinas, incluyendo p38 MAP
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quinasa, la cual tiene un papel importante en el desarrollo de la vasculatura en las
vellosidades, esto lo demostr6 Myatt (2010), trabajando en placentas de embarazos
complicados por PE quien detectd por inmunotincion, mayor depdsito de residuos de
nitrotirosina, especialmente en el endotelio vascular en comparacion con embarazos
normotensos, y también se descubrié un aumento en la expresion de la enzima NADPH

oxidasa, como una fuente generadora de O2- (Myatt y Cui., 2004; Myatt, 2010).

Tambien en las placentas de mujeres con PE se ha encontrado una significativa
disminucion de la proteccion anti-oxidante que se correlaciona con niveles bajos de la
enzima SOD, la que cataliza la transformacion de O2- en ONOO- que a su vez es
sustrato de la catalasa que a partir de éste produce oxigeno y agua, (Raijmakers y col.,
2004).

1.8 Apoptosis.

El desarrollo y funcionamiento normal de la placenta se logra por la
orquestacion precisa de los diferentes procesos y etapas de la cascada de apoptosis,
proceso celular muy estudiado en el trofoblasto (Huppertz, 2009). Durante el proceso
apoptotico en el CTB se activan diferentes vias intracelulares, las que se inician cuando por
activacion de caspasa 8 se produce la fusién del CTB al STB y posteriormente finaliza
cuando en el STB se activa caspasa 3 efectora produciendo el desprendimiento de los nodos
sinciciales, a la sangre materna. Estos nodos abandonan camara hematica a traves de las
venas uterinas endometriales, lo que permite mantener asi una superficie estable del
STB. De acuerdo a lo anterior, la mantencién y expansion del STB dependera de la
incorporacion continua de CTB que se divide por mitosis y seguida de la apoptosis de estas
células al incorporarse al STB, (Nadeem y col., 2011; Huppertz y Martin, 2011).
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Los nodos viajan por las venas maternas hasta alcanzar el pulmén, donde son
digeridos por los macréfagos pulmonares, reduciendo sustancialmente la concentracion

de nodos apoptoticos en la sangre periférica materna (Van Parijs y Abbas, 1998).

La cubierta completa de membrana plasmatica en estos nodos impide el desarrollo
de un proceso inflamatorio por efecto del contacto entre células de 6rganos materno con

desechos intracelulares fetales que presentan estos nodos (Kutteh y col., 1999).

La apoptosis en la placenta es un proceso fisiologico normal a lo largo de la
gestacion, pero se sabe que alteraciones en la funcién placentaria por factores externos
tales como la hipoxia y las presencia de ROS pueden conducir a un aumento significativo
de la apoptosis en el 6rgano, lo cual ocurre en cuadros de PE, donde hay un incremento
en la proliferacion y fusion sincicial del CTB, por lo que la maquinaria apoptética se
encuentra sobre-exigida. Esto conduce a que se produzca el fendbmeno de “Aponecrosis”,
donde partes necréticas del STB y componentes intracelulares parcialmente degradados,
con enzimas activadas y sin una cubierta completa de membrana se desprenden como
nodos inmaduros hacia los compartimientos maternos. En estas circunstancias, estos nodos
no son reconocidos por los macrofagos pulmonares y por tanto pueden continuar viajando
por el torrente sanguineo materno y de esta forma llegar al rifion donde producen dafio
tisular (Smith, Baker y Symonds, 1997; Longtine y Nelson, 2011).

Como se expresa en el parrafo anterior, estos nodos sinciciales inmaduros
(Longtine y col., 2012), alteran el comportamiento de los macréfagos, produciendo la
activacion de neutrofilos y disrupcion de células endoteliales, lo que se relaciona con PE.
Este hallazgo es reproducible bajo condiciones hipdxicas in vitro, apoyando aun mas la

hipdtesis de que la hipoxia y las ROS son el gatillo subyacente en la formacion de
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residuos sinciciales inmaduros o aponecrosis del STB (Scifres y Michael, 2009; Messerli
y col., 2010; Sharp y col., 2010; Huppertz, 2009).

La apoptosis total del CTB ha sido ampliamente estudiada y abarca un periodo
de aproximadamente 25 dias (Castellucci y col., 2000; Goldman-Wohl, 2002).

Este amplio periodo se explica porque una vez completada la fusion sincicial, el
proceso de apoptosis entra en un periodo de latencia debido a que durante la fusion al
STB también se incorporan altas concentraciones de enzimas antiapoptoticas del CTB,
tales como Bcl-2 (Takahashi y col., 1994). De esta forma, la cascada apoptética sufre una
detencion por 3 0 4 semanas (De Falco y col., 2004). Luego, el proceso se reinicia con la
activacion de caspasa efectora 3, conduciendo a la degradacion de proteinas y acidos

nucleicos para constituir los nodos sinciciales que seran liberados a la sangre materna.

1.9 Importancia fisiologica de los TC.

A continuacion se relaciond algunas funciones de los TC con los diferentes
organos humanos, entendiendo que los TC han provisto de nuevas areas en el
conocimiento de la fisiopatologia de multiples enfermedades.

Los TC son un tipo de célula intersticial localizadas en el tejido conectivo de
muchos drganos de los seres humanos, comunicadas por medio de contactos homocelulares,

algunas de las funciones que se les ha atribuido son:

1. Red mecanica: Los TC presentan homocontactos como hetero
contactos, pudiendo formar redes mecanicas con células vecinas, ayudando

por ejemplo a evitar colapso de bronquiolos y de vasos sanguineos
22



respiratorios, actGan como sitios de comunicacion intercelular que permiten el
intercambio de informacion y difusion de sefiales (Faussone-Pellegrini,
Gherghiceanu, 2016).

2. Stem cell: Varios estudios proporcionan evidencia convincente que
los TC es posible encontrarlos en tejido de pulmon, corazon, pancreas, glandula
parétida, rifidn, etc. En cuyos 6rganos se ha destacado la capacidad de estas
células de actuar como stem cell, las cuales podria contribuir en los
procesos de regeneracion y reparacion, al modular la actividad de células
madre o actuando como precursoras de otras células presentes en el tejido
normal (Rusu y col., 2016). Se les ha relacionado con la regeneracion en el
corazén, musculo esquelético, piel, arbol respiratorio, el higado, sistema
urinario y el ojo. Ademas, se encontrarian asociados a procesos de hiperplasia,
incluyendo la hiperplasia neurdgena, hiperplasia de las células de Leydig en los
testiculos no descendidos (criptorquidia), y vinculados con procesos
inflamatorios / reparacion tisular en la enfermedad de Crohn (Rusu y col.,
2016).

