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@ Resumen @

RESUMEN

La Preeclampsia es la principal causa de mortalidad materno-fetal, caracterizada por
hipertension y proteinuria. Se ha descrito que la hipertension es debida a la baja
disponibilidad del oxido nitrico producido por la disfuncién endotelial, estrés oxidativo y
desacople de la oxido nitrico sintasa (NOS). Nosotros proponemos que otro posible evento
ligado a baja disponibilidad del NO es la actividad incrementada de la enzima arginasa; la
cual, es una enzima que compite con la sintasa de oxido nitrico (NOS) por el sustrato L-
arginina, como lo han mostrado reportes de otras enfermedades que cursan con
hipertension. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad de la enzima arginasa y su
relacion con el estrés oxidativo. Para ello participaron 4 grupos de mujeres: 1) voluntarias
sanas (VS) con indice de masa corporal (IMC) de 18.5 a 24.9 Kg/m?* 2) con obesidad
grado 1 (O1) con IMC 30 a 34.9; 3) con embarazo normal (EN); y 4) con preeclampsia
(PE). El grupo 3 y 4 con embarazo de la semana 20 a la 40. El grupo PE fue captado en
urgencias con presion arterial de 140/90 mmHg y proteinuria de 0.3 g de proteina en orina
de 24 horas en2 mediaciones con intervalo de 6 horas. Las edades de todas las participantes
fueron entre 20 a 30 afios sin ningln tratamiento. Se les tomd una muestra de sangre para
obtener plasma, donde se determind la actividad de enzima arginasa, asi mismo se
determind dafio por estrés oxidativo a lipidos mediante el método de 1-methyl-2-
phenylindole y a proteinas cuantificando grupos carbonilos y como marcador de defensa
antioxidante se cuantificaron grupos SH totales; ademas se realizé la cuantificacion de
nitritos/nitratos. Para analizar los resultados se utiliz6 ANOVA con una prueba pos hoc de
Bonferroni. Los resultados fueron expresados como promedios +/- EE y se considero
significativo una p<0.05. Donde resultd que todas las pacientes PE tenian obesidad en
comparacion a las de EN. También detectamos que las pacientes O1 y PE mostraron
valores similares en la actividad de arginasa, la menor actividad se encontrd en las
pacientes O1 y PE (0.30 + 0.04 y 0.31 + 0.04 nmol/mg proteina/minuto, respectivamente)
en comparacion con los grupos VS y EN (0.42 + 0.04 y 0.45 £ 0.05, respectivamente).
Interesantemente, hubo un comportamiento similar en los grupos SH (3.94 £ 0.71y 4.29 £
0.39 nmol/mg proteina, respectivamente). Sin embargo, fueron valores menores a los
grupos de VS y mujeres con EN (6.19 + 0.37 y 5.91 + 0.43, respectivamente), lo cual
puede ser debido a las caracteristicas oxidativas de la obesidad por las que cursan las
pacientes preeclampticas. Esta disminucion de las concentraciones de SH puede ser debida

a la nitracion por parte de peroxinitrito, dando como resultado nitrosotioles.

viii



@@ Resumen

Tomando en conjunto nuestros resultados apoyamos el papel del estrés oxidativo en la
preeclampsia y su estrecha relacién con la obesidad. Por lo que este trabajo abre la

posibilidad de crear estrategias preventivas, por lo que se necesitan mas estudios.



@ Abstract @

ABSTRACT

Preeclampsia is the leading cause of maternal-fetal, characterized by hypertension and
proteinuria. It has been reported that hypertension is due to the low availability of nitric
oxide produced by endothelial dysfunction, oxidative stress and uncoupling of nitric oxide
synthase (NOS). We propose that another possible event linked to low availability of NO’
is the increased activity of the enzyme arginase, which is an enzyme that competes with
nitric oxide synthase (NOS) for the substrate L-arginine, as shown by reports from other
diseases with hypertension. The aim of this study was to evaluate the activity of the
enzyme arginase and its relationship to oxidative stress. This involved four groups of
women: 1) Healthy volunteer (HV) with Body Mass Index (BMI) of 18.5 to 24.9 Kg/m?, 2)
Obese 1 (O1) with BMI of 30 to 34.9 (grade 1), 3) Normal pregnant (NP) women and 4)
Pregnant women with preeclampsia (PE). Group 3 and 4 pregnancy week 20 to 40. The
PE group was caught in the emergency room with blood pressure of 140/90 mmHg and
proteinuria of 0.3 g of protein in urine for 24 hours in 2 mediations with an interval of 6
hours. The ages of all participants were between 20 and 30 years without any treatment.
They provided a blood sample for plasma, which determines the arginase enzyme activity
and damaged was also determined by oxidative stress to lipids by the method of 1-methyl-
2-phenylindole and protein quantifying carbonyl groups as a marker of antioxidant
defense total SH groups were quantified, also was realized the quantification of
nitrite/nitrate. To analyze the results we used ANOVA with post hoc test of Bonferroni.
The results were expressed as mean + EE and were considered significant at p< 0.05.
Where the results showed that all PE patients were obese compared with NP. We also
detected that the Ol and PE patients showed similar values for arginase activity, less
activity was found in the O1 and PE (0.30 £ 0.04 and 0.31 + 0.04 nmol/mg protein/minute,
respectively) than in HV and NP (0.42 + 0.04 and 0.45 * 0.05, respectively). From
Interesting way, there was a similar pattern in the total SH group (3.94 £ 0.71 and 4.29 +
0.39 nmol/mg protein, respectively) however, these values were lower than HV and NP
(6.19 + 0.37 and 5.91 * 0.43, respectively), which may be due to oxidative characteristics
of obesity that preeclamptic patients enrolled. This decrease in SH concentration could be
due to its nitration by peroxynitrite resulting nitrosothiols. Taken together our results
support the role of oxidative stress in preeclampsia and its close relationship with obesity.
So, this work opens the possibility of creating preventive strategies, It's for this, that more

studies are needed in this subject.
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I. INTRODUCCION
I.1. Trastornos Hipertensivos durante el embarazo.

