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RESUMEN

Introduccion: La Restriccién del Crecimiento Intrauterino alcanza una incidencia

mundial del 3-10% de todos los embarazos, siendo responsable de una alta
morbimortalidad perinatal. Entre sus etiologias, la restriccion alimentaria promueve
alteraciones en el aporte de nutrientes para el normal crecimiento y diferenciacién
de los tejidos. Esto condiciona modificaciones en el estatus oxidativo de la madre,
la placenta y el feto, promoviendo alteraciones morfologicas y funcionales en estos
tejidos. Objetivo: Caracterizar la morfologia y la distribucion de las enzimas
prooxidantes y antioxidantes, en placentas de ratas en diferentes estadios de
gestacion en un modelo con y sin restriccion alimentaria. Material y Métodos:

Muestras de placentas de ratas entre los dias 14, 17 y 20 de gestacion fueron
obtenidas de animales con y sin restriccion alimentaria. Los tejidos fueron
procesados mediante técnicas histolégicas convencionales para la descripcidon
morfolégica e inmunohistoquimica para la distribucién de las enzimas Oxido
Nitrico Sintasa Inducido (iNOS), Super6xido Dismutasa 1 (SOD1) y Glutatién
Peroxidasa (GPX). Resultados: En las placentas de animales con restriccion
alimentaria se observé una reduccion cualitativa del tamano placentario y la
aparicién precoz de células ricas en glicbgeno. En placentas de animales sin
restriccidén alimentaria SOD1 y GPX fueron observadas en todas las regiones de la
placenta. Sin embargo, la distribucién en la region del laberinto aumentd hacia el
final de la gestacion. En la regién del espongiotrofoblasto sélo GPX mostré un
aumento en su distribucién. En la region de las células gigantes del trofoblasto
ambas enzimas fueron observadas en todo el periodo de estudio con una
distribucién similar. A su vez, la distribucién de INOS disminuye a medida que
avanza la gestacion en todas las regiones placentarias localizdndose en este
periodo en los vasos sanguineos fetales. En placentas de animales con restriccion
alimentaria, se observé una mayor distribucion de las enzimas antioxidantes (GPX
y SOD), a diferencia de iNOS cuya distribucion fue menor. Conclusion: La
restriccién alimentaria materna induce alteraciones morfoldgicas placentarias e
incrementa las defensas antioxidantes, lo que podria promover una respuesta

compensatoria a esta alteracion.



Palabras Claves: Placenta, Restriccion Alimentaria, Restriccion del Crecimiento

Intrauterino, Enzimas Prooxidantes, Enzimas Antioxidantes.



ABSTRACT

Introduction: Intrauterine growth restriction reaches a world incidence of 3-10% of

total pregnancy number, being the cause of a high perinatal morbimortality. Among
its etiologies, food restriction promotes alterations in the nutrient input for normal
tissue growth and differentiation. This fact conditions some modifications that take
place on the oxidative status of the mother, placenta and fetus. These
modifications include morphological and functional alterations of the mentioned
tissues. Objective: To characterize the morphology and the distribution of pro-
oxidant and anti-oxidant enzymes in rat placenta at different gestational stages in a
model with and without food restriction. Material and Methods: Placental samples

were obtained from pregnant rats at days 14, 17 and 20 of gestation maintained
with and without food intake. Tissues were processed using conventional
histological techniques for the morphological description and
immunohistochemistry to determine the tissue distribution of each of the following
enzymes: induced nitric oxide synthase (iNOS), Superoxide dismutase 1 (SOD1)
and glutation peroxidase (GPX). Results: In the placentas from animals subjected
to food restriction, a qualitative reduction of the placental size and the early
appearance of glycogen rich cells was observed. In the placentas from animals
without food restriction, SOD1 and GPX were observed throughout all placental
regions. However, distribution in the labyrinth region increased at the end of
gestation. In the spongiotrophoblast region, just GPX showed an increase in its
distribution. In the region of the trophoblast giant cells both enzymes were
observed in the hole period of study with a similar distribution. In turn, iINOS
distribution decreases in all placental regions as gestation progresses being
detectable in this period in fetal blood vessels. In placentas from animals with food
restriction, a bigger distribution of antioxidant enzymes (GPX and SOD) was
observed, oppositely to INOS observation which was less distributed. Conclusion:
Maternal food restriction induces placental morphological alterations and increases
antioxidant defenses, which might promote a compensatory response to this
alteration. Key Words: Placenta, Food restriction, Intrauterine growth restriction,
pro-oxidant enzymes, anti-oxidant enzymes.



DEFINICION DE TERMINOS

= Placenta: Organo situado dentro del ttero durante la gestacion a través del
cual se le proporcionan al feto los nutrientes esenciales y oxigeno, siendo
ademas una via de eliminacién de los productos de excrecion fetal.

= Restriccion Alimentaria: Consiste en someter a un individuo a una

reduccion de ingesta diaria de los nutrientes necesarios que su metabolismo

requiere en condiciones normales.

» Enzimas Prooxidantes: enzimas capaces de generar y/o promover la

produccién de radicales libres.

» Enzimas Antioxidantes: enzimas capaces de neutralizar la reactividad de

los radicales libres sin desestabilizar su propia estructura, manteniendo el
balance redox esencial para la sobrevida de los organismos y su salud.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 RESTRICCION DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO

Se define conceptualmente como Restriccion del Crecimiento Intrauterino
(RCIU) al fracaso del feto en alcanzar el potencial de crecimiento genéticamente
determinado durante el periodo intrauterino (Gabbe et al., 2004; Scifres & Nelson,
2009; Tapia & Ventura-duncéa, 2008). Desde el punto de vista epidemioldgico,
corresponde al feto que posee una estimacion de peso menor al percentil 10 para
una poblacién determinada a cierta edad gestacional (Biri et. al., 2007; Burton et.
al., 2009; Gabbe et al., 2004; Hracsko et al. 2008; Nien et al., 2002; Moller, 2009;
Pérez & Donoso, 1999).

Previamente los términos de restriccion del crecimiento intrauterino y pequenos
para la edad gestacional (PEG) a menudo se usaban indistintamente. En la
actualidad se da cuenta de que los dos no son sinénimos, debido a que no todos
los recién nacidos PEG identificados en la vida neonatal a partir de las
distribuciones del percentil representan una restriccién del crecimiento durante el
embarazo (Burton et. al., 2009; Nien et. al., 2002). Actualmente, la estimacion del
peso fetal se realiza mediante ecografia y considera parametros como diametro
biparietal, circunferencia craneana y abdominal, longitud del fémur u otros huesos
largos. Esto permite clasificar la RCIU por severidad en leve, moderado y severo,
segun la ubicacion del peso fetal en los percentiles 10, 5y 2, respectivamente en
la tabla de Juez et al., vigente desde 1989. Otras clasificaciones utilizadas son
segun el momento de diagnostico de la RCIU; en precoz (antes de las 28
semanas de Edad Gestacional o EG) y tardia (después de las 28 semanas de
EG). Finalmente, segiun el grado de compromiso antropométrico del feto:
Simétrico o proporcionado el cual es producto de noxas que afectan etapas
tempranas de la gestacién, como: alteraciones genéticas, infecciones y
enfermedades preconcepcionales de la madre. A su vez, el feto asimétrico o

desproporcionado es aquel que presenta un menor peso, pero un tamano



craneal y longitud normal debido a que la noxa afecta etapas avanzadas de la
gestacion (Nien et. al., 2002; Moller, 2009; Moore, 2003; Pérez & Donoso E., 1999;
Tapia & Ventura-Junca, 2008).

Para el diagnéstico, la combinacion de la biometria fetal con la evaluacion
Doppler' de la arteria umbilical y cerebral media provee medios mas precisos
para identificar al feto con RCIU (Burton et al 2009; Scifres & Nelson, 2009; Tapia
& Ventura-dunca, 2008). Para la biometria fetal, la utilizacién de la curva de
crecimiento intrauterina de nuestra poblacién confeccionada por Juez et al. (1989)
(Grafico 1.1) combinada con los datos de Pittaluga et al. (2002), son los que
suelen ser los referentes adecuados para determinar estas anomalias del

crecimiento.

La incidencia de RCIU en Chile y en el mundo alcanzan entre el 3 al 10% de todos
los embarazos (Hracsko et al., 2008; Nien et. al., 2002; Tapia & Ventura-Junca,
2008), considerandose la segunda causa de mortalidad perinatal; y secuelas
neuroldgicas en los recién nacidos, siendo su mortalidad de 6 a 10 veces superior
con respecto a recién nacidos de crecimiento normal (Gabbe et al., 2004; Maulik,
2006; Hracsko et al. 2007; Nien et. al., 2002). Dicho riesgo es atribuible tanto
para embarazos de término como de pretérmino. La mortalidad perinatal, es
variable segun los percentiles de peso a distinta edad gestacional (Grafico1.2).

! Doppler de Arterias uterinas: evalla la resistencia vascular de arterias tanto uterinas como cerebrales. Un incremento en
la resistencia vascular (RV) se asocia a RCIU, ante un feto con estimacién de peso fetal bajo p10 en ausencia de anomalia
congénita y la presencia de liquido normal. La RV puede estar ausente o reversa cuando se eleva la RV Placentaria. (Tapia
& Ventura-Junca, 2008)
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Mortalidad Perinatal segiin percentiles de peso a distinta
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Grafico 1.2 Mortalidad Perinatal segun percentiles de peso a distinta edad
gestacional, Chile 1999.
Nien et. al., 2002.

En la etiologia y patogénesis de la RCIU se describen mdultiples condiciones
asociadas, pero principalmente se categorizan en un origen materno y origen feto-
placentario, los cuales se dan a conocer en la (Fig. 1.1). EIl mecanismo comun
involucrado corresponde a alteraciones en el aporte de sustratos necesarios para
la funcién celular normal y en los mediadores que regulan el crecimiento y

diferenciacion celular (Maulik, 2006; Tapia & Ventura-Junca, 2008).
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Fig. 1.1 Causas de Restriccion de Crecimiento Intrauterino.
Adaptado de Nien et. al., 2002

Entre las condiciones maternas asociadas a la RCIU aparece la restriccion
alimentaria, |a cual puede tener efectos permanentes si ésta ocurre en un periodo
critico durante la etapa del desarrollo embrio-fetal, comprometiendo Ila
supervivencia del feto y su adaptacion neonatal. Estudios epidemioldgicos
sugieren que el estrés nutricional provocado por dicha restriccién en la etapa
prenatal, puede programar e incrementar el riesgo de sufrir enfermedades
degenerativas que pueden ser observadas en la vida adulta (Albarran et al, 2009;
Barker et. al, 1989) resultando vital la 6ptima actividad placentaria (Krause et al.,
2009). Las principales consecuencias a corto y largo plazo de la RCIU se

observan en la (Fig. 1.2).

Consecuencias a largo plazo del RCIU.

#Restriccion de Crecimiento de Talla

#Déficit Atencional

»Trastornos del Aprendizaje

» Enfermedades Cronicas del Adulto:
RCIU *Obesidad

*Hipertension Arterial

*Hipercolesterolemia

*Cardiopatias

*Diabetes Mellitus

Complicaciones en el Recién Nacido.
»Mortinato
»Anomalias Congénitas
» Depresion Perinatal
»Hemorragia Pulmonar
# Hipertension Pulmonar Persistente
»Trastornos del Metabolismo
» Enterocolitis Necrotizante

Fig. 1.2 Consecuencias a corto y largo plazo de la RCIU.
Adaptado de Tapia & Ventura-Junca, 2008.



1.2 PLACENTA HUMANA

A los cuatro dias post-fecundacion, ocurre la cavitacion de la mdrula, la cual
consiste en la formacién de un espacio lleno de liquido llamado blastocele. En esta
etapa de segmentacion, el embridn se conoce como blastocisto, el cual consta de
dos tipos de células: una capa superficial externa (trofoblasto), que rodea a un
pequeno grupo interno de células llamadas masa celular interna o embrioblasto.
Estas dltimas células dan lugar al cuerpo del embrion propiamente tal mas un
namero de estructuras extraembrionarias como: amnios, saco vitelino, alantoides y
corddn umbilical. Por su parte las células del trofoblasto daran origen a la placenta
y corién (Bruce M., 2003).

La placenta es un érgano que posee dos porciones; una fetal que se desarrolla a
partir del saco coridénico, cuya apariencia es color gris brillante a causa de la
membrana amnidtica que lo cubre; y otra materna, la cual presenta una superficie
rugosa de color rojo vinoso, que procede del endometrio, siendo este 6rgano el
principal sitio de intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el feto (Fig.
1.3) (Bruce M., 2003; Moore, 2004; Ross & Pawlina, 2007; Moller, 2009).

La placenta madura tiene forma de disco, con un grosor de 3 cm. y un diametro
aproximado de 20 cm., alcanzando normalmente al término de la gestaciéon un
peso de 500 grs. aproximadamente, siendo su rango normal entre 650 y 450 grs.,
correspondiendo a un sexto del peso fetal (Bruce M., 2003; Moller, 2009).

La Cara Fetal de la placenta esta constituida por el corién, el que se une a la
porcion materna a través de la concha citotrofoblastica, que corresponde a una
proliferacién de células del citotrofoblasto, las cuales se extienden a través del
sincitiotrofoblasto. Esta concha rodea completamente al embrién, saco coriénico y
lo une al endometrio materno. Los vasos endometriales atraviesan las hendiduras
de la concha citotrofoblastica, porciébn donde se inserta el cordon umbilical y es
adyacente a la cavidad amniética (Bruce M., 2003; Moller, 2009; Moore, 2004).



La Cara Materna de la placenta esta constituida por la decidua basal y se adosa
en el utero materno. Esta zona esta subdividida hasta en 38 I6bulos. Los surcos
entre los l6bulos estan ocupados por tabiques placentarios, que surgen desde la
decidua basal y se extienden hacia la placa coridnica. En el interior de cada lébulo
placentario hay varios cotiledones, cada uno de los cuales consta de una
vellosidad principal en forma de tronco y sus ramas. El espacio intervelloso de
cada lébulo representa un compartimiento casi aislado de circulacién materna
hacia la placenta. (Bruce M., 2003; Moller 2009; Moore, 2004)

Sangre materma Vellosidad coridnica
en el espacio intervelloso

ff ~ Arterias endomelriales espirales
e

i ]

Corddn umbilical _~Decidua basa
s

.,

- Placa coridnica

Membrana
amniocorionica

Amning ~ T Cavidad uterina

Carion liso )
_ Tapon mucoso

Decidua parietal

\ | ——Vagina

4 semanas de gestacion 8
Fig. 1.3 Estructura placentaria.

(Bosco, 2008)

Entre las funciones de la placenta se destacan la proteccién, nutricion,
intercambio de gases, excrecion y produccion de hormonas. Respecto a la funcién
de proteccion, en la placenta se producen cambios temporales a través de la
gestacion, en el primer trimestre hay seis capas en la barrera placentaria:
sincitiotrofoblasto, capa citotrofoblastica interna discontinua, lamina basal del
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trofoblasto, tejido conjuntivo, lamina basal del endotelio, endotelio de los capilares
placentarios fetales de las vellosidad terciaria. Al término del embarazo sélo estan
presentes el trofoblasto, el endotelio capilar fetal y la lamina basal, la que
disminuye su grosor, debido a la proliferacién celular, acelerando el intercambio de
nutrientes y desechos estimulado ademas por la creciente demanda fetal (Bruce
M., 2003; Moller, 2009; Moore, 2004; Webster et al., 2008). Esta barrera protectora
ademas de separar la sangre materna de la fetal también controla la transferencia
placentaria ya que impide el paso libre e indiscriminado de sustancias (Bruce M.,
2003; Moore, 2004).

Hacia el final del embarazo, se forma el material fibrinoide en las superficies de las
vellosidades que parece reducir la transferencia de nutrientes a través de la

placenta (Moller, 2009; Moore, 2004).

1.2.1 Desarrollo Placentario:

Hasta el comienzo de la octava semana, el saco coriénico a medida que crece, las
vellosidades asociadas a la decidua capsular se comprimen, reduciendo su
irrigacion sanguinea. Estas vellosidades degeneran enseguida y originan una zona
desnuda relativamente avascular denominado corion liso. Por otra parte, la zona
que conserva las vellosidades, se denomina corion frondoso, siendo estas
vellosidades las que se proyectan al espacio intervelloso que contiene la sangre
materna. Por esta razén, la placenta humana se clasifica como hemocorial (Bruce
M., 2003; Moore, 2004; Ross & Pawlina, 2007).

Estas vellosidades comienzan a formarse a partir de la segunda semana con las
proyecciones del citotrofoblasto originando asi las vellosidades primarias o
primitivas. Posteriormente ocurre la invasion mesenquimatica al principio de la
tercera semana de gestacion en el interior de la vellosidad en crecimiento. A partir
de este momento pasan a denominarse vellosidades secundarias. Finalmente,

hacia la tercera semana post- fecundacion se forman las vellosidades terciarias



cuando en su nucleo mesénquimatoso se originan vasos sanguineos y se
ramifican en la tercera semana post fecundacién. Estos capilares se unen para
formar una red arteriocapilar que se conecta con el corazén embrionario a través
de los vasos del corion y el primordio del cordén umbilical. La sangre del embrién
comienza a fluir lentamente a través de los capilares de las vellosidades
coriénicas, por el corazén y los vasos sanguineos del cuerpo del embrién (Fig.
1.4) (Bruce M., 2003; Moller, 2009).

