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l. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Preeclampsia (PE), cea mai frecventd complicatie a sarcinii, este definita de un
sindrom clinic si paraclinic care apare dupa 20 de saptamani gestationale: cresterea valorilor
tensiunii arteriale sistolice (2140 mm Hg) si/sau diastolice (290 mm Hg) la o pacienta anterior
normotensiva este asociatd cu cel putin una dintre urmatoarele disfunctii nou aparute:
proteinurie (>300 mg/24h) sau cresterea raportului proteine/creatinina (= 30 mg/mmol),
leziune renald acuta, trombocitopenie, coagulare intravasculard diseminata, hemoliza,
insuficienta hepatica, complicatii neurologice si disfunctie utero-placentara.

in functie de momentul debutului, PE cuprinde doua fenotipuri cu mecanisme
fiziopatologice, caracteristici clinice, markeri biochimici si prognostic diferite: PE cu debut
precoce (cu simptome si nasterea la <34 saptamani gestationale, fiind legata de o placentatie
anormald) si PE cu debut tardiv (cu simptome si nasterea la >34 saptamani gestationale, fiind
legata de sindromul inflamator cronic matern).

PE are o fiziopatologie complexa, partial elucidata, susceptibilitatea genetica,
disfunctia endoteliala, disfunctia placentara, disfunctia mitocondriald si stresul oxidativ, fiind
principalii factori incriminati. in ceea ce priveste stresul oxidativ exacerbat, este unanim
acceptat ca acesta contribuie la fiziopatologia bolii pe tot parcursul acesteia, sursele de specii
reactive ale oxigenului (SRO) sunt partial elucidate.

Disfunctia mitocondriala placentard a fost descrisa mai ales de numeroase studii
animale si, mai recent, la om, ca fiind mecanismul fiziopatologic central al PE, fara a stii daca
joacd un rol cauzal sau apare odatd cu progresiunea bolii. in PE, alterarea populatiei
mitocondriale placentare este responsabild reducerea productiei de energie (ATP) si de
cresterea stresului oxidativ cu depasirea capacitatii de aparare antioxidanta, sursele de SRO
de la nivel placentar sunt departe de a fi pe deplin caracterizate.

in ultimele decenii s-a inregistrat un interes crescut pentru evaluarea functiei
mitocondriale la nivelul elementelor figurate sanguine; in principal, trombocitele au fost
investigate ca potentiali biomarkeri periferici ai disfunctiei mitocondriale de organ in mai multe
patologii. Nu exista date in literatura de specialitate cu privire la functia respiratorie plachetara
la pacientele cu preeclampsie.

Cercetarile doctorale au avut drept scop caracterizarea functiei respiratorii
mitocondriale atat la nivelul trombocitelor periferice, cét si la nivel placentar, precum si
a stresului oxidativ local si sistemic in cadrul PE. Mai mult, prezenta si contributia
monoaminooxidazei (MAO), o enzima mitocondriala cu 2 izoforme MAO-A si MAO-B, la
stresul oxidativ placentar a fost evaluata in premiera nationala.

Obiectivele cercetarii au fost urmatoarele:

1. Evaluarea respiratiei mitocondriale in trombocitele periferice izolate de la
gravidele preeclamptice Tn comparatie cu gravidele sanatoase si cu femeile non-
gravide de aceeasi varsta.

2. Evaluarea respiratiei mitocondriale in mitocondriile placentare izolate din sarcini
preeclamptice cu sau fara restrictie de crestere fetald, comparativ cu sarcinile
sanatoase.

3. Caracterizarea stresului oxidativ local in preeclampsie prin evaluarea: i) expresiei
MAO si ii) productiei de ROS, in tesutul placentar central vs. periferic.



4. Caracterizarea stresului oxidativ sistemic in preeclampsie prin masurarea
nivelului plasmatic al metabolitilor reactivi ai oxigenului si, respectiv, a capacitatii
antioxidante.