Dentro de las enfermedades relacionadas con el embarazo, parto y puerperio, los trastornos
hipertensivos del embarazo, en México ocuparon la primer causa de mortalidad materna en
el 2005 Otz 2008) sequida por las complicaciones hemorragicas. Segun el “Comitte on
Terminology of The American College of Obstetricians and Gynecologists” (ACOG)
constituyen de un 10 a un 15% de todos los embarazos; estos trastornos se agrupan en 4
categorias a saber: 1. Hipertension Gestacional; Il. Preeclampsia-Eclampsia; IlI.
Hipertension Arterial Crénica y por ultimo; 1V. Preeclampsia sobreafiadida a Hipertension
Cr(')nica (Ruiz et al., 2007; Meher et al, 2008).
I.1.a. Clasificacion

La clasificacion de la hipertension en el embarazo fue propuesta al principio por el ACOG
en 1972, después fue modificada por el National High Blood Pressure Education Program

(NHBPEP) Working Group en el afio 2000 y ahora es la clasificacion més utilizada e«

al, 2003)'
l. Hipertension Gestacional:
Se define como la presencia de cifras tensionales elevadas (PAS>140 mmHg y
PAD > 90 mmHg), sin proteinuria ni otros signos de preeclampsia, en una
paciente previamente normotensa, detectada durante o después de la semana 20
de gestacion. La presion arterial vuelve a la normalidad, por lo general, en los
primeros 12 dias posparto (Sal et al. 2003 Zamorski et al. 2001) ) 5 hjpertension
gestacional ocurre del 6 al 7 % de los embarazos. Del 15 al 25% de estas
pacientes pueden evolucionar a preeclampsia ¢1ae 2008)
Il.  Preeclampsia-Eclampsia
Se define como hipertension arterial después de la semana 20 de gestacién en una mujer
previamente normotensa asociada con proteinuria. El edema actualmente no es
considerado como un criterio diagnéstico de preeclampsia, ya que es un signo inespecifico
y esta presente en muchas embarazadas normales (RoPerts etal 2003).
La Preeclampsia-Eclampsia a su vez se divide en las siguientes categorias (ver anexo 1)
(Romero et al, 2009):
v" Preeclampsia Leve
v" Preeclampsia Severa

v" Sindrome de HELLP (H: Hemolisis, E: Enzimes elevated,
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L: Liver, L: Low, P: Platelets)
v Eclampsia
En cuanto a la medicion de la presion arterial y proteinas en orina, estas deben ser tomadas
por lo menos 2 veces con una diferencia de 6 horas entre cada una de ellas, con la paciente
en reposo en un lapso no mayor de 7 dias, y para ser valida las proteinas en orina no debe
presentar la paciente infeccién de vias urinarias.
I1l.  Hipertension Arterial Cronica (V191l-De Gracia etal, 2009)
Se divide en:
A. Hipertension Cronica Pregestacional. Hipertension 140/90 mmHg,
Conocida o diagnosticada antes del embarazo
B. Hipertension Cronica Gestacional. Hipertensi$n140/90 mmHg.
Diagnosticada por primera vez en las primeras 20 semanas de embarazo.
C. Hipertension Cronica Posparto. Hipertensidn 140/90 mmHg, que
persiste luego de 12 semanas del parto o cesarea
IV. Preeclampsia sobreafiadida a Hipertension Cronica
Definida como el desarrollo de Preeclampsia-Eclampsia en pacientes con
hipertension arterial cronica preexistente. Este diagnostico puede ser muy dificil
de efectuar en pacientes con hipertension cronica, particularmente en pacientes
con nefropatia.
El diagnostico sera considerado en mujeres con hipertension arterial cronica y
sin proteinuria antes de las 20 semanas, si existe un descontrol subito de presion
arterial (previamente estable) con protetidfia mg/24 horas, o
trombocitopenia o elevacion de las enzimas hepaticas o sintomas de
vasoespasmo persistente (¢amorski etal, 2001)
En mujeres con hipertension crénica y con presencia de proteinuria previa antes
de las 20 semanas, podra considerarse diagndstico cuando aparezca elevacion
subita de la presion arterial, aumento de proteinuria, sintomas persistentes de

vasoespasmo, elevacion de enzimas hepéticas o trombocitopenia P2 €t a.2000),

1.2. Preeclampsia
I.2.a. Definicion
La preeclampsia (PE), se define como hipertension arterial después de la semana 20 de

gestacion, en una mujer previamente normotensa asociada con proteinuria (8" étal. 2008)
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1.2.b. Epidemiologia