Dias 4 & 7 9 12 15 17
L L L 1 |

Comienza la implantacién Placa corial Vaso embrionaric
* Vellosidad secundaria Vellosidad terciaria

Vellosidad flotante

Tejida
uterino
(decidua
basal)

Acomulo
citotrofoblastico
Vellosidad

rimaria
P Vaso

maternc Laguna

Sincitiotrofoblasto Colliing.colilar Nlioatie

citotrofobléastica de anclaje

Cubieria citotrofoblastica
Fig. 1.4 Fases en la formacién de las vellosidades corionicas.
(Bosco, 2008)

La porcion terminal de la vellosidad sigue siendo trofoblastica y consta de una
masa solida de citotrofoblasto denominada columna de células
citotrofoblasticas y una cubierta relativamente delgada de sincitiotrofoblasto
(Bruce M., 2003).

El desarrollo del vértice de la vellosidad ocurre en un ambiente hipdxico, donde
crece la columna de células citotrofoblasticas distalmente, insertandose luego en
la capa del sincitiotrofoblasto (Bruce M., 2003; Ross & Pawlina, 2007).



1.2.2 Espacio Intervelloso:

El corion formado por las vellosidades placentarias posee un revestimiento
epitelial en el que se distinguen claramente dos capas derivadas del trofoblasto:
Sincitiotrofoblasto y Citotrofoblasto. (Bruce M., 2003; Gonzalez-Merlo, 2006;
Young, 2008).

El sincitiotrofoblasto esta constituido por una masa citoplasmica en la que no se
distinguen limites celulares y los nucleos se distribuyen de manera uniforme.
Contiene abundantes organelos y algunos productos de pinocitosis; con una
importante actividad metabdlica y endocrina. En el citoplasma se aprecian
frecuentes vacuolas que contienen lipidos. Ademas sintetiza glucégeno, acidos
grasos y otras sustancias nutritivas utilizadas por el embrién mientras aiun no se
establece la circulacion utero-placentaria. (Bruce M., 2003; Gonzalez-Merlo, 2006;
Ross & Pawlina, 2007; Scifres & Nelson, 2009).

En la superficie, el sincitiotrofoblasto posee microvellosidades de unos 3 um de
longitud. El tamano y la densidad de las microvellosidades no son constantes sino
gue cambian con la edad de la placenta y en funcién de las distintas condiciones
ambientales. Por ejemplo, en casos de mala nutricibn materna o transporte
deficiente de oxigeno, el niumero de microvellosidades aumenta. Una alteracion en
las microvellosidades del sincitiotrofoblasto puede estar asociada a recién nacidos
con restriccion del crecimiento intrauterino (Bruce M., 2003; Gonzéalez-Merlo, 2006;
Scifres & Nelson, 2009).

El citotrofoblasto esta constituido por células de aspecto cuboide cuyos limites
celulares son bien visibles, y provistas de nucleos redondos u ovoideos situados
en el centro de la célula (Bruce M., 2003; Gonzalez-Merlo, 2006).

En el interior de las vellosidades existe un estroma laxo escaso, con sustancia

fundamental de aspecto mucoide y escasas células mesenquimaticas. Pueden
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encontrarse células como fibroblastos, musculo liso, podocitos y en el estroma se
observan células de morfologia variable, redondas u ovoideas, denominadas
células de Hofbauer. Estas son macréfagos fetales de 10 a 30 pm de diametro y
los cuales contienen granulos y vacuolas. Se presume que desempefnan
funciones inmunolégicas ya que presentan receptores para inmunoglobulinas
(Bruce M., 2003; Gonzéalez-Merlo, 2006; Moller, 2009).

Los vasos de las vellosidades se desplazan a la periferia, y se observan zonas en
la pared de éstas que se ponen en intimo contacto con el sincitiotrofoblasto,
constituyendo la membrana vasculosincitial, donde la sangre fetal y materna
estan separadas por una delgada capa de sincitiotrofoblasto, donde el endotelio

vascular mide de 1 a 2 um de espesor (Gonzalez-Merlo, 2006).

En el epitelio trofoblastico y separando a este del estroma, existe una membrana
basal que se hace manifiesta desde la semana 34 al término de la gestacién, y
que se observa con un mayor espesor en las toxemias como hipertensiéon vy
diabetes, es decir, cuando existen una isquemia placentaria, pero probablemente
el depdsito de complejos antigénicos también participan en este aumento del
grosor de la membrana basal (Gonzéalez-Merlo, 2006).

1.2.3 Circulacion placentaria:

Tanto el feto como la madre contribuyen a la circulacién placentaria (Fig 1.5.). La
circulacion fetal esta compuesta por los vasos umbilicales y placentarios. La
sangre fetal llega a la placenta a través de dos arterias umbilicales, ramificandose
por toda la placa coridnica. Las ramas mas pequenas de dichas arterias entran en
las vellosidades coridnicas y se dividen en redes de capilares y en las ramas
terminales de las vellosidades cori6nicas, logrando asi el intercambio de
nutrientes, gases y desechos con la sangre materna. Desde el lecho capilar

velloso, los vasos sanguineos se agrupan en ramas venosas, las cuales recorren
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inversamente el camino a través de la placa coriénica hacia la vena umbilical Gnica
y hacia al feto (Bruce M., 2003).

Decidua parietal
Vena umbilical Arterias umbilicales
(sangre rica en Oy) {sangre empobrecida en Op) Caorton liso

Membrana amnioceridnica Circulacion fetal Espacio intervilloso Amnios

Flata contnica LA Vellosidad de
4 . ' intercambio o
VoSt e llosidad

Tabique placentario )
Vellosidad de anclaje

Decidua basal f”

’ Cubierta citotrofoblastica

.f Miometrio
Venas Arterias
endometriales endometriales
CAmara hemitica
Girculacion materma

Fig. 1.5 Estructura y circulacién de la placenta humana madura
(Bosco, 2008).

El abastecimiento de la sangre materna a la placenta es un flujo libre el cual no
esta limitado por paredes vasculares. Como resultado de la actividad invasora del
trofoblasto, entre 80 y 100 arterias espirales uterinas se abren directamente a los
espacios intervellosos, bafando las vellosidades con 150 ml de sangre materna
aproximadamente, pudiendo llegar a contener hasta 600 ml/min, la cual se
recambia 3 a 4 veces por minuto.(Bruce M., 2003; Moller, 2009).

Las arterias del endometrio experimentan cambios adaptativos durante la
gestacion con el fin de entregar un flujo sanguineo 6ptimo a la placenta. Durante
las primeras semanas del embarazo, las células trofoblasticas invaden las paredes

vasculares reemplazando sus capas intimas, elasticas y células musculares por el
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material fibrinoide. Esto permite controlar el flujo sanguineo que llega al embrién
en desarrollo, ya que evita su desprendimiento por las posibles turbulencias del
flujo sanguineo. Este proceso aumenta entre la 9°y 14° semana de gestacion,
alcanzando incluso los vasos del miometrio lo que permite crear un sistema
vascular de baja presién sin elementos contractiles, y que por tanto no se ve
influenciado por cambios hemodinamicos debido a vasopresores, lo que garantiza
un flujo sanguineo constante y adecuado para el feto en desarrollo (Moller, 2009).

Una de las principales funciones fisiologicas de la conversion de las arterias
espirales, es quitar el musculo liso del segmento terminal de éstas, lo que
garantiza el flujo ininterrumpido de la placenta. De no hacerlo, la placenta tendria
mayor riesgo de isquemia-reperfusion de tipo injuria, que es un poderoso estimulo
para la generacion de estrés oxidativo el cual explicaremos mas adelante (Burton
et al., 2009).

La sangre materna entra en el espacio intervelloso a una presién reducida por los
tapones de fibrina, formados en el sector abembrionario, del citotrofoblasto que
ocluyen las arterias espirales. Sin embargo, la presién es suficiente para forzar el
paso de la sangre arterial materna oxigenada hacia las bases de las
ramificaciones vellosas de la placa coridnica. Desde este lugar, la sangre se filtra
sobre las vellosidades terminales a medida que regresan hacia el drenaje venoso
en la placa decidual de la placenta (Bruce M., 2003; Larsen, 2003).

El espacio intervelloso es una zona que se encuentra llena de sangre formada por
la unién de las redes lacunares. La irrigacién es proporcionada por las arterias
endometriales, las cuales se encuentran en toda la superficie de la decidua basal,
aportando oxigeno y nutrientes; y el drenaje ocurre a través de las venas
endometriales, las cuales transportan los productos de desecho, como diéxido de
carbono, sales y productos del metabolismo proteico (Bruce M., 2003; Moore,
2004).
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El bienestar del embrién y del feto depende de una adecuada irrigacion de las
vellosidades por la sangre materna, la que debe ser de alto flujo y de baja
resistencia. La reduccion de la circulacidbn Utero-placentaria promueve
consecuencias como la hipoxia fetal, restriccion del crecimiento intrauterino, entre
otros (Moore, 2004).

Este proceso ocurre en el espacio intervelloso a través de las membranas de las
vellosidades secundarias, proporcionando la superficie de intercambio entre la
circulacion materno-fetal (Fig.1.6). Estas vellosidades en su estructura contiene el

sistema arterio-capilar-venoso del cual se originan las arterias y vena umbilicales.

Red venosa
* aneriocapilar

Vallosidad
— en rama
libre o de

y  intercambio

Placa coridnica

Fig. 1.6 Esquema de una vellosidad troncal y sus ramificaciones en vellosidades
de intercambio.
(Bosco, 2008)
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1.3ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo (EO) es la consecuencia de un desequilibrio intracelular dado
por el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o la deficiencia de la
capacidad de las defensas antioxidantes (Fig. 1.7). Dichas especies reactivas se
pueden producir en un metabolismo aerobio incluso en condiciones basales
(Abilés, 2007; Avello, 2006; Biri et. al., 2007; Castillo, 2005; Grupta et al., 2004;
Hracsko et al. 2007; Myatt & Cui, 2004; Rukavina et. al., 2006; Saker et al., 2008;
Umekawa et al., 2007; Valko et. al., 2007; Yuan et al., 2008).

Se, Vit E-C, GSH,SOD,GSH-Px

Capacidad Antioxidante

02--
H202
ONOO-

Acumulacién ERO

Fig. 1.7 Ejemplificacion de Estrés Oxidativo.

El estrés oxidativo podria ser relevante para varios procesos metabdlicos y
modulacién de sefales, afectando la fisiopatologia humana del desarrollo

intrauterino y durante toda la vida (Gveric-Ahmetasevic et al., 2009).

El embarazo de por si es un estado de estrés oxidativo debido a la mayor
actividad metabdlica de las mitocondrias de la placenta y dependiendo de la
respuesta de compensacion de los sistemas antioxidantes (Albarran et al., 2009;
Gutiérrez, 2005; Kressig et al., 2008; Myatt & Cui, 2004; Roberts et al., 2008;
Saker et al., 2008; Umekawa et al.2008).
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Dicho incremento de la carga proxidante, la magnitud y extensién de ésta en
conjunto con la respuesta compensatoria antioxidante que desarrolla la madre y el
feto es una de las principales diferencias entre un embarazo fisiolégico o con
alguna patologia como Preclampsia (PE), Rotura Prematura de Membranas (RPM)
y Restriccion de Crecimiento Intrauterino (RCIU),Malformaciones Congénitas,
pudiendo ademas estar relacionado con el éxito o fracaso de la gestacion
(Gutiérrez, 2005; Gveric-Ahmetasevic et al., 2009; Kressig et al., 2008; Myatt &
Cui, 2004; Rukavina et. al., 2006).

En un embarazo normal se generan respuestas antioxidantes compensatorias
ante el incremento de la carga prooxidante, surgiendo mecanismos antioxidantes
no enzimaticos para la proteccién embrionaria en el liquido folicular y tubario, tales
como: hipotaurina, taurina y &acido ascoérbico. Ademas de un incremento en la
actividad de las enzimas placentarias antioxidantes como CAT, GPX, SOD vy

gamma-glutamilcisteina sintetasa (Gutiérrez, 2005).

La placenta es la mayor fuente de radicales libres en el embarazo. Durante el
embarazo temprano, la carga oxidativa materna estd incrementada por la
secrecion de peroxidos lipidicos, resultando en un dafo oxidativo en el
compartimento materno que se amplifica al placentario mediante la reduccién de la
actividad enzimatica antioxidante como SOD. Las altas concentraciones de
peroxidasa lipidica en la placenta y cordén umbilical tienen correlacion con la
apariciéon de hipertension inducida por el embarazo y RCIU (Biri et al., 2007; Saker
et al., 2008).

Durante el embarazo se requiere de energia suplementaria para el crecimiento del
feto, la placenta y los tejidos maternos, lo que lleva a su vez al incremento gradual
del consumo de oxigeno. Entre la 82 y 122 semana de gestacion ocurre un
aumento de la presion parcial de oxigeno se eleva abruptamente en la circulacién
arterial materna coincidiendo con cambios morfolégicos en las arterias uterinas,

formacién de residuos de nitrotirosina y la desorganizacion de las crestas
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mitocondriales dentro del sincitiotrofoblasto; alteraciones que nos indican que
mientras se establece la circulacibn materno-fetal ocurre un aumento del estrés
oxidativo placentario (Gutiérrez, 2005; Myatt & Cui, 2004).

La placenta crece rapidamente durante el segundo o tercer trimestre cuando la
capacidad antioxidante materna esta limitada para hacer frente al estrés oxidativo
adicional impuesto por la placenta. (Biri et al., 2007; Saker et al., 2008).

El aumento de la resistencia vascular en la placenta tiende a resultar en la
reduccién de la perfusion Otero-placentaria, causando la hipoxia o isquemia
placentaria en RCIU y Preeclampsia. Un estado de hiperoxia aumenta los niveles
de ROS lo que conduce a un dano oxidativo del DNA. Por tanto, este dano es
debido a la isquemia/reperfusion y/o hiperoxia pudiendo subyacer en el desarrollo
del RCIU (Biri et al., 2007; Saker et al., 2008).

La produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno fisiolégicamente puede
producirse durante ciertos periodos del desarrollo placentario y patolégicamente
en asociacion con condiciones como la PE, Diabetes, Tabaquismo, Deficiencia
Nutricional, infeccién /Inflamacion, Parto Prematuro, en las que el crecimiento del
feto puede verse afectado (Roberts et al., 2009; Saker et al., 2008; Umekawa et
al., 2008).

El estrés oxidativo podria ser la causa de la RCIU, es por esto que algunos
autores plantean que el uso de una terapia antioxidante puede ser considerado
como una modalidad profilactica/terapéutica para la prevencién de la RCIU
secundaria a la malnutricion materna (Kumar et al., 2008).

La desnutricién implica no solo la deficiencia de macronutrientes, es decir, grasas,
proteinas, hidratos de carbono, sino también de la concentracion de la mayoria de
micronutrientes subfisiolégicos. Muchos de los sistemas de defensa antioxidantes

dependen de micronutrientes o lo son en si mismos. Por lo que resulta
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fundamental, la dieta equilibrada, ya que es la mayor fuente de nutrientes con
propiedades antioxidantes o que resultan esenciales para la sintesis de éstos. Es
por esto que la dieta materna, en particular, la ingesta de micronutrientes puede
desempefiar un papel clave en determinar la eficiencia de las defensas
antioxidantes de la placenta (Abilés, 2007; Burton et al., 2009).

1.3.1 Radicales Libres

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electrén desapareado
de oxigeno molecular en su ultima capa, lo que le permite reaccionar con
moléculas de todo tipo, primero oxidandolas y después modificando su estructura.
Este electron despareado usualmente da un grado considerable de reactividad a
los radicales libres (Myatt & Cui, 2004; Rukavina et. al., 2006; Valko et. al., 2006).

Numerosos sistemas biolégicos son capaces de generar radicales libres in vivo, a
través de enzimas que se activan en procesos fisioldgicos favoreciendo la
produccién de metabolitos toxicos del oxigeno, como por ejemplo: xantin oxidasa,
NADPH/NADH oxidasas, acil CoA oxidasa, oxido nitrico sintetasa (NOS), entre
otras. También se incluyen el citocromos P-450, pequenas moléculas prooxidantes
como las catecolaminas, quinonas tioles, flavoproteinas y organelos celulares en
los que se incluyen mitocondrias, cloroplastos, la membrana plasmatica y la accion
fagocitica de macréfagos y monocitos (Abilés, 2007; Avello, 2006; Ceballos et al.,
2006; Chen et al., 2009; Myatt & Cui, 2004).

Los radicales libres participan en diversas funciones bioldgicas, por ejemplo
activan a las proteinas AP-1 y AP-2 los cuales modulan la proliferacién celular y la
morfogénesis, son capaces de modular la proteina quinasa C (PKC) que influye en
el crecimiento celular, la activacion de citocinas y la angiogénesis (Ceballos et al.,
2006).
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Existen ademas fuentes exdégenas que contribuyen al aumento de los radicales
libres tales como la exposicidn a rayos X, contaminacion ambiental, humo de
tabaco, hidrocarburos halogenados, antibiéticos, quimioterapia, acidos grasos
trans, entre otros (Abilés, 2007; Avello, 2006).

El delicado balance entre los efectos beneficiosos y nocivos de los radicales libres
es un aspecto muy importante en los organismos vivos, y esto es logrado por el
mecanismo “Redox”, el cual protege a éstos del estrés oxidativo y mantiene la
homeostasis redox (Gveric-Ahmetasevic et al., 2009; Valko et al., 2006), lo cual
se detallara en el capitulo de antioxidantes.