Aceste obiective sunt in concordanta cu directiile de cercetare ale Centrului de Cercetare
Translationald si Medicina Sistemelor din cadrul Disciplinei de Fiziopatologie din cadrul
Departamentului de Stiinte Functionale, Facultatea de Medicina, "Victor Babes". Universitatea
de Medicina si Farmacie din Timisoara si, de asemenea, cu strategia de cercetare a
universitatii noastre.

Studiile cuprinse in partea speciala a tezei sunt prezentate in continuare:

1. Contributii privind disfunctia mitocondriala plachetara la sarcinile
preeclamptice

in ultimele decenii, afectarea respiratiei mitocondriale in diferite tesuturi si organe solide
a aparut ca biomarker al bolii si/sau ca potential instrument de prognostic, insa biopsia tisulara
este mai greu acceptata de pacienti.

Celulele sanguine circulante, in special trombocitele, au fost utilizate din ce in ce mai
mult in cercetarea translationala ca un indicator fiabil pentru defectele tisulare in respiratia
celulara, cu sanse mai mari de aplicabilitate clinica.

in consecinta, in primul studiu, respiratia mitocondriald plachetara a fost evaluata prin
intermediul respirometriei de inalta rezolutie la nivelul trombocitelor izolate din séngele
periferic la pacientele cu fara preeclampsie (PE), comparativ cu cu un lot de femei voluntare
de aceeasi varsta. Participantele (n=33) au fost randomizate in 3 loturi: sarcini cu PE (n=14,
varsta gestationala - VG 35,31 * 0,84 saptamani), sarcini fara PE (n=10, VG - 33,71 + 0,92
saptamani) si lotul martor (control, n=9).

Rezultatele noastre au aratat ca respiratia bazala (Fig. 1A) a fost semnificativ crescuta
la gravidele sanatoase in comparatie cu femeile sanatoase in absenta sarcinii, iar aceasta
crestere a disparut in prezenta preeclampsiei. Mai mult, respiratia maxima activa plachetara
prezinta o scadere semnificativa (in principal pentru FOS-OX sustinuta de ClI (Fig. 1B), dar si
pentru FOS-OX sustinuta de CI si Cll, Fig. 1C) in cazul sarcinilor sanatoase, iar aceasta
scadere a fost cuantificatd si mai mult in prezenta PE, in special pentru respiratia sustinuta
de complexul |, sugerand o afectare precoce a Cl in cadrul PE. Acelasi comportament a fost
observat si pentru respiratia non-fosforilanta (LEAK) (Fig. 1D) si in respiratia maxima
decuplata (capacitatea ET, Fig. 1E), pentru aceasta din urma, in principal, pentru complexul
Il (Fig. 1F), in cazul sarcinilor complicate de preeclampsie.
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Figura 1 . Parametrii respiratiei mitocondriale in trombocitele permeabilizate. A: Respiratia de bazala
B: FOS-OX dependent de Cl, C: FOS-OX dependent de CI+CIl, D: Respiratia non-fosforilanta, E:

Respiratia maxima decuplata dependenta de Cl + ClI, F: Respiratia maxima decuplatd dependenta de
CIl. Datele sunt exprimate ca mediextESM.

M. Contributii privind disfunctia mitocondriala placentara legata de
complexul | in sarcinile preeclamptice

in cel de-al doilea studiu, disfunctia mitocondriala placentard a fost evaluata in
preeclampsie prin respirometrie de inalta rezolutie, in relatie cu prezenta sau absenta
restrictiei de crestere fetala (RCF). Respiratia dependenta de complexul | si Il a fost analizata
separat in cuvele A si B ale oxigrafului 2k.

Participantele (n=24) au fost randomizate in 3 loturi: sarcini fara PE (n=14, VG=38 %
0,31) si sarcini cu PE (n=10, VG=35 * 1,2, p<0,05), cu (n=4) sau fara (n=6) restrictie de
crestere fetala.

