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ABREVIATURAS

102
ADMA
ADN
ALT
ARNm
AST
CAT
eNOS

: Oxigeno singlete o singulete

: Dimetil-arginina asimétrica

: Acido desoxiribonucleico

: Alanina aminotransferasa

: Acido Ribonucleico mensajero

: Aspartato aminotransferasa

: Catalasa

. Oxido nitrico sintasa endotelial

: Especies reactivas del oxigeno

: Ferric reducing ability of plasma

: Glutatién reducido

: Glutatién peroxidasa

: Glutatién oxidado

: Per6xido de hidrogeno

: Hemolisis, enzimas hepaticas elevadas y bajo recuento plaquetario.
: Factor de transcripciéon inducido por hipoxia
: Radical perhidroxilo

: Molécula de adhesion intercelular 1
: Kilodalton

: Malondialdehido

: Factor nuclear kappa-B

: Oxido nitrico

: Didxido de nitrogeno

: Oxido nitrico sintasa

: Anion superédxido

: Radical hidroxilo

: Peroxinitrito



PAI-1
PAI-2
PE
PIGF
PUFA
RCF
sFltl
SOD
TGF-33
™
VEGF
vWF

: Inhibidor del activador del plasminégeno 1 (endotelial)
: Inhibidor del activador del plasminégeno 2 (placentario)
: Preeclampsia

: Factor de crecimiento placentario

: Acidos grasos poli-insaturados

: Restriccion del crecimiento fetal

: Factor soluble fms-like tyrosine kinase 1

: Superéxido dismutasa

: Factor de crecimiento transformante-beta 3

: Trombomodulina

: Factor de crecimiento del endotelio vascular

: Factor de von Willebrand
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RESUMEN

La fisiopatologia de la preeclampsia incluirfa una disfunciéon endotelial, que

estarfa estar mediada por estrés oxidativo.

El objetivo de esta memoria fue establecer la presencia de estrés oxidativo
a través de parametros bioquimicos del plasma, de eritrocitos y de la placenta y
compararlos en mujeres con embarazos normales y con PE al término del
embarazo. Se realiz6 un estudio de tipo retrospectivo seleccionando mujeres
embarazadas chilenas controladas en el Departamento de Obstetricia y
Ginecologia, Hospital Clinico de la Universidad de Chile. A un grupo de 30
mujeres con PE y a otro grupo de 30 mujeres con embarazo normal (control) se

les tom6 muestras de plasma, eritrocitos y placenta al término del embarazo.

Se realizaron determinaciones de las defensas antioxidantes a nivel
plasmatico, tales como la capacidad antioxidante del plasma (FRAP, ferric
reducing ability of plasma) y a nivel tisular (eritrocitos y placenta), a través de
evaluar la actividad de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa (GSH-Px). Por otro lado el estrés
oxidativo se cuantific6 mediante los indices de lipoperoxidacion [F,-isoprostanos
libres y malondialdehido (MDA)] y de carbonilacién de proteinas (grupos
carbonilos), analizando su impacto en la actividad enzimatica de la (Na* + K*) —

ATPasa en eritrocitos y placenta.

Las mujeres con PE, respecto de sus controles, presentaron valores
menores de FRAP, en plasma, de actividad de SOD, CAT y GSH-Px en
eritrocitos y de actividad de SOD y CAT en placenta (p<<0.05). Por otra parte, se



detect6 una mayor lipoperoxidacién en las mujeres con PE respecto de sus
controles, lo que se reflej6 tanto en los elevados niveles plasmaticos de F,-
isoprostanos libres en plasma como en el contenido de malondialdehido en
eritrocitos y placenta (p<<0.05). La carbonilacién de proteinas en plasma fue
mayor en las pacientes preeclampticas que sus controles (p<0.05), confirmando
el mayor nivel de estrés oxidativo en las primeras. También se detectdé que la
actividad enzimatica de la (Na" + K") — ATPasa, tanto en eritrocitos como en

placenta, era menor en las pacientes con PE que en sus controles (p<0.05).

Estos resultados apoyan la participacion del estrés oxidativo en la
patogenia de la PE y proporcionan las bases para la aplicaciéon de un tratamiento
precoz con antioxidantes, con el propésito de prevenir o atenuar aquellas
manifestaciones derivadas de un aumento de la produccion de especies reactivas

del oxigeno.



SUMMARY

The pathophysiology of preeclampsia has been related with the
involvement of endothelial dysfunction, which could be mediated by oxidative
stress.

The aim of the present thesis was to compare the occurrence of
oxidative stress through the assessment of biochemical parameters in plasma,
erythrocytes and placenta of women with normal pregnancies and of those with
PE, at the end of pregnancy. A cohorte retrospective case-control study was
carried out over a population of pregnant women controlled at the Departament
of Obstetrics and Gynecology, Clinical Hospital, University of Chile. Samples of
plasma, erythrocytes and placenta were obtained from a group of 30 women with
PE (cases) and a group of 30 women with normal pregnancies (controls), at the

end of pregnancy.

The samples served to perform determinations of antioxidant defenses in
plasma, such as antioxidant capacity of plasma (FRAP, ferric reducing ability of
plasma), and at tissue level (erythrocytes and placenta), such as the activity of
antioxidant enzymes [superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px)]. The quantitative estimation of oxidative stress
was made through the indexes of lipid peroxidation [ free F,-isoprostanes and
malondialdehyde (MDA)] and of protein carbonylation (carbonyl groups),
assessing its impact on the activity of (Na" — K") — ATPase in erythrocytes and

placenta.

Women with PE, respect to their controls, showed lower values of FRAP

in plasma, of SOD, CAT y GSH-Px activity in erythrocytes and of SOD y CAT



activity in placenta (p<<0.05). On the other hand, an increased lipid peroxidation
was detected in women with PE, as compared with their controls, what was
reflected either in elevated plasma levels of free F,-isoprostanos as well as in the
higher content of MDA in erythrocytes and placenta (p<0.05). Protein
carbonylation in plasma proteins of preeclamptic womern was higher than their
respective controls (p<0.05), tus confirming the increased level of oxidative
stress in the first group. Also, a lower activity of (Na* + K")—ATPase activity was

found in erythrocytes and placenta of patients with PE (p<0.05).

These data support the involvement of oxidative stress in the
pathophysiology of PE and could provide the basis for the application of an early
treatment base don antioxidants, with the purpose to prevent or attenuate the

manifestations derived from an increase of reactive oxygen species.



1. INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es uno de los mayores problemas en la salud de la
mujer embarazada y una de las principales causas de morbi-mortalidad
materna y perinatal, en especial aquellas denominadas severas, que alcanzan
aproximadamente el 50% del total de este sindrome (Llurba ef a/, 2004). La
incidencia de PE, tanto en Chile como en el resto del mundo, es variable
alcanzando entre el 3 al 7% de las embarazadas. El cuadro clinico se
caracteriza por una triada clasica de hipertension arterial, proteinuria y edema,
que desaparece completamente luego del parto. Su diagnéstico generalmente
se realiza durante la segunda mitad del embarazo (Davison ef al, 2004). Esta
patologfa se asocia también a una mayor frecuencia de restriccion del

crecimiento fetal (RCF) y a partos prematuros.

La etiopatogenia de esta enfermedad ain es desconocida. Se han
formulado diversas teorfas para explicar el mecanismo patogénico de la PE,
siendo la mas aceptada la teorfa toxémica, la cual ha sufrido una serie de
modificaciones desde su postulacion. De acuerdo con esta teoria, este
sindrome se caracterizaria por una alteracion de la migracion del trofoblasto
extravellositario a partir de las 12 semanas de gestacion. Esta invasion
trofoblastica defectuosa llevarfa a que la circulaciéon utero-placentaria
permanezca en un estado de alta resistencia durante la gestacion, lo que
produciria una hipoperfusion del territorio dtero-placentario generando un
factor desconocido que llevaria a la disfuncién del endotelio vascular (Burton y
Jauniaux, 2004). Existen diversas alternativas para este factor desconocido
sintetizado en la placenta, entre las cuales se incluye al estrés oxidativo, al

déficit de oxido nitrico (NO), al exceso de dimetil-arginina asimétrica
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(ADMA), al incremento de homocisteina plasmatica y al aumento de factores
antiangiogénicos, entre otros. Sin embargo, el estrés oxidativo también podria
ser el resultado de procesos de isquemia-reperfusion, aunque en ambos casos
los productos de lipoperoxidacién podrian jugar un papel como mediadores
de la disfunciéon del endotelio vascular materno, contribuyendo asi a explicar la
activacion de la cascada de la coagulacion y el dafio multisistémico observado

en esta patologia.

No se ha encontrado una intervencion terapéutica que evite o retarde la
aparicion de esta enfermedad y la opcidon actual sélo consiste en la
interrupcién del embarazo, ya sea electivo o de urgencia, como el unico
medio efectivo actual para manejarla. Tampoco se ha validado un método de
deteccion precoz con alto valor predictivo de la enfermedad, ya que el método
de pesquisa de PE mas aceptado en la practica clinica es la mediciéon de la
resistencia de las arterias uterinas a través de la flujometria Doppler, sin
embargo, este procedimiento permite detectar hechos que ocurren en forma

tardia en el proceso preeclamptico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1  Generalidades

La PE es un sindrome multisistémico propio del embarazo de mujeres,
siendo uno de los problemas mas importantes de la salud de la mujer embarazada
y su hijo no-nacido y una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
materna y neonatal, que puede incluso causar abortos espontaneos (Wang ¢z al,
2004). Esta patologia ademas puede causar restriccion del crecimiento fetal y
partos prematuros iatrogénicos, esto ultimo es debido a que el tnico tratamiento
conocido en la actualidad frente a la aparicién de alguna de las manifestaciones
de este sindrome clinico es la interrupcion del embarazo. La tasa de parto
prematuro asociado a esta condicion alcanza al 15% como también el 40% de las
causas de induccion del parto (Merviel et al., 2004). Es un sindrome complejo de
etiologfa aun indeterminada, diagnosticado generalmente durante la segunda
mitad del embarazo, después de la vigésima semana de gestacion, con las
caracteristicas clinicas de hipertensioén, proteinuria y edema que desaparecen
después del parto (Davison ez al, 2004). La hipertension en este caso es definida
como un incremento de las cifras de presion arterial sistolica por sobre 140 mm
Hg y una presion arterial diastolica por sobre 90 mm Hg después de la semana 20
de gestacion en pacientes previamente normotensas (Roberts e al, 2003). Los
desérdenes hipertensivos del embarazo complican alrededor del 10% de los
embarazos, de estos desordenes aproximadamente el 70% tienen como causa el
embarazo propiamente tal (hipertension relacionada con PE-eclampsia) y el 30%
restante son debidos a una condicién de hipertension preexistente (hipertension
cronica) (Afifi y Churchill, 2003). La proteinuria se define como una excrecion

mayor de 300 mg en una recoleccién de orina de 24 horas (Moretti ez al., 2004),
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con resoluciéon de la hipertension y de la proteinuria alrededor de 12 semanas
post-parto (Maynard ez al, 2003). A pesar de las décadas de intensa investigacion
y del gran avance en el conocimiento de esta entidad patologica, sobre todo en
los ultimos 10 afios, la etiologia de este desorden exclusivo al embarazo es atn un
enigma (Schlembach, 2003), aunque existen evidencias que la enfermedad es
absolutamente dependiente de la presencia de la placenta (Hubel, 1999). Ademas
de no conocer la causa de esta enfermedad, tampoco existe hasta hoy una

intervencion terapéutica para prevenirla, excepto la interrupcion del embarazo

(Bilodeau y Hubel, 2003).