Las moléculas susceptibles a la presencia de radicales libres son los lipidos,
carbohidratos, proteinas y el DNA (Abilés, 2007; Albarran et al., 2009; Avello,
2006; Hracsko et al., 2007; Kressig et al., 2008; Myatt & Cui, 2004; Rukavina et.
al., 2006; Saker et al., 2008).

Los radicales libres pueden clasificarse dependiendo de su origen molecular en:
derivados de oxigeno (ROS), o de nitrégeno (RNS) (Rukavina et. al., 2006; Valko

et al., 2006).

1.3.2 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La vida en condiciones aerdbicas tiene como consecuencia inevitable la
produccién de formas parcialmente reducidas del oxigeno (O2) llamadas especies
reactivas del oxigeno (ROS), destacandose el anién superéxido, radicales de
hidroxilo, peroxido, alcohdxilo, ademas de especies no radicalarias derivadas del
oxigeno como lo es el peroxido de hidrégeno cuya alta reactividad y poder
oxidante, las hacen nocivas para la célula (Castillo, 2005; Circu & Yee Aw; 2009;
Ramirez & Pedraza- Reyes, 2005).
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Los efectos nocivos de los radicales libres causan un potencial dano bioldgico
que se denomina estrés oxidativo. El exceso de ROS puede dafar los lipidos
celulares, proteinas o el DNA inhibiendo su funcionamiento normal (Castillo, 2005;
Ramirez & Pedraza- Reyes, 2005; Rukavina et. al., 2006; Valko et al., 2006).

Una fuente organica productora de ROS es la placenta, en la cual se sintetiza el
oxido nitrico, mono6xido de carbono y peroxinitrito, los cuales con capaces de
alterar la funcién placentaria, del trofoblasto y la reactividad vascular (Gutiérrez,
2005).

El metabolismo embrionario también es capaz de originar ROS, como el anién
superoxido principalmente, que pueden ocasionar retardos en el desarrollo
embrionario o blastocistos morfolégicamente anormales (Gutiérrez, 2005; Myatt et.
al., 2004; Rukavina et. al., 2006).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se caracterizan por tener un doble rol,
ya sea por ejercer efectos nocivos o beneficiosos en los sistemas vivientes. Dentro
de los efectos beneficiosos esta su participacion en la transduccién de sefales,
en la inmunidad contra ciertos patégenos y respuesta celular a las noxas. Se han
acumulado evidencias que afirman que los radicales libres y el conjunto de
especies reactivas que se les asocian, juegan un papel central en nuestro
equilibrio homeostatico (Avello, 2006; Circu & Yee Aw; 2009; Myatt & Cui, 2004;
Valko et al., 2006).

La mitocondria es la principal fuente de ATP y a su vez, la mayor fuente
intracelular de ROS. Del total de oxigeno consumido en la mitocondria, el 1-3% es
desviado para la formacion de ROS en vez de contribuir a la reduccion del oxigeno
a agua (Fig. 1.8), para lo cual es necesario anadir 4 electrones (e-) y 4 protones
(H+). Esto ocurre principalmente a nivel del complejo | y Il de la cadena
transportadora de electrones, una vez formados y al estar fuertemente cargados

les simplifica cruzar el interior de la membrana mitocondrial. Los derivados de
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oxigeno en la mitocondria son dismutados a perdxido de hidrogeno (H2O.) por el
superoxido manganeso dismutasa en la presencia de iones metalicos. La
reactividad de los radicales hidroxilos se vuelve mas alta por la reaccion Fenton o
Haber-Weiss, infligiendo un dafno significativo para las proteinas, lipidos y DNA.
(Abilés, 2007; Avello, 2006; Castillo, 2005; Ceballos et al., 2006; Circu & Yee Aw;
2009; Gutiérrez, 2005; Myatt & Cui, 2004; Rukavina et. al., 2006; Valko et al.,
2006).

Molécula de Oxigeno en estado fundamental 0
ﬂ e-
Radical superdxido o
o ﬂ &
Perdxido de hidrageno H;0;

Fe (Il &
Fe {ii) 2 J]

Radical & ion hidroxilo ‘OH + OH -

2H* J] =

Agua 2H:0

Fig. 1.8 Metabolizacion del Oxigeno molecular hasta agua.
(Abilés, 2007)

El estado redox de las células es vinculado al hierro y cobre, los que aceleran
procesos oxidativos, ya que contienen un electron desapareado. La regulacion del
hierro asegura que no hay hierro libre intracelular, sin embargo, bajo condiciones
de estrés, un exceso de superoxido libera hierro al plasma (Abilés, 2007; Avello,
2006; Ceballos et al., 2006; Valko et. al., 2006).

La liberacién de Fe*? puede participar en la reaccién Fenton o Haber-Weiss (Fig.
1.9), donde el perdxido de hidrégeno (H20O,) en presencia de metales de transicion
en estado reducido como Fe (ll), Cu (I) y Ni (ll), es transformado en otra especie

mas reactiva, el radical hidroxilo (HO*), que corresponde uno de los agentes
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oxidantes mas potentes, actuando en sus sitios de formacién, capaz de oxidar casi
cualquier molécula bioldégica. A su vez ataca directamente los lipidos de
membrana, e inicia su peroxidacién, proceso que tiene como consecuencia la
disminuciéon en la fluidez de la membrana y, con ello, la alteracion de sus
propiedades e interaccion con proteinas (Abilés, 2007; Avello, 2006; Castillo,
2005; Valko et. al., 2006).

Fei++0z- = Fex++02

Reaccidn de Fentén
Fe:+ 2H:0: ==» Fex + HO-+ OH
Reaccion de Harber-Weiss
Fez + Oz = Fez + Oz-

z- +H20z2 == Oz + HO- + HO-
Oxidacidn del Acido Ascérbico

ASC-+0z + Fes. = DHA +Hz0z + Fez

Fig. 1.9 Esquema de formacioén de radicales hidroxilos (OH") debido al efecto
catalitico del hierro.
(Morales et al., 2008)

En la reaccion de Haber-Weiss bajo condiciones de estrés, el O, actia como
oxidante del grupo de enzimas [4Fe—4S] lo cual facilita la produccion de *OH
desde H»O, haciendo disponible el Fe*? para la reaccién de Fenton (Valko et. al.,
2006).

La re-reduccién y reciclaje de los iones hierro y cobre son catalizadas in vivo por el
O?y el i6n ascorbato (Abilés, 2007; Avello, 2006).

La molécula de oxigeno (O2) es en si mismo es un radical y tiene una

configuracion unica. La adicién de un electron al O, forma el anidén superdxido
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(O2-) dentro de la mitocondria de la célula, especificamente por macréfagos,
neutrofilos, leucocitos, fibroblastos, y células del endotelio vascular. El anién
superoxido, deriva de cualquier proceso metabdlico o como consecuencia de la
activaciéon del oxigeno por irradiacién fisica, considerandose como ROS primario,
el cual puede interactuar con otras moléculas para generar ROS secundarios,
directa o prevalentemente por procesos catalizadores enzimaticos o por metales.
(Abilés, 2007; Avello, 2006; Gutiérrez, 2005; Myatt & Cui, 2004; Valko et. al., 2006;
Webster et al., 2008).

El Superoxido tiene un rol importante en la placenta, en particular regula la
expresiéon de la sensibilidad de genes redox, implicados en los eventos de sefales
que regulan los factores de transcripcion, produccion de antioxidantes,
angiogénesis, proliferacion y remodelacion de la matriz, involucrandolo en la
fisiologia de una variedad de enfermedades (Myatt & Cui, 2004; Valko et. al.,
2006; Webster et al., 2008).

Las enzimas que generan superoxido son: la Nicotina adenina dinucleotida fosfato
oxidasa (NAD(P)H) la (NOX), pero la mayor fuente de superdxido en muchos
tipos de células es la xantina oxidasa (XO) y NOS (Myatt & Cui, 2004; Valko et. al.,
2006; Webster et al., 2008).

La NAD(P)H oxidasa es |la enzima prooxidante caracteristica de los neutrdfilos,
macréfagos y monocitos, donde esta produce generadores de O.-, siendo donante
de electrones para la reduccion de glutatién reducido (GSH) y el estado redox
Tioredoxina (TRX) (Circu & Yee Aw, 2009; Myatt & Cui, 2004; Valko et. al., 2006).

La Xantina oxidasa (XO) y la xantina deshidrogenasa (XD), que originan al
anion superéxido y NADH respectivamente, son formas interconvertibles de la
misma enzima conocida como xantina oxido-reductasa (XOR). En el catabolismo
de las purinas, XOR cataliza la hidroxilacién oxidativa de la hipoxantina a xantina y

subsecuentemente de xantina a acido Urico, un potente antioxidante y generador
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de radicales libres, acompanado de la produccion del anién superéxido. XOR tiene
por tanto, funciones importantes como enzima protectora de las células contra el

estrés oxidativo (Valko et. al., 2006).

Con el origen de las formas XO y XD, pero particularmente con la forma de XO,
numerosos ROS y RNS son sintetizados. Asi la sintesis de antioxidantes (acido
arico) y numerosos radicales (ROS y RNS) hacen de XOR un importante regulador
y protector del potencial redox de la célula (Biri et al., 2007; Ceballos et al., 2006;
Myatt & Cui, 2004; Valko et. al., 2006).

La isquemia-reperfusion e hipoxia pueden aumentar la conversién de xantina
deshidrogenasa a la forma oxidasa en el endotelio y en la placenta, y éste ultimo
promueve la produccion de ROS durante la degradacion de purinas (Biri et al.,
2007).

Es sabido que los peroxisomas producen H>O., pero no O,-, bajo condiciones
fisiologicas, siendo el mayor sitio de consumo de oxigeno en la célula y
participando en varias funciones metabdlicas que usan oxigeno. (Biri et al., 2007;
Ceballos et al., 2006; Myatt & Cui, 2004; Valko et. al., 2006).

El oxigeno consumido en los peroxisomas es un indicador de la produccién de
H,O, el cual es usado para oxidar a varias moléculas. El peroxisoma también
contiene catalasa, la que descompone el H.O y presumiblemente previene de la
acumulacion de este toxico componente, manteniendo este delicado balance
(Valko et. al., 2006).

Cuando los peroxisomas son dafiados, su consumo de H>O, y las enzimas
reguladoras disminuyen. Libera H>O, en el citosol el cual es significativamente
contribuyente al estrés oxidativo (Circu & Yee Aw, 2009; Myatt & Cui, 2004; Valko
et. al., 2006;).
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El radical hidroperéxido (HO*,) es el acido conjugado del anién superoxido, el cual
participa en la formacién del peroxido de hidrogeno (H-O.) a través de una
reaccion catalizada o no por la enzima superéxido dismutasa (SOD). Ademas, el
HO*, es mas reactivo frente a las moléculas siendo capaz de iniciar la
peroxidacion lipidica (Abilés, 2007; Avello, 2006).

El balance redox es importante para el desarrollo de numerosos procesos
patolégicos, en particular asociado con la peroxidacién lipidica. (Gveric-
Ahmetasevic et al., 2009).

Los productos de la peroxidacién lipidica son medidos como un indice generador
de radicales libores de oxigeno. Malondialdehido (MDA) es uno de esos
subproductos generados en los tejidos por la lesién de los radicales libres durante
la peroxidacién lipidica. Su nivel se considera como el indicador de la intensidad
del efecto de los radicales libres en el cuerpo (Biri et al., 2007; Grupta et al., 2004;
Karowicz et al., 2007; Rukavina et. al., 2006).

Durante los embarazos complicados por la RCIU, la concentracién de MDA en el
liqguido amniédtico es elevada y la capacidad antioxidante normal en el plasma es
menor que en un embarazo normal. El estrés oxidativo induce a tener un recién
nacido PEG y a su vez su madre manifiesta un incremento en la peroxidacién

lipidica y dafo en las proteinas (Saker et al., 2008).

1.3.3 Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS)

El oxido nitrico (NO+) es una pequefia molécula que contiene un electrén
desapareado, por tanto un radical. El NO+ es generado de manera biolégica por
tejidos, el 6xido nitrico sintasa (NOS), el cual convierte la L-arginina en presencia
de oxigeno en L-citrulina y NO. Se han aislado tres isoformas de oxido nitrico
sintasa: enzima neuronal constitutiva (nNOS), isoforma inducible (iNOS) y la
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enzima constitutiva endotelial (eNOS). (Aleman et al., 2008; Rukavina et. al., 2006;
Valko et. al., 2006).

La nNOS y eNOS se expresan constitutivamente y su actividad esta regulada por
la concentracién intracelular de calcio, la isoforma INOS es expresada en
macréfagos con estimulacion de los lipopolisacaridos, citoquinas y otros agentes.
(Valko et. al., 2006).

NO- tiene una vida media de solo algunos segundos en medio acuoso. El NOs
presenta una gran estabilidad en su desarrollo con una baja concentracion de
oxigeno. Sin embargo, por su origen acuoso y medio lipidico, éste facilmente
difunde por el citoplasma y el plasma de las membranas. El NO- reacciona con el
oxigeno y con el agua para formar los aniones nitrato y nitrito. (Valko et. al., 2006).

El 6xido nitrico (NOe<) es un radical reactivo muy abundante el cual actua en
importantes oxidaciones biol6gicas, sefalizacibn de moléculas en una gran
variedad de procesos bioldgicos, incluyendo la neurotransmisién, neuromodulador
del sistema nervioso central y periférico, la regulacién de la presion sanguinea,
mecanismos de defensa, la relajacibn muscular y la regulacién inmunolégica
(Calderon- Cortés et. al., 2005; Valko et. al., 2006).

Por otro lado, participa en la invasion trofoblastica extravellosa de la decidua y
miometrio, y la apoptosis trofoblastica, regula el flujo sanguineo utero-placentario y
feto-placentario, induce a la vasodilatacion, inhibe la agregacion de neutréfilos,
ademas de la adhesién de plaquetas a las células endoteliales (Valko et. al.,
2006).

El 6xido nitrico tiene una funcién antioxidante, aunque en procesos inflamatorios,
éste compite con la superoxido dismutasa (SOD) por reaccionar, rapidamente en
una difusion controlada, con el anién superéxido, dando lugar a la formacién del
peroxinitrito (ONOO-), un prooxidante mas poderoso incluso que sus dos
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moléculas originarias, el NO y O,. Este tiene como funcién estimular diferentes
procesos proinflamatorios, oxidando lipidos y proteinas (Abilés, 2007; Castillo,
2005; Gutiérrez, 2005; Myatt, 2004; Roberts et al., 2009; Valko et. al., 2006;
Webster et al., 2008)

NOs+ + Oz*—— ONOO- (1)

Durante su formacion los niveles de NOe se agotan a nivel placentario y
particularmente en la vasculatura fetal-placentaria. Esta puede ser localizada de
forma indirecta a este nivel a partir de la presencia de residuos de nitrotirosina.
(Valko et. al., 2006; Webster et al., 2008).

Su reactividad, al ser limitada con la mayoria de las moléculas, hace que sea
extraordinariamente selectiva como oxidante. (Aleman et al., 2008; Karowicz et
al., 2007; Valko et. al., 2006; Webster et al., 2008).

El peroxinitrito puede causar fragmentacién del DNA, nitrando las bases de éste,
como en el caso de la guanina; también puede originar la oxidacion lipidica e
interviene en la etapa de nitracion de los residuos de la tirosina sobre las proteinas
al cambiar la configuracién y funcion. (Abilés, 2007; Aleman et al., 2008; Gutiérrez,
2005; Karowicz et al., 2007; Myatt, 2004; Roberts et al., 2009; Valko et. al., 2006;
Webster et al., 2008).

A partir de lo anteriormente mencionado, se puede decir que el balance o
interaccién entre el superdxido y el 6xido nitrico es importante en la determinacion

de los efectos fisioldgicos del NO (Webster et al., 2008).

Las especies reactivas de nitrogeno (RNS) son productos del metabolismo
celular. Las RNS son bien reconocidas por jugar un doble rol como originadores
de especies deletéreas y beneficiosas. En bajas a moderadas concentraciones

cumple un rol fisioldégico en la respuesta celular a las noxas como por ejemplo en

27



la defensa contra agentes infecciosos, en funcién de un nimero notable de vias de

celulares, y de inducir respuestas mitogénicas (Valko et. al., 2006).

A la sobreproduccion de éstas se llama Estrés Nitrosativo (EN). Esto evento
ocurre cuando la generacion de las RNS en un sistema es superior a los
mecanismos para neutralizarlos y eliminarlos. EI EN dirige las reacciones de
nitrocilaciébn que puede alterar las estructuras protéicas y también inhibir su

funcionamiento normal. (Valko et. al., 2006; Webster et al., 2008).

1.3.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias endégenas o exégenas capaces de neutralizar
la reactividad de los radicales libres sin desestabilizar su propia estructura,
manteniendo el balance esencial para la sobrevida de los organismos y su salud
(Abilés, 2007; Avello, 2006; Castillo, 2005; Valko et. al., 2006).

Los mecanismos de defensas contra los radicales libres inducidos por el estrés
oxidativo involucran: mecanismo de prevencién y reparacion, defensa fisica y

antioxidantes de defensa (Valko et. al., 2006).

El sistema de primera linea o antioxidantes primarios contra las ROS son de
caracter enzimatico los que actian protegiendo el citoplasma, la membrana celular
y el ndcleo, mediante un sistema de OJxido-reduccion (redox) eliminando
principalmente el O y H,O» antes de que interactien y originen el radical hidroxilo
(OH®) (Gutiérrez, 2005; Grupta et al. 2004; Valko et. al., 2006).