Rezultatele au aratat ca, in cazul mitocondriilor placentare izolate de la sarcinile cu PE
si feti cu greutate normala, a existat o crestere semnificativa a respiratiei maxime active si
celei maxime decuplate pentru ambelor complexe mitocondriale comparativ cu PE cu RCF
sau cu sarcinile sanatoase. in special pentru respiratia sustinuta de complexul |, parametrii au
fost mai mult decat dubli la lotul cu PE fara RCF comparatic cu cel cu PE si RCF.
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Figura 2. Parametrii respiratiei mitocondriale placentare dependenta de complexul | (Cl). A: Respiratia
bazald 2, B: Respiratia maxima activa C: Respiratia non-fosforilantd (LEAK), D: Respiratia maximéa
decuplata ( ET), E:Eficienta de control a FOS-OX; F: Eficienta de cuplare a respiratiei maximale. Datele
sunt prezentate ca medie + SEM.

in cazul mitocondriilor placentare izolate, respiratia bazala dependenta de Cl (Fig. 2A),
a fost crescuta la sarcinile cu PE fara FGR si a scazut semnificativ in PE cu FGR, comparativ
cu placentele sanatoase,

Adaugarea de ADP in prezenta substratelor complexului mitocondrial | (glutamat,
malat) induce respiratia activda maxima (fosforilarea oxidativa, FOS-OX) (Fig. 2B); o crestere
semnificativa de 123,57% apare in PE fara RCF fata de sarcinile sanatoase, in timp ce in
prezenta RCF, FOS-OX a fost redusa la jumatate din cea masurata la sarcinile fara PE.

Oligomicina, ca inhibitor al ATP-sintetazei, induce respiratia LEAK sau respiratia non-
fosforilanta, comparativ cu lotul non-PE, mitocondriile placentare preeclamptice au prezentat
o respiratie non-fosforilantd mai mare cu 30,36% in non-RCF si 18,3% in RCF (Fig. 2C).

Respiratia maxima decuplatd depedenta de complexul | in prezenta titrarii CCCP a
aratat o crestere de 59,18% in PE fara RCF si o scadere de 41% in PE cu RCF, in comparatie
cu sarcinile sanatoase (Fig. 2D).

Iv. Contributii privind disfunctia mitocondriala placentara legata de
complexul Il in sarcinile preeclamptice

Respiratia bazala sustinutd de complexul Il a fost evaluata in prezenta succinatului,
dupa aditia de rotenona pentru a asigura inhibarea complexului |. Nu s-au constatat modificari
ale respiratiei bazale la sarcinile cu PE fata de sarcinile sanatoase, indiferent de prezenta sau
absenta RCF, desi s-a observat o tendinta de scadere pentru prima (Fig. 3A).

Adaugarea de ADP in prezenta substratului complexului mitocondrial Il (succinat)
induce fosforilarea oxidativa (Fig. 3B), o crestere semnificativa de 42,7% apare in PE fara
RCF comparativ cu sarcinile sanatoase, in timp ce in prezenta RCF a fost raportatad o scadere



semnificativa (46,5%), modificarile sunt similare cu cele descrise anterior pentru respiratia
dependenta de CI.

Respiratia non-fosforilanta sau respiratia LEAK (Fig. 3C) nu a prezentat diferente in
consumul mitocondrial de oxigen intre cele trei grupuri investigate, in mod similar cu

rezultatele pentru respiratia bazala.
Respiratia maxima decuplata pentru complexul [l mitocondrial a aratat doar o reducere

semnificativa de 45,84% in prezenta RCF in comparatie cu sarcinile sanatoase (Fig. 3D).
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V. Contributii privind speciile reactive de oxigen placentar in preeclampsie

Probele de placenta, recoltate din zonele centrale si periferice, au fost incubate cu
dihidroethidium (DHE) fiind examinate in microscopie confocala pentru a evalua productia de
SRO. Lotul preeclamptic (n=11) a fost subdivizat in functie de severitate in forme usoare (n=4)
si forme severe (n=7) vs. martori, sarcinile sdnatoase (n=8).
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Figura 4 . Evaluarea stresului oxidativ placentar (coloratia DHE) in zonele centrale, sarcini sanatoase
vs. sarcini cu PE usoara si severa. Datele sunt prezentate ca mediexSEM.