2.2 Caracteristicas de la Preeclampsia

La PE es una de las enfermedades que causa mas muertes maternales en
nuestro pafs. Si no se la trata, puede causar problemas severos tanto en las
madres como también en los fetos. En casos graves puede generar derrame
cerebral en las mujeres preeclampticas debido a la hipertensiéon. Con respecto a
las consecuencias que esta enfermedad puede causar en los fetos estd la RCF,
debido a que hipertension arterial contrae los vasos sanguineos del utero,
disminuyendo el suministro de oxigeno y nutrientes al bebé. Ademas de causar
partos prematuros iatrogénicos con la consecuencia de neonatos débiles y

posiblemente la muerte fetal.

Asociada a la PE se describe la eclampsia, la cual se define como la
ocurrencia de convulsiones en asociacion con el sindrome de PE. La presencia de
la eclampsia en FEuropa y otros paises desarrollados corresponde a

aproximadamente 1 en 2.000 partos, mientras que en paises en vias de desarrollo
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las estimaciones varfan entre 1 en 100 y 1 en 1.700. El 38% se presenta antes del
parto, el 44% en el post-parto y el 18% durante el parto. Se cree que la eclampsia

provoca alrededor de 50.000 muertes maternales mundiales al ano (Reingardiene,

2003).

Otra complicacion severa en las mujeres con PE es el sindrome HELLP
[(H) hemolisis (“hemolysis”), (EL) enzimas hepaticas elevadas (“elevated liver
enzymes”) y (LP) bajo recuento plaquetario (“low platelet count”)], que afecta al
20% de las mujeres que sufren PE severa, (Aslan ez a/, 2004). Este sindrome se
caracteriza por hemolisis, enzimas hepaticas elevadas, niveles de bilirrubina
indirecta elevada, niveles bajos de haptoglobina en el suero y trombocitopenia
(menor a 100.000/mm). Después de eliminar otras causas posibles de hemolisis y
trombocitopenia (Sibai, 2004), este sindrome incrementa notablemente el indice
de mortalidad neonatal, la necesidad de ventilacién mecanica y de cuidado

intensivo neonatal (Aslan ez al., 2004).

2.3 Etiopatogenia de la Preeclampsia:

La causa y el mecanismo responsable de este trastorno ha sido materia de
intenso debate por muchos afios, y a pesar de ello, en la actualidad constituye un
problema aun no dilucidado (Lyell ¢z @/, 2003). En un comienzo se plante6 que
pudiera estar involucrado un gen dominante, con una penetracion reducida o una
herencia multifactorial (Arngrimsson e# al, 1990). Posteriormente se propuso
también, la existencia de un factor inmunolégico “anti-paterno”, ya que es mas
frecuente en el primer embarazo y tras un cambio de pareja o una breve vida

sexual antes de la gestacién con PE (Robillard ez af, 1994).
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En estos ultimos anos se han sugerido diferentes causas o predisposiciones
subyacentes de la enfermedad (Schlembach, 2003) como son la invasion
trofoblastica deficiente (Burton y Jauniaux, 2004), la disfuncién endotelial (Wang
et al., 2004), el estrés oxidativo (Moretti ez al., 2004), tactores genéticos (Roberts y
Cooper, 2001), mala-adaptaciéon inmune materna-fetal (Dekker y Sibai, 1999), o
una combinacién de éstas o incluso una potenciaciéon entre ellas (Schlembach,
2003). Incluso algunos autores proponen que la patogenia de la PE no puede ser
explicada por un solo mecanismo, sino por varias vias independientes, como son
una funcién placentaria anormal, factores genéticos de la madre y factores
genéticos del feto. Esto explicaria los factores de riesgo de la historia clinica, por
lo tanto, la segregacion de la enfermedad humana en subtipos diferentes puede

ser una llave para identificar factores de riesgo genéticos (Cross, 2003).

Dado lo anterior, la teorfa toxémica es la mas aceptada en la actualidad, la
cual indicaba la existencia de un estado de sub-perfusion placentaria, secundaria a
una migracion trofoblastica defectuosa (Meekins ez @/, 1994), aunque se han
realizado modificaciones a la teorfa original, y por ello hoy en dia se ha propuesto

un modelo de dos etapas (Figura 1):

- Etapa 1. Alteracion de la perfusion placentaria

- Etapa 2. Disfuncién endotelial.



Eventos placentarios:
Alteracion de la pefusion
placentaria (hipoperfusion)

(ETAPA)

Constitucion Maternal:

v

Ambiente/Conducta/

>

Genética
Adaptacion al embarazo

Estrés

Oxidativo

|

Disfunciéon Endotelial
Materna
(ETAPA 2) Efectos
PREECLAMPSIA Persistentes del
Embarazo
277
Constitucion Maternal: Signos
Ambiente/Conducta/ Estrés Oxidativo Posteriores a la
Genética enfermedad
Adaptacion al embarazo Endotelial

Figura 1: Modelo sugerido de 2 etapas de la preeclampsia
(Fuente: Bilodeau y Hubel, 2003)

2.3.1 Etapa 1: Alteracion de la Perfusion Placentaria

Dado el modelo anterior la PE representa un espectro de desérdenes
secundarios a una invasiéon deficiente del trofoblasto o incluso una mala
implantacion (Merviel ez al, 2004). La placentacion fisiolégica comprende dos

etapas, la primera donde predomina un citotrofoblasto con fenotipo de
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proliferacion hasta las 12 semanas de gestacion, caracterizandose por una hipoxia

relativa, con aumento del factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF-1av),
aumento del factor de crecimiento transformante-beta 3 (TGF-[33), aumento de
citoquinas inflamatorias y aumento del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF). La segunda etapa, que comenzarfa a las 12 semanas de
gestacion, consistirfa en un cambio del citotrofoblasto de las vellosidades
troncales hacia un fenotipo invasor (trofoblasto extravellositario), el cual es
mediado por cambios en la presion parcial de oxigeno en el espacio intravelloso.
Estas modificaciones llevan a una disminucion del HIF-loo y TGF-33. El

trofoblasto extravellositario invade el udtero y también migra a las arterias

espirales transformandolas en grandes vasos de baja resistencia.

En la PE, la invasion deficiente del trofoblasto en la gestacion temprana
hacia las arterias espirales serfa la responsable de la mala adaptaciéon de la
circulacién utero/placentatia (Burton y Jauniaux, 2004). La invasién deficiente
del trofoblasto y la subsecuente remodelacién de las arterias espirales en mujeres
preeclampticas resultarfan en un diametro de las arterias espirales de sélo un 40%
respecto a los hallados en embarazos normales (Wilson e al, 2003).
Normalmente, las arterias espirales son remodeladas por el trofoblasto mediante
invasion de sus paredes causando reemplazo de la capa muscular y de la lamina
elastica interna (Haddad, 2002). Al existir una invasion deficiente se convierte el
sistema placentario normal de alto flujo y baja resistencia en un sistema de bajo
flujo y alta resistencia (puede ser detectada clinicamente por la velocimetria
Doppler de las arterias uterinas). Como consecuencia, resulta una isquemia
placentaria, que se cree es el desencadenante de este cuadro clinico, a través de
sustancias liberadas por el utero o la placenta isquémica que afecta la funcion

endotelial (Roberts y Cooper, 2001). La perfusion placentaria debido a lo anterior
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se deteriora en mayor o menor grado, generando estrés oxidativo a nivel
placentaria (Burton y Jauniaux, 2004), de hecho, la perfusién es disminuida
practicamente en todos los 6rganos (VanWijk, 2002). También, el compromiso
de perfusion podria ser el resultado de activacion de la cascada de coagulacion,
sobre todo plaquetarias, con la formacién de microtrombos. Este probable
estado de isquemia-reperfusion generarfa un estado de estrés oxidativo que
provocarfa un incremento de los radicales libres [Los radicales libres son las
especies quimicas que poseen un electrén desapareado que se puedan considerar
como fragmentos de moléculas y que son generalmente muy reactivas
(Cheeseman y Slater, 1993)] que darfa como resultado un dafio en las células

endoteliales y con ello generar disfuncion endotelial (Palan ez a/., 2004).

2.3.2 Etapa 2: Disfuncion Endotelial

El endotelio en forma normal participa en la modulaciéon del tono
vascular, control de la hemostasis primaria, defensa e inflamacién, transporte de
nutrientes y otros solutos y activaciéon e inactivaciéon de varias hormonas
vasoactivas. La disfuncion endotelial es caracterizada por una cambio de las
acciones del endotelio hacia la vasodilatacion reducida, un estado pro-

inflamatorio, y caracteristicas pro-trémbicas (Endemann y Schiffrin, 2004).



Factores Procoagulantes

Factor von Willebrand
Tromboxano A2

Tromboplastina
Factor V
Productos de Factor Activante de Plaquetas Factores
Matriz Inhibidor del Activador del Plasminégeno Antitrombéticos
Fibronectina 4 Prostaciclina
Laminina Trombomodulina
Colageno Antitrombina
Proteoglicanos Activador del Plasminégeno
Proteasas Heparina
Metaboli Factores de Crecimiento
¢tabolismo - Factor de Crecimiento Tipo Insulina.
de los LipldOS Factor de Crecimiento Transformante.
Receptor de LDL Célula endotelial Factor Estimulante de Colonia

Lipoprotein lipasa

g

Mediadores de la Factores
Infamacion Vasodilatadores
Interleuquinas 1, 6, 8 Oxido Nitrico
Leuquinas Prostaciclina

MHC 11  Z

Factores Vasocontrictores
Enzima Convertidota de Angiotensina

Tromboxano A2
Leucottienos
Radicales Libres
Endotelina

Figura 2: Funciones metabdlicas y sintéticas de las células endoteliales

(Fuente: Galley y Webster, 2004)
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Evidencias de la disfuncion endotelial son la demostracion de un aumento
de la concentracion plasmatica de marcadores de dano endotelial. Entre ellos es
importante destacar al factor de von Willebrand (vWF), al activador del
plasmindgeno tisular y a los inhibidores del activador del plasminégeno endotelial

y placentario (PAI-1 y PAI-2 respectivamente) y trombomodulina (TM).

Entre las diversas proteinas secretadas y sintetizadas por las células
endoteliales se encuentran algunas que participan en el proceso de hemostasia y
que han sido utilizadas como marcadores de dafo endotelial como son el PAI-1y
el PAI-2. El PAI-1 que es sintetizado por las células endoteliales, junto con el
PAI-2 sintetizado por la placenta, son poderosos componentes antifibrinoliticos.
Se ha observado que los niveles de PAI-1 aumentan progresivamente durante la
gestacion normal y mas aun en las pacientes con PE. Este incremento en los
niveles de PAI-1 podria causar una falla en la trombolisis en el lecho placentario
Por otro lado, los niveles de PAI-2 aumentan progresivamente durante la
gestacion normal, pero disminuyen cuando existe una alteraciéon de la funcion
placentaria. Ta relaciéon PAI-1/PAI-2 aumenta en PE debido a la activacion

celular e insuficiencia placentaria (Roes, ez al, 2002).