La preeclampsia se observa en un 5-10% de todos los embarazos, de este porcentaje el
94% corresponde a preeclampsia leve, 3.75% a preeclampsia severa y 1.75% a eclampsia.
En Meéxico, no se han publicado casos sobre morbilidad por preeclampsia-eclampsia, pero
existen datos procedentes de sistemas nacionales e institucionales de informacion que
resultan ilustrativos al respecto. Por ejemplo en el periodo de 2003-2007, la Secretaria de
Salud informa una morbilidad hospitalaria de 3.75% para los trastornos hipertensivos del
embarazo en su conjunto (Vélazco etal. 2009)

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), informé que durante el periodo de 2000-
2003 tuvo una morbilidad hospitalaria de 2.9%. Por lo que respecta a la morbilidad para
eclampsia, la mayoria de los valores se encuentran entre 0.1% y 0.6%(elazc0 etal, 2009),

La diferencia de la informacion se debe a que los estudios se han realizado en poblaciones
distintas y a los criterios que se utilizan.

En México, de las diferentes causas de muerte materna en 2007, 25.3% se atribuyen a los
distintos trastornos hipertensivos durante el embarazo ademas de edema y proteinuria; las
hemorragias son causantes de 24.3%; los abortos, las infecciones puerperales y los partos
obstruidos causan 7.4, 2.6 y 1.3%, respectivamente. Estos padecimientos son responsables
de méas de 60% de las defunciones maternas. El resto, 39.1%, se debe a otras causas

obstétricas indirectas (SSA 2003-2008)

Mortalidad Materna, 2007

Partos
Obstruidos
1%

Infecciones
Hemorragia Abortos Puerperales
obstetrica 8% 3%

24% _\

Causas
Obstetricas
Indirectas

39%

Trastornos
Hipertensivos
durante el
Embarazo
25%

Figura 1. Mortalidad Materna estimada al afio 2007 (SSA, 2003-2008)

Los sistemas nacionales de informacién en salud revelan que el riesgo de muerte mas

elevado lo presentan las mujeres mayores de 35 afios, cuya tasa especifica de mortalidad
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cuadruplica el de las mujeres menores de 20 afios. Esto parece indicar que si bien la PE se
presenta con mayor frecuencia en las primigestas jovenes, la letalidad de la complicacion

es superior cuando afecta al embarazo en mujeres mayores de 35 afios (-ukeetal 2007),

I.2.c. Complicaciones

Dentro de las principales complicaciones maternas de la preeclampsia severa se encuentran
las siguientes P et &l 2009): gingrome de HELLP (10-20%), Coagulacion Intravascular
Diseminada (CID) (10%), Edema Agudo Pulmonar Cardiogénico (2-5%), Insuficiencia
Renal Aguda (1-5%), Desprendimiento Prematuro de Placenta Normoinserta (DPPNI) (1-
4%), Eclampsia (<1%), Insuficiencia Hepéatica 0 Hemorragia (<1%), Accidente Vascular
Cerebral, Edema Cerebral y por ultimo Insuficiencia Cardiaca. Con estos datos; la
gravedad y la naturaleza multisistémica de este sindrome quedan ejemplificadas.

En cuanto a las complicaciones neonatales se encuentran: parto prematuro (15-67%),
Retraso en el Crecimiento Intrauterino (RCIU) (10-25%), muerte perinatal (1-2%), lesiones

neuroldgicas por hipoxia (<1%) y bajo peso al nacer (1P étal. 2005)

1.2.d. Factores de Riesgo.

En el siguiente cuadro se sefialan los factores de riesgo que se deben identificar en cada
paciente. (Morgan et al, 2010; Barton et al, 2008):

Tabla 1. Factores de Riesgo en Preeclampsia.

Preeconcepcionales Enfermedades Médicas Asociadas al Embarazo
Preexistentes
v Nuliparidad (~70) v Hipertensiéon  Arterial v' Edad Materna mayor de
v Primipaternidad Cronica (15-50%) 40 afios (10-20%)
v' Exposicién corta al v' Diabetes Mellitus v" Obesidad (10-15%)
semen (10-35%) Pregestacional (10- v' Embarazo Mdltiple (8-
v" Donacion de semen y 35%) 20%)
embrion (10-35%) v' Anticuerpos v" Mola Hidatiforme e
v' Historia de resultado antifosfolipidos  (11- hidrops fetal
perinatal adverso 48%) v Infecciones
v/ Historia previa de v" Nefropatias  Croénicas v Hipertensién
preeclampsia (15-65%) (25-50%) Gestacional (15-46%)
v/ Historia familiar de v" Malformaciones
preeclampsia. (10-15%) Congénitas y
v"Intervalo entre cromosomopatias
nacimientos

Modificado Morgan-Ortiz, 2010
La mayoria de los casos con preeclampsia ocurre en mujeres nuliparas, el resto de los casos

sucede en mujeres con ciertos factores de riesgo como embarazo mdltiple, historia previa
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de preeclampsia, edad mayor de 40 afios, obesidad o enfermedades médicas preexistentes
como hipertension arterial cronica, nefropatias, entre otras.

En cuanto a la nuliparidad tiene casi 3 veces mas riesgo de desarrollar preeclampsia (RR
2.91 a 95%) y por lo general son mujeres que tienen alguna enfermedad pre-existente
como hipertension arterial. Una tasa incrementada de preeclampsia frente a la exposicién
de novo de antigenos paternos sugiere una etiologia autoinmune.