En estas enzimas se incluyen la Superdxido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT),

Glutation Peroxidasa (GPX) y Tioredoxina (TRX) (Abilés, 2007; Biri et al., 2007;
Castillo, 2005; Closs, 2006; Grupta et al. 2004).
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La SOD se encarga de mantener concentraciones no toxicas del anion superoxido
(0®) al transformarlo por dismutacién en peréxido de hidrégeno (H20.), el cual es
removido por la GPX o CAT. Se ubica en todo el organismo, a nivel del citoplasma
y estd en forma de proenzima que dependiendo de los iones metéalicos que
contienen en su centro activo originara tres isoformas: en presencia del ion
manganeso (Mn) activa el complejo MnSOD el cual se encuentra en la matriz
mitocondrial; en presencia de Zinc (Zn) y Cobre (Cu) activa el complejo CuZnSOD
ubicandose en el citosol celular; y una isoforma extracelular ECSOD en la
superficie de las membranas celulares (Abilés, 2007; Biri et al., 2007; Castillo,
2005; Closs, 2006; Grupta et al. 2004; Myatt & Cui; 2004; Roberts et al., 2009).

El estrés oxidativo puede ser reflejado por la disminucién de SOD, al igual que el
incremento de su actividad como mecanismo compensatorio a dicho estrés.
Cuando esto ultimo ocurre, puede inducir la actividad del glutatibn reducido-
glutatién peroxidasa (GSH-GPX), y a su vez la actividad Catalasa podria disminuir
como mecanismo de compensacion (Abilés, 2007; Biri et al., 2007; Closs, 20083;
Grupta et al. 2004; Roberts et al., 2009).

La Glutation Peroxidasa requiere de la presencia de Selenio en su nucleo activo.
Esta enzima es altamente abundante en el citosol, en el nicleo y en la
mitocondria, siendo el antioxidante mas soluble en los compartimentos celulares
(Valko et. al., 2006).

GPXy CAT convierten al peréxido de hidrégeno en agua. El equilibrio entre CAT y
SOD es fundamental para mantener la funciéon redox. En la placenta, la actividad
de la CAT y la GPX es mas alta en el centro de las vellosidades periféricas
(Castillo, 2005; Closs, 2006; Myatt & Cui; 2004; Saker et al., 2008; Valko et. al.,
2006).

El sistema de segunda linea o antioxidantes secundarios contra las ROS son de
caracter no Enzimaticos lipofilicos e hidrofilicos. Bajo condiciones normales, hay
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un balance entre ambas actividades y los niveles intracelulares de estos
antioxidantes (Closs, 2006; Saker et al., 2008; Valko et. al., 2006).

El sistema de antioxidantes no enzimaticos lipofilicos interviene o previene la
oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados. Se destaca la Coenzima Q10
(CoQ10) y su forma reducida (CoQ10H2); que transporta protones y electrones en
la mitocondria y evita la peroxidacion lipidica, anticipandose a la accion del acido
ascérbico (vitamina C) o el glutatién reducido. Los tocoferoles se reconocen por
interrumpir la cadena de la peroxidacion lipidica. La vitamina C es capaz de
reducir a la a-tocoferol (vitamina E) cuando ingresa al area hidréfila de la
membrana celular. El Retinol (vitamina A), beta caroteno y licopenos son
antioxidantes del oxigeno molecular (Chen et al., 2006; Closs, 2003; Kumar et al.,
2008).

En el sistema de antioxidantes no enzimaticos hidrofilicos, se destacan el
glutatiéon reducido (GSH), grupos tioles, vitamina C, acido Urico y albumina. El
GSH se caracteriza por su funcion sulfidrilo (SH) con alta capacidad de reducir al
glutatién oxidado (GSSG). Los tioles son altamente reductores y la albumina esta
constituida por este grupo. La vitamina C en conjunto con la vitamina E son

altamente antioxidantes (Closs, 2003; Kumar et al., 2008).

El Glutation (GSH) en el nacleo mantiene el estado redox de las proteinas con
grupos sulfidrilos que son necesarias para la reparacion y expresion del DNA. El
glutation oxidada es acumulado dentro de la célula y la relacién de GSH/GSSG es
una buena medida de estrés oxidativo de un organismo. También altas
concentraciones de GSSG (Glutatiébn oxidada) quizas dafien muchas enzimas a
través del dano oxidativo (Valko et. al., 2006; Circu & Yee Aw, 2009).

La forma oxidada de la glutationa (GSSG) se genera al oxidarse el grupo tiol (R-
SH) del residuo de cisteina y formar un puente disulfuro con otra molécula de
GSH. La oxidacion se revierte gracias a la actividad de la enzima glutationa
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reductasa (GR) que reduce la GSSG a GSH utilizando a NADPH como dador de
electrones. El sistema de la glutationa es importante para la eliminacién de
peréxidos y para mantener reducidos los grupos tioles (R—SH) de muchas
proteinas; este sistema de la glutationa participa de forma indirecta en la
eliminacion de perdxidos al actuar como cofactor de actividades enzimaticas como
la glutationa peroxidasa (GPX) (Castillo, 2005; Valko et. al., 2006).

El glutation, ademas es capaz de regenerar los mas importantes antioxidantes
como vitamina C y E, devolviéndolos a sus formas activas; el glutation puede
reducir el tocoferol radical de la vitamina E directa o indirectamente, via reduccion
de semidehidroascorbato a ascorbato. La incapacidad del glutatién para regenerar
los dichos antioxidantes es un indicador de estrés oxidativo al haber un aumento
en la proporcion (GSSG/2GSH). (Castillo, 2005; Valko et. al., 2006).

La respuesta antioxidante que genera el organismo contra el estrés oxidativo
puede evaluarse de manera indirecta a través de la cuantificacion de la actividad
antioxidante, siendo analizadas principalmente la actividad de las enzimas SOD,
CAT y GPX; proteinas como albumina, ceruplasmina y ferritina; y moléculas
antioxidantes como acido ascérbico, acido urico, a-tocoferol, beta-caroteno, GSH y
bilirrubina. Siendo las enzimas SOD, CAT y GPX, al igual que antioxidantes no
enzimaticos como el glutatién reducido (GSH), ascorbato y a-tocoferol importantes
en el sistema celular al eliminar el anién superéxido (Ceballos, 2006; Kumar et al.,
2008; Webster et al., 2008).

El mayor sistema antioxidante incluido en la placenta son MnSOD y Cu/ZnSQOD,
CAT, GSH, GPX, glutation S-transferasa, tioldisulfido 6xido-reductasa y la vitamina
CyE.

Respecto a la isoforma MnSOD mitocondrial es apenas expresado en el
sincitiotrofoblasto, sin embargo predomina en la vellosidad vascular del endotelio;
mientras que en el citosol la isoforma Cu/ZnSOD es intensamente expresada en
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las vellosidades del estroma, probablemente en las células de Hofbauer y
escasamente en el trofoblasto (Myatt & Cui, 2004).

La Tioredoxina (TRX) es una pequefna proteina antioxidante enddgena, rica en
residuos de cisteina, la que posee varias acciones en las que se incluyen la
proteccidn contra el estrés oxidativo, el control del crecimiento y la regulacién de la
apoptosis. Esta también se ha detectado en la decidua y el trofoblasto humano
donde puede proteger al cigoto y al trofoblasto de los efectos citotdxicos de los
radicales derivados del oxigeno. Ademas esta involucrado en el mantenimiento
normal del embarazo. La TRX tiene un rol importante en la implantacién asi como
en el crecimiento fetal durante el embarazo tardio. Se examiné la presencia de
TRX en los tejidos fetales humanos, y se sugirié que podria desempenar un rol
importante en la regulacién redox durante el desarrollo del feto. Se ha
determinado que TRX esta presente en los nucleos de las células de la decidua,
espongiotrofoblastos y laberinto de la placenta de rata (Castillo, 2005; Umekawa
et al., 2008).

La homeostasis redox o amortiguador redox se fundamenta principalmente por la
tioredoxina, al igual que el glutatién (el par 2GSH/GSSG), siendo éste el mejor
representante del amortiguador celular redox y por tanto, es el indicador mas
representativo del desarrollo redox en la célula (Castillo, 2005; Valko et. al., 2006).

La relacion de la reduccion entre GPX y TRX son mantenidas por la actividad de
GSH y la TRX reductasa respectivamente, ambos amortiguadores redox, del
sistema tiol, contrarrestan al estrés oxidativo; adicionando antioxidantes al
funcionamiento celular, que a su vez desarrollan el proceso de sefializacion celular
(Valko et. al., 2006).

El GSH juega un rol en el rescate de células desde la apoptosis; la deplecién de
GSH, hace que el entorno celular sea mas oxidante. Generalmente el aumento de

la reduccidén al mantenerse elevados los niveles de glutatién y tioredoxina de las
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células estimula la proliferacion y un ligero cambio hacia la oxidacién del medio,

dando inicio a la diferenciacién celular.

Ademas del GSH y la TRX, hay otras moléculas relativamente de bajo peso
molecular que son antioxidantes, las que se presentan en altas concentraciones y
pueden contribuir significativamente a controlar la actividad total de las ROS. Entre
éstos se incluyen aminodcidos libres, péptidos y proteinas (Valko et. al., 2006).
Como se menciono los antioxidantes pueden ser enddgenos y exdgenos. Estos
ultimos provienen de alimentos como: carnes, pescados, cereales integrales,
productos lacteos, legumbres de color verde, ajo, té verde, aceites y frutos de
olivo, uvas, frutos rojos y citricos, soya, maiz, mani, zanahorias, entre otros. Por
ejemplo, las proteinas proporcionan aminoacidos para la sintesis de las enzimas
de defensa antioxidante como la glutation reducido (GSH) y la albumina (Avello,
2006; Gutiérrez, 2005).

Entonces la dieta tendria un efecto importante en reducir el efecto oxidante propio
del embarazo, especialmente en aquellos embarazos con factor de riesgo de
desarrollar patologias asociadas al estrés oxidativo (Abilés, 2007; Avello, 2006;
Burton et al., 2009; Gutiérrez, 2005).

Es asi como suplementos de micronutrientes en las mujeres embarazadas, que
estan en mayor riesgo de tener un feto con RCIU, podria reducir el estrés oxidativo
y promover los mecanismos de defensa antioxidante, potenciando un aumento de
tamano al nacer y una disminucién de la morbilidad neonatal y la mortalidad,
especialmente en las primeras semanas de vida (Kumar et al., 2008).
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1.4 MORFOGENESIS Y FUNCION PLACENTARIA DE RATA

La gestacion en la rata tiene una duracién aproximadamente de 20 dias. De igual
modo que en humanos, el 6rgano de anidacion del feto es el utero. El utero de
rata, anatdémicamente estd compuesto por dos cuernos uterinos; derechos e
izquierdos. Estos son recubiertos por el mesotelio (capa serosa), el mesometrio
(Ligamento conectivo). La capa muscular es el miometrio; y a su vez con la
mucosa uterina, la cual estd cubierta por epitelio cilindrico simple que contiene
tanto células ciliadas como células secretoras ademas de una lamina basal con
fibroblastos. Finalmente, cada cuerno se funde en la regién del cuello para
desembocar en una cavidad comun que es la vagina (Carriel, 2006).

El dtero en roedores sufre drasticos cambios morfolégicos en los sitios de
implantacion, permaneciendo inalterado los sitios de interimplantacién. Dichos
cambios pueden ser observados histolégicamente y ser divididos en dos regiones:
regidon mesometrial (adyacente al mesometrio) y region antimesometrial (opuesta a
la anterior). La regibn mesometrial se caracteriza por la presencia de grandes

vasos arteriales y venosos (Carriel, 2006).

Después de la fecundacion, de igual modo que en humanos, en el oviducto ocurre
la segmentaciéon y posteriormente la formacion del blastocisto (Bruce, 20083;
Moore, 2003; Sadler, 2004). En la rata, el blastocisto se mantiene suspendido por
un corto periodo de tiempo en la cavidad uterina (24-48hrs), tiempo en que son
distribuidos por contracciones del mesometrio en ambos cuernos uterinos (Fig.
1.10) para orientarse en los sitios de implantacion cercano al 6" dia de gestacion
(Carriel, 2006).
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Fig. 1.10 Utero Bicorneo con sitios de implantacién en azul.
(Hunt et al., 2006).

-<— Cuerno Uterino

La respuesta del endometrio a la implantacién se traduce en el aumento de la
permeabilidad vascular lo que lleva a la formacion de edema en el estroma

endometrial, siendo limitada a solo los sitios de implantacién (Carriel, 2006).

El blastocisto se posiciona en la regidn antimesometrial de la cripta de
implantacion: la masa celular interna se orienta en sentido mesometrial

contactando el epitelio uterino con las células trofoblasticas murales (Carriel,
2006).

Las células trofoblasticas emiten proyecciones citoplasmaticas que penetran entre
las células de revestimiento hasta que la capa completa de células trofoblasticas
quedan sobre la ldamina basal. Al trascurrir la implantacién la lamina basal es
perforada por el trofoblasto mural, continuando hacia los polos del blastocisto.
Esto es asociado con muerte de las células epiteliales por apoptosis, siendo
fagocitadas por el trofoblasto (Carriel, 2006).

El contacto del trofoblasto mural con el epitelio superficial desencadena la

reaccion decidual del estroma subepitelial, reaccion que genera acumulacién de
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glicégeno y lipidos con el objetivo de integrar al embridn, situacién similar que en
la mucosa uterina humana. (Bruce, 2003; Carriel, 2006; Moore, 2003; Sadler,
2004). Por lo que la interfase materno-fetal, esta formada por células de ambos
individuos que interactian, para formar parte del proceso de placentacion, el cual
abarca la formacién y desarrollo de la placenta, y se asocia con las modificaciones
anatdmicas de los tejidos maternos que soportan este érgano, facilitando la
actividad metabdlica, el intercambio de gases asi como la eliminacion de residuos
del feto (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001; Watson & Cross, 2005).

1.4.1 Funciones de la placenta

La placenta es un érgano materno-fetal, encargado de la nutricion, intercambio
gaseoso, remocion de toxinas y desechos provenientes del feto y brindar una
respuesta inmunolégica y hormonal adecuada para el normal crecimiento y
desarrollo fetal. Funciones dependiente de las modificaciones propias del lecho
vascular que incluye una irrigacion aumentada y constate permitiendo un
intercambio entre ambas circulaciones. Dichas funciones ocurren de similar forma
en la placenta humana (Carriel, 2006; Cox et al., 2009; Georgiades et al., 2001;
Ain et al., 2003; Watson & Cross, 2005).

1.4.2 Placentacion en Rata

El desarrollo placentario es un proceso complejo y dindmico (Natale et al, 2006)
que implica el desarrollo de tres regiones distintas anatomica y fisiolégicamente
las cuales son en roedores: el laberinto, |la zona de uniony las células gigantes
del trofoblasto (Astorga & Godoy, 2007; Carriel, 2006; Georgiades et al., 2001).

El desarrollo placentario comienza en el blastocisto en el dia 3.5° de gestacién
cuando la capa del trofoectodermo se diferencia de la masa celular interna. En el
momento de la implantacion, el trofoectodermo mural, el cual no esta en contacto

con la masa celular interna, se convierte en células gigantes que son analogas a
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las células humanas de las vellosidades citotrofoblasticas que invaden al Gtero.
(Carriel, 2006; Natale et al., 2006; Watson & Cross, 2005).

En contraste, dos lineas se originan del trofoectodermo polar en respuesta a
senales mitdgenicas desde el epiblastos para formar el ectoderma
extraembrionario proximal y el cono ectoplacentario (CEP) distal.
Subsecuentemente, el ectodermo extraembrionario (trofoectodermo)
desarrollara células del trofoblasto, de la capa coridnica, y posteriormente el
laberinto. El desarrollo del laberinto es apoyado estructuralmente por el CEP. El
cono ectoplacentario ocupa el polo embrionario por lo tanto, la placenta se
formara en el lado mesometrial del Utero (Astorga & Godoy, 2007; Natale et al.,
2006; Watson & Cross, 2005).

La poblacion de células madres del trofoblasto residen en el compartimento del
ectodermo extraembrionario, mientras que las células del cono ectoplacentario
tienen un potencial de proliferacion mas limitado y también se diferencian en
células gigantes secundarias (Natale et al, 2006).

En el dia 6,5 de gestacion, el ectoderma extraembrionario comienza a separarse
del epiblasto debido a la migracion del mesodermo y forma una placa plana de

células llamada corién (Natale et al., 2006).

En el dia 8 de gestacion la region mesometrial entra en contacto directo con los
tejidos uterinos, originando el cono ectoplacentario (CEP), el cual posteriormente
constituira a la placenta (Carriel, 2006). A su vez, se origina la porcién vascular
placentaria del mesodermo extraembrionario (alantoides), la cual se extiende del
extremo posterior del embrién. En el 8,5 dia de gestacion, el alantoides y el corién
se unen en un proceso llamado unidén corionalantoidea, siendo necesaria la
correcta formacién del corion y el alantoides. La union de estas estructuras
constituye la etapa inicial para la formacion del laberinto; defectos en este proceso

37



son las causas mas comunes de mortalidad embrionaria en la mitad de la

gestacion (Watson & Cross, 2005).

Hacia el dia 9 de gestacién, ocurre lo que se conoce como la invasion vascular
del corion donde comienzan a desarrollarse las vellosidades primarias, fluyendo
sangre entre los espacios intervellositarios. Este proceso requiere la participacién
activa del corién trofoblastico alantoideo y el mesodermo (Watson & Cross, 2005).