El vWF sintetizado por las células endoteliales, y que participa en el
proceso de coagulaciéon como puente entre el subendotelio y las glicoproteinas de
la membrana plaquetaria, experimenta un aumento en su liberaciéon cada vez que
el endotelio se dana. Ademas esta alza en los niveles de vWFE contribuirfa a una

mayor adhesion de las plaquetas al endotelio en la PE (Felferning-Boehm e¢f a/,

2000).
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Otro marcador de dafio endotelial es la TM que es una glicoproteina
asociada a la membrana de las células endoteliales y juega un papel importante en
el mecanismo anticoagulante del endotelio. Estas acciones se logran a través de 3
efectos: 1) activando a la proteina C la que junto a su cofactor, la proteina S,
participa inactivando a los factores V y VIII de la coagulacion. ii) inhibiendo a los
inhibidores del activador del plasminégeno. iii) uniéndose a la trombina para
formar un complejo que provoca la inhibicién de su efecto sobre el fibrinégeno

para formar fibrina (Van De Wouwer ez al., 2004).

El factor nuclear kappa-B (NF-kB) es un factor de la transcripcién
implicado en la expresiéon de varios marcadores bioquimicos pro-inflamatorio
incluyendo citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesion celular como es la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) (Baldwin, 1996).Existen estudios
que indican que la trascripciéon de NF-kB podria ser estimulada por el anién

superoxido (Poston y Reijmakers, 2004).

El déficit de NO ha sido involucrado en la génesis de la PE y en especial
en este ultimo tiempo el aumento de ADMA, inhibidor competitivo de la 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS), el cual se ha asociado también al aumento del
estrés oxidativo mediado por la inactivacion de su enzima metabolizadora
dimetil-aminotransferasa (Savvidou ef a4/, 2003). Una concentracién disminuida
de ADMA se ha atribuido a una hiperhomocisteinemia (Sydow ez a/, 2003). La
hiperhomocisteinemia también ha sido asociada a dafio endotelial, producto del
estrés oxidativo el cual podria causar déficit de NO (Rodrigo ef al, 2003).
Recientemente, se ha publicado que un 20-30% de las mujeres con PE presentan

aumentos de la concentracioén plasmatica de homocisteina.
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Es asi como la disfunciéon endotelial ha sido identificada como la via final
en la patogénesis de la PE y se considera ser la base de manifestaciones clinicas
tales como hipertensiéon, proteinuria y edema maternales; sin embargo, las vias
exactas que estan implicados aun siguen siendo confusos (Wilson ez al., 2003),
pero no parece ser causada por la hipertension (Roberts ef al, 2003), sino por

dafio téxico, como podria ser el estrés oxidativo.

Alternativamente a lo anterior, en forma reciente se ha comunicado que la
disfuncién endotelial también puede generarse a través de un efecto
antiangiogénico. El VEGF vy factor de crecimiento placentario (PIGF) son
factores de crecimiento endotelial, cuya principal accién es promover la
vasodilatacion via prostaciclina y NO y la proliferacion de células endoteliales. La
placenta preeclamptica en condiciones de hipoxia produciria elevadas
concentraciones tanto en plasma como liquido amniético del factor “soluble fms-
like tyrosine kinase 17 (sFltl), una proteina antiangiogénica que inhibe al PIGF y
al VEGF (Levine et al., 2004). De esta manera la uniéon de sFltl a VEGF y a
PIGF disminuye la actividad angiogénica y reparadora del endotelio, lo que
podria explicar en parte la disfuncion endotelial y manifestaciones como la
proteinuria y el edema (Maynard e a/, 2003). El mecanismo subyacente a esta
alteracion en la regulacion de la produccion de sFltl en la placenta es
desconocido, pero se podria postular que el estrés oxidativo interviene, debido a
que la hipoxia es un hecho que precederia al aumento de sFltl y por
consecuencia una disminuciéon de VEGF y PIGF. Ademas esto podria indicar
una conexion entre la disminuciéon de la actividad angiogénica y el estrés

oxidativo (Nagamatsu ez al., 2004).
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2.4  Papel del Estrés Oxidativo en la Preeclampsia

El estrés oxidativo se define como un desbalance entre la produccion y
degradacion de las especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno en
comparaciéon a los antioxidantes (Gicheva ez al, 2004), favoreciendo un
predominio de los radicales libres. Los radicales libres han cobrado importancia
en forma creciente, durante los ultimos 20 afios, como factores que intervienen
en el mecanismo de produccién de diversas enfermedades. Los radicales libres
son especies quimicas que contienen uno o mas electrones desapareados
(Rodrigo y Rivera, 2003). Debido a esto, pueden ser especies muy reactivas, que
no tienen receptores especificos, y que atacan o inestabilizan todo lo que
encuentran al frente, mediante acciones directas o indirectas, reversibles o

irreversibles sobre distintas biomoléculas (Gutteridge y Halliwell, 2000).

La importancia biolégica de estas especies quimicas radica en que pueden
alterar la estructura de las membranas celulares, producir dafio en las proteinas
intracelulares, oxidacion de las lipoproteinas plasmaticas y aceleracion del
envejecimiento celular. En los elementos quimicos y en las moléculas en que ellos
entran en combinacioén los electrones se encuentran habitualmente apareados.
Asi, en un enlace covalente se puede encontrar un par de electrones con el aporte
de cada uno de los elementos que forman ese enlace. Un radical libre es una
especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados, lo que
generalmente se traduce en un aumento de la reactividad de la sustancia, en

relacion a la especie no radicalaria que la genera (Rodrigo y Rivera, 2003).

Los radicales libres pueden formarse quimicamente por la transferencia de

un electrén, o bien por la ruptura homolitica de un enlace covalente de una
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molécula normal, lo que significa que cada fragmento de la molécula retiene uno

de los electrones que formaban el par del enlace (Rodrigo y Rivera, 2003).

Formacion de un radical por la transferencia de un electron:

X+e— X7

Formacion de radicales libres por ruptura homolitica:

X—Y — X + Yo

Durante el metabolismo aerébico las células generan energia reduciendo al
oxigeno molecular hasta la formacién de agua. Esta reaccion, que ocurre en la
mitocondria catalizada por la citocromo c oxidasa, involucra la transferencia de
cuatro electrones al oxigeno sin formacion de intermediarios. Pero una pequefia
proporcion del oxigeno (2-4%) puede aceptar un numero menor de electrones,
dando lugar a la formacién de intermediarios conocidos como ERO. De esta
manera, el oxigeno se puede reducir sucesivamente a aniéon superéoxido (O,*) al
incorporar un electréon, a perdxido de hidrégeno (H,0O,) al aceptar 2 electrones y
a radical hidroxilo (OHe) al aceptar 3 electrones. Otra ERO es el oxigeno
singlete o singulete ('O,), que puede generarse, por ejemplo, cuando los
electrones han sido excitados por la luz. Cuando las ERO se encuentran en
exceso, reaccionaran con diversas biomoléculas causando citotoxicidad y dafio

mutagénico (Rodrigo y Rivera, 2003).
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La ERO mas comun es el O, generado en células vivas por: xantina
oxidasa, NADPH oxidasa, citocromo P450 microsomal y las enzimas
mitocondriales de la cadena de transportadora de electrones, entre otras. La
expresion de xantina oxidasa, se encontré aumentada en una subpoblacion de
citotrofoblastos de mujeres preeclampticas que también mostraban una
disminucion de la actividad de superoxido dismutasa (SOD) (Many e7 al., 2000).
La hipoxia se ha demostrado como un incrementador de la expresién de la
xantina oxidasa (Hassoun e7 4/, 1994), sin embargo, la implicancia de la xantina
oxidasa en la generacion de la estrés oxidativo placentario no ha sido confirmada
(Myatt y Cui, 2004). Las placentas de pacientes preeclampticas demuestran la
expresion creciente de los componentes p22, p47 y p67 de la NADPH oxidasa
(Dechend ez al., 2003).

Bajo condiciones fisiologicas cada dia el 3% de la hemoglobina total se
convierte a la forma oxidada (metahemoglobina). La autoxidacién de la
hemoglobina resulta en la generacién de O,*. Ademas, el O,* también es
producido a través de reacciones de algunas moléculas con el oxigeno
(adrenalina, dopamina, tetrahidrofolato, citocromos, etc.) y por células en que se
produce la fagocitosis (polimorfonucleares neutréfilos, monocitos, macrofagos).
El O,* en si no es una especie quimica particularmente nociva para las células,
excepto cuando se encuentra protonado (radical perhidroxilo: HO,*), lo que sélo
ocurre en la proporcion del 1% al pH fisiologico. Sin embargo, el O, puede
ejercer acciones deletéreas derivadas de los productos que genera o consume en

las reacciones quimicas en que interviene (Rodrigo y Rivera, 2003).
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Los iones metalicos de los elementos de transicién, especialmente cuando
se encuentran en el estado reducido, pueden sufrir una autoxidacion a la vez que

transforman a la molécula de oxigeno en O,¢".

v

Fe* + O, Fe¥* + O,

v

Cu® + O, CU2+ + O,

(Fuente: Rodrigo y Rivera, 2003)

El H,0, aunque no es un radical libre (pero se considera también una de
las especies reactivas de oxigeno) puede generar un radical libre extremadamente
reactivo, como es al OHe® en presencia de iones metalicos como Fe*", Cu® 6 Mn"
a través de la reaccion de Fenton. Por otra parte, estos iones al estado reducido
también pueden catalizar la reaccion entre el H,0O, y el O,*, conocida como la

reaccion de Haber-Weiss (Rodrigo y Rivera, 2003).

Es importante sefialar que los iones metalicos de elementos de transicion
pueden catalizar estas reacciones quimicas solamente cuando se encuentran
libres. Por lo tanto, una manera de controlar este efecto es a través de la
formacién de complejos con sustancias quelantes, que por esta via previenen la

formacion de radicales libres.

Otro radical libre (de nitrégeno) que se produce en condiciones
tisiologicas normales en el organismo es el NO, compuesto formado a partir de

la arginina en una reaccion catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS). EI NO
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es una sustancia que participa en la regulacion de la presion arterial, ya que posee
un marcado efecto vasodilatador, pero cuando se produce en exceso puede
ocasionar dafio tisular en varias enfermedades. Resulta interesante analizar la
reaccion que se produce entre los radicales libres O, y NO, ya que pueden
resultar efectos deletéreos tanto derivados del consumo del agente vasodilatador
NO (hipertensiéon) como del producto de esta reaccion que es el peroxinitrito
(ONOO-), el cual se inestabiliza después de ser protonado descomponiéndose en
forma espontanea para formar el OHe y dioéxido de nitrégeno (NOO+). Como ya
fue sefalado, el OHe es extremadamente reactivo y puede reaccionar con
cualquier molécula organica abstrayéndole un atomo de hidrégeno a la vez que se

forma otro radical libre (Rodrigo y Rivera, 2003).

H+
O,* + NO > ONOO- > HONOO > OH* + NOO-
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Figura 3: Especies oxigenadas activas y sus reacciones
(Fuenta: Lozano ef al., 2000)

El endotelio es un tejido altamente sensible al dafio producido por los
radicales libres, afectando con esto, entre otros, a lipidos, proteinas y ADN. El

dafio puede ser inducido tanto por las ERO o de nitrégeno, como el ONOO-
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(Davidge, 1998). Por esto el estrés oxidativo serfa un factor que podria dar como
resultado disfunciéon de células endoteliales, aunque su mecanismo no esta
completamente identificado (Roberts y Lain 2002). Ademas el estrés oxidativo
esta implicado en la fisiopatologia de una gran variedad de enfermedades
vasculares incluida enfermedad coronaria, arritmias, falla cardiaca congestiva,
miocardiopatia, hipertension, ateroesclerosis y diabetes (Maulik y Das, 2002). Las
ERO, al ser tan inestables y reactivas, no pueden ser detectadas directamente en
el organismo debido a su corta vida media. Sin embargo, si son detectables los
productos resultantes de su reacciéon con distintas biomoléculas, o el descenso de

las concentraciones de sustancias antioxidantes (Gratacos ef al., 1998).