El antecedente de haber presentado preeclampsia anteriormente, eleva siete veces el riesgo
de presentarla de nuevo (RR 7.19 a 95%). En cuanto a la edad materna mayor de 40 afos
tiene un riesgo incrementado de padecerla (RR 1.96 a 95%).

La obesidad es un factor de riesgo importante, en el embarazo temprano las pacientes
obesas tienen un riesgo mayor de aborto espontaneo (RR 1.77 a 95%) y anomalias
congénitas fetales, como defectos del tubo neural, espina bifida y onfalocele; en la segunda
mitad del embarazo pueden presentar diabetes gestacional, hipertension arterial vy
trastornos lipidicos (@ 2007 " Esta descrito que las pacientes obesas y con obesidad
morbida tienen 2.5 y 3.2 veces mas de riesgo de desarrollar hipertension gestacional y 1.6
y 3.3 veces mas de desarrollar preeclampsia respectivamente. Por lo tanto, la obesidad es
un factor de riesgo definitivo para preeclampsia, incrementandose este riego conforme
aumenta el IMC; ademas, la obesidad esta relacionada con resistencia a la insulina, que
también es un factor de riesgo para preeclampsia. Las tasas de hipertension gestacional,

preeclampsia, diabetes gestacional y macrosomia estan incrementadas en la obesidad %"

et al, 2001; Lu et al, 2001).

I.2.e. Cuadro clinico

La preeclampsia es un sindrome con manifestaciones clinicas y de laboratorio heterogéneo.
Los hallazgos clinicos pueden manifestarse como sindrome materno (hipertension y
proteinuria, con o sin manifestaciones multisistémicas) y/o sindrome fetal (retraso en el
crecimiento intrauterino (RCIU), oligohidramnios) (2rton etal 2008; Sibai etal, 2005)

La hipertension arterial en el embarazo se define como una presion sanguinea sistolica,
mayor o igual de 140 mmHg o una diastolica, mayor o igual de 90 mmHg, o ambas, por lo
menos en dos registros con un minimo de diferencia de cuatro a seis horas entre uno y
otro, en un lapso no mayor de siete dias (Ba"on etal. 2008; SSA, 2007)

Diversos factores estdn implicados en la fisiopatologia de la hipertension arterial. El

elemento basico es la disfuncion endotelial y la ruptura del equilibrio entre los factores
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vasoconstrictores (endotelinas) y los vasodilatadores (6xido nitrico, factor hiperpolarizante
derivado del endotelio) (Veoner: 2010),

La presion arterial sistémica media (PAM) estd determinada por el gasto cardiaco (GC) y
las resistencias vasculares periféricas (RP) y responde basicamente a la ecuacion: PAM =
GC x RP. El GC depende del volumen sistolico y de la frecuencia cardiaca (FC). A su vez,
el volumen sistolico varia segun la contractilidad cardiaca y el retorno venoso. Por su
parte, las RP estan reguladas por sistema nervioso autonomo, regulacion de sodio, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) en donde la Angiotensina Il es un
potente agente vasoconstrictor y es el principal determinante del mantenimiento de la
HTA, otros son las prostaglandinas, factor natriurético atrial.

Las acciones de la angiotensina Il incluyen: contraccion del musculo liso vascular arterial
y venoso, estimulacion de la sintesis y secrecion de aldosterona, liberacion de
noradrenalina en las terminaciones simpaticas, modulacion del transporte del sodio por las
células tubulares renales, aumento del estrés oxidativo por activacion de oxidasas NADH,
estimulacion de la vasopresina/ADH, incremento de la produccion de endotelina (ET1) y

(Wagner, 2010) '35 endotelinas que son

de prostaglandinas vasoconstrictoras (TXA2, PgF2a)
factores vasoconstrictores locales muy potentes, cerca de 10 a 100 veces mas poderosos
qgue la angiotensina Il. La ET1 ejerce diversas acciones: sobre el tono vascular, la
excrecion renal de sodio y agua y la produccién de la matriz extracelular (Sehrin. 2005)

La proteinuria, se define como la presencia de 300 mg o mas de proteinas en una
coleccién de orina de 24 horas. Si no esta disponible este estudio, podra considerarse,
proteinuria con 30 mg/dl 0 mas (1+ en la tira reactiva) en 2 muestras de orina al azar con
diferencia de 6 horas entre cada una en un lapso no mayor de 7 dias, sin evidencia de
infeccion de vias urinarias P& et @ 2005 SSA 2007) 1) a5 tiras reactivas tienen un valor
predictivo muy bajo vy altas tasas de falsos positivos por lo que es recomendado confirmar
la proteinuria significativa con una coleccién de orina de 24 horas (Airldi etal, 2007,

La proteinuria es considerada una caracteristica importante de la preeclampsia, sin
embargo, su presencia no debe considerarse como obligatoria para establecer el
diagndstico, ya que puede presentarse tarde en el curso clinico de dicha enfermedad (Ai™'di &
al, 2007).