Las células del CEP provienen del trofoectodermo, conocido también como
ectodermo extraembrionario y se caracterizan por una alta proliferacién celular, un
tamafno pequefio, citoplasma basoéfilo y una ubicacion central. En el
trofoectodermo, se encuentran las células gigantes primarias que migran hacia el
polo abembrionario y regiones murales y células individuales que delimitan los
margenes del CEP y desarrollan las células gigantes secundarias, involucradas en

la invasién de la placenta en el endometrio materno.

Las células gigantes secundarias sirven para expandir el area del saco vitelino
placentario durante el periodo entre la implantacién y la formaciéon de la placenta
corioalantoica (Carriel, 2006).

En el dia 10 de gestacién, la region del CEP es ocupada por el citotrofoblasto y
sincitiotrofoblasto. Estas invaden los tejidos uterinos y la red arterial, promoviendo
la formacion de sinusoides (lagunas llenas de sangre maternas), por los que
ingresa la sangre materna, la cual entra en contacto directo con las células
trofoblasticas. (Carriel, 2006).

Células del mesodermo del embrién migran a la superficie interna del endodermo
visceral, originando células vasculares y primitivos vasos vitelinos. En esta etapa
el intercambio es asegurado por esta zona vascularizada. Las células del
mesodermo, también forman el mesénquima del alantoides, que posteriormente

entra en contacto con el corién del CEP entre los dias 9 y 10 de gestacion. En la
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placenta corioalantoica, el mesénquima del alantoides gradualmente invade las
células trofoblasticas y establece una red de vasos sanguineos fetales formando el
laberinto. La regién basal de la placenta, donde se insertan los vasos del cordén

umbilical se denomina capa coridnica. (Carriel, 2006).

El endodermo se diferencia de la masa celular interna del embrién. Células del
endodermo parietal migran hacia la superficie basal de la capa trofoblastica y
depositan una extensa membrana basal entre las células gigantes primarias y las
células del endometrio parietal (porcién parietal del saco vitelino). Esta membrana
se forma el dia 6.5 de gestacidén y se denomina Membrana del Reichert (MR), que
actla como una capa protectora extraembrionaria y se encuentra exclusivamente
en roedores (Astorga & Godoy, 2007; Carriel, 2006).

Esta membrana rodea la superficie alrededor del embrion exceptuando la region
del CEP, que estéd en contacto con la mucosa uterina. La MR se caracteriza por
ser una delgada capa homogénea, acidofila, compuesta por glicoproteinas, lipidos
y elastina. Presenta variaciones en la coloracion al transcurrir la gestacion,
rompiéndose entre los dias 15 y 16 de gestacion. (Astorga & Godoy, 2007;
Carriel, 2006).

El saco vitelino absorbe nutrientes de la sangre materna a través de canales
capilares de la decidua, los que gradualmente forman senos entre las células
gigantes primarias y la MR (Astorga & Godoy, 2007; Carriel, 2006).

El dia 14 de gestacién es posible distinguir el miometrio y el estroma uterino. El
miometrio contiene células grandes vacuoladas con nucleos de gran tamafro,
ademas de grandes vasos sanguineos invadidos por células trofoblasticas y

rodeadas por numerosas células granulosas del triangulo metrial (Carriel, 2006).

El triangulo metrial, morfolégicamente, es una region limitada por la capa muscular

longitudinal externa y la capa muscular circular interna, semejando éstas a un
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triangulo ubicado en la regibn mesometrial cercana a la insercion del mesometrio
(Carriel, 2006).

Los cambios morfologicos culminan al final de la gestacién, pero las capas
morfolégicas que componen la unidad Utero-placentaria ya estan presentes en el
dia 12 de gestacion. Comenzando desde el lado materno, se encuentra una capa
fuertemente decidualizada del miometrio con algunas células granulosas, de gran
tamano del triangulo metrial; luego continla una moderada capa de células
estromales decidualizadas (12 a 15 um), con un citoplasma eosindfilo y granular.
Proximo a la placenta estas células poseen una cantidad moderada de vacuolas;
se encuentran algunas células metriales y vasos sanguineos. La tercera capa es
la que separa los tejidos de origen embriofetales y maternos, compuesta por las
células gigantes secundarias (CG); se continua con una estrecha capa de células
con alta proliferacién llamada espongiotrofoblasto (EP) acompafiada de canales
por donde circula la sangre materna. Mas cercano al lado fetal, se encuentra una
amplia capa compuesta por numerosas lagunas, que en el dia 12 de la gestacién
estan llenas de sangre materna, y algunas pequenas con sangre fetal. Esta capa
es denominada regién del laberinto. La region basal de la placenta es la capa
coridnica, que comunica el laberinto con el corddén umbilical (Carriel, 2006).

La placenta definitiva (Fig. 1.11) esta alrededor del dia 12.5 de gestacién siendo
un érgano funcional y sus diferentes tipos celulares son capaces de obtener los
nutrientes desde la sangre materna y transportarlos al feto. (Carriel, 2006;
Georgiades et al 2001).
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Fig. 1.11 Estructura Placentaria en la rata.
(Hunt et al., 2006)

1.4.3 Células placentarias

Las poblaciones celulares presentes en la placenta tienen dos origenes: las
células derivadas del cigoto y las células maternas (Georgiades et al, 2001).

Las células derivadas del cigoto incluyen el trofoblasto, que deriva del
trofoectodermo polar; vasos sanguineos fetales y mesénquima, ambos derivados
del alantoides que en si es un derivado del ectodermo primitivo de la masa celular
interna (Georgiades et al 2001; Carriel, 2006). Aunque la placenta del ratén es
claramente un oOrgano extraembrionario, sus células derivadas del cigoto son

ambas de origen embrionario y extraembrionario (Georgiades et al 2001).

Las células de origen materno incluyen las células uterinas y células de la sangre

materna (Georgiades et al, 2001).
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Las células trofoblasticas tienen la capacidad de diferenciarse a lo largo de una via
de multiples linajes (Fig. 1.12), organizandose en la placenta o fuera de ella
colonizando e invadiendo la pared uterina, caracteristica propia de la placentacién
hemocorial. En la rata, las células trofoblasticas exhiben una extensa invasion
intersticial y endovascular en la decidua y en la glandula metrial, donde realiza

una intima asociacién con la vasculatura (Ain et al., 2003).

La invasion trofoblastica de tipo intersticial es desarrollada por las células ricas en
glicégeno, éstas penetran en el estroma uterino situdndose en localizaciones
perivasculares, mientras que la invasion trofoblastica de tipo endovascular es
generada por las células gigantes las que ingresan en los vasos sanguineos
sustituyendo a las células endoteliales. Esta proximidad sugiere una relacién
funcional, por lo que una aberracion en la regulacion de las células trofoblasticas
pueden resultar en ausencia de invasion y clinicamente puede manifestarse con
deso6rdenes asociados al embarazo como la preeclampsia y la restriccion de
crecimiento intrauterino. La glandula metrial es un sitio rico en vasculatura uterina
y consecuentemente rico en nutrientes para la placenta y el feto, siendo la
invasion trofoblastica dirigida a esta zona. El potencial de invasion de las células
trofoblasticas suele ser regulado por las células natural killers (NK), las que son
un componente prominente de la glandula metrial (Natale et al., 2006; Ain et al.,
2003).
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Fig. 1.12 Esquema representativo del linaje de las células trofoblasticas y su
localizacion en el compartimento Utero-placentario maduro en la rata.
(Hunt et al., 2006).

1.4.4 Laberinto

Es una zona compuesta por canales de sangre materno-fetal las cuales son
revestidas por células madres capaces de diferenciarse en células
citotrofoblasticas o en fusionarse en células del sincitiotrofoblasto. Esta regién esta
ubicada hacia la superficie fetal, siendo dentro de estos canales donde la sangre
materna y fetal circula en forma independiente y a su vez permite el intercambio
fisiologico de nutrientes y residuos entre ambos. (Astorga & Godoy, 2007;
Georgiades et al 2001; Ain et al., 20083;).

No todas las regiones del laberinto estan involucradas en el intercambio
fisiolégico, pues es en las regiones terminales de los vasos sanguineos donde
ocurre el intercambio. A esta regién se le denomina zona intima. (Carriel, 2006).

El laberinto (Fig. 1.13) tiene una morfologia celular tipicamente extraembrionaria
del ectodermo y coridn trofoblastico, cuyas células, estan soportadas por una
matriz extracelular (MEC) conocida como lamina o placa coriénica. Aqui se inserta
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

el corddén umbilical (CU), arterias y venas derivadas del mesénquima del
alantoides las cuales se ramifican. (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001; Natale et
al., 2006; Watson & Cross, 2005).

Fig.1.13 Laberinto de Placenta de 17 DG en Animal sin Restriccion Alimentaria.

Flecha indica un vaso sanguineo.

Después de la union del corion alantoideo, alrededor del 9 DG, en la superficie de
la placa coridnica surgen muchas ramificaciones interconectadas formando un
patrén similar a un laberinto conocido como vellosidades cori6nicas primarias,
estas vellosidades se alargan y se desarrolla en un complejo de ramas
secundarias y la més terminal se conoce como vellosidades trofoblasticas que
entran en contacto con los vasos sanguineos, siendo comparables con la
vellosidades cori6nicas humanas. Su nucleo interno esta formado por alantoides,
mesénquima y vasos que se continban con el del cordon umbilical. La
vascularizacién alantoidea y la asociacion con el sistema circulatorio sanguineo
dentro del feto, en si, constituye la circulacion feto-placentaria. La capa
trofoblastica de las vellosidades coridénicas son directamente bafiadas en sangre
materna la cual es llevada y dejada en la porcion fetal de la placenta/laberinto a
través de las arterias y los senos venosos de la placa basal, zona de unién y de
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tejidos uterinos adyacentes. (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001; Natale et al.,
2006).

Tanto la placenta de rata como la humana son consideradas como del tipo
hemocorial por tener una interfaz para las interacciones feto-maternas entre las
dos circulaciones de sangre producto de la interaccién fisica directa entre la
sangre materna y del trofoblasto corionico (Astorga & Godoy, 2007; Carriel, 2006;).

Las células mononucleares del trofoblasto conocidas como citotrofoblasto tienen
como funcién invadir al lumen de los sinusoides maternos. Estas células, al
fusionarse originan al sincitiotrofoblasto, células multinucleadas sin limites

definidos que rodean a los capilares del endotelio fetal. (Natale et al., 2006).

La unidad funcional del laberinto, algunos autores la definen como hemotricorial,
ya que posee dos capas sincitiotrofoblasticas (I y Il) en contraste con la capa
individual del sincitiotrofoblasto de los seres humanos. En ratas, las células de la
capa sincitial que limitan con la sangre materna es mononuclear y no posee
microvellosidades. Estas tres capas en conjunto con el mesénquima del alantoides
forman la barrera placentaria. Se cree que las capas del sincitiotrofoblasto | y Il
actuan como barrera fisica para sustancias hidrofilicas entre ambas circulaciones
y se cree que son una sola estructura ya que presentan entre ellas uniones
comunicantes que permite la comunicacién directa entre sus respectivos

citoplasmas. (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001; Natale et al, 2006).

En el caso de que el laberinto no sea adecuadamente vascularizado con patrones
apropiados como ramificacion y dilatacion, se vera afectada la perfusidén
placentaria, lo que resulta en una pobre difusién de oxigeno y nutrientes. (Watson
& Cross, 2005).

Al término de la gestaciéon la placenta incrementa su desempeno, con o sin un

aumento proporcional en el tamano. Al inicio de la gestacion el incremento de la
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

masa placentaria es importante quizas porque aumenta su eficiencia funcional,
que se ve reflejada en el crecimiento fetal. En los Gltimos cuatro dias de gestacién
el tamano de la placenta se mantiene relativamente constante, mientras que el
feto incrementa su tamano en un 200%. Esto refleja una desproporciéon entre el
desarrollo de la placenta y el feto. (Carriel, 2006).

1.4.5 Zona de Union.

Es también conocida como zona basal, trofoespongiosa o espongiotrofoblasto.
(Georgiades et al., 2001).

La zona de union (Fig.1.14) es limitada hacia el lado materno por las células
gigantes secundarias derivadas del cigoto y hacia el lado fetal por el laberinto.
Esta zona posee dos tipos de células trofoblasticas: espongiotrofoblasto (EP) y
células ricas en glicogeno (CRG). Las CRG son células trofoblasticas de origen
embrio-fetal (no sincitiales). En esta regién no se encuentran vasos ni sangre fetal.
Es una zona discontinua debido a la presencia de la linea arterial trofoblastica y
canales venosos (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001; Ain et al., 2003).

Fig. 1.14 Zona de Union en Placenta 20 DG Sin Restriccion Alimentaria.
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Las células EP estan localizadas inmediatamente por debajo de las células
gigantes del trofoblasto, tienen un citoplasma eosinéfilo y contienen escasa
cantidad de glicdgeno, mientras que las CRG se sugiere que derivan del EP,
siendo altamente vacuoladas y con grandes cantidades de glicégeno,
histolégicamente se aprecian con citoplasma claro. (Carriel, 2006; Georgiades et
al 2001; Ain et al., 2003).

Las CRG aparecen en racimos alrededor de la arteria central materna al dia 13
de gestacion, donde inician la invasion en la decidua basal, incrementando su
poblacion hasta los dias 15,5 y 18,5 de gestacidn; sin extenderse al miometrio. No
esta claro si esta invasién incluye la migracién o la proliferacién celular mediada
por la extensién hacia la zona de unién, asi como se desconoce como éstas
células disminuyen en numero a finales de la gestacion (Carriel, 2006; Georgiades
et al., 2001).

La funcion de ésta zona no esta completamente comprendida, pero se requiere
para la viabilidad del feto y su ausencia o disrupcion se asocia con muerte fetal.
(Carriel, 2006; Georgiades et al., 2001).

Estas células al ser derivadas del trofoblasto tienen capacidad de sintetizar
hormonas de tipo proteicas de la familia de las prolactinas, las cuales pueden
modificar el metabolismo materno, similar al lactégeno placentario humano. Sin
embargo, son las CRG las que poseen una mayor actividad secretora hormonal,
entre la que se destaca la hormona proteica IGF2 (Factor de Crecimiento
Insulinico-2) lo que podria influir en las interacciones feto-maternas. (Carriel, 2006;
Georgiades et al., 2001; Ain et al., 2003).
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1.4.6 Células Gigantes Trofoblasticas.

Las células gigantes del Trofoblasto (Fig.1.15) surgen por endoreplicacién, se
sitian en la superficie materna-placentaria y son una de las mayores células
endocrinas de la placenta. Sintetizan hormonas esteroidales y péptidicas.
Curiosamente, tanto las células gigantes secundarias como las células ricas en

glicbgeno expresan IGF2. (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001; Ain et al., 2003).

Estas tienen propiedades invasivas y fagociticas. La invasion es determinada por
la expresiébn de la proteina proteolitica uPA (activador del plasmoégeno tipo
uroquinasa) antes de la aparicion de las CRG y el comportamiento fagocitico
sobre la decidua materna comienza antes de establecerse la placenta funcional.
(Carriel, 2006; Georgiades et al., 2001).
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Fig. 1.15 Células Gigantes del Trofoblasto en Placenta de 14 DG Sin
Restriccion Alimentaria.

Las células gigantes primarias y secundarias son indistinguibles fenotipicamente,
poseen un voluminoso citoplasma baséfilo que contiene granulos o vesiculas y el
nucleo tiene multiples y prominentes nucléolos, asi como pliegues regulares e

inclusiones. (Carriel, 2006).
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Se desconoce una estructura homologa a las células gigantes en la placenta
humana. (Georgiades et al., 2001).

En roedores existen dos tipos de células gigantes con funciones diferentes. Las
primeras aparecen alrededor de los dias 5-6 de gestacién, en el polo
abembrionario (trofoectodermo mural), es decir, la porcidén del trofoectodermo que
no estd en contacto con las células de la masa celular interna. Estas células
migran y experimentan un dramatico incremento de tamano, alcanzando su
maximo tamano entre los dias 9 y 10 de gestacion, sin contribuir a la formacién de

la placenta definitiva. (Carriel, 20086).

Las células individuales ubicadas en los margenes del cono ectoplacentario se
diferencian en las células gigantes secundarias, las cuales alcanzan su tamano
méximo entre los dias 10 y 12 de gestacién. Estas poseen un gran nucleo
poliploide; al parecer la replicacion ocurre en ausencia de condensacion
cromosomica y otros eventos de mitosis. (Carriel, 2006; Georgiades et al 2001;
Watson & Cross, 2005).

Las células gigantes secundarias permiten la expansion de la zona de unién, ya
que durante esta etapa son las Unicas células derivadas del cigoto que tienen
acceso directo a la decidua basal antes de la aparicion de las células ricas en
glicogeno. (Carriel, 2006).

1.4.7 Circulacion placentaria en rata

La irrigacion materna, proviene del Utero por las arterias radicales que se ramifican
entre 5 a 10 arterias espirales, las que experimentan vasodilatacion vy
angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos), ademas, el componente
endotelial es sustituido por células trofoblasticas que entran en contacto con la

sangre materna, dando su origen hemocorial. Esta transformacion es critica para
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mantener las funciones endocrinas y de intercambio con adecuado crecimiento y

desarrollo del embrién. (Carriel, 2006).

Las arterias espirales al ingresar a la capa de CG llevan sangre a la base de la
placenta (lado fetal) por medio de 1 a 4 canales rectos, esta es filtrada y luego
regresa a la cara apical de la placenta (lado materno). A nivel del laberinto, los
vasos se anastomosan y vuelven tortuosos formando sinusoides, los que

atraviesan tanto la zona de uniéon como las CG. (Carriel, 2006).