Imaginile de microscopie confocala au fost analizate cu ajutorul software-ului de
analiza Icy Bioimage. Se observa niveluri mai ridicate de stres oxidativ in formele severe de
PE in comparativ cu sarcinile sanatoase sau cu PE usoara, indiferent de regiunea placentara
(Fig. 4 si Fig. 5).
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Figura 5 . Evaluarea stresului oxidativ placentar (coloratia DHE) in zonele periferice, sarcini sanatoase
vs. sarcini cu PE usoara si severa. Datele sunt prezentate ca mediexSEM.

VL. Contributii privind expresia monoaminooxidazei (MAO) la nivel placentar
in preeclampsie

Evaluarea expresiei MAO a fost efectuata la nivelul sectiunilor congelate ca ARNm in
la nivelul esantioanelor de placenta prelevate de la gravide sanatoase (n=3) si de la cele cu
PE severa (n=3). Ambele izoforme, MAO A (Fig. 6) si B (Fig. 7), au fost detectate in placenta,
fiind supraexprimate in PE severa.

Nu s-a constatat nicio diferenta intre expresia genica a MAO la nivelul zonelor centrale
comparativ cele periferice ale placentei la sarcinile sanatoase, cat si la cele preeclamptice
(Fig. 6 si Fig. 7).
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Figura 7 . Evaluarea expresiei placentare a izoformei MAO-B in probele centrale si periferice de la
sarcini normale vs. PE sever. Datele sunt prezentate ca mediexSEM

VIl.  Contributii la evaluarea stresului oxidativ sistemic in preeclampsie

Stresul oxidativ plasmatic a fost evaluat in formele usoare si severe de preeclampsie
fata de sarcinile sanatoase prin masurarea derivatilor plasmatici ai metabolitilor reactivi ai
oxigenului (dROM) si respectiv, a statusului antioxidant (testul BAP), utilizadnd echipamentul
(Diacron, Free Radical Analytical System 4, Grosseto, Italia).

Toate gravidele au prezentat niveluri mai ridicate de stres oxidativ, valorile fiind
aproape duble la cele sanatoase, mai exact, valorile dROMs (Fig. 8A).



Invers, capacitatea antioxidanta a plasmei (testul BAP, Fig. 8B) a fost redusa la lotul

martor si semnificativ crescutd in cazul sarcinilor preeclamptice. Interesant, atat valorile
dROMSs, cat si cele ale testului BAP au fost similare in formele usoare si severe de
preeclampsie.
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Figura 8 . A) Concentratiile de derivati ai metabolitilor reactivi ai oxigenului (d-ROM) si (B) potentialul
antioxidant biologic (BAP) in plasma recoltatd de la sarcini sanatoase si sarcini complicate de
preeclampsie. Datele sunt prezentate ca mediezSEM.

VIll. CONCLuUzII

Rezultatele raportate in cadrul tezei de doctorat corespund obiectivelor formulate in

introducere.

Toate obiectivele stabilite la Tnceputul studiilor doctorale au fost indeplinite, iar

rezultatele originale obtinute contribuie la elucidarea fiziopatologiei complexe a disfunctiei
mitocondriale si a stresului oxidativ in preeclampsie.

Concluziile finale sunt urmatoarele:

1.

Preeclampsia este asociatd cu disfunctia mitocondriald trombocitara, evidentiata
printr-o scadere a tuturor parametrilor respiratori: respiratia bazala, respiratia maxima
activa si respiratia maxima decuplata.

