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Expresion de las 6xido nitrico sintasas
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Resumen. La preeclampsia (PE) es una enfermedad que se presenta en la
segunda mitad de embarazo. Es una condicién caracterizada por hipertension,
proteinuria y frecuentemente cierto grado de restriccion del crecimiento in-
trauterino (RCIU). El 6xido nitrico (ON) regula el flujo de sangre en la pla-
centa humana, induce vasodilatacion, inhibe la agregacion plaquetaria, y pre-
viene la adhesion de plaquetas a las células endoteliales. En este trabajo se
evalud, en sangre periférica de mujeres embarazadas normales (n = 46) y con
PE (n = 50), los niveles séricos de nitritos y se analizé la expresion de las Oxi-
do nitrico sintasas constitutiva endotelial (eNOS) e inducible (iNOS) en tejido
placentario. Se observé un aumento significativo en la concentracion sérica
de nitritos en las pacientes con PE al compararlas con mujeres embarazadas
normales (150,64 = 8,94 vs 40,62 = 1,65 uM, p < 0,00001) y un aumento
significativo en la expresion de las enzimas NOS (eNOS ¢ iNOS) en las placen-
tas de esas mismas pacientes, con respecto a las mujeres con embarazo nor-
mal (iNOS 4,29 = 1,51 vs 0,59 * 0,13; eNOS 1,78 * 0,74 vs 0,46 = 0,22,
p < 0,005). Nuestros resultados muestran que existe una relacion entre los
valores de nitritos en suero de sangre periférica y el analisis de la expresion de
las enzimas eNOS e iNOS en extracto de proteinas de tejido de placenta.
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Abstract. Preeclampsia (PE) is a disease that onsets in the second half of
pregnancy. This condition is characterized by hypertension, proteinuria and,
frequently, intrauterine growth restriction (IUGR). Nitric oxide (NO) regu-
lates blood flow in the human placenta, it induces vasodilatation, inhibition of
platelet aggregation and prevents adhesion of platelets to endothelial cells. In
this work, nitrite levels were evaluated in the sera of peripheral blood of nor-
mal pregnant women (n = 46) and women with PE (n = 50); additionally, the
expression of endothelial constitutive nitric oxide and inducible synthases
(eNOS and iNOS, respectively) of placental tissues, were determined. An in-
creased concentration of serum nitrites from patients with PE, in relation to
normal pregnant women (150.64 = 8. 94 vs 40, 62 = 1, 65 uM, p < 0.
00001) was observed. An increased expression of nitric oxide synthases (eNOS
and iNOS), in the placental tissues of (PE) patients, as compared to that of
normal pregnant women (iNOS 4.29 = 1.51 vs 0. 59 * 0.13; eNOS 1.78 =+
0.74 vs 0.46 = 0.22, p < 0.005) was also observed. Our results show that
there exists a relationship between serum nitrites concentration and the ex-
pression of eNOS and iNOS, as analyzed in protein extracts of placental tis-

suces.
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INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una enferme-
dad que se presenta en la segunda mitad de
embarazo y se caracteriza por hipertension,
proteinuria y frecuentemente por cierto
grado de restriccion del crecimiento intrau-
terino (RCIU). Lleva a nacimientos pretér-
mino y a infantes pequenos para su edad
gestacional (1, 2). Es una enfermedad mul-
tifactorial que involucra, por igual, compo-
nentes inmunes, inflamatorio, citocinas,
factores genéticos y vasculares (3-5). En la
PE existe reduccion de la perfusion de los
6rganos debido al vasoespasmo (1) y ocurre
en 3-5% de los embarazos, es una causa im-
portante de mortalidad materna en paises

desarrollados y en paises en desarrollo, ta-
les como en Colombia, donde el 42% de las
muertes maternas son atribuidas a este de-
sorden (6). En Venezuela es la segunda cau-
sa de muerte por complicaciones del emba-
razo, y de acuerdo a los archivos de estadis-
tica, la prevalencia de la hipertension en el
embarazo fue de 7,7% (7).

El 6xido nitrico (ON), es producido en-
zimaticamente por la 6xido nitrico sintasa
(NOS), la cual convierte la L-arginina en
presencia de oxigeno en L-citrulina y ON.
Se han aislados tres isoformas de 6xido ni-
trico sintasa (NOS) cuyos genes se localizan
en diferentes cromosomas: el gen NOSI, lo-
calizado en el cromosoma 12q24.2, codifica
para una enzima neuronal constitutiva
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(nNOS), el gen NOS2 presente en el cromo-
soma 17qcen-q12 codifica para una isofor-
ma inducible (iNOS) y el gen NOS3 del cro-
mosoma 7q35-36 codifica para una enzima
constitutiva endotelial (eNOS) (8).