1.10 Caracteristicas de los datos clinicos.

Los datos clinicos tanto maternos como del RN resultan interesantes de considerar, ya

que algunos de ellos se ven implicados en dicha patologia, como es (Abarzta, Burgos,

Clavero y col. 2015; Bosco y col., 2010; Sepulveda — Martinez y col., 2013):

a)

La edad gestacional, donde segun la Organizacion mundial de Salud, un
embarazo de pretérmino serd aquel con una edad gestacional menor de 37
semanas, embarazo a término 37 a menos de 42 semanas de gestacion y post-

término de 42 semanas 0 mas.
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b)  Pesos de los RN: se pueden clasificar en peso normal mayor o igual 2500g,
peso bajo al nacer cuando su peso es menor de 2500g, un peso muy bajo al
nacer aquel menor de 15009 y peso extremadamente bajo al nacer, menor de
1000g.

C) La edad materna: es otro factor que podria influir en la PE, especificamente

menores o iguales a 20 afios y mayores o igual a 35 afios.

Frente a estas caracteristicas, vimos la importancia de realizar una asociacion entre
las intensidades de reaccion Ag/Ac de las células del estroma vellositario y los datos clinicos

ya mencionados.

Por lo tanto, el propoésito de este trabajo fue estudiar si el aumento de la apoptosis
por efecto del mayor EO que experimentan las placentas de mujeres con PE afecta a los TC
y MF del estroma vellositario, lo que podria tener implicancia en el intercambio

metabdlico que desarrolla el érgano.

Ademas, al no existir en la literatura un reporte detallado que postule el
funcionamiento de los TC en placentas de un embarazo normal versus uno con PE, se
considera interesante hacer este estudio inmunohistoquimico como aporte para entender

el funcionamiento de estas estructuras en este Gnico érgano no inervado.
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2. HIPOTESIS

Los telocitos y miofibroblastos de placenta de mujeres con preeclampsia, presentan altos

niveles de estrés oxidativo y apoptosis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Caracterizar inmunohistoquimicamente marcadores de estrés oxidativo y de
apoptosis en telocitos y miofibroblastos de vellosidades coridnicas troncales de placentas

de término, provenientes de mujeres con embarazo normal y mujeres con PE.

3.2. Objetivos Especificos

- Describir la expresion Inmunohistoquimica de residuos de nitrotirosina como uno de
los marcadores de estrés oxidativo en telocitos y miofibroblastos de vellosidades corionicas
troncales de placentas de término, provenientes de mujeres con embarazo normal y

mujeres con PE.

- Describir la expresion Inmunohistoquimica de caspasa 3 activada como uno de los
marcadores de apoptosis en telocitos y miofibroblastos de vellosidades coridnicas troncales

de placentas de término, provenientes de mujeres con embarazo normal y mujeres con PE.

- Determinar la asociacion de estrés oxidativo y apoptosis en telocitos y miofibroblastos
de vellosidades coridnicas troncales de placentas de término, con los datos clinicos: edad
gestacional y peso del recién nacido, del grupo control y grupo PE.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Antecedentes Generales.

Esta investigacion es la continuacion de un estudio retrospectivo descrito en el
Proyecto Fondecyt 1090245, liderado por el Dr. Mauro Parra y que conté con la aprobacion
de los Comités de Etica de la Facultad de Medicina y del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile (Anexo 1), y con el consentimiento informado (Anexo 2) de las

pacientes que participaron en él, pacientes que recibieron un protocolo clinico estandarizado.

Cada taco de parafina contenia muestras de placentas correspondientes a pacientes
enroladas y estudiadas previamente bajo otros parametros (Bosco y col., 2005; Parra y col.,
2011) los que han sido mantenidos a 4°C para su preservacion, lo que permite en la
actualidad continuar analizando en estos grupos aquellos nuevos parametros que la
literatura informa como interesantes. De esta forma, en el presente trabajo de investigacion
se realizd un estudio inmunohistoquimico de vellosidades corionicas troncales para
analizar el grado de EO y de apoptosis que se expresa en 12 placentas de término de
mujeres con embarazo normal y 11 placentas de mujeres que desarrollaron PE durante su

embarazo.

4.2 Grupos en estudio.

El universo del estudio correspondi6 a la poblacion total de mujeres
embarazadas, atendidas en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia del Hospital

Clinico de la Universidad de Chile durante 2 afios calendario.
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Cada caso que ingres6 al estudio contd con: Antecedentes clinicos de la
embarazada, principalmente historia familiar o anterior de PE. Examen ecografico con
estudio Doppler de arteria uterina (predictor de PE). Examen histoldgico de rutina de

placenta para la determinacion de parametros de conservacion del tejido.

4.2.1. Grupo control (Grupo 1).

Corresponde a placentas de mujeres normotensas durante todo su embarazo.
Criterios de inclusion para pacientes del grupo control: embarazos de término de gestacion

y con una gestacion normotensa.

4.2.2. Grupo PE (Grupo 2).

Fue constituido por las placentas de aquellas mujeres que clinicamente
desarrollaron signos de PE.

La PE moderada se definié con una presion sistélica > a 140 mmHg y/o una
presion diastélica > a 90 mmHg, en mujeres gestantes durante el segundo tercio de la
gestacion. O bien con un incremento de mas de 30 mmHg en la presion sistélica 0 15 mmHg
en la presion diastolica, en relacién a la presion basal medida en las primeras 20 semanas
de gestacion. Ademas de presentar proteinuria con mas de 300 mg/L en la orina colectada
en 24 horas (Bosco Yy col., 2010; Sepulveda — Martinez y col., 2013).

Criterios de inclusion: mujeres sanas antes del embarazo y que durante el embarazo

presentaron una PA> 140/90mmHg (PE moderada)
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Criterios de exclusion para grupo control y PE: todas las pacientes con enfermedades
previas como hipertension crénica, nefropatia, enfermedad cardiovascular, diabetes
mellitus, coagulopatias, lupus eritematoso sistémico, embarazo con malformaciones
fetales mayores, embarazo mdltiple, pacientes con dificultad del aprendizaje,

inconscientes 0 severamente enfermos, enfermos mentales y obesidad.

4.3 Inmunohistoquimica

El estudio se realizd en el laboratorio de Placenta y Desarrollo Fetal perteneciente
al Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo del ICBM, Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile.