Desde el corddn umbilical se proyectan las arteriolas feto-placentarias en direccion
al laberinto de los cuales originaran los capilares fetales, que posteriormente se
anastomosan en la base de la placenta y convergen para formar las venas que
retornan al corddn umbilical. (Carriel, 2006).
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CAPITULO 2: FUNDAMENTACION, DELIMITACION, TIPO DE ESTUDIO,
HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1 FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA

Durante el desempefio profesional de la Matrona y Matrén, la aparicién de la
RCIU, patologia que genera intrinsicamente un aumento de la morbimortalidad
perinatal, es un desafio que frecuentemente se debe manejar en el area
obstétrica, cabe destacar que a pesar de los avances perinatales en este tema, no
se ha logrado reducir significativamente su incidencia. Por lo cual, se considera
fundamental expandir las investigaciones cientificas en esta patologia para aportar

informacioén con respecto a su prevencion y manejo.

Actualmente, se plantea el estrés oxidativo como precursor y/o consecuencia de

variadas condiciones o patologias, siendo la RCIU una de éstas.

Lo anteriomente sefialado, nos impulsa a realizar este estudio, con la finalidad de
comprender las facultades de la placenta para promover y/o contrarrestar el estrés
oxidativo, buscando a su vez los agentes involucrados. Y asi aportar las bases
que determinen el uso de terapias antioxidantes en la gestante, capaces de

compensar este desequilibrio organico y prevenir o revertir la RCIU.
2.2 DELIMITACION DEL PROBLEMA
Andlisis y comparacion de la morfologia y distribucion de enzimas prooxidantes y

antioxidantes en placentas de ratas en los dias 14, 17 y 20 de gestacion en un

modelo experimental con y sin restriccion alimentaria.
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2.3 TIPO DE ESTUDIO

El siguiente estudio se clasifica de acuerdo a la investigacion en ciencias basicas

como experimental y descriptivo-analitico.

» Experimental: pues se cumplen con los siguientes requisitos:

e Variable Dependiente: Placenta de Rata.

e Manipulacién de la Variable Independiente: restriccion alimentaria.

e Viabilidad de medir el efecto de la Variable Independiente sobre Variable
Dependiente.

e Prospectivo.

» Descriptivo y Analitico: se realizara la descripcidén tanto de la morfologia
placentaria como la distribucién de las enzimas oxidantes y antioxidantes
en este tejido. Y analitico ya que se realizara la interpretaciéon de los

resultados obtenidos.

2.4 HIPOTESIS

La restriccibn alimentaria inducida experimentalmente provoca alteraciones
morfoloégicas y en la distribucion de enzimas oxidantes y antioxidantes en

placentas de ratas.

2.5 OBJETIVOS

2.5.1 OBJETIVO GENERAL

» Caracterizar la morfologia y la distribucién de las enzimas prooxidantes y
antioxidantes, en placentas de ratas durante los diferentes estadios de la
gestacion en un modelo animal de restriccion alimentaria materna y compararlo

con placentas de animales control.
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2.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir y analizar, a través de la técnica Hematoxilina-Eosina, la morfologia
de placentas de un modelo animal con restriccién alimentaria materna entre los

dias 14, 17 y 20 de gestaciéon y compararlo con placentas de animales control.

» Describir y analizar, través de técnicas inmunohistoquimicas, la distribucién de
la enzima prooxidante Oxido Nitrico Sintasa Inducible (INOS), y las enzimas
antioxidantes Glutation Peroxidasa (GPX) y Superéxido Dismutasa 1 (SOD1)

en placentas de un modelo con restriccion alimentaria materna entre los dias

14, 17 y 20 de gestacion, y compararlo con placentas de animales control.
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CAPITULO 3: MATERIAL Y METODOS

La siguiente tesis para optar al Grado de Licenciado/a en Obstetricia y Puericultura
forma parte de un proyecto multidisciplinario en colaboracion con la “Universidad
de Sao Paulo”, Brasil. El desarrollo del modelo animal con restriccion alimentaria
fue realizado en el “Laboratorio de Hipertension del Departamento de
Farmacologia del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao
Paulo” (ICB-USP), Brasil. EI modelo animal sin restriccién alimentaria, asi como
los estudios histolégicos e inmunohistoquimicos fueron realizados en el “Centro de
Investigacion en Biologia de la Reproduccion de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Valparaiso”.

El desarrollo de la tesis se desprende del proyecto de investigacion “Evaluacion de
Enzimas Pro y Antioxidantes en Tejidos Placentarios y Fetales en un Modelo de
Desnutricion Materna. Efecto de la Administracion de Antioxidantes en la Dieta’.
Cuenta con el financiamiento del DIPUV 07/2008, CI 05/2006 (Divisién de
Investigacion y Postgrado de la Universidad de Valparaiso), el proyecto ANILLO
CONICYT (ACT-73), Chile. Esta tesis ha sido patrocinada por el Centro Regional
de Estudios en Alimentos Saludables (CREAS, CONICYT).

3.1 ANIMALES

En este estudio se utilizaron ratas Wistar de 9 semanas de edad para el grupo sin
restriccion alimentaria (n=9), provenientes del “Bioterio Central de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile”, las cuales se mantuvieron en la “Unidad de
Mantencion de Animales del “Centro de Investigacion en Biologia de la
Reproduccién de la Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaiso”, bajo un
ambiente de fotoperiodo (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad) con agua y
alimentacion a libre demanda, hasta el momento de su sacrificio y posterior
recoleccion de los tejidos placentarios.
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Las ratas Wistar para el grupo con restriccion alimentaria (n=3) se mantuvieron
en el “Laboratorio de Hipertensidén del Departamento de Farmacologia del Instituto
de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao Paulo” (ICB-USP), Brasil, en
iguales condiciones ambientales que el grupo sin restriccion alimentaria. Se
proporcioné agua a libre demanda y la alimentacion se restringié en un 50%
respecto a la racion diaria hasta el dia del sacrificio. Posteriormente, las muestras
placentarias fueron embebidas en parafina y enviadas via aérea a Chile y
recepcionadas en el Centro de Investigacion en Biologia de la Reproduccién de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

Para realizar el periodo de cruza de las ratas sin restriccion alimentaria se
dispuso de una jaula con 1 macho y 3 hembras escogidos aleatoriamente a partir
de las 18:00 hrs. hasta las 8:00 hrs. del dia siguiente. En la manana del dia
siguiente se realizd wun frotis vaginal para verificar la presencia de
espermatozoides al microscopio (Fig. 3.1.), considerandose éste hallazgo como el
dia 1 de gestacion (DG). Para visualizar la muestra adecuadamente se realizo la
técnica de Tincién de PAP (Ver Anexo A).

100 ym 100
B pm

Fig. 3.1. Frotis Vaginal Positivo
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Las ratas gestantes utilizadas fueron pesadas en una balanza digital, en el dia 1
de gestacion y posteriormente en los dias 14, 17 y 20 de gestacién

respectivamente (Grafico 3.1.A; Grafico 3.1.B).

El procedimiento anteriormente descrito, se realiz6 de igual forma para el grupo
con restriccion alimentaria en el Laboratorio de Hipertension del Departamento
de Farmacologia del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao

Paulo (ICB-USP), Brasil.
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Grafico 3.1.A

A medida que avanza la gestacién se observa el incremento de peso entre el dia

de gestacion y su pertinente dia de sacrificio.

1
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Se observa un incremento del peso promedio con el avance de la gestacién en las
ratas sin restriccion alimentaria, disminuyendo en las ratas con restriccion

alimentaria hasta el dia 14 DG.

3.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Los protocolos para la manipulacion de animales en experimentacion han sido
aprobados por la Comisién de Etica en Experimentacién Animal (CEEA) del ICB-
USP (Protocolos 115/2000; 107/2000) y cumplen con los principios éticos de la
experimentacion animal, establecidos por el Colegio Brasilero de Experimentacién
Animal (COBEA). Ademas este estudio ha sido aprobado por el Comité de
Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Valparaiso (Enero, 2009).
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Los materiales utilizados en esta investigacién corresponden a tejidos de
placentas de ratas Wistar de ambos modelos, los que fueron recolectados entre

los meses de octubre 2009 a Enero 2010.

Los animales fueron sacrificados por sobredosis de anestesia y posteriormente a
través de laparotomia abdominal se seccionaron ambos cuernos uterinos de los
cuales se obtuvieron los tejidos placentarios asociados a cada sitio de

implantacion (Fig.3.2.).

2° corte Qvario
Oviducto
Cuemo Uterino
Mesometrio

1° corte
Recortar con tijera aqui

Fig.3.2. Esquema representativo de escision de los cuernos uterinos.
Hunt et al., 2006.

Una vez obtenidas las placentas y fetos, éstos fueron pesados en una balanza
digital y posteriormente fijados aleatoriamente en paraformaldehido al 4% por un
periodo de 48 horas (Grafico 3.1.C).
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Grafico 3.1.C

En este gréafico se observa un peso promedio fetal similar al peso placentario en
estadio inicial. Sin embargo, a partir del dia 17 de gestacion se comienza a reflejar

un mayor peso fetal, alcanzando un peso hasta 4 veces mayor que la placenta.

Posteriormente a este periodo, las placentas fueron deshidratadas en una bateria
de etanoles ascendente, diafanizadas en Xilol e incluidas en parafina a 58°C. Los
bloques obtenidos fueron cortados a 5 pm en un micrétomo (Leitz) tomando los
planos transversales de la muestra. Los cortes fueron adheridos a portaobjetos
pretratados con Poly-L-Lysine al 0,1% y posteriormente, se llevaron a la estufa de

secado durante una hora a 60°C. (Anexo D)

Los mismos procedimientos, bajo los mismos protocolos, fueron realizados para
los tejidos placentarios del grupo con restriccion alimentaria, en las
dependencias del “Laboratorio de de Hipertensién del Departamento de
Farmacologia del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao
Paulo” (ICB-USP).
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3.3 METODOS

Todos los protocolos utilizados en los tejidos placentarios, Hematoxilina-Eosina e
Inmunohistoquimica empleados en este estudio han sido adaptados vy
estandarizados en el “Centro de Investigacion en Biologia de la Reproduccién de
la Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaiso” (CIBR).

3.3.1 Métodos Histoldgicos

Los cortes fueron tefiidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina para realizar

una caracterizacion morfologica del desarrollo placentario en ratas.

Para ésta técnica, las secciones fueron desparafinadas e hidratadas en una
bateria de xiloles y etanoles descendentes, por 10 y 5 minutos respectivamente,
para terminar en agua destilada por 5 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo la
tincién nuclear con hematoxilina de Mayer (Dipping), el viraje se realizo en agua
corriente por 5 minutos. Nuevamente agua destilada por 5 minutos, seguido de un
lavado rapido en etanol de 95°vy la tincidn con eosina, aplicada por 30 segundos.

Por ultimo se procedié con la deshidratacion y montaje de las placas, en una
bateria de etanoles ascendentes y xiloles, con 2.5 y 5 minutos respectivamente

(ver anexo E).

3.3.2 Métodos Inmunohistoquimicos

Los cortes histolégicos fueron desparafinadas en xilol e hidratadas en etanoles
descendentes por un periodo de 20 minutos cada uno. Para terminar en agua
destilada por un periodo de 20 minutos (Ver anexos F, G y H).
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CAPITULO 3: MATERIAL Y METODOS

Todos los cortes fueron incubados en una solucién de per6xido de hidrégeno
(Merck) al 3% en PBS, durante 30 minutos con agitacién, para el posterior bloqueo

de peroxidasa enddgena.

Para reducir la marcaciéon de sitios antigénicos inespecificos (background) las
laminas fueron incubadas con Cas-Block (Zymed), un bloqueador universal por 30

minutos y suero normal de cabra por 30 min.

Las secciones fueron incubadas inmediatamente después con el anticuerpo
primario correspondiente (Ver Tabla 3.1.), durante toda la noche (18 horas) a 4°C
en camara humeda. El control negativo consistié en una lamina incubada en
PBS/Tween 20 al 0.3%, y el uso de suero normal de cabra, ambas en forma
paralela a la incubacién del anticuerpo primario. En ambos casos la

inmunomarcacién fue abolida. Ademas se realizaron controles con tejidos

positivos internos y externos.

Anti INOS de rata 1:250 Anti-IlgG de conejo 1:500
hecho en conejo hecho en cabra con
HRP
Anti GPX de rata 1:250 Anti-lgG de conejo 1:500
hecho en conejo hecho en cabra con
HRP
Anti SOD1 de rata 1:50 Anti-lgG de conejo 1:500
hecho en conejo hecho en cabra con
HRP

Tabla 3.1. Anticuerpos Utilizados

61




Al dia siguiente se dejaron a temperatura ambiente (25° C) durante 15 minutos, se
lavaron 3 veces con Buffer PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-
IgG de conejo hecho en cabra con HRP (Rockland) por 1 hora a temperatura

ambiente.

Nuevamente se realizaron 3 lavados con buffer PBS, para eliminar los complejos
gue no se encuentran unidos de manera especifica, mientras se preparaba la
solucién de revelado con cromdgeno, el que fue aplicado por 1.5 minutos. Luego
de la revelacion se realiz6 un lavado con agua destilada y la contratinciéon nuclear
con Hematoxilina de Mayer (Merck) por 10 segundos. Posteriormente, fueron
deshidratados, aclaradas en xilol y montadas con Permount.

Los cortes fueron visualizados en un microscopio Olympus CX81, con una camara
fotografica Olympus DP71, que permitidé la captura de los resultados obtenidos

para cada determinacion inmunohistoquimica.

Con el fin de realizar una secuencia de imagenes de la placenta en los distintos
planos de profundidad del molde, fueron obtenidas imagenes al microscopio dptico
de la secuencia del laberinto, zona de unidn y espongiotrofoblasto con ayuda del

programa Adobe photoShop.

3.4 Limitaciones del Estudio:

La principal limitacion de este estudio fue que no se dispuso con la totalidad del
material bioldgico proveniente del Laboratorio de Hipertension del Departamento
de Farmacologia del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao
Paulo (ICB-USP), Brasil. Tal situacién impidi6 la obtencién de placentas con
restriccion alimentaria en los 17 y 20 DG, su posterior andlisis y comparacion con

placentas sin restriccion alimentaria de similar estadio.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.2 DESCRIPCION Y ANALISIS MORFOLOGICA DE PLACENTAS DE
ANIMALES SIN RESTRICCION ALIMENTARIA.

El proceso de placentacién en roedores se caracteriza por el desarrollo de
regiones especializadas que componen la unidad U(tero-placentaria. Estas
regiones placentarias cuyo orden en un corte transversal desde el feto a los tejidos
maternos es el siguiente: region del laberinto, zona de union y la region de células
gigantes del trofoblasto.

Placenta 14 DG:

En este dia de la gestacion, fue posible observar toda la estructura placentaria y
sus regiones, destacandose la regidén del laberinto con sus espacios sanguineos
maternos y los vasos sanguineos fetales. Estos ultimos rodeados por las células
trofoblasticas que conforman la barrera placentaria en esta especie (Fig. 4.1.A).
Esta regidén se continué con la zona de unién que en este dia estaba conformada
por células del espongiotrofoblasto (Fig.4.1.B). En esta regiéon no se observaron
células ricas en glicbgeno, asi como vasos sanguineos maternos. Finalmente,
adyacente al tejido decidual, se observaron las células gigantes del trofoblasto
(CGT), organizadas de manera paralela al plano de corte y con una espesura

aproximada de cuatro capas celulares (Fig. 4.1.C).

Placenta 17 DG:

Al dia 17 de la gestacion, fue posible observar la regién del laberinto como una
zona predominante en la arquitectura placentaria con abundantes espacios
sanguineos maternos y vasos sanguineos fetales. Destacando en esta zona los
vasos coridnicos que ingresan a través del laberinto en direccion de la zona de
unién (Fig. 4.2.A). Dicha zona, ademas de las células del espongiotrofoblasto, se

observaron las células ricas en glicogeno (CRG) (Fig. 4.2.B). Las células gigantes
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del trofoblasto (CGT), se observaron en un menor numero de capas celulares, las
que invadieron la decidua materna (DM) (Fig. 4.2.C).

Placenta 20 DG:

En este dia de la gestacion, el laberinto (L) fue mas abundante y estructuralmente
organizado respecto a sus etapas anteriores, abundaron en él una gran cantidad
de vasos sanguineos. Se observd en varios cortes que las CGT presentaron una
tendencia a agruparse en direccion al laberinto, perdiendo esta regiéon su
organizacion histoldgica (Fig.4.3.A). En la zona de unién, disminuyé la presencia
de células ricas en glicbgeno (CRG), manteniéndose las células del
espongiotrofoblasto. Sin embargo, la zona de uniéon presentd una menor
proporciéon tisular respecto a las etapas anteriores (Fig. 4.3. B). Las células
gigantes del trofoblasto (CGT), se observaron en un menor niumero de capas
celulares, e invadieron la decidua materna (DM), asi como la zona de unién,

perdiendo la organizacién observada en etapas anteriores (Fig.4.3.C).

4.3 DESCRIPCION Y ANALISIS MORFOLOGICA EN PLACENTAS DE
ANIMALES CON RESTRICCION ALIMENTARIA.

En el 14 DG, las placentas se observaron cualitativamente de menor tamarno y de
forma ovalada respecto a las del grupo sin restriccion alimentaria, con el tejido
fetal (placenta) disminuido respecto a una predominante decidua materna (DM)
(Fig.4.4). La region del laberinto (L) se observé con poca organizacion y menor
amplitud, conteniendo los vasos sanguineos fetales (VS) dispersos en él y en
menor cantidad (Fig.4.5).