Se ha demostrado in vivo e in vitro,
que el ON es la molécula responsable de
modular el flujo sanguineo feto placentario
y ttero placentario (9), lo cual estd asocia-
do con la PE. Se ha propuesto que en emba-
razos normales hay un incremento en la ge-
neracion de ON que mantiene la vasodilata-
cion, y que un defecto en la sintesis, libera-
cion o accion del ON podria producir las al-
teraciones vasculares observadas en la PE
(10), lo que lleva a un incremento en el es-
trés oxidativo, perpetiia la disfuncién de la
NOS y eventualmente produce la combina-
cion de sustancias para generar el sindrome
clinico (11).

El objetivo del presente estudio fue
evaluar los niveles de nitritos, medida indi-
recta del ON, en suero de sangre periférica
de mujeres embarazadas sanas y con PE, y
analizar las proteinas eNOS e iNOS en teji-
do placentario, esperando establecer una
correlacion entre ellas.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de pacientes

Se seleccionaron pacientes con edad
promedio de 23 afios y promedio de edad
gestacional de 38 semanas, 46 embarazadas
sanas (edad promedio: 23,59 * 9,33 anos;
edad gestacional: 37,26 = 4,52 semanas) y
50 embarazadas con PE (edad promedio:
24,25 + 11,41 anos; edad gestacional: 38,66
+ 5,13 semanas). Se excluyeron pacientes
con enfermedad renal, hipertension arterial
cronica, anormalidad fetal, diabetes melli-
tus, desérdenes cardiovasculares y corioam-
nionitis. Las embarazadas fueron incluidas
en el estudio por presentar presion sangui-
nea de 140/90 mmHg o mas alta, después
de las 20 semanas de gestacion, o por haber

excedido sus propios valores basales en 30
mmHg para la presion sistdlica o 15 mmHg
para la diastélica, comprobado en al menos
dos tomas con 6 horas de intervalo; presen-
taron ademas proteinuria (> 300 mg/24h)
o el equivalente a dos cruces (++), en la
prueba cualitativa de proteinas de orina, y
presencia de edema (7). Tanto las pacientes
como el grupo de mujeres sanas, fueron in-
formadas de la toma de muestra y objeto
del estudio, y se les solicité llenar el con-
sentimiento valido, el cual fue avalado por
la comisiéon de Bioética de la Maternidad
Concepcion Palacios, Caracas, Venezuela.

Determinacion de 6xido nitrico en suero

Se recolectaron muestras de sangre
periférica de mujeres embarazadas. La ex-
traccion de la sangre se realizé al inicio del
trabajo del parto o cesarea. Las muestras de
sangre se colocaron en tubos de vidrio y se
dejaron a temperatura ambiente hasta su
coagulacion. El suero se obtuvo por centri-
fugacion por 15 minutos a 3000 rpm a tem-
peratura ambiente y se almacend a —20°C
para el ensayo de nitritos.

La concentracion de 6xido nitrico fue
medida indirectamente a través de la con-
centracion de nitritos (un producto de la
degradacion del ON). Esta fue determinada
con el kit de ensayo colorimétrico de
Griess, reactivo no enzimditico para 6xido
nitrico de Oxford Biomedical Research que
utiliza el cadmio (Cd) para la conversion de
nitrato en nitrito (12).

Los datos fueron procesados para ob-
tencién de un promedio de la media = des-
viacién estdndar. Se aplic6 Test de Student
para datos no pareados, para comparar los
niveles de nitrito en suero de gestantes con
PE y gestantes normotensas.

Preparacion de extractos de tejido
placentario

Se tom6 una muestra de aproximada-
mente 5 g en el centro de la placenta (coti-
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ledones) por debajo de la insercion del cor-
dén umbilical. Se congel6 a —80°C para su
posterior analisis.