Grupo 1: control n=12

Grupo 2: preeclampsia n=11

Las muestras de placenta fueron fijadas en formalina tamponada por 24 hrs, luego
con técnicas histologicas de rutina se incluyeron en parafina 60° para poder realizar

cortes de 5 micrones.

Para el estudio de EO a los cortes de las muestras se les aplic6 como Ac primario el
Ac Policlonal de conejo anti-nitrotirosina (AB5411 Chemicon) Dilucion 1:100 (v/v) e
incubacion de 1 hr a T° ambiente. Cada Ac primario se aplicd en cortes individuales de
las muestras de cada grupo en estudio. Como Ac secundario y conjugado estreptavidina-
HRP se usé el kit R.T.U Vectastain, el revelado se realizd con el cromdgeno diamino
bencidina (DAB) (Kit DAKO), y contraste nuclear con Hematoxilina de Mayer (Marca

DAKO). Se cubrieron los especimenes con el adhesivo Entellan (Merck). El control
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negativo se obtuvo mediante la omision en la muestra del Ac primario.

Los mismos pasos se realizaron para el estudio de la apoptosis, pero en este caso el
Ac primario a usar correspondié a anti caspasa 3 activada (CPP32, Novocastra), Ac

monoclonal en dilucién 1:50 e incubacion de 1 hra a T° ambiente.

Como control positivo de ambos Ac primarios se utilizaron cortes de tejido cardiaco

humano sometido a hipoxia — reperfusion.

El grado de reaccion Ag/Ac fue analizado con el uso de Microscopio Optico
modelo Axiolab (marca Zeiss) con técnica doble ciego, analizandose en cada una de las
muestras la existencia de vellosidades troncales con vasos arteriales y venosos que

aseguraban la presencia de TC y MF (Bosco y col., 2005; 2010).

30



4.3.1 Criterios de Evaluacion.

Para el analisis de cada una de las muestras por parte de los evaluadores se

constituyeron 2 criterios, segun lo descrito previamente para estudios similares en placenta.

Primer criterio.

Localizacién de las células en la inmunotincién: Los TC se ubican externamente

circundante a la capa muscular lisa del vaso sanguineo fetal, o sea en disposicion
perivascular. Estos TC presentan multiples Tps conectados por gap junctions con los TC
vecinos (homocontactos), formando una red en torno a los vasos sanguineos y en
estrecha comunicacion con las CML de la capa muscular del vaso fetal y los MF del
estroma. Los MF es posible ubicarlos alejados de la zona perivascular, hacia el estroma
placentario, tomando contacto con los TC (heterocontactos) (Suciu, 2010; Graf y col.,
1995). A continuacion se presentan una serie de microfotografias de placenta humana,
con distintos marcadores inmunohistoquimicos e histoquimica no especificos de TC y MF
(excepto S-100 para TC y a- actina para MF), que permiten identificar la morfologia y

ubicacién de las células en estudio (Figura6y 7).
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Figura 6: A. Corte semifino de placenta de término, tincién azul de toluidina. Flechas
negras sefialan TC rodeando los vasos sanguineos. B. Tincidn Hematoxilina/ Eosina. Placenta
de término, amplificacion de la zona de una arteria fetal, se observa adyacente a la capa
muscular un TC (flecha negra) y MF (flecha azul). C. Histoquimica con PAP en placenta de
término, 20x. D. Se amplifica una zona de la microfotografia C, en esta se sefiala con flechas
negra TC cercanos al vaso sanguineo y flecha azul un MF. E. Ampliacion de la ubicacion de
los TC (flecha negra) en la imagen D.
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Figura 7: F. IHQ para S-100 (anti-glia) marcador especifico para TC aplicado a placenta humana de
término. Con flecha negra se sefiala TC interpuesto entre dos vasos sanguineos. G. amplificacién de una
zona de la microfotografia F, con flecha negra se destaca TC y sus prolongaciones Tps. H. IHQ para Actina
en placenta de término, 20x. 1. Se amplifica una zona de la microfotografia H, en esta se sefiala con flecha
negra TC y flecha azul MF. J. IHQ para caspasa 3 activada en placenta humana de término, se selecciona
una zona a analizar. K. Amplificacion de la zona seleccionada en J, en esta se sefiala con flecha negra TC y
con flecha azul MF. L. IHQ para residuos de nitrotirosina en placenta humana de término, se selecciona
una zona. M. Amplificacion de la zona seleccionada en L, en esta se sefiala con flecha negra TC y con flecha

azul MF.
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Segundo Criterio.

Intensidad de la reaccion: para determinar el grado de intensidad Ag/Ac de cada

célula en estudio, se utilizO un método no paramétrico, semicuantitativo, metodo ya
aplicado y aceptado por la literatura cientifica mundial (Bosco y col., 2005, 2010). Ademas
se presenta una serie de microfotografias de IHQ en placenta humana que representa la

escala utilizada (Figura 8).

Reaccidn intensa +++
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Reaccidn tenue +
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Figura 8: Microfotografia de placenta humana de término, IHQ para caspasa 3 activada, cada una de
ellas se clasifico segun el grado de intensidad de reaccion Ag/Ac que presentaron los TC (flecha
negra).

4.4 AnAlisis Estadistico.

Los resultados inmunohistoquimicos en placenta se analizaron mediante el uso
de tablas de contingencia, donde estos resultados no paramétricos fueron expresados como
porcentaje en cada categoria y utilizando como método estadistico la prueba de Chi
cuadrado de Pearson, para comparar las frecuencias obtenidas en los grupos Control y

PE (software SPSS Statistics 23) con una siggijicancia estadistica < 0.05.



5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas y de laboratorio de las pacientes.

En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas clinicas de un total de 23 pacientes
estudiadas, los valores representan la media y desviacion estandar. La edad gestacional
medida en semanas, peso RN medido en gramos y edad materna en afios. Para edad

gestacional y peso RN p< 0,05* versus control por prueba T de Student.

Tabla 2: Caracteristicas clinicas y de laboratorio

CONTROL PREECLAMPSIA
(n=12) (n=11)
EDAD GESTACIONAL
(semanas) 37,10+1,162* 33,43 +1,0*
PESO RN
(gramos ) 2817 + 266,7 * 1930 + 254,8*
EDAD MATERNA
(afios) 35,92 2,09 30,00 £2,0
PROTEINURIA . 3,6 g/dia
5.2 Expresion de los marcadores residuos de nitrotirosina y caspasa

3 activada.