El embarazo de por si es un estado de estrés oxidativo principalmente
debido a un incremento de la actividad metabodlica de las mitocondrias
placentarias y la reduccién del poder antioxidante (Wisdom e# al, 1991). Se ha
visto que el embarazo es un estado de estrés oxidativo que presenta una actividad
y producciéon aumentada de ERO, principalmente O,*. La placenta también
produce especies reactivas del nitrégeno como son el NO vy el peroxinitrito que
generarfan efectos deletéreos sobre la funciéon placentaria incluyendo la
proliferaciéon del trofoblasto y diferenciacion y actividad vascular. Por tal motivo
la produccion excesiva del ERO podtia ocurrir en embarazos patologicos, y
contribuir al desarrollo de la PE (Myatt y Cui, 2004; Wiktor ez al. 2004), ya que
recientes estudios sugieren que el estrés oxidativo esta involucrado en la
fisiopatologia de la PE y se ha propuesto como la conexion entre las dos etapas
del modelo de la PE (Patrick 7 a/., 2004; Fainaru ez a/., 2003). Ademas se propone

que estarfa involucrado de alguna manera en la RCF (Takagi, ¢z al., 2004).
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2.4.1 Sistema de Defensas Antioxidantes

Los organismos disponen de sistemas de defensas antioxidantes que
actian para impedir o al menos atenuar los efectos deletéreos de los radicales
libres sobre las biomoléculas (Gutteridge y Halliwell, 2000). Se ha propuesto la
siguiente definicién para antioxidante: "Aquella sustancia que se encuentra en
pequefias concentraciones comparada a un sustrato oxidable e inhibe o retarda

significativamente la oxidacion de dicho sustrato" (Halliwell y Gutteridge, 1995).

A partir de esta definiciéon se considera que las defensas antioxidantes
incluyen:
a) Los agentes que remueven cataliticamente las ERO y del nitrégeno.
b) Las proteinas que minimizan la disponibilidad de pro-oxidantes como iones de
fierro o cobre.
c) Las proteinas que protegen biomoléculas por otros mecanismos.

d) Agentes de bajo peso molecular que reducen las especies reactivas.

Posteriormente, este concepto fue aplicado a los antioxidantes aportados
por la dieta, los que quedaron definidos como “sustancias presentes en los
alimentos que disminuyen los efectos de las especies reactivas, tales como ERO y

nitrégeno” (Rodrigo y Rivera, 2003).
Los sistemas de defensa antioxidante de los organismos animales

incluidos el hombre se pueden clasificar en 2 categorias: enzimas y sustancias

antioxidantes.
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24.1.1  Enzimas Antioxidantes:

Las enzimas antioxidantes, constituyen la primera linea o barrera de
defensa contra los radicales libres y esta accion se lleva a cabo neutralizando a
estas especies quimicas a través de la conversion en otras de efecto menos dafiino

(Halliwell y Gutteridge, 1995).

24.1.1.1 Superdxido Dismutasa

Esta enzima cataliza la dismutacién del O, (dismutacién es una reaccion
de destruccion de radicales libres en que a partir de éstos se forman especies no
radicalarias). Asi, reaccionan dos moléculas de O,* para formar H,O,, el cual a su
vez puede ser destruido por las actividades de catalasa (CAT) o glutation

peroxidasa (GSH-Px).

SOD

20, +2H" » H,O, + O,

(Fuente: Bilodeau y Hubel, 2003)

En el ser humano existen 3 clases de superoxido dismutasa (SOD): Mn-
SOD (mitocondrial), Cu/Zn-SOD (citosélica) y SOD extracelular. La Mn-SOD
es un homotetramero de 96 kDa que contiene un atomo de Mn en cada
subunidad y es esencial para la supervivencia de la vida aerobia y el desarrollo de

resistencia celular a la toxicidad inducida por las ERO; ademas, es inducida por

-22-



su sustrato u otros oxidantes y su expresion es aumentada por el factor de

necrosis tumoral-alfa (Gutteridge y Halliwell, 2000).

Un nivel creciente de O, en el tejido placentario de mujeres
preeclampticas (Sikkema et el al., 2001), se encontr6 asociado a una disminucion
de la actividad y la expresion del ARNm para el SOD-CuZn en las células del
trofoblasto aisladas de placenta preeclampticas (Wang y Walsh, 2001). También
recientemente se encontré una disminucion de los niveles plasmaticos de SOD
(Aydin ez al, 2004). Estos datos concuerdan con otros estudios que indican una
disminuciéon de la actividad de SOD en placenta (Madazli ez al, 2002) y
eritrocitos (Llurba, ez al., 2004).

24.1.1.2 Catalasa

La CAT es una enzima tetramérica de 60 kDa formada por cuatro
subunidades idénticas. Es una de las enzimas conocidas mas eficientes, tanto que
no puede ser saturada por H,O, a ninguna concentracién, catalizando su

conversion en H,O y O,.

CAT

2 H,0, » 21,0+ O,

(Fuente: Bilodeau y Hubel, 2003)

En animales, el H,0, se detoxifica mediante las actividades de la CAT y la

GSH-Px. Aunque la CAT no es esencial para algunos tipos de células en
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condiciones normales, como son por ejemplo las neuronas, tiene un importante
papel en la adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa

de las células. (Cheeseman y Slater, 1993)

También se ha estudiado la actividad de la CAT en mujeres

preeclampticas, detectandose su disminucidén en placenta (Vaughan y Walsh,

2002) y eritrocitos (Orhan ez al., 2003).

24.1.1.3 Glutation Peroxidasa

Es una enzima formada por cuatro subunidades idénticas y cada una de
ellas contiene un residuo de selenocisteina, que es esencial para su actividad
enzimatica. La GSH-Px comparte su sustrato con la CAT, pero ademas puede
reaccionar en forma efectiva con lipidos y otros hidroperoxidos organicos,
catalizando la reduccién de diferentes hidroperéxidos (ROOH y H,0,) usando
glutation reducido (GSH), el cual se oxida transformandose en glutatién oxidado
(GSSG), y asi contribuye a la protecciéon de las células de mamiferos contra el

dafio oxidativo. (Cheeseman y Slater, 1993)

GSH-Px

v

H,0, + 2GSH H,0 + GSSG

GSH-Px

ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,O

v

(Fuente: Bilodeau y Hubel, 2003)
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Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GSH-Px en mamiferos,
cuyos niveles varfan dependiendo del tejido. La GSH-Px citosolica o
mitocondrial reduce los hidroperéxidos de acidos grasos y el H,O,a expensas del
glutatiéon. El ciclo redox del glutatién es la mayor fuente de protecciéon en
situaciones de bajo nivel de estrés oxidativo, pero la CAT es mas importante a la
hora de proteger contra el estrés oxidativo severo. En células animales, y
especialmente en eritrocitos humanos, la principal enzima antioxidante para la
detoxificacion de H,O, es la GSH-Px, ya que la CAT presenta mucha menos
afinidad por el H,O,. La GSH-Px es una enzima dependiente del aporte dietético
de selenio, elemento traza que puede por lo tanto, modular la actividad de esta

enzima (Rodrigo y Rivera, 2003).

En el caso de la actividad de la GSH-Px en la PE existen antecedentes
contradictorios mientras algunos estudios han observado que en la PE existirfa
una disminucién de la actividad de la GSH-Px en la placenta (Vaughan y Walsh,
2002), eritrocitos (Llurba, ez al., 2004), otros estudios han indicado que no hay
cambios significativos en la actividad de la GSH-Px en mujeres preeclampticas
versus controles (Funai et al., 2002). En contraste a lo anterior, en la placenta de
mujeres con PE asociado al sindrome de HELLP, la actividad total de GSH-Px
era mas elevada que en embarazos controles (Kumar y Das, 2000).

Aunque hay una cierta contradiccion en la relacion existente entre la PE y
la actividad de enzimas antioxidantes, si se considera la totalidad de los factores
contribuyentes a la generacién y remocion de ERO pareciese que estarfa

prevaleciendo un desequilibrio hacia la formacién del ERO.
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24.1.2  Moléculas o Sustancias Antioxidantes

La segunda barrera antioxidante es de tipo no enzimatico, dada por
compuestos antioxidantes que actian a nivel celular y extracelular, que son
responsables de la capacidad antioxidante de los fluidos biologicos (plasma) y de
la proteccion del dafio oxidativo de las distintas particulas y macromoléculas
circulantes. Las moléculas antioxidantes son vitaminas, minerales y otras
sustancias de bajo peso molecular que inhiben la tasa de oxidaciéon provocada por
los radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 1995). Pueden aumentar su velocidad
de ruptura, prevenir la participacion de iones de metales de transicion
(quelacion), inactivar y barrer ERO (scavengers), para asi proteger el organismo
del deterioro celular, envejecimiento prematuro y cancer. (Cheeseman y Slater,

1993).

Las enzimas antioxidantes requieren metales como cobre (Cu), hierro (Fe),
manganeso (Mn), zinc (Zn) o selenio (Se) para su accion, éstos se conocen como
metales antioxidantes. A diferencia de las enzimas antioxidantes, que no se
consumen, las sustancias antioxidantes se modifican y consumen al reaccionar
con los radicales libres y deben reemplazarse porque si se consumen. Algunos de
origen endogeno, tales como glutatién, urato, ubiquinol y proteinas plasmaticas,
deben ser reemplazados por sintesis. Si son de origen exdgeno, (provenientes de
la dieta) para ser reemplazados necesitan ser nuevamente ingeridos. Una molécula
antioxidante al reaccionar con un radical libre se puede transformar en otro
radical libre mas estable y por lo tanto, menos dafiino para el organismo. Otra de
las acciones de los antioxidantes consiste en formar complejos con los iones
metalicos (accion quelante) impidiendo de esta manera que estos iones lleguen a

favorecer la formacion de radicales libres. Son fundamentales para la prevencion

- 26-



de enfermedades porque son facilmente modificables (Jaeschke, 1995). Entre los
compuestos mas representativos de antioxidantes enddégenos intracelulares se
puede mencionar al glutation reducido (GSH), la tioredoxina, la
glutaredoxina, aminoacidos, melatonina y otros. Entre los antioxidantes exégenos
se encuentran la vitamina E, acido ascorbico (vitamina C), beta-caroteno

(provitamina A), vitamina A, polifenoles, entre otros.

Se ha observado que el potencial antioxidante del plasma esta alterado en
la PE observandose disminucién de éste (Aksoy ez al, 2003) y es asi que la
capacidad antioxidante total del plasma expresado como FRAP (Ferric Reducing
Ability of Plasma) podria servir como marcador bioquimico para diferenciar la
condiciéon de las mujeres con embarazos normales y pacientes con PE
(Zusterzeel et al., 2001). La disminuciéon de la capacidad antioxidante del plasma
se podria deber mas especificamente a los niveles disminuidos de vitaminas

antioxidantes como acido ascorbico y alfa tocoferol, entre otras (Bilodeau y

Hubel, 2003).