Para la preparacion de los extractos de
proteinas totales se homogenizo 1 g del te-
jido de placenta en 2 ml de tampo6n (saca-
rosa 0,32 M, Hepes 20 mM, EDTA 0,5 mM y
DTT 1 mM, leupeptina 3 uM, pepstatina A 1
uM y PMSF 1 mM). Se centrifugdé a 12000
rpm por 30 minutos a 4°C en un rotor
SS-34 de centrifuga Sorwall. Los sobrena-
dantes de proteinas fueron utilizados para
los ensayos de la fraccion de proteinas solu-
bles. A partir de los precipitados se realiz6
la extracciéon de proteinas particuladas en
tampoén Tris pH 7,2 1M, EDTA 0,1 M, EGTA
0,1 M, mercaptoetanol 14,33 M y Glicerol
10% y CHAPS 20 mM (detergente zwiterio-
nico) y se incub6 por 20 minutos a 4°C
(13). Se resuspendié en un vortex y se cen-
trifugé por 30 minutos a 15000 g. Los so-
brenadantes de proteinas fueron almacena-
dos a —20°C. Se utiliz6 como control positi-
vo de la expresion de las NOS en estudio,
cultivos de células endoteliales de vena de
cordon umbilical humano (HUVEC) de mu-
jeres embarazadas sanas, como se describe
en Dominguez y col. (14). Se procedié a
realizar los extractos de proteinas de célu-
las HUVEC tal como se describié anterior-
mente.

La concentracién de proteinas de los
extractos (proteinas solubles y particula-
das) se determiné con el ensayo de protei-
nas basado en el método Micro BCA de
Pierce (15).

Anilisis de Western Blot

Se utilizaron alicuotas de extractos de
80 ug proteinas para realizar la electrofore-
sis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al
8% v luego se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa de poro 0,45 um (SIGMA) en
buffer de transferencia (Tris 48 mM, glicina
39 mM, metanol 20% y SDS 10%) utilizando
el método de “trans-blot” semiseco (Bio-

Rad) a un voltaje constante de 16 V durante
30 minutos. La calidad de la transferencia
de las proteinas se verificé por tincién con
Ponceau (16).

Las membranas fueron bloqueadas du-
rante la noche a 4°C en solucién bloquean-
te: TBS-T (1,21 g Tris, pH 7,5; 5,84 g de
NaCl, 1 mL Tween-20) y 5% de leche des-
cremada. Posteriormente las membranas se
incubaron en solucion bloqueante a tempe-
ratura ambiente por 1 h con agitacion leve
en presencia de los anticuerpos especificos
para cada isoforma NOS: para eNOS, anti-
cuerpo policlonal (1:250) e iNOS, monoclo-
nal (1:500) (Santa Cruz Biotechnology,
Cat. N° sc-654 y sc-7271 respectivamente) y
para GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato des-
hidrogenada), monoclonal (1/1000) (Che-
micon, Cat. N° 401215). Las membranas se
lavaron 6 veces por 5 minutos con agitacion
leve en tampon TBS-T a temperatura am-
biente. Posteriormente las membranas fue-
ron incubadas 1 h con agitacién leve a tem-
peratura ambiente en solucién bloqueante
en presencia de anti-conejo-HRP (HRP: hor-
seradish peroxidase) (1:500) para eNOS y
anti-raton-HRP para iNOS (1:1000) vy
GAPDH (1:2000) (Amershan). Nuevamente
se realizaron 6 lavados como se describe an-
teriormente y las bandas inmunoreactivas
fueron detectadas por quimioluminiscencia
de acuerdo a las especificaciones del méto-
do Super signal (Pierce).

La determinacion semi-cuantitativa de
las intensidades de las bandas se realiz6 en
las peliculas de rayos X obtenidas por inmu-
nodeteccion de eNOS, iNOS y GAPDH utili-
zando el programa Kodak Digital Science.
La intensidad neta de cada banda para
eNOS ¢ iNOS de cada una de las muestras
se dividi6 entre la intensidad neta de banda
para la GADPH de la misma muestra. Esta
relacion se denominé “intensidad normali-
zada”.

Los datos de intensidad normalizada
de bandas tanto para eNOS como para

Investigacion Clinica 49(3): 2008



Expresion de 6xido nitrico sintasas y preeclampsia

325

iNOS fueron procesados para obtencion de
la media + desviacién estdndar, tanto para
pacientes sanas como con PE. Se aplico
Test de Student para datos no pareados.