En las Figuras 9 y 10 se visualiza la expresion IHQ de residuos de nitrotirosina y
caspasa 3 activada como marcador de EO y apoptosis respectivamente, en TC y MF
de vellosidades coridnicas troncales de placentas de término, provenientes de mujeres con

embarazo normal y mujeres con PE. Destacandose el grado de intensidad a la reaccién.
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Figura 9: Expresion IHQ para el marcador de residuos de nitrotirosina en grupo control y PE.

A. Control negativo de placenta en la que se omitié el Ac primario. B. Control positivo en corte
transversal de corazon humano con hipoxia-reperfusion y aplicacion del Ac anti-nitrotirosina. C.
Microfotografia de placenta de caso control que mue[ktra la expresion IHQ de residuos de nitrotirosina con el
uso de Ac policlonal anti-nitrotirosina. D. representa un mayor aumento de la zona analizada en C y se puede
observar expresion tenue en TC (flecha negra) y expresion tenue en MF (flecha azul). E. Placenta de caso
PE que muestra la expresion IHQ de residuos de nitrotirosina. F. representa un mayor aumento de la zona
analizada en E y se puede observar expresién moderada en TC (flecha negra) y expresion tenue en MF (flecha
azul). Barra de calibracién 50um. Original 400X. Microfotografias D y F presentan insertos donde se

observa con mayor aumento TC y MF.
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Figura 10: Expresién IHQ del marcador caspasa 3 activada en grupo control y PE.

A. Control negativo de una placenta del grupo control en la que se omitié el Ac primario. B. Control positivo
en corte transversal de corazén humano que presentd hipoxia/ reperfusion, con aplicacion del Ac anti-
caspasa 3 activada. C. Microfotografia de placenta de caso control que muestra la expresion IHQ de caspasa
3 con el uso de Ac policlonal anti-caspasa 3 activada. D. representa un mayor aumento de la zona analizada en
C y se puede observar expresion tenue en TC (flecha negra) y expresién tenue en MF (flecha azul). E.
Placenta de caso PE que muestra la expresion IHQ de caspasa 3 activada. F. representa un mayor
aumento de la zona analizada en E y se puede observar expresion moderada en TC (flecha negra) y
expresién tenue en MF (flecha azul). Barra de calibracién 50um. Original 400X. Microfotografias D y F
presentan insertos donde se observa con mayor aumento TC y MF.
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5.3 Expresion relativa de residuos de nitrotirosina, caspasa 3 activada y

caracteristicas clinicas.

Tabla 3: Expresion relativa de Estrés Oxidativo en TC y MF.

Telocitos Miofibroblastos
Control Preeclampsia Control Preeclampsia
(n=12) (n=11) (n=12) (n=11)
Intensa 0% (n=0) 9,1% (n=1) 0% (n=0) 0% (n=0)
Moderada 58,3% (n=7) 63,6% (n=7) 41,7% (n=5) 45,5% (n=5)
Tenue 33,3% (n=4) 27,3% (n=3) 50% (n=6) 54,5% (n=6)
Negativa 8,3% (n=1) 0% (n=0) 8,3% (n=1) 0% (n=0)

La intensidad de la reaccion IHQ para residuos de nitrotirosina fue medida a través de un score
semicuantitativo. Los campos seleccionados al azar y en doble ciego fueron evaluados por el siguiente score:
Intensa (+++), moderada (++), tenue (+) y negativa (0). Grupo control (n=12) y Grupo PE (n=11).Valor p >
0,05 por Test Chi-cuadrado de Pearson.

Tabla 4: Expresion relativa de Apoptosis en TCy MF.

Telocitos Miofibroblastos
Control Preeclampsia Control Preeclampsia
(n=12) (n=11) (n=12) (n=11)
Intensa 0% (n=0) 9,1% (n=1) 0% (n=0) 9,1% (n=1)
Moderada 25% (n=3) 36,4% (n=4) 0% (n=0) 18,2% (n=2)
Tenue 41,7% (n=5) 54,5% (n=6) 50% (n=6) 72,2% (n=8)
Negativa 33,3% (n=4) 0% (n=0) 50% (n=6) 0% (n=0)

La intensidad de la reaccion IHQ para caspasa 3 activada fue medida a través de un score
semicuantitativo. Los campos seleccionados al azar y en doble ciego fueron evaluados por el siguiente score:
Intensa (+++), moderada (++), tenue (+) y negativa (0). Grupo control (n=12) y Grupo PE (n=11). Para los TC
el valor p > 0,05 por Test Chi- cuadrado de Pearson y para los MF el valor p< 0,05 por Test Chi-cuadrado.
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Figura 11: A. Porcentajes de intensidad de residuos de nitrotirosina en TC y MF versus edad gestacional
(semanas) en grupo control y PE. B. Porcentajes de intensidad de caspasa 3 activada en TC y MF versus
edad gestacional (semanas) en grupo control y PE. De un total de 12 placentas control y 11 placentas con PE.

Valor p > 0,05 por Chi cuadrado de Pearson entre grupo control y PE.
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Figura 12: A. Porcentajes de intensidad a residuos de nitrotirosina en TC y MF y peso del RN (gramos) en
grupo control y PE. B. Porcentajes de intensidad de caspasa 3 activada en TC y MF y peso del RN (gramos) en
grupo control y PE, de un total de 12 placentas control y 11 placentas con PE. Valor p > 0,05 por Chi cuadrado de

Pearson.
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Figura 13: A. Porcentajes de intensidad a nitrotirosina en TC y MF y edad materna (afios) en grupo control y PE,

B. Porcentajes de intensidad de caspasa 3 activada en TC y MF y edad materna (afios) en grupo control y PE de

un total de 12 placentas control y 11 placentas con PE. Valor p > 0,05 por Chi cuadrado de Pearson.

Tabla 5: Expresion Inmunohistoquimica Positiva y Negativa de EO en TC y MF.

Telocitos Miofibroblastos
Control Preeclampsia Control Preeclampsia
(n=12) (n=11) (n=12) (n=11)
Positiva | 91,7% (n=11) | 100% (n=11) | 91,7% (n=11) | 100%(n=11)
Negativa | 8,3 % (n=1) 0%(n=0) 8,3% (n=1) 0%(n=0)

Las intensidades de reaccion (%) a residuos de nitrotirosina se agruparon en positiva (intensa, moderada

y tenue) y negativa del grupo control y grupo PE en TC y MF. Valor p > 0,05 determinado por Chi cuadrado de

Pearson.
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Tabla 6: Expresion Inmunohistoquimica Positiva y Negativa de Apoptosisen TC y MF.