En las placentas de animales con restriccion alimentaria, se observaron células
ricas en glicbgeno en la zona de unién y un menor desarrollo de las células del
espongiotrofoblasto (Fig.4.6), a diferencia de lo encontrado en placentas de

animales sin restriccion alimentaria.
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Se observaron escasas células gigantes del trofoblasto (CGT) con forma mas
ovalada y de menor tamarno (Fig.4.7), las que tendieron a alinearse en lugar de

mantener varias capas como ocurre en la condicion sin restriccidén alimentaria.

4.4 DESCRIPCION Y ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE PLACENTAS DE
ANIMALES SIN RESTRICCION ALIMENTARIA.

4.4.1. Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS)

La inmunomarcacién de iNOS fue observada principalmente en la zona de unién y
el laberinto, asi como en las células gigantes del trofoblasto, pero con una
inmunomarcacién mas débil que las otras zonas en los diferentes dias estudiados
(14 DG, 17 DGy 20 DQG).

La regidn del laberinto presenté una inmunomarcacién positiva muy intensa en el
dia 14DG (Fig. 4.8.A) en todos los tipos celulares presentes en esta regién. A
medida que progresé la gestaciéon, esta inmunomarcacién se volvié mas débil,
como se observdo a partir del 17 DG (Fig.4.8.B). En el dia 20 DG la
inmunomarcaciéon fue observada exclusivamente en el endotelio de los vasos

sanguineos fetales al 20 DG (Fig.4.8.C).

La Zona de Union tuvo una inmunomarcacién positiva e intensa en los dos
primeros estadios (Fig.4.9.A; Fig.4.9.B), siendo débil al término de la gestacion
(Fig.4.9.C). La intensidad de la inmunomarcacion fue heterogénea en los tipos
celulares observados. Las células ricas en glicégeno presentaron una
inmunomarcaciéon mas débil respecto a las células del espongiotrofoblasto
(Fig.4.3.B).

En la regién de las Células Gigantes la inmunomarcaciéon disminuye a medida que

progresa la gestacion, siendo muy débil, en el estadio de 20 DG (Fig.4.10.C).Esta
marcacion fue distribuida preferentemente alrededor del nucleo.
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- Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS) en placenta de animales desnutridas
enel 14 DG
La inmunomarcaciéon de iNOS en las placentas de 14 DG con restriccion

alimentaria, se observé en todas las regiones placentarias.

En la region del Laberinto se observé una inmunomarcacion heterogéneamente
distribuida, principalmente en las células del sincitiotrofoblasto, siendo negativa en
las células del citotrofoblasto asociado a los espacios sanguineos maternos.
Respecto al sin restriccion alimentaria la intensidad de la inmunomarcacién fue

menor (Fig.4.11) respecto al sin restriccidén alimentaria.

La Zona de Unién presenté una inmunomarcacién positiva mas homogénea en las
células del espongiotrofoblasto, sin embargo, en las células ricas en glicogeno, la
distribucidén de la inmunomarcacién para iNOS se observo preferentemente en la

membrana celular de éstas (Fig.4.12).

En la region de las Células Gigantes del trofoblasto, la inmunomarcacion a
diferencia de las placentas de animales sin restriccion alimentaria, fue distribuida

en todo el citoplasma con una mayor intensidad para la inmumarcacién (Fig.4.13).

4.4.2. Glutation Peroxidasa (GPX)

La inmunomarcacion de GPX fue observada principalmente en la regién de las
células gigantes del trofoblasto, con una menor intensidad en la zona de unién y el
laberinto en los diferentes dias de la gestacion (14 DG, 17 DG y 20 DG).

En la regién del Laberinto la inmunomarcacién fue positiva en los dos ultimos
grupos estudiados (17 y 20 DG). Sin embargo, ésta inmumarcacién a medida que
progres6 la gestacion aumenté en intensidad. La localizacion de GPX en el
Laberinto estuvo dada principalmente en el endotelio de los vasos sanguineos
fetales (Fig.4.14).
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En la Zona de Union la inmunomarcacién fue positiva en los tres grupos
estudiados, con progresion ascendente a medida que avanzé la gestacion. En las
células ricas en glicogeno GPX se propagd en el citoplasma, siendo esta

marcacién mas débil en las células del espongiotrofoblasto (Fig.4.15).

En la regién de las Células Gigantes del trofoblasto, la inmunomarcacion fue
positiva en los tres estadios, siendo la distribucion homogénea en el citoplasma, y
aumentando la intensidad de la inmunomarcacién a medida que progreso la

gestacién (Fig.4.16).

.- Glutation Peroxidasa (GPX) en placenta de animales con restriccion
alimentaria.
La inmunomarcacion para GPX fue distribuida en las tres regiones de la placenta

de animales desnutridas.

En la region del Laberinto, la inmunomarcacion fue observada principalmente en el
sincitiotrofoblasto, asociado a los vasos sanguineos fetales, y con una mayor
intensidad respecto a placentas de animales sin restriccién alimentaria (Fig.4.17).

En la Zona de Unién, las células espongiotrofoblasticas y ricas en glicogeno
presentaron inmunomarcacién en su citoplasma, de manera homogénea,
presentando una mayor intensidad respecto al sin restriccion alimentaria
(Fig.4.18).

La inmunomarcacién de GPX en las Células Gigantes del trofoblasto, fue
observada de manera homogénea en el citoplasma, siendo mas intensa la
inmunomarcaciéon respecto a la misma regién de placentas de animales sin

restriccion alimentaria (Fig.4.19).
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4.4.3. Superéxido Dismutasa 1 (SOD1)

La inmunomarcacion para SOD 1 se observo en las tres regiones de la placenta,
con diferencias en la intensidad, en los tres grupos estudiados: 14 DG, 17 DG y 20
DG.

La zona del Laberinto mantuvo una inmunomarcacion positiva en los diferentes
tipos celulares en el estadio 14 DG (Fig.4.20.A) y 17 DG (Fig.4.20.B), sin
embargo en el 20 DG, se observd una mayor intensidad y localizacién en los
vasos sanguineos del feto. (Fig.4.20.C).

La Zona de Unién mostré6 una inmunomarcacion positiva, la que predominé en el
14 DG (Fig.4.21.A). En los siguientes estadios, tanto 17 DG (Fig.4.21.B) como 20
DG (Fig.4.21.C) se observéo una marcaciéon débil pero homogénea en el
citoplasma de las células del espongiotrofoblasto. En el 17 DG, la presencia de
SOD1 fue localizada en la membrana celular de las células ricas en glicégeno
(4.21.B).

En la regibn de las Células Gigantes del trofoblasto, se observé una
inmunomarcacién positiva para SOD1 en los diferentes estadios de las placentas,
con una distribucién heterogénea e intensidad moderada (Fig.4.22.A, 4.22.B y
4.22.C).

.- Superoxido Dismutasa 1 en placenta de animales con restriccion
alimentaria.
La inmunomarcacién para SOD1 fue distribuida en las tres regiones de la placenta

de animales desnutridas.
En la regién del Laberinto la inmunomarcacién fue observada de manera

homogénea en todos los tipos celulares y con una mayor intensidad respecto al
laberinto de placentas de animales sin restriccion alimentaria (Fig.4.23).
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En la Zona de Union la marcacion fue observada tanto en las células del
espongiotrofoblasto y células ricas en glicbgeno, sin presentar diferencias en
cuanto a intensidad con las placentas de animales sin restriccion alimentaria
(Fig.4.24).

En la regién de las Células Gigantes del trofoblasto, la inmunomarcacion fue

positiva con una intensidad mayor respecto al sin restriccion alimentaria y con

distribucién citoplasmatica y nuclear. (Fig.4.25).
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4- RESULTADOS
Documentacion de Figura Hemataxilina-Eosina sin Resiriccion Alimentaria

A: Se observa fode b
estriclura placenlaria y sus
regiones, siendo & laberinto (L)
B mgldn gue predoming en
asta placanta.

B: La rona de uridn [ZU) estd
compuesta soi0 por  cEkAas
aspongiotio fobldsticas (EF) sin
ls presencia de célias ricas en
glicdgenn (CRE).

C: Se obsenan cualic capas
de céias ggenfes del
trafoblasto (CGT) adyacentes al
fefido decidueal

Figura 4.1: Placenta 14 DG
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacion de Figura Hematoxilina-Eosina sin Resinccion Alimentaria

A: Se observa la regidn del
iaberinfo (L) con abudanfes
espacios sanguineas maternos
¥ fefsles (V).

B: En /2 zona de wwdn (ZU) se
ohsarvan abundades cdlias
ficas an giadgens (CRGL.

C. Las céwlas giganies del
frafoblastn (CGT), se ohsenan

N un menor AUmere de capes
celifares

Flgura 4.2° Placenta 17 DG
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4 RESULTADOS
Documentacion de Figura Hemaloxilina-Eosina sin Restriccian Alimentaria

A: S ocbsarva la mgidn os
laberinta (L) abundamte y
organizado con k& presenclia de un
vaso felal constituido externamente
por Una capa de ofotmfoblasto (C)
g miemamente vanas capas de
sincitiol mfobiasto [(5).

B: 5S¢ observa una menor
roporcl G celuiar del
aspongiatolfoasio (EF) y cllilas
ncas en gicagene (CRG) en g
Zona de union (ZL0).

. S8 obsarra  n reducdo
mymem de capas de oSluEs
gig antes ol trafoblasto (CGT),

Figura 4.3. Placenta 20 DG
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacion de Figura de Inmunohistoquimica sin Restriccian Alimentaria

Se absernvea en A By C una
inmunamacasdn oébl 0 &

medida que progresa la
gestaciin.

Figura 4.8 INOS - Region el Labesinio
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULD 4: RESULTADOS
Cocumentacion de Figura de Inmunohistoguimica sin Resticcion Alimenaria

En la zona de wwin 2U) se
aprecis fanfo en A, B ¥ € una
ma T acion Lmiforme ael
anticverpo en Bs  céiwas
espongoirofobld sticas {EF),
siendo débi a medida gue
progresa la gestacidn. En B ¥ €
28 observa & Uhckn o8 8
membana cellar de las célwas

ncas en gicogeno (CRG).

Figura 4.97 iNQS - Zona de Unidn



CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Cocumentacion de Figura de Inmunohisioguimica sin Restriccion Alimentaria

En A B y € se luslran céldas
gigantes dei frofoblasio (CGT)
cuya marcacidn del anticuerpo
disminuye con & progreso de ia

gesfacian,

Figura 4.10- INOS - Regidn de fas Células Gigantes del Trofoblasto
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacién de Figura de Inmunchistoquimica sin Restricoidn Alimentaria

En la regidn del lsberinio (L),
s aprecaen 4 By C wma
mayor intensidad  de  fa
nmunomarcacidn  la sl
progresa con el avance de la

gestaaon
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacion de Figura de Inmunohistoquimica sin Restriccion Alimentaria

En la zone de union (ZU) 8
nmunomarcacdon en A, By ©
aumenfs @ medida que svanza
ia gesteciin. En B vy G, &
mmunomacagon de las
céldas ricas en gicdgeno
(CRG) & distibuye en &
cloplasma, siendo més oeby
&) as ol L s el

espanglotofoblasto (EF).

Figura 4.15: GPX - Zona de Unidn B4



CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULOD 4: RESULTADOS
Documentacion de Figura de Inmunchistoquimica sin Restriccion Alimentaria

En A ByC laasribucin de
a mmunomarcacion  fue
homagénea en &l cfoplBsma
acorde con & pogrese de e
gestacidn.

Figura 4,18: GPX - Regidn de Céiulas Giganes del Trofoblasto 85
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacién de Figura de Inmunchistoquimica sin Restricckn Alimentaria

La regin del Jabedmio (L)
Maniuve una inmunamarcadon
heterogénea siendo en C
donde 52 observa wna mayor
intensidad y localzacin en los
vasos sanguinecs del fefo,
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacion de Figura de Inmunohistoguindca sin Restriccldn Allmentaria

La zona de unibn (ZU) muesirs
g MM UNoMarcacion
homogénes famto en B como
ah C paro mas débil gue an A.
En B, la inmunomarcaciin es
iocaizads an A membans
ceklar e B CERNGS ricas en

giietgena ( CRG).

Figura 4.21: S0D - Zoha de Unidn
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CAPITULO 4: RESULTADOS

CAPITULO 4: RESULTADOS
Documentacion de Flgura de Inmunohistoguimica sin Restricclén Alimentaria

En b regidn de lss célias
gigartes del mfoblasto (CGT),
se obsernva g
mmunomarcacion heterogénes
¥ de intensidad moderada.

Figura 4 22- 500 - Regién Células Gigantes del Trofoblasta B
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CAPITULO 5: DISCUSION

La desnutricibn materna es una de las principales causas que influyen la RCIU,
condicién tal, que predisponen a una alta morbimortalidad perinatal y conduce al
desarrollo de patologias cronicas del adulto (Baker et al., 1989; Nien et. al., 2002;
Tapia & Ventura-Junca, 2008).

A su vez, se han iniciado varios estudios que intentan explicar la etiopatogenia de
la RCIU atribuido el efecto del estrés oxidativo en dicha condicién patolégica
(Gutiérrez, 2005; Gveric-Ahmetasevic et al., 2009; Kressig et al., 2008; Myatt &
Cui, 2004; Rukavina et. al., 2006), los cuales han logrado determinar una
elevacion de los niveles de estrés oxidativo y su dafo en diferentes estructuras

celulares.

Actualmente, la condicion de RCIU puede ser inducida experimentalmente en
modelos animales mediante la manipulacion de la dieta materna (Coan et al.,
2009), intervencion llevada a cabo en este estudio, con la finalidad de determinar
cambios morfolégicos e inmunohistoquimicos asociados a enzimas del estado
redox, en placentas de ratas. Debido a las limitaciones de este estudio, la
restriccion alimentaria fue concretada unicamente en el estadio 14 DG, por lo que
esto restringe los alcances de los resultados, discusién y conclusiones.

Con respecto a los pesos placentarios, estudios realizados por Prieto et al.,
(2008), en placentas humanas normales comparadas con placentas de recién
nacidos PEG, demostraron que el promedio del peso placentario normal es de 495
grs. siendo menor el peso promedio de las placentas de RN PEG con un promedio
de 386,15 grs., lo cual indica un reduccién en un 22% del peso placentario. Estos
resultados se asemejan a datos aun no publicado realizado por San Martin et al.,
en el cual se comparan placentas de ratas con y sin restriccion alimentaria en

estadios de 14, 17 y 20 DG. En este estudio se observd una reduccion del peso
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placentario de alrededor de un 25% en el grupo con restriccién respecto a aquellas

ratas no sometidas a esta condicion.

Asi mismo, Coan et al., (2009), observaron en el dia 19 DG, que los pesos
placentarios y fetales disminuyeron en ratones desnutridos, 9% y 13% respecto

al control.

Considerando lo anteriormente expuesto, condiciones desfavorables para la
gestacion como la RCIU, PE, desnutricion materna, entre otras; reducen
significativamente la transferencia de nutrientes, reflejandose en una disminucion

del peso placentario y fetal.

En relacién a la morfologia placentaria, el laberinto en los diferentes estadios, es la
region que predomind en la estructura placentaria. Esta regidon permite el
intercambio materno-fetal acompafnada de una progresiva angiogénesis.

La ZU disminuyé su proporcion tisular a medida que avanza la gestacion. En el 17
DG se visualizé un gran numero de CRG las que disminuyeron al término de la
gestacion. Frente al déficit alimentario materno, estas células aparecen
precozmente, lo que podria ser interpretado como una forma de aumentar las

reservas energéticas del feto.

Las CGT se observaron invadiendo la decidua materna. Su numero de capas
celulares disminuyd con el progreso de la gestacion, lo que se explica por la

menor invasion hacia el término de la gestacion.

Coan et al, (2009), mostré diferencias en la morfologia placentaria entre ratones
desnutridos y controles en diferente dias de la gestaciéon. Entre el dia 16 y 19 DG
observé una reduccion significativa del volumen placentario en comparacién con el

control, lo que también fue observado de manera cualitativa en nuestro estudio.
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A pesar de los datos morfoldgicos obtenidos en placentas de ratones desnutridos,
Coan et al., (2009) plantean que éstas placentas transportan mas nutrientes de la
madre al feto, por gramo de tejido, a pesar de que el volumen y la superficie de la

zona del laberinto, se redujo considerablemente en animales desnutridos.

Las placentas de los animales con restriccion alimentaria estudiadas fueron de
menor tamarno y de forma ovalada. El laberinto fue menos organizado y de menor
amplitud. A los 14 DG, la zona de unién ya presenté CRG y su EP fue menos
desarrollado. Las CGT fueron escasas y de menor tamano, tendiendo a alinearse
en vez de formar varias capas. La DM predominé con respecto al tejido
placentario. Lo anterior nos indica que la condicion de restriccion alimentaria
materna, como observado en nuestro estudio, promueve cambios importantes en

la morfologia placentaria en etapas tempranas de su desarrollo.

Con respecto a la angiogénesis, Coan et al., (2009) mostrdé que a pesar de que en
etapas tempranas no se observaron diferencias significativas, al 19 DG se
observé una disminucién de los espacios sanguineos maternos y vasos
sanguineos fetales. A pesar de lo descrito por Coan et al (2009), observamos que
en el estadio de 14 DG al comparar ambos grupos, se observo cualitativamente un
menor numero de vasos sanguineos en el grupo con restriccion alimentaria,,
indicando que en rata, las alteraciones vasculares podrian originarse en etapas
tempranas respecto al modelo de raton, lo cual debera ser comprobado a través
de otros estudios.