RESULTADOS

Concentracion de nitritos en suero

Se determinaron las concentraciones
de nitritos en muestras de suero de sangre
periférica de 50 mujeres con PE y 46 muje-
res sanas embarazadas. Al promediar los va-
lores obtenidos por cada grupo se encontrd
que la concentracion de nitritos en suero
fue significativamente mas alto en mujeres
con PE que en mujeres con embarazo sano
con un promedio = DS (150,64 = 8,94 vs
40,62 £ 1,65 uM, p < 0,00001). Los resul-
tados se representan en la Fig. 1.

Western Blot

Con la finalidad de determinar la pre-
sencia de las enzimas NOS y comparar su
expresion se prepararon extractos de pro-
teinas de tejido placentario de ambos gru-
pos de pacientes (PE y sanas) para realizar
los estudios de Western blot.

Para la deteccion de las bandas corres-
pondientes a las proteinas eNOS, iNOS y
GAPDH en la membrana de nitrocelulosa se
realiz6 la inmunodeteccion de estas protei-
nas en cada uno de los extractos de placen-
ta de pacientes sanas y con PE como se des-
cribe en materiales y métodos.

En la Fig. 2 se observé una banda de
140 kDa correspondiente a la proteina
eNOS, de la fraccion membranal solubiliza-
da con CHAPS, tanto para los extractos de
placentas sanas y PE (Fig. 2A). El control
positivo para la expresion de eNOS (cultivos
de células HUVEC) presenté una banda de
140 kDa. Asimismo se observaron dos ban-
das una de 130 y otra de 50 kDa correspon-
dientes a la proteina iNOS, en la fraccion
soluble de los extractos de placentas sanas
y PE (Fig. 2B). La banda de 45 kDa para
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Fig. 1. Niveles de nitrito en suero de mujeres
con PE (n=50) y mujeres sanas (n=46).
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Fig. 2. Analisis de “Western Blot” para la ex-
presion de eNOS, iNOS y GAPDH.
HUVEC (células endoteliales de vena de
cordén umbilical humano); PS: placen-
ta de mujer sana; PPE: placenta de mu-
jer con PE. 80 ug de proteinas de tejido
placentario de mujeres con PE y sanas
fueron separadas por electroforesis en
geles SDS-PAGE al 8% y los anélisis de
western blot con los anticuerpos prima-
rios especificos y anticuerpos secunda-
rios HRP-peroxidasa (materiales y méto-
dos) permiten detectar bandas de 140
kDa eNOS, encontrada en la fraccién
particulada solubilizada con CHAPS
(A), 130 kDa iNOS, fraccion soluble (B)
v 45 kDa GAPDH (C) en ambos grupos
de pacientes. El control positivo para
eNOS fue obtenido a partir de cultivo
de células HUVEC. La banda pequena
de 50 kDa observada en iNOS (B) puede
indicar presencia del dominio reductasa
del isoforma iNOS.
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GAPDH en la fracciéon soluble, que se utili-
z6 como control interno en nuestros experi-
mentos, fue obtenida tanto para placentas
sanas como con PE igualmente en células
HUVEC (Fig. 2C). En ninguno de los extrac-
tos de células de HUVEC utilizados se ob-
servo una banda del peso molecular espera-
do para la enzima iNOS.

Determinacion semi-cuantitativa
de la expresion de las enzimas NOS

La determinacién semi-cuantitativa se
realiz6 en las muestras de extractos de pla-
centa en los que se pudo detectar eNOS,
iNOS y GAPDH, en ensayos diferentes con
los correspondientes anticuerpos para cada
una de las enzimas mencionadas sobre la
misma membrana, realizando el lavado
(stripping) de las membranas entre ensayos.
Se analiz6 y se calcul6 un promedio de in-
tensidad de banda para 5 muestras de ex-
tractos de proteina de placenta sana y 5
con PE para la enzima iNOS y 11 muestras
de extractos de proteina de placenta sana y
8 con PE para eNOS.

Con los resultados obtenidos se elabo-
raron los graficos mostrados en las Figs. 3 y
4. En ellos se observé una mayor expresion
en los extractos de placenta con PE que en
aquellos de placentas sanas, tanto para iNOS
(4,29 = 1,51 vs 0,59 = 0,13) como para
eNOS (1,78 £ 0,74 vs 0,46 = 0,22). Esta di-
ferencia para ambas proteinas fue estadisti-
camente significativa con una p < 0,005.