Telocitos Miofibroblastos
Control Preeclampsia Control Preeclampsia
(n=12) (n=11) (n=12) (n=11)

Positiva 66,7% (n=8) | 100%(n=11) | 50% (n=6) 100% (n=11)

Negativa 33,3% (n=4) 0%(n=0) 50% (n=6) 0%(n=0)

Las intensidades de reaccion (%) a caspasa 3 activada se agruparon en positiva (intensa, moderada y
tenue) y negativa del grupo control y grupo PE en TC y MF. Valor p >0,05 para TC y valor p< 0,05 para MF,

determinado por Chi cuadrado de Pearson.

54 Relacion entre los porcentajes de intensidad IHQ agrupados (positivo y
negativo) de residuos de nitrotirosina, caspasa 3 activada y caracteristicas

clinicas.
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Figura 14: A. Porcentajes de Intensidad a residuos de nitrotirosina en TC y MF agrupados en positivo (intensa,
moderada y tenue) y negativo versus edad gestacional. B. Porcentajes de Intensidad a caspasa 3 activada en TC y
MF agrupados en positivo (intensa, moderada y tenue) y negativo versus edad gestacional. En grupo control y PE.
12 placentas control y 11 placentas con PE. Valor p > 0,05 por Chi cuadrado de Pearson entre grupo control y PE.
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Figura 15: A. Porcentajes de Intensidad a residuos de nitrotirosina en TC y MF agrupados en positivo
(intensa, moderada y tenue) y negativo versus peso del RN (gramos). B. Porcentajes de Intensidad a caspasa 3
activada en TC y MF agrupados en positivo (intensa, moderada y tenue) y negativo versus peso del RN

(gramos). En grupo control y PE. 12 placentas control y 11 placentas con PE. Valor p > 0,05 por Chi cuadrado

de Pearson entre grupo control y PE.
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Figura 16: A. Porcentajes de Intensidad a residuos de nitrotirosina en TC y MF agrupados en positivo
(intensa, moderada y tenue) y negativo versus edad edad materna. B. Porcentajes de Intensidad a caspasa 3
activada en TC y MF agrupados en positivo (intensa, moderada y tenue) y negativo versus edad materna. En

grupo control y PE. 12 placentas control y 11 placentas con PE. Valor p > 0,05 por Chi cuadrado de Pearson

entre grupo control y PE.
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5.5 Resumen de los resultados.

1. Los porcentajes relativos de EO entre ambos grupos analizados, no fueron
significativos para TC y MF, sin embargo en el grupo PE se observo una tendencia de

mayor positividad del marcador utilizado, respecto al grupo control.

2. En la placenta de mujeres con preeclampsia, en relacion a los controles, solo en
miofibroblastos se observd aumento significativo de caspasa 3 activada, marcador de

apoptosis.

3. Al relacionar la expresion de residuos de nitrotirosina y caspasa 3 activada con
las variables edad gestacional, peso del RN y edad materna, los resultados no fueron
significativo. En el grupo control los casos se encontraban dentro de los rangos de
normalidad. En el grupo PE el mayor “n” se agrup0 en edades gestaciones de pretérmino
y bajos peso al nacer, y la edad materna se agrupo principalmente en sobre los 21 afios de
edad.
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6. DISCUSION

El presente estudio ha logrado diferenciar por primera vez a través de la IHQ y con
el uso de MO, a los TC de los MF en el estroma placentario, y a la vez ha evaluado en
estas células los depositos de nitrotirosina como indice de EO (Figura 9) y la actividad de
caspasa 3 activada como indice de apoptosis (Figura 10).

En este trabajo se comprobd lo descrito por Wisdom y col., (1991), en relacion a
los embarazos normales, los cuales desarrollan un estado de EO. En los casos controles se
encontr6 que tanto TC como MF presentaron una alta respuesta positiva a residuos de
nitrotirosina (91,7%), pero sin diferencias significativas con relacion al grupo PE (Tabla 3
y 5), resultados confirmados también por Herrera y col. 2014, quienes afirmaron que el
embarazo en si es un estado de EO producido por el aumento de la actividad mitocondrial
de la placenta, situacién exacerbada en los casos de PE (Myatt y Cui, 2004; Herrera y col.,
2014). Este EO corresponde entonces a un desbalance entre la produccion de RL y la baja
capacidad de los antioxidantes para eliminarlos. Donde se ha informado que la placenta de
mujeres con PE presentan una disminucion significativa de la actividad de la enzima SOD
no logrando ser eliminada la excesiva produccién de RL (Bosco y col., 2010), situacion que
se demuestra para TC y MF del grupo PE en la Tabla 5 (100% positividad).

Cabe destacar que en la placenta se produce en el marco del EO la variante de
estrés nitrosativo, siendo este Ultimo producido por efecto del anion superoxido (02-),
poderoso agente pro-oxidante. A consecuencia de lo anterior, en el EO se incrementa la
liberacion del anion O2- y cuando el O2- y NO coexisten reaccionan originando el
anién peroxinitrito (ONOO-) (Myatt. 2010), molécula de vida media corta, por lo que
su produccion se debe determinar de manera indirecta por la nitracion que experimenta

el aminoacido tirosina de las proteinas, a través de la modificacion covalente de éstas
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con produccion de depositos de nitrotirosina (Beckman y Koppenol, 1996; Kossenjans
y col., 2000; Webster y col., 2008). Con la producciéon de ONOO- se produce una
disminucion del NO disponible para ejercer su accion vasodilatadora en este drgano no
inervado (Myatt, 1992; Myatt, 2010), en cambio la enzima SOD protege la actividad del
NO eliminando los aniones O2- (Myatt y col., 1996). En este contexto los autores Webster
y col. (2008), ademas describen que la nitracion de proteinas esta presente en los
estados de embarazo normal, lo cual se asocia con una modificacion post traduccional
de las proteinas, donde el porcentaje de la nitracion puede no provocar efectos celulares
adversos. Sin embargo, cuando este proceso aumenta como lo observado en PE, afecta
la funcién celular. Myatt., 2010, refiriéndose al poderoso dafio que se produce producto del
estrés nitrosativo, postula la hipotesis “la nitracion de proteinas en la placenta, lo cual
incluye receptores, transportadores, enzimas y proteinas estructurales, puede alterar la
funcion placentaria y esto influir en el crecimiento y desarrollo del feto”, cuya idea la
resume en la Figura 17, donde la alteracion de la funcién de las proteinas traerd como

consecuencia dafio en el desarrollo fetal.
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Figura 17: Efecto de la nitracion de proteinas en la placenta y luego en el feto. Myatt.,

2010.
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Es importante agregar que Myatt y col., (1997) encontraron que células del
estroma vellositario expresaban isoformas de SOD tanto en los casos control como PE, y
actualmente al observar las fotografias del estudio de estos dltimos autores podemos
confirmar que las células del estroma que ellos identificaron corresponden actualmente a
TC y MF (Figura 18). La expresion de esta enzima antioxidante en este tipo de células
podria explicarnos la razén del porqué nosotros no encontramos diferencias significativas

en los depdsitos de nitrotirosina entre ambos grupos.