El edema ya no es considerado como un dato necesario para el diagndstico ya que es un
signo comun en el embarazo normal hasta en el 50% de los casos, principalmente en

extremidades inferiores. Hasta un tercio de las pacientes con eclampsia no tienen edema
(Roberts et al, 2003)



@59 Introduccion @

El Nacional High Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood
Pressure in Pregnancy recomienda que cuando se eleve la tension arterial, aun cuando no
se demuestre proteinuria, si se acompafa de cefalea, vision borrosa, dolor abdominal o
anormalidades en las pruebas de laboratorio (principalmente plaquetopenia o incremento

de la enzimas hepéticas) se debe considerar como muy probable preeclampsia Ferala et al

2006)

Entre los afios 1999 y 2000 Martin y colaboradores, encontraron que los sintomas mas
frecuentes en pacientes preeclampticas son las nauseas con o sin vomito y el dolor
epigastrico o en hipocondrio derecho. Hacen referencia también a acufenos, fosfenos,

cefalea e hiperreflexia, que se relacionan con vasoespasmo con o sin alteracion neuroldgica
(Peralta et al, 2006)

1.2.f. Diagndstico.

Es necesario determinar biometria hematica completa, creatinina sérica, acido drico,
bilirrubinas, albumina sérica, uroanalisis, tiempo de protombina y tiempo parcial de
tromboplastina (Peralta et al, 2006)

Los valores de Hb y Hto pueden incrementarse a causa de un hemoconcentracion o en los
casos mas graves puede haber anemia secundaria por hemolisis y a menudo hay
trombocitopenia. El &cido Urico suele exceder los 6 mg/dl. La creatinina serica puede estar
normal (0.8 a 1.2 mg/dl) pero puede elevarse en la preeclampsia grave. La deshidrogenasa
lactica puede ser muy alta, debido a hemdlisis o lesion del higado. EI EGO revela
proteinuria y en ocasiones cilindros alcalinos.

Muchas de las alteraciones bioquimicas de las pacientes con preeclampsia se explican por
la disminucién relativa del volumen circulante que presentan, como consecuencia de la

reduccion de la presién oncética plasmatica Ruiz étal 2007)

Critérios Diagndsticos para Preeclampsia leve 4 2007);

1. Hipertension Arterial: presion arterial sistélica> 140 mmHg y/o presion
arterial diastélica> 90 mmHg em uma mujer previamente normotensa,
después de la semana 20 de gestacion. Son necesarias por lo menos 2 tomas
con diferencia de 6 horas entre cada una con. La paciente en reposo en un
lapso no mayor de 7 dias.

2. Proteiuria. > 300 mg en una recoleccion de orina de 24 horas, o > 30 mg/dl
(1+) en 2 muestras de orina tomadas al azar con diferencia de 6 horas entre

cada una, pero en un lapso no mayor de 7 dias.
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3. Sin evidencia de compromiso multisistémico o de vasoespasmo persistente.

Son necesarios 1 0 mas de los siguientes critérios para considerar el diagnéstico de
Preeclamspia Severas 2007 .

1. Presencia de tension arteriab 160 mmHg y/o 110 mmHg en 2 ocasiones por lo
menos con un minimo de 6 horas de diferencia.
Proteinuria > 2 g en orina de 24 horas.
Oliguria: diuresis < 500 ml em 24 horas
Creatinina sérica > 1.2 mg/dl
Transtornos cerebrales graves persistentes o alteraciones visuales
Edema agudo pulmonar
Dolor epigastrico o en cuadrante superior derecho del abdomen.
Disfuncion Hepatica (TGO o TGP > 70 UI)
Trombocitopenia (Cuantificacion de Plaquetas < 100,000/mm3)

© © N o g~ w N
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o

. Coagulacion Intravascular Diseminada

[EEN
[EEN

. Cianosis

[EEN
N

. Retraso en el Crecimiento Intrauterino (RCIU)

1.2.g. Etiologia.

Un aspecto que ha contribuido significativamente a la persistencia de la enfermedad, es
que no existe una explicacion aceptada universalmente acerca del origen de la enfermedad.
La complejidad del proceso patologico y la diversidad de indicadores socio
epidemiolédgicos, clinicos, bioquimica y molecular, que de algin modo se relacionan con la
enfermedad, ha determinado lo infructuoso de los estudios realizados para identificar las
variables causales. En esto ha influido la falta de conocimiento de todos los procesos que
intervienen y de la forma en que interactian para desencadenar la expresion clinica de la
enfermedad (S2vader. 2009)

Existen varias teorias que tratan de explicar la etiopatogenia de la preeclampsia, entre las
que se encuentran: placentacion anormal, disfuncion endotelial y estrés oxidativo. Estas
teorias no son necesariamente excluyentes entre si, y la etiologia de la preeclampsia

pudiera resultar de una combinacion de todas ellas.

v Placentacion anormal
La preeclampsia, se cree que se debe a un defecto en la invasion del trofoblasto, a pesar de

que la invasién es suficiente para anclar al embridn, no es suficiente para convertir su
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totalidad de las arterias espirales en canales de baja resistencia, esta conversion incompleta
da lugar a la retenciéon de musculo liso dentro de sus paredes, por lo que la vasoreactividad
persiste en el 30-50% del lecho vascular de la placenta, conduciendo a una perfusion
disminuida (auniaux. 2006)