DISCUSION

La PE es una patologia que afecta de
un 2 a 7% de todas las embarazadas en el
hemisferio occidental aunque la incidencia
en otras areas geograficas, con caracteristi-
cas étnicas y sociales diferentes, puede lle-
gar a ser cinco veces mayor (3, 4). Es una
de las principales causas de morbilidad y
mortalidad materno-fetal. Su etiologia es
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Fig. 3. Comparaciéon de cambios en la expre-
sion de iNOS en placenta sanas y con
preclampsia. La expresion de la iNOS se
cuantificé a partir de la expresion de la
proteina iNOS en relacion a la expresion
de la GAPDH (obtenidas por el software
Kodak Digital Science) en placenta de
pacientes con PE y controles. El prome-
dio de cada grupo se obtuvo para cinco
extractos de placenta. *p< 0,005.
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Comparacion de cambios en la expre-
sion de eNOS en placentas sanas y con
PE. La expresion de la eNOS se cuanti-
ficé a partir de la expresion de la pro-
teina eNOS en relacion a la expresion
de la GAPDH (obtenidas con el softwa-
re Kodak Digital Science) en placenta
de pacientes con PE y controles. El
promedio de cada grupo se obtuvo para
11 extractos de placentas normales y 8
de placenta con PE. * p < 0,005.
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motivo de controversia y alin estd por esta-
blecerse, aunque se han aducido numerosas
causas para tratar de explicar la fisiopatolo-
gia de la enfermedad.

Se ha propuesto que hay un incremen-
to en la generaciéon de ON que mantiene la
vasodilatacion en los embarazos normales, y
que una alteracion en la regulacion de la
sintesis, liberaciéon o accién del ON podria
producir las alteraciones vasculares obser-
vadas en la PE (10). Todo lo descrito, junto
con la disminucion de ON disponible, pro-
duce diferentes cambios, lo que lleva a un
incremento en el estrés oxidativo, perpetia
la disfuncién de las NOS y eventualmente
produce la combinacion de sustancias que
genera el sindrome clinico (11).

En la presente investigacion, encontra-
mos que la concentracion de nitritos en
suero de sangre periférica se encuentra in-
crementada en mujeres con PE cuando la
comparamos con las pacientes sanas
(Fig. 1). Estos resultados estan en concor-
dancia con varios investigadores, quienes
han reportado un incremento en la produc-
cion de ON en la circulacion placentaria, fe-
tal y/o materna en estados de PE (17-19).
Smarason y col. (20) reportaron concentra-
ciones significativamente mas altas de ni-
tratos en suero de sangre periférica de mu-
jeres con PE. Ellos midieron la produccion
de ON en suero utilizando la reduccion de
nitratos por la nitrato reductasa y la detec-
cién de nitritos por la reacciéon de Griess.

Shaamash y col. (21) obtuvieron que
tanto la actividad de las NOS como la con-
centracion de los productos finales de ON
en placenta fue significativamente mas alta
en el homogeneizado de placentas con PE,
al compararlas con las de embarazo normal,
de alli que, el incremento de la actividad de
NOS y la produccién de ON ha sido relacio-
nada con la severidad de este sindrome.

Otros estudios han encontrado resulta-
dos diferentes a los nuestros. Seligman y
col. (22) reportan niveles de nitritos en

plasma significativamente mas bajos en PE.
En un estudio en mujeres andinas ecuato-
rianas los niveles de nitratos urinarios y
plasmaticos fueron bajos en mujeres que te-
nian hipertension inducida por el embarazo
(23). Teran y col. reportaron un aumento
de ON, determinado por quimioluminiscen-
cia, en embarazo normal en relacién a em-
barazos con preeclampsia (24). Otros inves-
tigadores encontraron un incremento en la
producciéon de ON durante el embarazo nor-
mal comparado con el embarazo con PE
(25).

Es importante entender los mecanis-
mos fisiopatolégicos de la PE. Aunque la
presion sanguinea elevada es una manifesta-
cién clinica, la PE no es solamente una hi-
pertension inducida en el embarazo, ya que
se asocia a muchos factores que pueden
conducir a una sobre expresion de las enzi-
mas NOS, y por lo tanto a una mayor pro-
duccion de ON.