Figura 18: Inmunotincion en vellosidad placentaria humana normotensas con anticuerpo
primario Cu / Zn SOD. Microfotografia tomada de Myatt y col.1997. Células del estroma
muestran respuesta positiva a la isoforma de SOD (Myatt., y col. 1997).

Segun nuestra hipotesis, las células estromales aqui estudiadas en mujeres con
PE, desarrollarian ademés un alto nivel de apoptosis, por lo tanto en este contexto, se hace
necesario resaltar que el normal funcionamiento de la placenta depende del adecuado
balance entre la proliferacion, diferenciacion y apoptosis, como a la vez de la apropiada

arquitectura morfoldgica de ésta. Por consiguiente, mantener la homeostasis de estos tres
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procesos basicos es fundamental para el correcto desarrollo del feto. En la placenta la
apoptosis aumenta significativamente a medida que avanza el embarazo, lo que sugiere un

rol en el desarrollo y envejecimiento de la placenta (Smith y col., 1997).

Esta demostrado que el EO observado en las placentas con PE conlleva a apoptosis
de células del trofoblasto (Tjoa y col., 2006), por lo que nuestro estudio viene a
ampliar los conocimientos en esta area, ya que presentamos resultados que muestran EO
y apoptosis en células del estroma, células no estudiadas hasta ahora. Otro ejemplo
son los estudios de Kadyrov y col., (2001) quienes demostraron la actividad de caspasa
3 en células del sincicio/citotrofoblasto a través del uso de Ac M30, el que reconoce el
clivaje de CK18, filamento intermedio del citoesqueleto de una célula epitelial. Cabe
sefialar que el trofoblasto como célula epitelial proviene del embrion bilaminar, por tanto
de origen ectodérmico y los TC y MF son de origen mesodérmico (Bosco y col., 2016), lo
que justifica la razon de no usar Ac M30 en el actual estudio para medir apoptosis, a
diferencia del Ac. CPP-32 que reconoce caspasa 3 activada tanto en el trofoblasto como en

células del estroma (Austgulen y col., 2002).

En relacion a la actividad de caspasa 3 activada, se obtuvieron diferencias
significativas en MF entre grupo control y PE, con un alto porcentaje de respuesta
negativa a apoptosis en el grupo control (Tabla 4 y 6), para lo cual, lo que nosotros
postulamos es que probablemente las células tomen una via apoptotica distinta a caspasa 3,
como por ejemplo via Bax, proteina pro- apoptotica, descrito asi en los estudios de Ratts y
col. (2000), los cuales manifiestan que la expresion de esta proteina es elevada en tejido
conectivo y perivascular placentario. Por su parte Smith y col. 1997 sefialan que en
cuadros de PE, el EO se ve exageradamente aumentado, llevando con ello a un descontrol
en el fendmeno normal de apoptosis, pudiendo por lo tanto alterar el correcto y continuo

proceso de apoptosis y ademas alterar el desarrollo y crecimiento del feto.
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Sobre la base de los estudios de Suciu y col., (2007, 2010) quienes describieron que
el estroma placentario presentaba un nuevo tipo celular que habian sido previamente
descrito en intestino y que denominaron TC, y luego Popescu y col. (2010) al postular
que estos TC placentarios tenian por funcion ser el marcapaso que mantenia el tono de las
CML de los vasos sanguineos, en concomitancia con los estudios previos de Farley y
col.,(2004), quienes demostraron que los MF eran el esqueleto de las vellosidades
coridnicas y que participaban en la contraccion/relajacion de éstas vellosidades regulando
asi el volumen intraplacentario, dieron las bases que permitieron a Bosco y col., (2015,
2016) postular que dada la estratégica posicion de los TC entre las CML de los vasos
sanguineos y los MF, estos serian los moduladores de la contraccion/relajacion tanto de las
CML como de los MF, constituyendo una triada funcional placentaria: CML-TC-MF

(Bosco y col., 2016), reguladora del intercambio metabdlico madre/feto.

Es importante destacar que nuestro estudio se realizdé con el uso de MO, sin
embargo Suciu y col. (2007) postularon que con el uso de MET la apoptosis de los TC
se expresaria con la pérdida de las conexiones tipo sinapticas existentes entre sus Tps
y los MF y entre sus Tps y las CML de los vasos sanguineos fetales, conexiones que
modularian como hemos dicho previamente, la traduccion de sefiales entre estos dos
tipos celulares, para de esta forma regular el tono de los vasos sanguineos y la
contraccion / relajacion de las vellosidades coridnicas humanas sumergidas en camara
hematica. Nuestros resultados son concordantes con la hipotesis de Suciu y col.,
(2007) y Bosco y col., (2015, 2016), al igual que con Kostin (2010) quien replico este
fenémeno pero en TC cardiacos de raton y humano utilizando MET, dichos tejidos
fueron sometidos a hipoxia, sugiriendo que este fenomeno llevé al aumento del EO y

consecuentemente a la apoptosis.

La funcion de marcapaso de los TC placentarios propuesta por Suciu y col (2007) y
por Bosco y col., (2015) se basa en los estudios de Gherghiceanu y Popescu (2011) en

48



corazén de raton. En este estudio los citados autores encontraron con el uso de MET que los
TC cardiacos presentaban nanocontactos (10-15nm) con cardiomiocitos y stem cells del
organo, constituyendo una red en el intersticio del miocardio que se relacionaria con la
sefializacion y coordinacion cardiaca. A través del analisis ultraestructural se demostro
que estas células formaban un sistema intersticial entre todas las células cardiacas
conformando una red integradora, afirmando que los TC cardiacos cumplirian una funcién
estructural, de soporte y sefializacion a larga distancia, ya que estan situados muy cerca de
los cardiomiocitos, capilares sanguineos y terminaciones nerviosas, esencial en la fisiologia
cardiaca. También se les atribuyd una funcion reparadora y de renovacion cardiaca, ya que
estas células estarian también en estrecho contacto con cardiomioblastos inmaduros
(Gherghiceanu y Popescu., 2012). En casos de infartos al miocardio se ha visto en raton
que al realizar un trasplante de TC cardiacos en la zona infartada, el corazon puede
disminuir el tamafio de la zona infartada cardiaca (Gherghiceanu y Popescu, 2012), es
decir actuaria como stem cells regenerativa, lo que confirma que la apoptosis de los TC
puede alterar de gran manera el funcionamiento del corazén, lo que seria concluyente

también para placenta.