Scaderea respiratiei active maxime a afectat in principal complexul | al lantului
respirator, sugerand o afectare precoce a acestuia in preeclampsie.

Monitorizarea consumului de oxigen la nivelul celulelor sanguine periferice prin
respirometrie de inaltd rezolutie permite o evaluare precisa a functiei mitocondriale
respiratorii si poate reprezenta un biomarker periferic surogat al disfunctiei
bioenergetice a organelor in conditii patologice.

Disfunctia mitocondriala respiratorie plachetara este un potential biomarker al stresului
mitocondrial placentar in cadrul preeclampsiei.

Preeclampsia asociata cu restrictia de crestere fetala a determinat disfunctii respiratorii
mitocondriale placentare caracterizate printr-o scadere globala a respiratiei sustinute
de complexul | si o scadere partiala a respiratiei sustinute de complexul Il.
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10.

11.

12.

Sarcinile preeclamptice asociate cu feti cu greutate normala au prezentat o crestere a
respiratiei mitocondriale placentare sustinute de complexele | si Il ale sistemului
lantutlui respirator.

Disfunctia mitocondriald respiratorie placentard pare a fi o caracteristica a
preeclampsiei asociate cu restrictia de crestere fetala, in timp ce Tn preeclampsia fara
restrictie de crestere se instaleaza modificari adaptative ale functiei respiratorii,
observatii care necesita investigatii suplimentare pentru a elucida mecanismele
fiziopatologice.

Stresul oxidativ placentar este prezent doar in cazul formelor severe de preeclampsie.
Nu au fost observate diferente regionale, in zonele centrale si periferice ale placentei,
nici la sarcinile sanatoase, nici la cele preeclamptice.

Expresia monoaminooxidazei, o enzima cu 2 izoforme, MAO-A si B, este crescuta atéat
la nivel genic cat si la nivel proteic in tesutul placentar, recoltat de la cazurile cu
preeclampsie severa.

Sarcinile sanatoase, dar nu si formele usoare de preeclampsie, au fost asociate cu o
crestere a stresului oxidativ sistemic evaluat prin cuantificarea derivatilor metabolitilor
reactivi ai oxigenului.

Capacitatea antioxidanta a plasmei a fost mai mare in cazul sarcinilor preeclamptice
comparativ cu cele sanatoase.

Contributii originale:

- Investigarea in premiera internationald a functiei respiratorii mitocondriale
plachetare prin respirometrie de inaltéd rezolutie in preeclampsie vs. sarcini
sanatoase.

- Investigarea in premiera nationala a functiei respiratorii mitocondriale placentare
in preeclampsie si demonstrarea alterarii acesteia in relatie cu restrictia de crestere
fetala.

- Investigarea generarii ale SRO placentare zonele centrale si periferice in
microscopie confocala (coloratia cu DHE) in preeclampsie.

- Investigarea in premiera nationala a contributiei MAO la stresul oxidativ placentar
in preeclampsia severa.

Directii viitoare ale cercetarii:

Evaluarea disfunctiei mitocondriale respiratorii placentare si plachetare la pacientele
cu preeclampsie, corelata cu prezenta sau absenta suferintei fetale.

Investigarea mecanismelor care stau la baza cresterii functiei respiratorii placentare in
preeclampsia cu feti cu greutate normala.

Evaluarea modificarilor temporale ale functiei respiratorii mitocondriale trombocitare in
evolutia preeclampsiei.

Deoarece complexul | pare a fi afectat in primul rand in preeclampsie, este justificata
investigarea compusilor farmacologici capabili sa sustina functia respiratorie
mitocondriala dependenta de complexul Il.

Evaluarea disfunctiei mitocondriale respiratorii placentare si plachetare in alte tulburari
gestationale, cum ar fi diabetul zaharat si obezitatea.

Evaluarea contributiei monoaminooxidazei la stresul oxidativ placentar pe o cohorta
mai mare de paciente cu preeclampsie usoara si severa.
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