Cabe destacar que en los resultados de nuestra investigacién en el 20 DG en
placentas sin restriccion alimentaria, en la region del laberinto se observd una
abundante cantidad de vasos sanguineos. A partir de lo sefalado, podemos inferir
que la restriccién alimentaria, generaria una condicién de RCIU del feto, debido a
que el déficit de nutrientes altera la morfologia normal de la regién del laberinto,
regién donde ocurre la transferencia de oxigeno y nutrientes entre la madre y el
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feto, por lo que si ésta modificacidon es tan precoz se esperaria un RN con menor
peso y sometido a mayor estrés oxidativo a medida que progresa la gestacion.

Respecto a las enzimas asociadas al estado redox placentario analizadas en
nuestro estudio, existen evidencias que han demostrado por ejemplo la presencia
de iINOS en las siguientes estructuras placentarias en humanos: amnios, corion,
decidua y en tejido miometrial (Kakui et al., 2003). En nuestra investigacion la
presencia de iINOS fue observada en las tres regiones placentarias, predominando
en la ZU vy laberinto. En la regién del laberinto la inmunomarcacion fue mas
intensa en etapas tempranas de la gestacién, predominando hacia el 20 DG en los
endotelios de los vasos sanguineos fetales. En la ZU, la tincion fue heterogénea,
pero mas intensa en los dos primeros estadios. El nucleo de las CGT estuvo

rodeado por la inmunomarcacién, pero fue mas débil respecto a las otras zonas.

Con respecto a las placentas de los animales sometidos a restriccién alimentaria,
de la cual solamente se obtuvo la placenta de 14 DG con su respectivo control,
determinamos que la inmunomarcacion en la regién del laberinto presentd una
menor intensidad respecto al control, sin embargo fue selectiva sélo para el
sincitiotrofoblasto. En la ZU, el EP tuvo una inmunomarcacion homogénea, y en
las CRG predomin6 en la membrana celular. En las CGT, la intensidad de la
inmunomarcacion fue mayor respecto al control abarcando en su totalidad al

citoplasma.

Consideramos que la presencia de iNOS en la region del laberinto se debe
principalmente a que es un sitio de intercambio materno-fetal y que su localizacién
en la gestacion tardia en el endotelio fetal se debe mas bien a un rol fisiolégico
como vasodilatador y regulador del flujo feto-placentario, como ha sido
demostrado en su participacion como regulador del flujo sanguineo Utero-
placentario y feto-placentario, induciendo la vasodilatacion, inhibiendo la
agregacion de neutroéfilos y la adhesion de plaquetas a las células endoteliales
(Valko et. al., 2006)
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Por otra parte, existen datos en la literatura que demuestran la participacion de
INOS en la invasién del trofoblasto extravellositario, asi como la apoptosis de las
células del trofoblasto (Vasko et al, 2006), indicando un rol mas amplio en el

desarrollo placentario.

La menor presencia de iNOS en el laberinto y de las CGT de placentas de ratas
con restriccidon alimentaria, como observado en nuestro estudio, podria estar
relacionada a alteraciones vasculares y morfolégicas con consecuencias negativas

al normal desarrollo de éste 6rgano y del propio feto.

Dos estudios realizados en placentas humanas con técnicas inmunohistoquimicas,
mostraron las diferentes isoformas de SOD en el tejido vellositario,
sinciciotroblasto, células del estroma, asi como en células endoteliales, amnios,
corion, decidua y trofoblasto extravelloso (Telfer et al., 1997; Myatt & Cui, 2004).
En nuestro estudio, SOD1 fue observada en las tres regiones placentarias. En el
laberinto la inmunomarcacién fue positiva en los tres estadios, sin embargo al 20
DG predomind principalmente en los vasos sanguineos fetales. En la ZU la
inmunomarcacién se destacé en el 14 DG y en las CRG fue marcada en su
membrana celular. La regidbn de las CGT mantuvo una inmunomarcacion
heterogénea con intensidad moderada en los tres estadios. Con respecto a las
placentas de los animales sometidos a restriccion alimentaria de la cual solamente
se obtuvo la placenta de 14 DG con su respectivo control, determinamos que la
inmunomarcacion en el laberinto y las CGT fue mas intensa respecto al control. En

la ZU la inmunomarcacioén no presento diferencias respecto al control.

SOD1, permite la degradacion del anion superéxido en peréxido de hidrégeno, el
cual seria finalmente eliminado entre otras enzimas antioxidantes como la GPX
(Abilés, 2007; Biri et al., 2007; Castillo, 2005; Closs, 2006; Grupta et al. 2004).
Consideramos que la presencia moderada en los tres estadios de la gestacion de
SOD1 en la regién del laberinto podria estar relacionada con una defensa

antioxidante de la placenta, una vez que esta region presenta un importante flujo
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sanguineo, con la subsecuente generacion de radicales libres derivados del

oxigeno.

La presencia de SOD1 en los vasos sanguineos fetales fue mas intensa, lo que
probablemente apoya nuestra hipotesis respecto a la funcién placentaria de esta

enzima antioxidante.

Tanto en las regiones del laberinto y CGT en placentas de animales con
restriccién alimentaria, consideramos que fue mas intensa la inmunomarcacion
para SOD1, lo que nos podria sugerir que bajo esta condicion experimental, la
placenta podria estar sometida a una mayor presencia de radicales libres
generados del oxigeno, apoyando la hipotesis que placentas de madres con
restriccién alimentaria estarian bajo un mayor estrés oxidativo. Sin embargo, esta

hipbtesis debera ser corroborada con futuros estudios.

Finalmente en nuestro estudio, la enzima antioxidante GPX, en placentas de
animales sin restriccién alimentaria, se observdé predominantemente en las CGT
con una distribucién homogénea en el citoplasma y su inmunomarcacién aumenté
con la gestacion. En el laberinto la inmunomarcacién fue progresiva observandose
principalmente en los endotelios de los vasos sanguineos fetales. En la Zona de
Unién la inmunomarcacion fue ascendente observandose principalmente en el
citoplasma de las CRG. En las placentas de los animales con restriccién
alimentaria la inmunomarcacion fue mas intensa en las distintas zonas respecto al
grupo sin restriccion alimentaria. Planteamos que el aumento progresivo de GPX
es debido al aumento propio del estrés oxidativo durante la gestacion. En
condiciones normales y principalmente bajo la condicion experimental existiria un

incremento en la presencia de GPX de la misma forma que se observé SOD1.

La restriccion alimentaria probablemente promueve un desbalance en el estado
redox placentario, lo que implicaria que la placenta debe generar los mecanismos
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asociados a un aumento de sus defensas antioxidantes para compensar este

estado desfavorable para la gestacion.

Una vez que nuestros datos son morfolégicos y descriptivos, sugerimos realizar
estudios futuros centrandose en la actividad y efectos de estas enzimas pro y
antioxidantes en placentas y fetos en este modelo experimental, lo que podria
confrmar los  hallazgos observados en el presente  estudio.

101



CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Existe una desproporcion en el desarrollo feto-placentario, favoreciendo el
desarrollo fetal en desmedro del crecimiento de la placenta, ya sea en condiciones
normales o patoldgicas.

Las enzimas prooxidantes iINOS disminuye y las antioxidantes SOD1 y GPX,
aumentan progresivamente en los diferentes compartimientos placentarios a

medida que avanza la gestacién en condiciones normales.

En placentas de 14 DG con restriccién alimentaria son cualitativamente de menor
tamano, presentan una presencia precoz de células ricas en glicégeno, una mayor

presencia de SOD1 y GPX y una menor presencia de iNOS.

Las alteraciones morfolégicas e inmunohistoquimicas para SOD1, GPX e iNOS
fueron observadas en el laberinto de placentas de ratas con restricciéon alimentaria
en el estadio 14 DG.

Las modificaciones placentarias observadas en el modelo experimental en el
estadio 14 de gestacion, pueden estar relacionadas con la generaciéon de un
ambiente desfavorable para el crecimiento normal del feto, asociadas a la
generacion de estrés oxidativo y cambios en el peso placentario y fetal, lo que

presumimos como una tendencia que se perpetuaria en estadios posteriores.
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ANEXOS

ANEXO A: Protocolo de Tincion Citologica (PAP)

Fijar con Etanol
Secar al aire
Lavar en agua corriente
Tenir con Hematoxilina Eosina
Virar en agua corriente
OH 95°1
OH 95°1I
Orange 30
OH 95°1
OH 95°1I
EASO
OH96°1
OH96°1l
OH 100°1
OH 100°Il
OH 100°1ll
OH-Xilol
Xilol |
Xilol 1l
Xilol 11

3 minutos
2 minutos
5 minutos
2 minutos
5 minutos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
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ANEXO B: Preparacion de Fijadores.

Preparacion de Methacarn:

Metanol (alcohol metilico) 60% 30ml. para 50ml. volumen final.
Cloroformo 30% 15ml. para 50ml. volumen final.

Acido Acético 10% 5ml. para 50 ml. volumen final.

Preparacion de Paraformaldehido:

40 grs. de paraformaldehido en 500 cc. de agua destilada.
Disolver y calentar hasta 60° C.
Luego agregar gotas Na OH 1N hasta aclarar preparacion.
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ANEXO C: Protocolo Methacarn

Etanol 100°1
Etanol 100° 1l
Etanol 100° Il
Xilol |
Xilol 11
Xilol 111
Parafina |
Parafina Il

Parafina Il

*el tejido se mantiene en este fijador durante 4 a 8 horas.

30 minutos
30 minutos
30 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
30 minutos
30 minutos

30 minutos
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ANEXO D: Protocolo Paraformaldehido

Etanol 50°
Etanol 70°
Etanol 80°
Etanol 96° |
Etanol 96° I
Etanol 100° |
Etanol 100° I
Etanol 100° Il
Xilol |
Xilol 1
Xilol 11
Parafina |
Parafina Il
Parafina lll

*El tejido se mantiene en este fijador durante 24 a 48 horas.

30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
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ANEXO E: Protocolo de Hematoxilina-Eosina

Desparafinacion:
Xilol |
Xilol 1l
Xilol 111
Hidratacion:
Alcohol 100°1
Alcohol 100° I
Alcohol 95°
Alcohol 70°
Agua destilada
Coloraciéon con hematoxilina de
Mayer:

Viraje en agua corriente
Agua destilada
Alcohol 95°
Coloracién con Eosina
Alcohdlica:
Deshidrataciéon y Montaje:
Alcohol 100°1
Alcohol 100° I
Alcohol —Xilol
Xilol |

10 minutos
10 minutos

10 minutos

5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
Dipping
5 minutos

5 minutos

Dipping

10 segundos

2.5minutos
2.5 minutos
2.5 minutos

5 minutos
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ANEXO F: Protocolo Inmunohistoquimica INOs

Desparafinacion
Xilol |
Xilol Il
Xilol 1
Hidratacion
Alcohol 1002 11
Alcohol 1002 |
Alcohol 95°
Alcohol 70°
Agua destilada
Recuperacion antigénica
(Buffer Citrato de sodio, pH 6.0, 10 mM)
Reposo en Buffer Citrato

Agua destilada
3 Bafios en PBS 0.1M

Bloqueo Peroxidasa endégena
H202 3% en PBS: 3 ml H202 30%
97 ml PBS 0.1M
3 Bafios en PBS 0.1M
Bloqueo Sitios Inespecificos (Cas-
Block)

Bloqueo Suero normal de cabra

Incubacion Anticuerpo 12
- Anti INOS de rata hecho en conejo
(Dilucién 1:250 PBS Tween 20)
3 Barnios en PBS 0.1M
Incubacion Anticuerpo 22

20 minutos
20 minutos

20 minutos

20 minutos
20 minutos
20 minutos
20 minutos
20 minutos
15 minutos, 90°C

20 minutos, t°
ambiente
10 minutos
5 minutos c/u, T°
ambiente
30 minutos, T®

ambiente

5 minutos c/u

30 minutos
30 minutos

Overnight, 4°C

5 minutos c/u
1 hora, T°
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Anti-IgG de conejo hecho en cabra con
HRP
(Dilucién 1:500 en PBS)

3 Barios en PBS 0.1M
Revelacion Peroxidasa
(Sustrato Cromégeno Nova-Red)
HOdest. + 1 + 2 + 3 + HxO5
2.5 ml 75ul 50ul 50ul 50 ul
1.25 ml 38ul 25ul 25ul 25ul
0.5 ml 96ul 6.4ul 6.4ul 6.4ul

Agua destilada

Contraste coloracion Hematoxilina
(ver hematoxilina)
Viraje en agua corriente
Deshidratacion
Alcohol 95°
Alcohol 1002 |
Alcohol 1002 11
Alcohol / Xilol
Aclaracion y Montaje
Xilol |
Xilol 11

ambiente

5 minutos c/u
1.5 minutos.

5 minutos, T®
ambiente

10 segundos
5 minutos
2.5 minutos
2.5 minutos
2.5 minutos

2.5 minutos

5 minutos

5 minutos
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ANEXO G: Protocolo Inmunohistoquimica GPX

Desparafinacion
Xilol |
Xilol Il
Xilol I
Hidratacion
Alcohol 1002 |
Alcohol 1002 11
Alcohol 95°
Alcohol 70°
Agua destilada
Recuperacién antigénica
(Buffer Citrato de sodio, pH 6.0, 10 mM)
Reposo en Buffer Citrato

Agua destilada
3 Barfios en PBS 0.1M

Bloqueo Peroxidasa endégena
H202 3% en PBS: 3 ml H202 30%
97 ml PBS 0.1M
3 Barfios en PBS 0.1M
Bloqueo Sitios Inespecificos (Cas-
Block)

Bloqueo Suero normal de cabra

Incubacion Anticuerpo 12
- Anti GPX de rata hecho en conejo
(Dilucién 1:250 PBS Tween 20)
3 Bafios en PBS 0.1M
Incubacion Anticuerpo 22

20 minutos
20 minutos

20 minutos

20 minutos
20 minutos
20 minutos
20 minutos
20 minutos
15 minutos, 90°C

20 minutos, t°
ambiente
10 minutos
5 minutos c/u, T°
ambiente
30 minutos, T®

ambiente

5 minutos c/u

10 minutos
20 minutos

Overnight, 4°C

5 minutos c/u
1 hora, T°
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Anti-IgG de conejo hecho en cabra con

HRP

(Dilucién 1:500 en PBS)
3 Banos en PBS 0.1M
Revelacion Peroxidasa

(Sustrato Cromégeno Nova-Red)

H-0 dest.
2.5 mil
1.25 ml

0.5 ml

+

9.6 ul

1 + 2 + 3 +H202
75 ul

50 ul
38ul  25ul
ul

6.4 ul
ul

Agua destilada

50 ul
25 ul

6.4 ul

50 ul
25

6.4

Contraste coloracion Hematoxilina

(ver hematoxilina)

Viraje en agua corriente

Alcohol 95°
Alcohol 100°
Alcohol 1002 11
Alcohol / Xilol

Xilol |
Xilol Il

Deshidratacion

Aclaracién y Montaje

ambiente

5 minutos c/u
1.5 minutos.

5 minutos, T®
ambiente

10 segundos

5 minutos

2.5 minutos
2.5 minutos
2.5 minutos

2.5 minutos

5 minutos

5 minutos
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ANEXO H: Protocolo Inmunohistoquimica SOD1

Desparafinacion

Xilol | 20 minutos
Xilol 1l 20 minutos
Xilol 1l 20 minutos
Hidratacion
Alcohol 1002 | 20 minutos
Alcohol 1002 11 20 minutos
Alcohol 95° 20 minutos
Alcohol 70° 20 minutos
Agua destilada 20 minutos
Recuperacién antigénica 15 minutos,
(Buffer Citrato de sodio, pH 6.0, 10 90°C
mM)
Reposo en Buffer Citrato 20 minutos, t°
ambiente

Agua destilada 10 minutos

3 Barfios en PBS 0.1M 5 minutos c/u,
T ambiente

Bloqueo Peroxidasa enddégena 30 minutos, T?
H202 3% en PBS: 3 ml H202 30% ambiente

97 ml PBS 0.1M
3 Bafios en PBS 0.1M 5 minutos c/u
Bloqueo Sitios Inespecificos (Cas- 10 minutos
Block)
Bloqueo Suero normal de cabra 20 minutos
Incubacién Anticuerpo 12 Overnight, 4°C

- Anti SOD1 de rata hecho en conejo
(Diluciéon 1:50 PBS Tween 20)
3 Barios en PBS 0.1M 5 minutos c/u
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Incubacién Anticuerpo 2°
Anti-IlgG de conejo hecho en cabra
con HRP
(Dilucién 1:500 en PBS)

3 Bafios en PBS 0.1M
Revelacion Peroxidasa
(Sustrato Cromégeno Nova-Red)
HOdest. + 1 + 2 + 3 +
H>0,

2.5 ml 75ul 50ul 50 ul
50 ul
1.25 ml 38ul 25ul  25ul
25 ul
0.5 ml 96ul 6.4ul 6.4ul
6.4 ul
Contraste coloracion Hematoxilina
(ver hematoxilina)

Viraje en agua corriente
Deshidratacion

Alcohol 95°
Alcohol 100°
Alcohol 100°
Alcohol / Xilol

Aclaracion y Montaje
Xilol |
Xilol Il

1 hora, T°

ambiente

5 minutos c/u

1.5 minutos.

10 segundos

5 minutos

2.5 minutos
2.5 minutos
2.5 minutos

2.5 minutos

5 minutos

5 minutos
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