Cabe destacar también que la placenta actia como pulmén para el feto,
pudiendo extrapolar esta informacion y asociarla con los estudios de Popescu y col. (2011)
realizados en pulmén de ratén, los TC actuarian en el arbol respiratorio a manera de una
red mecanica que impediria el colapso de los bronguiolos y de los vasos sanguineos
respiratorios, siendo esto Gltimo lo mismo que proponemos nosotros como rol de los TC
para las CML de los vasos sanguineos de las vellosidades coridnicas, por tanto su dafio
por EO y/o por apoptosis alteraria el normal intercambio gaseoso madre/feto. Ademas,
Zheng y col. (2012) describié TC en el pulmdn humano, dispuestos vecinos a la capa del
musculo liso o musculo de Reisenssen que existe en los bronquiolos respiratorios y
también en el espacio intersticial de los alvéolos, formando conexiones directas con las
células musculares lisas tanto en los vasos sanguineos del alvéolo como con el musculo

de Reisenssen en los bronquiolos, sumado a conexiones con células inmunes del
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intersticio (Zheng y col. 2012). Lo expuesto es concordante con la funcion de triada
funcional de estas células en el funcionamiento de la placenta (Bosco y Diaz, 2016).

Recientemente Li y col. (2014), estudiaron en rata la funcién de regeneracion en
los thbulos renales, después de una lesion isquemia-reperfusion in vivo, los resultados
demostraron un efecto protector de los TC contra la isquemia-reperfusion, el cual se

producia a través de un mecanismo de inflamacion independiente (Li y col, 2014).

Considerando que la placenta actia como rifién para el feto este efecto podria
ser analogo a lo que ocurriria con los TC placentarios, es decir estarian tambien
involucrados en un efecto protector contra la isquemia-reperfusion que experimenta la

placenta en PE.

Es importante hacer referencia que la placenta funciona también como intestino
en relacion a absorber metabolitos. Por lo tanto, seria interesante comparar dicha
informacién con la fisiologia del sistema digestivo, ya que si se analizan las vellosidades
intestinales es posible identificar haces de células musculares lisas provenientes de la
muscular de la mucosa cuya funcion es acortar y elongar las vellosidades intestinales para
gue tengan mayor contacto con el bolo alimenticio, de acuerdo a lo anterior, los MF
ejercerian la misma funcion pero en las vellosidades corionicas sumergidas en sangre
materna (Bosco y Diaz, 2016), funcidén que se veria afectada por una exacerbacion de la

apoptosis de estas celulas.

Por (ltimo, es interesante destacar que en relacion a la funcion de intestino que
realiza la placenta y citada en el parrafo anterior, se ha demostrado en la enfermedad de

Crohn el notable efecto recuperativo que produce en estos pacientes la administracion
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endovenosa de células estromales provenientes de placentas de término de embarazos
normales, células que podemos afirmar ahora que estan representadas en gran parte por TC
y MF. La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria cronica del tracto
gastrointestinal, de compleja patogénesis, y con las siguientes caracteristicas clinicas:
diarrea, dolor, estrechamiento de la luz intestinal que conduce a estenosis y obstruccion
intestinal, formacién de abscesos, etc (Mayer y col., 2013). Lo anterior se justifica porque
estudios recientes han demostrado que los TC intestinales sufren una disminucion
significativa tanto en pacientes con enfermedad de Crohn, como con colitis ulcerosa,
debido a la desorganizacion celular que sufre la arquitectura intestinal y la pérdida de
la motilidad (Milia y col., 2013).

La PE es un sindrome materno que se define en términos de su funcion
cardiovascular y renal (HTA vy proteinuria), lo cual se resuelve con el parto, es decir
la expulsion de la placenta es la medida clinica indicada en estos casos (Raijmakers y col,
2004). Como lo describiamos anteriormente, una placenta sana serd quien desemperie las
funciones de drganos previa formacion de ellos en el feto, por lo tanto, una placenta
enferma, se podria ver reflejada con fallas organicas en un RN que se formd con una

placenta dafiada (Bosco y col., 2012).

Si bien este estudio se centra en los TC y MF placentarios, se debe considerar que su
funcién es destacada para los otros tejidos previamente citados, por lo tanto seria un
gran aporte a la fisiopatologia si se continuara con las investigaciones de esta triada
funcional cuando esta sometida a EO y apoptosis.

Considerando que el feto depende de nutrientes y gases para el normal desarrollo
y crecimiento, y la placenta media la transferencia de estos hasta el parto, Jansson y

Powell (2007) afirman que el éptimo aporte de nutrientes para el normal crecimiento fetal,
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es dependiente del flujo sanguineo en la placenta, por lo tanto creemos que este estudio
preliminar de efecto del EO y la apoptosis en los TC y MF sometidos a hipoxia por
reperfusion como lo que ocurre en los casos de PE, también es un aporte al quehacer
del clinico, por ello realizamos un andlisis de los resultados inmunohistoquimicos aqui
obtenidos y los datos clinicos de las pacientes y del RN. Concluyendo que si bien los datos
no fueron significativos (p>0,05), al analizar cada grafico, se puede observar que tanto
para EO como apoptosis en PE las placentas presentaron completa positividad, no asi
en el grupo control, el cual presentd respuestas negativas a EO y apoptosis, ademas
todas las placentas controles pertenecian a edades > 37 semanas de gestacion, es decir,
esto se puede explicar por los factores protectores que presenta la placenta frente al EO
en embarazos normales, siendo las enzimas antioxidantes (SOD, catalasa, glutation
peroxidasa) las que actuarian como barreras fisioldgicas para eliminar RL, para proteger a
la placenta y evitan la consecuente alteracion en el normal desarrollo de la apoptosis,
permitiendo que el embarazo llegue a su término adecuadamente (Figura 14, 15, y 16)
(Bosco y col., 2010). En el grupo PE, las placentas pertenecian principalmente a
embarazos menores a 37 semanas de edad gestacional, lo que se clasifica segin la
Organizaciéon Mundial de la Salud, como un embarazo de pre-termino (Figura 11),
esto dice relacién principalmente con el manejo clinico de la PE, debiendo ser
interrumpido el embarazo antes de las semanas correspondientes (> 37 semanas), en el
grupo PE todas presentaron respuesta positiva 100% (Figura 14). En relacion al peso del RN
de mujeres con PE, se vio un mayor “n” en el grupo de pesos de RN < 2500 gramos
(Figura 12), mismo grupo presentd completa positividad a residuos de nitrotirosina y
caspasa 3 activada a diferencia del grupo control (Figura 15), lo cual se puede relacionar
con la menor edad gestacional que presentaron los embarazos, y por lo tanto los RN no
alcanzaron el peso idoneo al nacer (> 2500 gramos). Para explicar dicho fendmeno,
Bosco y col. 2010, informaron que en patologias del embarazo como la PE, aumentaria la
accion de los lipoperdxidos debido a la disminuida accién antioxidante de enzimas como
SOD, vy, afectando la funcion de lipidos y de proteinas debido al estrés nitrosativo alterando
el normal intercambio de los nutrientes hacia el feto, generando que el RN nazca con bajos