2.4.2 Dasio Sobre Biomoléculas:

Las reacciones de las ERO con sustratos organicos son complejas y
pueden afectar diversas estructuras de la célula segun el tipo de biomolécula
(lipidos, proteinas y acidos nucleicos) que resulte atacado por ellas, pudiendo

llegar incluso a producir la muerte celular.
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24.2.1  Lipoperoxidacion

De todas las biomoléculas que pueden ser atacadas por las ERO los
lipidos, especialmente fosfolipidos de membranas, son probablemente las mas
susceptibles. Esto parece estar relacionado con el grado de insaturacion de estas
moléculas. Las reacciones de lipoperoxidaciéon consisten en un proceso de
oxidacién de los acidos grasos poli-insaturados (PUFA). Como consecuencia de
este proceso, se destruyen los PUFA, compuestos que poseen tres o mas uniones
carbono-carbono con doble enlace, que les confiere una zona de enlace labil
(hidrégeno alilico) que permite que una molécula activa como el radical hidroxilo
les sustraiga un atomo de hidrégeno (etapa de iniciaciéon). Asi, se genera un
radical lipidico que continta participando de reacciones en cadena (etapa de
propagacion), ya que se trata de un proceso autocatalitico, perpetuando asi el
proceso. El radical lipidico se combina con el oxigeno formando un
lipoperoxido, el que a su vez puede retirar un nuevo atomo de hidrégeno de otro
carbono molecular y formar un hidroperéxido. La lipoperoxidacion sigue
propagandose de esta manera y llega a su término cuando dos hidroperéxidos
reaccionan entre si dando un tetroxido o cuando son neutralizados por los
antioxidantes. Los tetroxidos son inestables, al romperse generan aldehidos de
bajo peso molecular [como por ejemplo el malondialdehido (MDA) que puede
ser medido espectrofotométricamente] y cadenas hidrocarbonadas (etano,
etileno, pentano, dienos conjugados, etc.). Los aldehidos son moléculas muy
reactivas y, por lo tanto, se desplazan sélo hasta escasa distancia del sitio de su

formacion (Rodrigo y Rivera, 2003).
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Se ha observado que los marcadores bioquimicos de lipoperoxidacion tales
como MDA en placenta (Madazli ez al., 2002) eritrocitos (Basbug ez al., 2003) y
plasma (Aydin ez al, 2004), estan elevados en la PE. Al ser el MDA un producto
de la descomposicion del peroxidacién del lipido, se considera que el MDA
elevado en la PE se debe al estrés oxidativo (Var et ¢/ al.,, 2003). Se ha visto que la
severidad de la enfermedad esta correlacionada con la concentracion de MDA en
suero (Serdar ef al, 2002) y eritrocitos (Mazdali ez ¢/ al., 2002). Por consiguiente, se
propuso que mientras mayor es la lipoperoxidacién, mayor es la severidad de la
PE (Panburana ef ¢/ al, 2000). Ademas, la determinacién de MDA en el cordén
umbilical podria ser util en el reconocimiento de los recién nacidos que estan en

el riesgo de la asfixia (Zeteroglu ez e/ al., 2004).

La lipoperoxidaciéon tal como se mencioné anteriormente afecta
principalmente a los fosfolipidos de las membranas celulares, donde residen los
acidos grasos poli-insaturados. En el caso del acido araquidonico, su
lipoperoxidaciéon forma compuestos entre los que se encuentran los F,-
isoprostanos [8-isoprostanos u 8-iso-prostaglandina F,a (8-iso-PGF,x)] que
poseen una estabilidad que permite utilizarlos como biomarcadores de estrés
oxidativo iz vivo, ya que sus niveles pueden ser medidos en el plasma. De esta
manera, se puede evaluar la contribucién del estrés oxidativo en una determinada
situacion fisiolégica o fisiopatolégica; o bien, probar la eficacia que un
tratamiento o intervenciéon pueden tener en disminuir los niveles de estrés

oxidativo (Rodrigo y Rivera, 2003).
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OH
F,-isoprostanos

Es asi como se ha utilizado los F,-isoprostanos como indicadores de estrés
oxidativo en la PE observandose un aumento de éstos en el plasma de mujeres
preeclampticas (Staff y Halvorsen, 2003). El mecanismo subyacente de estos
efectos puede incluir un estimulo de IP3, y mitogenesis en células de la
musculatura lisa vascular (Fukunaga e a/, 1993) y la liberaciéon de endotelina-1
por parte de las células endoteliales (Fukunaga e# al, 1995). Es asi como se ha
demostrado 7z vitro que las ERO generan F2-isoprostanos que estimulan la
expresion y proliferacion de endotelina-1 por parte de las células endoteliales
(Yura et al, 1999). En consecuencia se ha propuesto que estos compuestos
pueden contribuir para mediar el desarrollo de hipertensién encontrada en
pacientes preeclampticas, ya que el aumento de la secrecion placentaria de F2-
isoprostanos a la circulacion materna podria causar vasoconstricciéon en las
células vasculares maternas (McGiff y Quilley, 2001), ya que los F,-isoprostanos

son potentes vasoconstrictores en rifion, pulmoén, corazoén, cerebro y placenta
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entre otros (Walsh ez 4/, 2000) y al favorecer ademas la formacién de endotelina 1
(Khedun e# al, 2002), otro agente vasoconstrictor (Duerrschmidt ez a/, 2000)
podria contribuir a explicar en parte el mecanismo de la hipertensién arterial de

las mujeres con PE (Walsh ez a/, 2000).

Aunque existen estudios que indican la importancia de la lipoperoxidacién
en la presentacion de la PE, hay autores que no le han atribuido esta
trascendencia, indicando que no hay evidencias que sostengan su importancia

(Regan et al., 2001).

2.4.2.2  Daio Oxidativo de las Proteinas

El ataque de las ERO a las proteinas se ejerce a través de modificaciones
de determinados amino-acidos, los cuales poseen mayor susceptibilidad. Los
sitios mas susceptibles son las cadenas laterales de amino-acidos azufrados y los
grupos tiol (-SH). Las ERO pueden atrapar un atomo de H de la cisteina para
formar un radical libre en la proteina, el que se unira a un segundo grupo de estas
caracteristicas para formar un puente disdlfuro (unién cruzada). El O,* puede
destruir en forma irreversible funciones enzimaticas que dependen del centro
hierro-azufre, por oxidacién de este grupo. Algunos amino-acidos como
histidina, lisina, prolina, arginina y serina forman grupos carbonilo por su
oxidacion (carbonilacién), proceso que puede ser utilizado para evaluar el grado
de estrés oxidativo. Como consecuencia, se altera la estructura primaria,
secundaria y terciaria de las proteinas afectadas, cambia su carga eléctrica y se
producen reacciones de uniéon cruzada formando productos de agregacion.

Resulta particularmente relevante sefialar que, en estas condiciones, las proteinas
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aumentan la susceptibilidad a la proteolisis y se produce la fragmentacion de la

cadena polipeptidica.

Se ha visto que la oxidacién de proteinas podria contribuir a la patogénesis
de la PE, debido a que se ha detectado aumento en la produccién de carbonilos
tanto en plasma como en placenta de mujeres con PE (Serdar ez al., 2003) y se ha

sugerido que podria ser utilizado como un marcador de estrés oxidativo en la PE

(Llutba, et al., 2004).

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, existen algunos trabajos que
indican que no se puede concluir que el estrés oxidativo tenga un rol

patogénicamente relevante en la PE (Llurba, e a/, 2004).

2.4.3  Efectos Sobre Enzimas de Membrana

La actividad de la (Na"+ K")-ATPasa en PE ha sido muy poco estudiada,
sin embargo, si se ha descrito lo sucedido con la calcio-ATPasa en el miomettio,
la que arrojé una actividad reducida de esta. La disminucién de la actividad de la
calcio-ATPasa puede resultar en un aumento en la concentracion citosdlica de
calcio en las células del musculo liso vascular de mujeres preeclampticas, y esto
implicaria la elevada presion arterial desarrollada por estos pacientes. Esto, podtia
explicar el aumento de la contractibilidad del musculo liso vascular
(vasoespasmo) (Catrera ef al, 2003). En cambio la actividad de la (Na"+ K')-

A'TPasa en la PE no ha sido descrito con anterioridad.
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2.5 Predictores de Preeclampsia

Hasta la actualidad no se ha validado un método de deteccion precoz con
alto valor predictivo de la enfermedad, pero se han propuestos muchos métodos
para predecir la apariciéon de PE. A continuacién se sefialen algunos métodos que

han sido utilizados con este propdsito:

2.5.1 Factores de Riesgo de la Historia Clinica y Embarazo Actual

Entre los factores pre-concepcionales y/o patologias crénicas cabe
mencionar la primipaternidad, exposicion espermatica limitada y padres con
antecedentes de PE con otra pareja. Entre los factores asociados a la madre
destacan la historia previa de PE, edad materna, intervalo gestacional e historia
familiar. Entre las patologifas cronicas asociadas a PE estan la hipertension
esencial, obesidad, diabetes gestacional, diabetes mellitus tipo I, déficit de
proteina S y resistencia a proteina C, anticuerpos antifosfolipidos e
hiperhomocisteinemia. Por dltimo existen factores durante la gestaciéon que se
asocian mayormente con PE como son el embarazo multiple y las
malformaciones congénitas. La deteccion clinica de estos factores de riesgo
pregestacionales y asociados al embarazo podrian eventualmente ayudar a realizar

una prevencion primaria de esta patologia (Dekker y Sibai, 2001).
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2.5.2  Presion Arterial

Su medicion ya a finales de los “80 habia demostrado escasa utilidad en la
prediccién de esta condicion (Villar y Sibai, 1989), debido a que la alteracion de la
presion arterial ocurre en un estado ya tardio de la enfermedad. Aunque una
elevacion de la presion arterial diastolica o presion arterial media en el segundo
trimestre puede predecir adecuadamente la apariciéon del sindrome hipertensivo
del embarazo, este cambio no esta asociado a una mayor morbi-mortalidad

perinatal (Conde-Agudelo y Belizan, 2000).

2.5.3  Acido Urico

La uricemia se ha empleado desde comienzos de los 90 como un
indicador de la severidad de la PE y seria un mejor predictor que la presion
arterial del mal prondstico perinatal (Dekker y Sibai, 1991). Pero la baja
sensibilidad de esta prueba, encontrada en muchos estudios, ha hecho que su uso

no se haya masificado (Masse ez al,, 1993).

2.5.4  Proteinuria

Es un signo tardio de hipertension inducida por el embarazo, y al parecer
influenciado por la disfuncién endotelial que presentarian las pacientes con el
sindrome preeclamptico. Ademas, en complicaciones mayores del sindrome
preeclamptico, tales como el sindrome HELLP y la eclampsia, la proteinuria

puede estar ausente. Debido a su baja sensibilidad y especificidad y el hecho de
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que es un signo de aparicién tardia, su uso como predictor de PE ha sido
desechado, aunque sigue siendo considerado como un claro signo de PE

(Roberts ¢z al., 2003).

2.5.5 Doppler de las Arterias Uterinas

La flujometria Doppler es una técnica no invasiva que mide la velocidad de
los flujos sanguineos e indirectamente la resistencia vascular dtero-placentaria. La
pesquisa de PE por medio de flujometria Doppler de las arterias uterinas en
poblaciones no seleccionadas ha mostrado resultados variables, debido
esencialmente a las diferentes edades gestacionales al momento del examen, la

metodologia empleada, y las definiciones de mal resultado perinatal.