Durante la placentacion normal, las células citotrofoblasticas extravellosas en las primeras
semanas de gestacion, colonizan la decidua y el miometrio adyacente del lecho placentario.
Este torrente citotrofoblastico en los vasos espirales, destruye y finalmente reemplaza el
endotelio de los vasos maternos. El proceso continda por la invasion de las paredes
arteriales, donde también destruyen la estructura elastica muscular de los vasos maternos.
Después, entre las 14 y 16 semanas de gestacion, hay una segunda migracion trofoblastica
endovascular; dentro de este tiempo la porcion intramiometrial de las arterias espirales, se
extiende desde su origen hacia los vasos radiales. Al final del proceso las paredes gruesas
de los vasos maternos son convertidas en vasos conductores uteroplacentarios,
desprovistos del componente muscular. Estos vasos remodelados son capaces de dilatarse
pasivamente y acomodarse al incremento del flujo sanguineo para el desarrollo del
embarazo normal y no responde a estimulos hormonales o neurogénicos en el sentido de
proteger al feto (Rojo et al, 2003; Chamy et al, 2006).

Existen muchas evidencias que apoyan que el fallo de este proceso normal de placentacion
ocurre en mujeres destinadas al desarrollo de la preeclampsia, mucho antes del
desencadenamiento del sindrome clinico. En estas mujeres, una porcion significativa de
arterias del lecho placentario muestran una ausencia completa de trofoblasto endovascular.
Ademaés, hay un fallo completo del trofoblasto para avanzar en la porcion miométrica de
los vasos, los cuales resultan en la persistencia de su pared muscular, potencial para la
vasoconstriccion y restriccion del flujo sanguineo materno de la placenta, o que puede
interferir en el paso de los alimentos y oxigeno al feto, por lo que puede inhibir el

crecimiento del mismo y que el nifio nazca prematuro Meneretal. 2000,

' Disfuncion endotelial

Las células endoteliales vasculares constituyen un organo estructuralmente simple, pero
funcionalmente complejo que regula procesos tan diversos como la homeostasis,
fibrindlisis, inflamacion, presion arterial, metabolismo de las lipoproteinas y la
angiogenesis, y de esta forma juega un papel fundamental en la homeostasis del sistema
vascular. Las alteraciones que se presentan en uno o mas de estos fendmenos fisiologicos

es lo que se conoce como disfuncién endotelial (Aeosta etal 2006)
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DISFUNCIGN ENDOTELIAL

Figura 2. Disfuncién Endotelial (Acosta et al, 2006)

La alteracion de la relajacion dependiente del endotelio debido a la disminucién de la
sintesis y/o de la biodisponibilidad del 6xido nitrico, constituye a la vez, el fendbmeno mas
temprano y la mas importante caracteristica de la disfuncion endotelial (© comnell et al. 200
Chartterjee et al, 2008)  Hay 2 mecanismos fundamentales para la baja bioactividad de NO":
sintesis disminuida y un incremento en la inactivacién oxidativa por especies reactivas de
oxigeno (Bode-Boger et al, 2007).

La preeclampsia es un trastorno mulsistémico que se asocia con disfuncion endotelial y
deficiencia de Oxido nitrico, pero las pruebas para apoyar esta indicacién son

contradictorias (ener etal, 2007),

> Oxido Nitrico

= Estructura y Funcion
El NO" es una molécula pequefia compuesta por 2 4tomos, uno de nitrégeno y otro de
oxigeno, el oxigeno tiene 8 electrones y el nitrégeno tiene 7 electrones - et @l 2009 "o |5
molécula de NO el numero de oxidacion del N es +2. Su estructura de Lewis es la que se

muestra en la siguiente formula y muestras las estructuras de resonancia:

M- + 10 MO

¥ = - +
N:.O N:: O N::O
El &tomo de N contiene un electron desapareado, por tanto, el NO presenta propiedades
paramagnéticas, radicalarias. El orden de enlace es de 2,5. La longitud de enlace de 1,151
A, la fuerza de enlace de 1.840 cm(Centelles etal, 2004)
El electron desapareado del NO se encuentra situado en un orbital ©,* wy*. Al ser un orbital

antienlazante el electron es labil. Al perder el electrén y formar NO™ el orden de enlace de

10
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la molécula aumenta y pasa de 2,5 a 3. La facilidad con que el NO se oxida tiene gran
importancia en su funcion en los sistemas bioldgicos.
El NO" es un gas lipofilico (Cheteriee etal. 2008) go vjjda media breve (6-10 seg.) ®rave et &l 2000),
El NO® es una molécula apolar que se particiona bien en medios hidrofébicos, lo que le
permite difundir a través de membranas bioldgicas, por lo que funciona en muchas
ocasiones como mensajero intracelular, que puede difundir rapidamente de un tipo celular
a otro, por mecanismos pasivos Rl ¢tal. 2003,
El NO" cumple una serie de funciones relacionadas con la homeostasis del sistema vascular
como: la regulacién del tono de los vasos, inhibicién de la agregacion plaquetaria,
inhibicion de la adhesion y trasmigracion leucocitaria, asi como la ordenacién de la
proliferacion y migracion de ceélulas musculares lisas, neurotransmision, entre otras
(Kawashima et aI,2004)'
El NO" posee una accién antiinflamatoria importante, a la vez que tiene la capacidad de
promover la disfuncion celular y tisular a través de un efecto proinflamatorio, asi pues un
exceso de oxido nitrico es citotdxico, parte su toxicidad es debida al anion superdxido con
el que reacciona para dar lugar a peroxinitrito, que no es un radical, pero si un
intermediario altamente oxidante que puede protonarse y descomponerse con facilidad de
modo que es altamente reactivo. Es capaz de inducir la peroxidacion lipidica, interferir con
la sefializacion celular por nitracion de residuos de tirosina, oxidar grupos tioles y
guanosinas, de degradar carbohidratos, fragmentar ADN(cita).
» Enzima éxido nitrico sintasa ( NOS)

El NO" es sintetizado enzimaticamente por uma familia de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintasas (NOS), de las cuales existen 3 diferentes variedades y son altamente
homologas en su estructura primaria:

1. Oxido Nitrico Sintasa Neuronal (nNOS o tipo ).

2. Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS o tipo I1).

3. Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (eNOS o tipo I11).
Estas tres isoformas de la NOS, difieren tanto en su ubicacion como en su regulaciéon y en
su funcion fisioldgica: la isoforma neuronal (nNOS) se expresa constitutivamente en las
neuronas del cérebro y en el sistema nervioso entérico; la isoforma endotelial (eNOS), la
cual tambien es constitutiva y esta confinada a las céulas endoteliales y plaquetas; y su
expresion esta alterada en muchos tipos de enfermedad cardiovascular tal como

r](Chartejje et al, 2008)

aterosclerosis, diabetes e hipertensio y por ultimo la isoforma inducible

(iINOS) que se expresa en respuesta a algunos estimulos inflamatorios como productos

11
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bacterianos (endotoxinas), citocinas y mediadores lipidicos y no depende de un incremento
en la concentracion de calcio, en comparacion con nNOS y eNOS que son calcio-
dependientes(T™utu et & 2009 g vez activada la INOS puede producir grandes cantidades
de NO" por periodos prolongados, este incremento sostenido en los niveles de NO
funciona como un mecanismo de defensa del organismo, sin embargo en ciertas
situaciones puede tornarse peligroso y causar dafio en algunos tejidos (Maldonado etal, 2008)

Las isoenzimas NOS tienen distintos patrones de localizacion subcelular, que
probablemente esten involucrados en la regulacion de la actividad de NOS, por ejemplo la
eNOS se asocia a la caveola en regiones localizadas en la membrana plasmatica, esto
permite una modulacion eficiente de la actividad de la eNOS a traves de los cambios
locales producida por el flujo de célcio a traves de la membrana, la nNOS se asocia
principalmente al reticulo endoplasmico rugoso y las membranas postsinapticas en el
cérebro y con el sarcolema del musculo esquelético, como en el caso de eNOS, se cree que
la localizacién subcelular de nNOS cerca de los canales de calcio permite una regulacion
precisa de la actividad. A diferencia de la nNOS y eNOS, INOS es principalmente
citosolica, aunque hay informe de su asociacién con vesicula de membrana de los
macréfagos V! & &l 19%)

= Sintesis de Oxido Nitrico

La eNOS sintetiza el NO" a partir de L-arginina, es un proceso de oxidacion-reduccién en
el que el atomo de nitrégeno del grupo guanidinio de la arginina se oxida de -3 a +2 (el
estado de oxidacién formal del carbono no varia). El agente oxidante es el oxigeno
molecular, cuyo estado de oxidacion pasa de 0 a —2. El proceso es complejo y requiere la

H (Centelles et al, 2004)

participacién de un segundo agente reductor el NADP . La reaccion

transcurre en 2 etapas con formacion del intermediario N°-hidroxi-L-arginina ot ¢ a

2006) ‘e cual es un potente inhibidor de la enzima arginasa " 2°04).
NoH NH HzN N OH HN 0
NADPH NADP* 1/2 NADPH 1/2 NADP*
L-arginina N hldroxl L-arginina L-citrulina

Figura 3. Reaccion de la NOS, que produce NO y Citrulina a partir de arginina(cemenes etal, 2004),

12
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Los cofactores requeridos son la tetrahidrobiopterina (BH4), la flavina adenina
mononucleétido (FMN) y la flavina adenina dinucleétido (FAD). Ademas, la enzima
contiene sitios de enlace para el grupo hemo y la calmodulina, siendo ambos esenciales
para su actividad. Después del enlace de la calmodulina cargada de calcio con la eNOS
entre el dominio reductasa COOH-terminal y el dominio oxigenasa NH2-terminal de la
enzima, los electrones son donados por el NADPH en el dominio reductasa, estos a su vez,
son subsecuentemente transportado por intermedio del dominio del enlace a la calmodulina
hacia el dominio oxigenasa que contiene el grupo hemo, lo cual resulta en la formacién de

los productos enzimaticos citrulina y NO* (Acostatal. 2006),

N—[Arg Hemo BH, | CaM |FMM FAD MADPH :.—:
LN

; \ J
Dominic oxigenasa Diominio reductasa

En su forma cataliticamente activa las NOS son dimeros, este se forma en presencia de
grupo hemo, BH, y L-arginina. La dimerizacion de la NOS es esencial para su actividad,
porque permite que ocurra la transferencia de electrones desde el dominio reductasa de un
mondmero al dominio oxigenasa del otro, este dominio contiene el centro catalitico de la
enzima. La dimerizacion ocurre por interaccion de los dominios oxigenasa a traves del
cofactor BH4. Tanto L-arginina como BH,; promueven la formacion del dimero y lo
estabilizan, por lo tanto bajas concentraciones de alguno de ellos desacopla la enzima y en
esas condiciones se produce radical superéxido. La sintesis de NO® depende de la unién de
la NOS a la proteina calmodulina. Para unir calmodulina y en consecuencia activarse,
eNOS y nNOS requieren aumentos del Ca*" intracelular (Vitone etal. 2007)