pesos al nacer.
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Ademas Bosco y col. 2012 postulan el concepto de hipercoagulacion materna en
placentas que han presentado PE, lo cual conduciria a una disminucion en la circulacion
utero placentaria, es decir la hipercoagulabilidad de la sangre en camara hematica lo que
haria mas dificil la contraccion /relajacion de las vellosidades corionicas, y por ende

disminucion en el transporte de nutrientes y gases al feto.

Por lo demas, la edad materna podria conducir a cuadros de PE en casos de
edades extremas, es decir en madres con menos de 20 afios y méas de 35 afios, nuestros
resultados en esta variable no fueron significativos, pero si resultd que el grupo de
mujeres con PE se agrupaba mayoritariamente en el grupo mayor de 21 afios, cuyas
placentas ademas entregaron completa positividad al marcador de EO y apoptosis (Figura
13 y 16). Aun no se tiene claro cual podria ser la causa, lo que si se sabe es que en
edades mayores de 35 afios existe una mayor probabilidad de PE, atribuible a la presencia
de enfermedades preexistentes como DM, HTA, enfermedades renales cronicas, patologias

que contribuyen o aumentan la posibilidades de presentar PE.
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7. CONCLUSIONES

En la placenta de mujeres con preeclampsia se observé que en relacién a los controles,
no hubo aumento significativo de residuos de nitrotirosina, marcador de estrés oxidativo, en

telocitos y miofibroblastos.

En la placenta de mujeres con preeclampsia, en relacion a los controles, solo en
miofibroblastos se observd aumento significativo de caspasa 3 activada, marcador de

apoptosis.
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8. PROYECCIONES FUTURAS

El lograr distinguir por IHQ y MO en el estroma placentario estos 2 tipos celulares,
permite disefiar nuevos estudios enfocados a explicar la relacién PE/placenta.

Proponemos continuar con este estudio utilizando ahora MET.

Creemos también importante realizar una investigacion que analice enzimas
antioxidantes, como la actividad de SOD en TC y MF de placentas de mujeres con PE

vs. control.

Proponemos también continuar con el estudio de apoptosis en TC y MF, determinando
otras proteinas y otras vias que podrian activarse cuando ocurre un aumento de EO en

placenta.
Dado que nuestro estudio corresponde a casos de PE moderada, proponemos que seria

interesante repetir este estudio con casos de PE severa y PE+HELLP, para comprobar si

los parametros estudiados presentan alguna diferencia.
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10. ANEXOS

ANEXO 1
UNIVERSIDAD DE CHILE
HOSPITAL CLINICO
Comité de Etica
MEMO N° : / 5’6
MAT. J Aprobaclén
SANTIAGO : 7 jmL, 200%
Sefior

Dr. Mauro Parra C.
Departamento de Obstetriciay Ginecologia
Presente.

f
Estimado Dr. Parra:

En el Comité de Etica del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile hemos revisado su trabajo de Investigacion “Estudio multicéntrico
nacional para determinar el papel de las vitaminas antioxidantes en la
profilaxis de preeclampsia severa y restriccion de crecimiento fetal”, el cual
ha sido aprobado. ‘ :

Saluda atentamente a Usted.,

/ .@0

&
o
«Q
g M
e
S

i G.H ‘té,tt —
PROF.DR. CAMILO LARRAIN AGUIRRE

PRESIDENTE COMITE DE ETICA

Nistribucion
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ANEXO 2

Apéndice 4: Consentimiento informado de toma de muestra de sangre para estudios bioquimicos y/'o geneticos
(Version 1)
15 Mayo 2001

Unidad de Médicina Fetal
Hospital Clinico Universidad de Chile

ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL EFECTO DEL TROFOBLASTO
HIPOXICO SOBRE LA FUNCION DEL ENDOTELIO VASCULAR

Consentimiento informado

Solicitamos su permiso para obtener muestras de la placenta y el cordon
umbilical posterior al parto. Estos tejidos seran cultivados en medios
especiales y posteriormente se realizaran estudios especiales para
determinar el efecto cultivo de la placenta bajo condiciones hipdxicas sobre la
funcién del endotelio vascular proveniente de cordones umbilicales. Estos
estudios nos permitirdn conocer algo mas sobre la etiopatogenia de estas
enfermedades de alta morbi-mortalidad perinatal y materna.

A las muestras de placenta y cordon se le asignara un nimero y examinada
posteriormente por investigadores quienes no sabran el origen de esta. La
informacion recabada de estos estudios estara bajo estricta confidencia y solo
los coordinadores de este estudio tendran acceso a ella.

Todos los estudios seran andnimos, por lo que no podremos dar informacion
individual de los resultados.

3. Confirmo que he leido y entendido la informacion arriba
detallada y que he tenido la oportunidad de aclarar mis dudas

4. Acepto que se me toma una muestra de placenta y cordon
umbilical posterior al parto

Nombre de la paciente............ccccooiiiviiniiiens (1< [N ———————
EIChARIRNIE S s imssninasommes = To p - (RN S
1, [=Ts [ oo [P O e B8, oo nms oo e

Sila paciente es menor de 18 afios, se requiere la firma de los padres

BIENBIR..... . cnne o e sssiis s R i RIS s
Relacion con paciente. ...............cceecevveeeiees FECNA...oiiiiiiiiiiiii e
Estudio multicéntrico sobre ol valor de vituminas antioxidantes en reducir incidencia de PE v RCF Page 3
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