Se detectd en las muestras de placenta
para la iNOS una banda de 130 kDa y para
eNOS una de 140 kDa (Fig. 2), tamanos se-
mejantes a las encontradas por otros investi-
gadores (13, 26, 27). Ademas, a pesar de
que el anticuerpo primario para iNOS era
monoclonal, observamos una banda de peso
molecular pequeno (50 kDa). En el caso
eNOS, sélo en dos de nuestros extractos de
proteinas detectamos una banda de bajo
peso molecular de aprox. 60 kDa (resultados
no mostrados). Una posible explicacién para
la presencia de estas bandas, de bajo peso
molecular, son los cortes de las enzimas
NOS mediante proteasas durante la prepara-
ci6n de los extractos de proteinas. Posible-
mente se necesitaban concentracion o inhi-
bidores diferentes ya que no fue suficiente
para proteger a esas enzimas de la degrada-
cion proteolitica. De acuerdo con nuestros
resultados, este corte pudo ocurrir en algin
sitio dentro del dominio reductasa, ya que
los anticuerpos primarios utilizados tanto
para eNOS como para iNOS reconocen un
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sitio en este dominio y las bandas obtenidas
por nosotros presentan un peso molecular
mas bajo que el reportado para el dominio
reductasa completo (aprox. 74 kDa).

Estos resultados estdn en concordan-
cia con los reportados por Bartlett y col.
(28) quienes encontraron bandas para
eNOS e iNOS de aproximadamente 47 kDa
en extracto de tejido del miometrio. Estos
autores justifican la aparicion de estos frag-
mentos con el hecho de que las enzimas
NOS son muy susceptibles a cortes proteoli-
ticos durante la extraccion y electroforesis.
También Park y col. (13) a través de anali-
sis de Western blot en testiculo, intestino
delgado, colon y placenta, encontraron para
la iNOS, ademads de la banda de alto peso
molecular, una mas pequena de 80 kDa.
Ellos notaron que esta pequena banda de
80 kDa era equivalente en tamario al domi-
nio reductasa y sugiricron que este dominio
pudo haber sido cortado en el sitio de
union de calmodulina, lo que generaria la
separaciéon del domino reductasa del domi-
nio oxigenasa. Segun Stuchr (29), el domi-
nio reductasa presenta un tamano de 74
kDa aproximadamente, valor que estd muy
cerca del tamano reportado por Park y col.
(13), para la banda de bajo peso molecular.

Cuando se¢ estudié la expresion de
eNOS y de iNOS en tejido de placenta de
mujeres con PE, comparadas con las muje-
res sanas (Figs. 3 y 4), se encontré un au-
mento significativo (p < 0,005). Este au-
mento probablemente se deba a una res-
puesta a la elevada presion arterial, por el
papel del ON como vasodilatador. Esta idea
ha sido confirmada por el trabajo de David-
ge y col. (30) para los que un incremento
de ON en hipertensién en el embarazo es
un mecanismo compensatorio de una pre-
sion sanguinea clevada. A pesar de ello, no
se esta generando una respuesta vasodilata-
dora por el ON en la PE, por lo que proba-
blemente hay un dafio en el endotelio en
los pacientes con esta patologia. En éste or-

den de ideas, Moncada y col. (9) demues-
tran que hay una disfuncion endotelial, que
se genera por un exceso de radicales libres
del tipo peroxinitrito (ONOO-) y anién su-
peréxido (O5).

Se ha planteado que el aumento de la
expresion de eNOS se deba al incremento
de estrés por roce, causado por la corriente
sanguinea sobre el endotelio, en una situa-
cién de hipertensiéon por lo que conduciria
a un aumento de ON (31, 32). Ademas, se
ha demostrado en bovino que el estrés por
roce genera una fosforilacion en la Ser® de
la proteina eNOS localizada en el elemento
autoinhibitorio (residuo 596-647). Esta fos-
forilacion podria provocar remocion de la
autoinhibicién permitiendo el flujo de elec-
trones entre los dominios reductasa y oxige-
nasa y ademas, una disminucion del reque-
rimiento de Ca*2y calmodulina (CaM) para
la activacion de la enzima lo que produce
un aumento de su actividad (33).

En cuanto al incremento en la expre-
sibn de iNOS probablemente se deba a las
condiciones de hipoxia presentes en la pla-
centa. Diversos investigadores han estudia-
do esta dltima idea (34-37).

En nuestro trabajo existe una relacion
entre los niveles de nitritos en suero de san-
gre periférica y lo encontrado en la expre-
sion de las enzimas (eNOS ¢ iNOS) en ex-
tractos de proteinas de tejido de placenta.
Se observd en ambos casos un aumento sig-
nificativo en las pacientes con PE al compa-
rarlas con las de mujeres sanas.
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