La incorporacién de la informaciéon hemodinamica a través de la ecografia
Doppler, que permite el estudio adicional de una variedad de parametros
tisiolégicos en obstetricia, se inicié hace mas de 20 anos en Dinamarca y Estados
Unidos. A través de la ecografia Doppler se puede evaluar tanto la circulacién
uterina como la fetal, la arteria uterina tiene sus primeras ramas a nivel del orificio
cervical interno y después transcurre a lo largo de la cara lateral del cuerpo
uterino donde a menudo puede obtenerse informacion. Es posible evaluar con
Doppler la circulaciéon uterina dentro del miometrio y esto refleja, en parte la
irrigacion arterial (materna) de la placenta y del espacio intervelloso. En un ttero
no gravido, la arteria uterina presenta escaso flujo diastélico, pero a medida que
progresa la gestacion normal se observa una caida progresiva de la resistencia
especialmente durante el segundo trimestre. Esto se puede evidenciar por el

aumento de la velocidad del flujo diastdlico en el estudio Doppler, debido a que
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tisiol6gicamente a partir de las 12 semanas de gestacién se produce la segunda
invasion del trofoblasto, siendo reemplazado el endotelio por células del
citotrofoblasto y de ahi en adelante se origina un circuito de baja resistencia, alto
flujo y desaparece la incisura diastolica. De esta manera se forma una onda
caracteristica posterior a esta invasion trafoblastica. Por lo tanto sélo se puede
evaluar el riesgo que tiene una embarazada de sufrir PE severa, realizando una
ecografia Doppler de la arteria uterina. El defecto en la migracion trofoblastica
puede ser detectado por flujometria Doppler de las arteria uterinas,
manifestandose por un aumento de la resistencia de este territorio (Albaiges ef al.,

2000).

Se ha descrito su uso en dos etapas, a las 20 y 24 semanas de gestacion,
con el objeto de seleccionar a un grupo de alto riesgo de desarrollar PE. En un
trabajo se realizo este examen a una edad gestacional uniforme de 23 semanas,
encontrandose que un 5 % de las embarazadas estudiadas, han sido clasificadas
en el grupo de alto riesgo de desarrollar PE, correspondiendo al 90% de las
mujeres que desarrollaron PE antes de la semana 34 de gestacion (Albaiges et al.,

2000).

Por dltimo se realizé una rigurosa revision de 12.994 embarazadas, donde
se empled Doppler de las arterias uterinas como predictores de PE y restriccion
de crecimiento fetal (RCF). Aunque se concluyé que este examen tiene sélo una
moderada capacidad para predecir estas patologias, un Doppler anormal en el
segundo trimestre del embarazo, aumenta el riesgo de desarrollar PE en 6 veces,
haciéndolo por lo tanto clinicamente relevante, tanto para la madre como para el

medico tratante (Chien ez a/., 2000).
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2.6  Profilaxis en Preeclampsia

Diversos farmacos han sido ensayados en PE, con el objeto de disminuir
su incidencia, los cuales han tenido como limitante el incompleto conocimiento
de su patogénesis, dificultad en la deteccion precoz de PE y por ende una
incapacidad de corregir efectivamente la alteracién fisiopatologica, por medio de
una intervenciéon farmacolégica (Dekker y Sibai, 2001). A continuacién se

exponen brevemente estas terapias:

2.6.1 Suplemento de Caleio

Tras la observacion de que la PE, se presentaba especialmente en las
poblaciones con bajo consumo de calcio (Marcoux e¢f al., 1991), se infirié que su
suplementacién podria reducir el riesgo de presentarla, la que produce un leve
descenso de su incidencia, pero solamente en los pafses con baja ingesta de ¢l

(Crowter et al., 1999).

2.6.2 Aspirina

Varios estudios transversales demostraron que la PE se caracteriza por una
alteracion de la relacion del equilibrio Prostaciclina/tromboxano, que se produce
en la PE, el cual se trata de normalizar, con un tratamiento con aspirina, la cual es
capaz de disminuir la sintesis de tromboxano, manteniendo la sintesis de
prostaciclina, con el objeto de mejorar la capacidad vasodilatadora endotelial

(Dekker y Sibai, 1993), aunque no se ha observado el beneficio de este
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tratamiento en los grupos de mayor riesgo a presentar esta enfermedad. Por lo
tanto el uso de aspirina estd ain en revision, sobretodo en los grupos de mayor

riesgo de presentarla.

2.6.3  Suplemento de Acidos Grasos Omega 3

Bajo la misma base del desbalance tromboxano/prostaciclina, en la
patogenia de la PE es que se han empleado los acidos grasos omega 3 con la
intencion de prevenir esta enfermedad. Los acidos grasos omega 3, acido
eicosapentaenoico y docosahexanoico compiten con el acido araquidénico por la
posicion 2 en los fosfolipidos de membrana, reduciendo asi la concentracion de
acido araquidonico plasmatico y celular; y el acido eicosapentaenoico compite
con el acido araquidonico como el sustrato para la ciclo-oxigenasa, inhibiendo la
produccién plaquetaria de tromboxano A, y produciendo sélo pequefias
cantidades de tromboxano A, fisiolégicamente inactivo. En resumen se intenta
disminuir la sintesis de acido araquidénico y por ende la producciéon de
tromboxano, por medio de la competencia que generan los acidos grasos omega
3, con la ciclooxigenasa. Se han realizado estudios de suplementacion con aceite
de pescado, en Europa, los cuales han evidenciado una mejoria en el pronéstico
perinatal, ya que disminuirfa el riesgo de parto prematuro, pero no en la

incidencia de PE o RCF (Olsen ¢# al., 2000).
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2.6.4  Suplemento de Vitaminas Antioxidantes

Esta intervenciéon surgié bajo el marco que el estrés oxidativo, seria
generado por la hipoperfusion placentaria, secundaria a la falla de la migracion
trofoblastica, y ademas, habiéndose detectado una marcada disminucion de los
niveles plasmaticos y placentarios de vitaminas antioxidantes y -caroteno en los
grupos de riesgo de desarrollar PE (Mohindra e a/., 2002; Palan ez al., 2001).
Dentro de esta linea de pensamiento se ha recurrido al uso de vitamina C y E
como agentes profilacticos del desarrollo de la enfermedad, y en algunos estudios
se han realizado ensayos con vitaminas antioxidantes que no han demostrado
reducir la incidencia de PE, probablemente por el hecho de que fueron
administrados en forma tardia (Gulmezoglu ez al, 1997). Pero en estudios
posteriores, realizando un tratamiento mas precoz se observé que la ingesta de
estas vitaminas resulta en una disminucién del estrés oxidativo (Chappell ez af,
1999). En un estudio mas reciente suplementando con vitamina C (1000 mg/dia)
y vitamina E (400 Ul/dia) como tratamiento antioxidante en las mujeres que
estaban en riesgo de preeclampsia, se observé una mejorfa en los indices
bioquimicos de la enfermedad, evidenciando una menor lipoperoxidacion,
expresada entre otras, por la caida de la concentraciéon plasmatica de 8-iso-
PGF,a, como también por una menor disfunciéon endotelial, expresada por una
caida de la relacion PAI-1/PAI-2 en comparacién con lo observado en mujeres
con PE sin el tratamiento antioxidante. Pero atun es necesario realizar estudios de

suplementacion precoz en mayor escala para obtener conclusiones definitivas

(Chappell ez al, 2002).

En sintesis, los estudios disponibles en la actualidad no han llegado a

identificar ningiin marcador bioquimico que tenga un valor predictivo util en la
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poblacién de embarazadas para el diagnostico precoz de la enfermedad (antes de
presentados los signos clinicos) y por lo tanto, es necesaria mas investigaciéon en
esta area (Moretti ¢f al., 2004; Masse et al., 2002). En el futuro, se espera tener una
combinaciéon de marcadores bioquimicos para determinar el riesgo de
presentacion de la enfermedad (Raijmakers, ef a/, 2004; Lyell ef al., 2003) y para
establecer un diagnostico precoz y asi poder optar por las estrategias de
tratamiento mas adecuadas para las mujeres con alto riesgo de PE e incluso
prevenirla siendo ésta la ultima gran meta para evitar asi las consecuencias

deletéreas que puede generar esta patologia (Schlembach, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Identificar los marcadores bioquimicos mas representativos de estrés
oxidativo en el plasma, los eritrocitos y la placenta de mujeres con preeclampsia y

compararlos con los obtenidos en mujeres con embarazos controles.

3.2 Objetivos Especificos

En mujeres con embarazos normales y PE:

e FEvaluar la capacidad antioxidante total del plasma materno, y conocer la
actividad de las enzimas antioxidantes en los eritrocitos y la placenta.

e Determinar la lipoperoxidacién a nivel plasmatico y a nivel tisular en los
eritrocitos maternos y la placenta; y cuantificar el grado de carbonilacion de
proteinas a nivel sistémico.

e Conocer la relacién entre la lipoperoxidacion y la actividad enzimatica de la

(Na" — K) — ATPasa en los etitrocitos y la placenta.
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4. MATERIALES Y METODOS

41 Diseno

Se realizé6 un estudio de cohorte retrospectivo seleccionando mujeres
embarazadas chilenas institucionales del Servicio de Obstetricia del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile durante los afios 2002 y 2003 (que controlaron
todo su embarazo en este hospital (iniciando su control a las 11 semanas
continuandolo hasta el parto). Se seleccionaron 2 grupos: un grupo preeclamptico
(n=30) y grupo control (n=30), en que las embarazadas no desarrollaron la
enfermedad, siendo evaluadas en primera instancia por medio de ecografia
Doppler de la arteria uterina y posteriormente por los signos clinicos. Estas
mujeres se controlaron durante toda la gestacion en el Servicio de Obstetricia de

dicho Hospital.

En ambos grupos se tomaron muestras de sangre, las cuales se recibieron
en tubos con EDTA como anticoagulante al término del embarazo,
posteriormente las muestras de sangte se centrifugaron a 2.000 x g / 15 minutos
y se obtuvo plasma y eritrocitos, los eritrocitos fueron sometidos a tres lavados
sucesivos con solucién NaCl 0.9%, y luego se hemolizaron con agua bidestilada.
Los hemolizados de eritrocitos y las muestras de plasma fueron recibidas en
tubos individuales de plasticos rotulados con la cédula de identidad de la paciente
y fecha de obtencién. Ademas, después del alumbramiento se obtuvieron
muestras de tejido placentario que fueron recibidas en frascos plasticos rotulados
de la misma forma que los tubos de sangre y plasma. Las muestras fueron
almacenadas rapidamente en congelador a -70°C hasta practicar las

determinaciones.
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El Comité de Etica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile aprobé
el estudio y las mujeres sometidas a este estudio accedieron a ingresar al

protocolo de estudio firmando un consentimiento informado.

4.2  Criterios de Exclusiéon y Tamafo Muestral

De la poblacién de embarazadas chilenas institucionales del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, que fueron aproximadamente 600 en el
periodo de seleccion, se eliminaron del estudio aquellas mujeres que presentaban
patologias  como:  hipertension  cronica,  nefropatias,  enfermedades
cardiovasculares, diabetes Mellitus, obesidad, dislipidemia, antecedentes de
alcoholismo o tabaquismo, debido a que estas patologias de por si generan un
estrés oxidativo. Ademas se eliminaron aquellas mujeres que presentaban
embarazos multiples y enfermedades mentales. Las mujeres que se diagnosticaron
como preeclampticas y que no presentaban las patologias antes mencionadas
fueron 30 y se compararon con un grupo muestral control de 30 mujeres con
embarazos normales y sin las patologias mencionadas anteriormente, tomadas en
forma aleatoria. Hste nimero fue estimado considerando la dispersion de
resultados obtenidos en estudios preliminares de medicién de los parametros de
estrés oxidativo, que seran determinados en el presente estudio, utilizando el
programa computacional “Vestat, simple size and other statiscal parameters,
software for portable microcomputers by Rodolfo Cantarelli, D.V.M.” ¢(C) UC.

Davis, Regent 1983’ en base al siguiente modelo estadistico:

- 43-



n=2(ZS + ZP)’S / (MA - MB)>

Donde “%” es el tamano de la muestra para ambos grupos, “ZS” es valor
de Z para el nivel de significaciéon (que en este caso fue de 5%), “ZP” es el valor
de Z para la potencia (que en este caso fue de 95%), “M.A" es el promedio del
grupo A (control), “MB” es el promedio del grupo B (tratamiento) y “§” es la
varianza. Con estos antecedentes y nuestros datos, se obtuvo un tamafio minimo
de muestra entre 11 y 29, dependiendo de la variable en estudio. Por ende se

opto6 por un tamano de 30 individuos para ambos grupos.

Embarazadas Institucionales
Hospital Clinico de la
Universidad de Chile

(N= 600)

/N

Grupo Preeclampsia Grupo Control
(n= 30) (n= 30)

NS

Muestras de Eritrocitos,
Plasma y Placenta en el
parto
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4.3 Técnicas Analiticas y Bioquimicas Aplicadas

4.3.1 Variables Bioguimicas de Defensas Antioxidantes:

4.3.1.1  Superdxido Dismutasa

Para la determinacién de la actividad de la SOD los tejidos de placenta o
de eritrocitos fueron homogeneizados con una solucién amortiguadora fosfato
salino 0,01 M pH 7,4 centrifugados a 100.000 x g / 1 h. Se midi6 la Cu/Zn-SOD
(citosolica). El ensayo de la SOD esta basado en el aumento de la velocidad de
autoxidacion de catecoles mediada por SOD en solucién acuosa alcalina, para dar

un cromoéforo que tiene su maxima absorbancia a 535 nm. (Nebot ez a/, 1992).

Una unidad de SOD se define como la actividad que duplica el nivel de
autoxidacion basal. La actividad de SOD fue expresada como U/mg proteina o
U/mg de hemoglobina, dependiendo si la muestra era placenta o eritrocitos,

respectivamente.

4.3.1.2  Catalasa

Para la determinaciéon de la actividad de CAT se tomaron muestras de
tejido de placenta o de hemolizados de eritrocitos los que se homogeneizaron al
20% en wuna solucién amortiguadora fosfato 50 mM pH 7,0 en un
homogeneizador realizando 10 pasadas, manteniendo el homogeneizado en hielo.

El homogenizado posteriormente se centrifugd a 1.000 x g durante 6 minutos. La
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actividad de CAT se medi6 a partir de la cinética de descomposicion del perdxido

de hidrégeno 30 mM, midiendo la absorbancia a 240 nm (Aebi, 1974).

El resultado se expresé basandose en una constante de cinética de primer
orden k/mg de proteina o k/mg de hemoglobina, dependiendo si la muestra era

placenta o eritrocitos, respectivamente

4.3.1.3  Glutation Peroxidasa

Para la determinaciéon de la actividad de la GSH—Px se homogenizaron
muestras de placenta o de eritrocitos con buffer KCl-Tris pH 7,4. La actividad
de GSH-Px fue medida en la fraccion citosélica (sobrenadante de 100.000 x g /
1 h), usando un método espectrofotométrico a 340 nm, basado en la oxidacion
del glutation reducido (GSH) por accién de la enzima GSH—Px acoplada a la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) por la glutation reductasa en presencia

de NADPH. (Flohé y Giinzler, 1984)

La actividad de GSH-Px fue expresada como U/mg proteina o U/mg de
hemoglobina, dependiendo si la muestra era placenta o eritrocitos
respectivamente (una unidad es definida como la actividad de la enzima que

oxida un pmol NADPH /minuto).
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4.3.1.4  Capacidad Antioxidante del Plasma

Los compuestos reductores del plasma (antioxidantes) reducen al hierro
térrico a ferroso y este ultimo da una reaccion de coloracion que permite meditlo
por medio de una técnica espectrofotométrica a 593 nm, de acuerdo al método
Benzie y Strain (1996) y que se expresa como FRAP (ferric reducing ability of
plasma) en uM.

4.3.2 Variables Bioguimicas de Estrés Oxidativo: Lipoperoxidacion y Oxidacion de

Proteinas

4.3.2.1  Malondialdehido

LLas membranas de eritrocitos fueron separadas por centrifugacion en
centrifuga refrigerada a 20.000 x g por 15 minutos. Las muestras de placenta
fueron homogeneizadas en amortiguador Tris 10 mM pH 7.4. Luego se procedio
a determinar la concentracién de sustancias reactivas con el acido tiobarbituarico
0,8% pH 3,5 mediante incubacién de las muestras de membranas de eritrocitos y
homogeneizados de placenta, seguida de extracciéon con solvente utilizando una
mezcla de n-butanol/piridina (15/1, v/v) (Ohkawa ez al, 1979). EI MDA,
producto de peroxidacion de lipidos, se midié por espectrofotometria a 532 nm.
Se usé como estandar externo tetrametoxipropano y los resultados fueron
expresados como nmoles equivalentes de MDA/mg de proteina o nmol
MDA /mg hemoglobina, dependiendo si la muestra era de placenta o eritrocitos,

respectivamente.
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4.3.2.2  F,-Isoprostanos

Las muestras de plasma destinadas a la medicion de F2-isoprostanos se
recibieron en tubos plasticos impregnados de hidroxitolueno butilado
(concentracion final 1mM), como antioxidante. Los F,-Isoprostanos son
productos formados 7z wiwo por la peroxidaciéon no enzimatica del acido
araquidonico, catalizada por radicales libres. La determinacion se realizé en una
muestra de 500 pl. de plasma a la que se aplicé una técnica de inmunoensayo
enzimatico (EIA) (Pradelles ez a/, 1985) utilizando kits para 8-isoprostanos
(Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Las muestras de plasma fueron
leidas a 420 nm en un lector de microplacas modelo Sunrise (Tekan, Salzburgo,

Austria). Los resultados fueron expresados como pg/mlL.,

4.3.2.3  Carbonilacion de proteinas

La carbonilacion de proteinas es el proceso mediante el cual como
consecuencia de la oxidacién de algunos aminoacidos de la proteina se forma un
doble enlace carbono-oxigeno (grupo carbonilo). LLa medicién de la carbonilacion
de las proteinas del plasma se basa en una derivatizacion de los grupos carbonilo
mediada por su reaccién con de 2,4 dinitrofenilhidrazina y su determinacién
espectrofotométrica a 350-390 nm (Reznick y Packer, 1994). Los resultados

fueron expresados como nmol grupos catbonilos/mg proteinas.
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4.3.3  Efectos sobre Enzimas de Membrana: Actividad de (Na* — K*) — ATPasa:

La determinacién de la actividad de esta enzima unida a membrana, la cual
se espera sea influenciada por la peroxidacién de fosfolipidos, se medira en un
homogeneizado completo de placenta y en membranas de eritrocitos extraidos
del precipitado de la centrifugaciéon a 100.000 x g. El método esta basado en la
mediciéon de la hidrolisis de ATP por liberaciéon de fésforo inorganico, segun

Katz y Epstein (1967).

La actividad de esta enzima fue expresada como umol de fosfato
inorganico/mg de proteina/hora, o umol de fosfato inorganico/mg de
hemoglobina/hora, dependiendo si la muestra era de placenta o eritrocitos,

respectivamente

4.3.4  Determinacion de hemoglobina

Esta medicion se realizd por un método espectrofotométrico afiadiendo a
la muestra de hemolizado de eritrocitos el reactivo de Drabkin, (NaHCO,, KCN,
KiFe(CN); vy H,0), generando al reaccionar con la  muestra

cianometahemoglobina que da su maxima absorbancia a 540 nm.

4.3.5  Determinacion del contenido total de Proteinas

Se realiz6 por método espectofotométrico descrito por Lowry ez a/ (1951),

en que se realiza una hidrolisis alcalina seguida de una reaccioén de coloracién con
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el reactivo de Folin-Ciocalteau. Como estandar se utiliz6 una preparacion

liofilizada de albumina de bovino.

4.4 Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como promedios * desviacion estandar
o desviacion tipica (S). El analisis estadistico de los datos fue realizado con la

(1952
t

prueba de de Student para muestras no pareadas de estrés oxidativo en la
placenta, el plasma y los eritrocitos entre embarazadas normales y con PE. Se
consideré diferencias significativas aquellas que tuvieron un p < 0,05. Los
resultados fueron analizados por el programa Primer of Biostatistics Statistical

Software Program by Stanton A. Glantz.
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5. RESULTADOS

5.1 Pacientes

El anexo 1 muestra las caracteristicas clinicas de las mujeres embarazadas
incorporadas al protocolo en el momento del parto. No se encontraron
diferencias significativas en la edad gestacional entre las mujeres preeclampticas y
los controles debido a que muchos de los embarazos controles presentaron
partos prematuros por una causa distinta a la PE, por lo cual se les puede
considerar partos pre-término. Se encontré que el tamano del recién nacido de
las mujeres preeclampticas fue inferior que los controles (p <0.05). No hubo
diferencias en la actividad de enzimas hepaticas (ALT y AST) entre ambos
grupos, pero las mujeres con PE mostraron anormalidades renales caracterizadas
por una disminucién de tasa de filtracién glomerular y proteinuria. Finalmente,

en el grupo PE se encontré una moderada trombocitopenia.
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5.2  Variables bioquimicas de Defensas Antioxidantes:

La actividad de la SOD en eritrocitos y placenta de mujeres con PE
(Figura 4) mostré valores menores que los controles en un 26 y 49% en
eritrocitos y placenta, respectivamente (p<0.05). La PE tuvo un efecto similar en
la CAT (Figura 5), que resultd ser menor en eritrocitos y placenta en un 45 y
32%, respectivamente (p<0.05). A diferencia de las otras dos enzimas
antioxidantes, la actividad de GSH-Px (Figura 06) mostré diferencia
estadisticamente significativa sélo en eritrocitos, siendo en mujeres con PE un
35% menor que en controles (p<0.05), mientras que en placenta no acuso

diferencias estadisticamente significativas.
La capacidad antioxidante del plasma (FRAP) se muestra en la Figura 7.

Las mujeres con PE presentaron un FRAP de un 22% menor al de las controles

(p<0.05).
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embarazos controles y con Preeclampsia. Los valores estan expresados como
promedio * S. *p<0.05 vs control. U: unidad de SOD (la actividad que duplica el

nivel de autoxidacién basal)
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Figura 5: Actividad de catalasa en eritrocitos y placenta de embarazos controles y
con Preeclampsia. Los valores estan expresados como promedio * S. *p<0.05 vs
control; k: constante cinética de primer orden de catalasa para la degradacion del

peroxido de hidrogeno.

- 54-



2 0,04

- O Control
18 Preeclampsia | 0,035
~ 16 * T
g 003 =~
2 14 £
é& 8
15 0,025 &
g 1,2 ' o~
on
an &
= 0,02 ~
& =)
\ N’
¥
2 08 0,015 &
v ,
& an
E' 0,6 8
72) 0,01
Z ,
0,4
02 0,005
0 0

Eritrocitos Placenta
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5.3 Variables bioquimicas de Estrés Oxidativo: lipoperoxidacion y

oxidacion de proteinas

Las mujeres con PE, respecto de sus controles, presentaron evidencias de
aumento de lipoperoxidacion ya que sus niveles de MDA (Figura 8) fueron
mayores que los controles en un 60% en eritrocitos y un 39% en placenta
(p<0.05). Ademas al comparar los niveles plasmaticos de IF,-Isoprostanos (Figura
9) las mujeres con PE presentaron valores 63% mayores que los de embarazos

controles (p<0.05).

La Figura 10 muestra la oxidacién de proteinas en el plasma, medidas por
la formacién de grupos carbonilos. Las pacientes con PE mostraron valores 63%

mayores en comparacion con sus controles (p<<0.05).
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embarazos normales y con preeclampsia. Los valores estan expresados como
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5.4 Efectos Sobre  Enzimas de Membrana: Actividad de

(Na'=K") — ATPasa

La Figura 11 muestra la actividad de la (Na" — K") — ATPasa en eritrocitos
y placenta, donde se observa que las mujeres preeclampticas en comparacion a

sus controles, presentaron valores menores en un 28% en eritrocitos y en un

23% placenta (p<0.05).
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con embarazos normales y con preeclampsia. Los valores estan expresados como

promedio £ S. *p<0.05 vs control. Pi: Fésforo inorganico.
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6. DISCUSION

Las caracteristicas fisiopatologicas del cuadro clinico de la PE, en gran
medida obedecen a alteraciones en la funcién endotelial, cuyo origen se asocia
con el estrés oxidativo (Roberts y Lain, 2002), lo que coincide con los resultados
de esta memoria, demuestran la participacién del estrés oxidativo en la PE.
Aunque el embarazo ya es una condicién que favorece el estrés oxidativo, se ha
observado que esta condicion se exacerba en las mujeres con PE. Se ha sugerido
que estas mujeres podrian tener una predisposicion subyacente al estrés
oxidativo, la que podria contribuir a una respuesta inflamatoria persistente de
baja magnitud (Barden ef 4/, 2001). Este punto de vista es consistente con el
descubrimiento mas reciente de que la PE esta asociada con una predisposicion al
aumento de la produccién de ERO mediado por NADPH oxidasa (Lee ¢/ 4L,
2003).

El estrés oxidativo es un trastorno metabodlico que surge de un desbalance,
en que predominan los mecanismos formadores de ERO en relacién a la defensa
antioxidante, y en esta memoria se encontré que la defensa antioxidante de las
mujeres preeclampticas esta disminuida en comparacién a sus controles, lo que se
evidenci6 a través de la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes y
que coincide con estudios anteriores (Sagol ¢ al., 1999). Respecto a la SOD vy la
CAT se observé que la actividad de ambas enzimas disminuy6 en las mujeres con
PE tanto en eritrocitos como en placenta, lo que estarfa de acuerdo a otros
estudios (Madazli e al., 2002; Orhan e al, 2003; Vaughan y Walsh, 2002). En
cambio la actividad de la GSH-Px solo se encontré disminuida en eritrocitos lo
que coincide con Llurba, ez a4/, (2004), pero en placenta no se encontraron

diferencias estadisticamente significativa lo que serfa contradictorio con algunos
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estudios que indican lo contrario (Vaughan y Walsh, 2002), aunque si concuerda
con otros autores que no encontraron diferencias significativas entre controles y

PE (Funai ef al., 2002).

Con respecto a la disminucion de la defensa antioxidante, otra variable que
nos explica esta disminucién, serfa una menor capacidad antioxidante del plasma
expresado por una disminucién de FRAP, lo que esta de acuerdo con estudios
anteriores, que indicaban que las mujeres con preeclampsia severa asociada a
sindrome HELLP presentaban un FRAP disminuido (Zusterzeel e al, 2001). La
disminuciéon de FRAP en estas pacientes podria deberse a una disminuciéon de
antioxidantes plasmaticos como la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides u

otros antioxidantes plasmaticos, tal como lo indica Palan ez a/, (2001).

Los resultados de la presente memoria muestran un aumento de la
lipoperoxidacion en las mujeres con PE, evidenciado por un incremento de los
F2-isoprostanos a nivel plasmaticos y MDA a nivel tisular (eritrocitos y placenta),
lo que se deberia al efecto prooxidante provocado por el aumento de ERO a
nivel celular que explicarfan la mayor lipoperoxidacion (Takacs ef al., 2001). Este
efecto se observé tanto a nivel plasmatico como a nivel tisular. Es un hecho
conocido que la deficiente placentacién observada en la PE genera un estado de
hipoxia en este tejido a causa de la disminucion del calibre de las arterias espirales
(Myatt, 2002). Este hecho trae diversas consecuencias metabolicas y
fisiopatolégicas que determinan tanto la produccion de ERO en la placenta,
como difusién sistémica a través de leucocitos activados o por diversos
productos, entre los cuales se encuentran los perdxidos de lipidos, tales como
MDA y F2-isoprostanos. Ademas, el aumento de los lipoperéxidos en la PE

podria ser responsable de la activaciéon y disfunciéon endotelial en esta
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enfermedad (Roberts, 1998). Mas ain, en otros estudios se ha encontrado que
cotiledones de placentas preeclampticas en incubacion, muestran una produccion
de F,-isoprostanos y MDA significativamente mayor que la de sus controles, lo
que indicarfa que existe un aumento de la lipoperoxidacién en este tejido, siendo

ésto compatible con la presencia de estrés oxidativo (Walsh ez a/, 2000).

A la disminucién de un potente vasodilatador como es el NO descrita por
algunos trabajos, hay que afiadir el incremento de los F,-isoprostanos, que al ser
un potente vasoconstrictor (McGiff y Quilley, 2001), y al estimular la
proliferacién y la expresion de otro agente vasoconstrictor como es la endotelina
1 por parte de las células endoteliales (Khedun ez a4, 2002; Yura et al, 1999),
podrian contribuir a explicar en parte el mecanismo de la hipertension arterial de

las mujeres con PE.

Los resultados de algunos autores como Serdar ¢t a4/ (2003) han
demostrado un aumento de carbonilaciéon de proteinas en pacientes con PE, lo
que concuerda con nuestros resultados. En este caso, el estrés oxidativo
provocaria oxidaciéon de algunos aminoacidos de las protefnas y formarfa un
doble enlace carbono-oxigeno (grupo carbonilo), lo que altera la estructura de la
proteina haciéndola mas sensible a las enzimas proteoliticas, y por lo tanto,
nuestros datos concuerdan con otros que indican que la oxidaciéon de las
proteinas puede ser utilizado como un marcador de estrés oxidativo. Estos datos
implican que el estrés oxidativo estarfa presente alterando las macromoléculas

como lipidos y proteinas.

Ademas se encontrdé una disminucion de la actividad de la enzima de

membrana (Na’" — K*) — ATPasa en eritrocitos y placenta de mujeres con PE, lo
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que constituye un hallazgo no descrito anteriormente. HEsta enzima es en gran
parte responsable del mantenimiento del potencial electroquimico y del voltaje de
membrana de la mayoria de las células del organismo. La actividad contractil del
musculo es un fenémeno mecanico precedido por un fenémeno eléctrico, y esta
determinada por la concentraciéon de iones Ca™ a uno y otro lado de la
membrana celular y de la membrana de organelos como el reticulo sarcoplasmico
o la mitocondria. Estos iones Ca™" regulan la interaccion entre los filamentos de
actina y miosina, al igual que en el musculo esquelético. La concentraciéon de
Ca'" mioplasmica es regulada por varios mecanismos. Entre ellos, el flujo de
entrada de calcio dependiente del potencial de membrana a través de los canales
de Ca™" dependientes de voltaje desde el espacio extracelular, y el intercambio
Na"/Ca™" a través del sarcolema, donde los gradientes mantenidos por la bomba
(Na" — K") — ATPasa suelen dar lugar a la salida de Ca™" y la entrada de Na"
hacia el interior de la célula. Por lo tanto, una disminucién de la actividad (Na* —
K") — ATPasa, generaria despolarizacién en la fibra muscular lisa, con un
consecuente aumento del Ca™" miopliasmico por ambos mecanismos, y de ésta
manera del aumento del Ca™" intracelular (Berne y Levy, 1999). Esto, explicaria
en parte el aumento de contractilidad del musculo liso vascular (vasoespasmo)
(Roberts, 1998) encontrado en la PE, como un mecanismo independiente y

aditivo de la disminucién de la biodisponibilidad de NO.

Por otra parte, el aumento de peroxidacion lipidica revela el dafio
oxidativo directo de los fosfolipidos de membrana provocado por las ERO, en
especial a los acidos grasos poli-insaturados, lo cual indirectamente podria alterar
el microambiente lipidico que rodea a la (Na* — K*) — ATPasa, y podria explicar
el deterioro de su funcién. Sin embargo, estos resultados fueron obtenidos en

placenta y glébulos rojos de pacientes con PE, por lo cual es necesario y se
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justifica investigar con mayor profundidad si los resultados obtenidos
concuerdan con lo que sucede en otros tipos celulares tales como el musculo liso
vascular. La disminucion de la actividad de la enzima podria deberse a dafio
directo e indirecto inducido por estrés oxidativo. Ademas, no se puede establecer
categbricamente si esta alteracion de la (Na"— K*) — ATPasa es causa o efecto del

estrés oxidativo, aunque pareciera mas probable lo segundo.

Los resultados obtenidos apoyan el uso de una terapia antioxidante en
mujeres con PE, ya que en el desbalance que genera un estatus de estrés
oxidativo, estarfan implicados tanto un aumento en la producciéon de ERO como
una disminucién de los sistemas antioxidantes, aunque este tratamiento tendria

que ser realizado en estados tempranos de la enfermedad. (Chappell ez 2/, 2002).
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7. CONCLUSIONES

La preeclampsia es un sindrome que puede ser mediado por el incremento
del estrés oxidativo, asociado a disminucion de la actividad de las enzimas
antioxidantes, y de la capacidad antioxidante del plasma. En la preeclampsia el
predominio de ERO provocaria dafio de macromoléculas de placenta, plasma y
eritrocitos como son los lipidos y proteinas. En la preeclampsia la actividad de la
(Na" — K") — ATPasa disminuiria posiblemente por la peroxidacion de

fosfolipidos de membrana tanto en eritrocitos como en placenta.

Estos resultados apoyan el empleo de terapia antioxidante en un periodo

precoz en embarazos con riesgo de sufrir PE.
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ANEXO 1. Caracteristicas gestacionales de pacientes controles y con

preeclampsia

Control Preeclampsia
Edad gestacional (semanas) 341 %21 343 £3.2
Desviacién del peso del —0.06 £0.18 —-0.93 £0.17*

Recién nacido
Proteinuria (g/dfa) insignificante 3.52 £ 0.3*
Recuento de plaquetas 203,315 £ 742 118,317 £ 635*
(u/mm3)

Hematocrito (%) 329+ 0.3 3581+ 0.2
ALT (UI/ml) 26.0+ 6.2 26.6 + 4.8
AST (UI/ml) 17.0 £ 7.2 28.1 £8.3
Creatinina sérica (mg/dL) 0.60 = 0.05 0.83 £ 0.07*

Los valores estan expresados como promedio T desviacion estandar; u, unidades;
UI, unidades internacionales; ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato

aminotransferasa; *p<0.05 vs. control
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