Diversos mediadores como: bradicinina, ATP, acetilcolina, catecolaminas, angiotensina Il,
vasopresina, sustancia P, histamina, etc. estimulan la sintesis endotelial de NO°, ademas de
las Ilamadas fuerzas de cizallamiento que es el principal factor fisico para la liberacién de
NO’ por las células endoteliales, que una vez producido difunde a través de las membranas
hasta llegar a las células del mdsculo liso, donde activa la guanilato ciclasa, con la
consecuente produccion de GMPc, que participa en la activacion de las bombas de calcio
en el sarcoplasma, resultando un secuestro de calcio y su disminucion intracelular, con lo
que el musculo liso se relaja o0 &2l 2003)

La baja produccion de 6xido nitrico puede deberse a: deficiencia en el sustrato L-arginina,
deficiencia en los cofactores necesarios para la actividad normal de eNOS, como el ion

calcio y BH,4, acumulacion de dimetilarginina asimétrica (ADMA) -un inhibidor endégeno
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de eNOS -, y por una presencia de alteraciones polimdrficas de la eNOS que resultan en
una baja actividad de la enzima (-opez-Jaramillo et al, 2008)

Bajo ciertas circunstancias, eNOS puede generar superéxido en lugar de NO* (Vézauez-Vivar et
al. 19%) fenémeno que se debe fundamentalmente a la disminucion de las cantidades de su
cofactor BH4, denominado desacoplamiento de la oxidaciéon de NADPH en la sintesis de
NO* (Pouetal 1999) ) 4 generacion de superéxido es mediada a través del grupo hemo de su
dominio de oxigenasa y es dependiente de la presencia de su sustrato arginina, y su
cofactor BH4. Cuando la concentracion de alguno de estos dos ultimos es relativamente

baja, eNOS genera SUperéxido (Wever et al, 1997).

Reductase Domain

Diabetes mellitus

Hypertension -

Atherosclernsis HOOC mng rFADj A [

Chrenic smoking ' 9 o

Nitrate tlerance 0 ) FJJ
"*a,__‘_\___._'__,_/

y FAD |NiADPH-COOH  Uncoupled NOS

Figura 4. Esquema que muestra el flujo de electrones en la eNOS acoplada y desacoplada ™"z 200%)

Tanto el NO' como el superéxido son radicales libres. Cuando estos dos Ultimos son
expuestos el uno al otro, experimentan una reaccién que procede a una velocidad de 6,7 x
10° Mgt (Acostaetal, 2008) Eqta o5 una velocidad aproximadamente tres veces mas elevada
que aquella a la que se desarrolla la reaccion entre superoxido y superoxido dismutasa
(SOD) (Chartteriee et al, 2008) ‘e 9] forma, que en un compartimiento en donde existan tanto
NO’, como superdxido y SOD, el superdxido es susceptible de reaccionar con cualquiera
de los otros compuestos, dependiendo de las concentraciones a las que se encuentren estos
altimos. Los resultados de diversos estudios apoyan el papel del superéxido como el
elemento esencial en la disminucién de la biodisponibilidad del NO" durante los estados de
estrés oxidativo “costa etal. 2000)
v' Estrés oxidativo

Se considera al concepto de estrés oxidativo, como el desequilibrio entre las especies
oxidantes y antioxidantes, en el cual abundan las primeras &% e & 2008) o comparacion

con la situacion establecida como normal.
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> Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno

Los radicales libres se clasifican por grupos o por familias dependiendo del atomo o
especie quimica que este relacionada su procedencia: Especies Reactivas del Oxigeno
(ERO) y Especies Reactivas del Nitrogeno (ERN). Bajas concentraciones de ERO
estimulan el crecimiento de las células, incluso de las bacterias y de otros
microorganismos. ElI H,O, y el NO°, funcionan como sefiales que determinan respuestas
fisioldgicas de adaptacion al medio ambiente. Finalmente las ERO son indispensables para
la diferenciacion celular y para la muerte celular programada 12"9-2099) | a5 ERO y ERN
son las responsables de generar muchas patologias humanas. Durante el metabolismo
celular se generan normalmente las especies reactivas de oxigeno, como el superdxido (O
"), peréxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (¢OH). Estas especies tienen una
capacidad oxidante mayor que el O, por lo que su presencia en las células puede generar
dafios importantes, sin embargo las células cuentan con un gran repertorio de mecanismos
antioxidantes que permiten su eliminacién o previenen su formacion (Feraza e al. 2008) ) 5
ERN mas importante es el Oxido Nitrico (NO"), a partir del cual se forman otras especies
como el anion peroxinitrtito (ONOO ), anion nitroxilo (NO ), y el dioxido de nitrégeno
(NOy).
Cuando el aumento del contenido intracelular de EROs sobrepasa las defensas
antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a
moléculas bioldgicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos.
A continuacion mencionaré algunas ERO y ERN:

> Superdxido (O;7)
Cuando el O, capta un electron éste se aparea con uno de los dos electrones libres de los
orbitales n* y forma a$ el O ,”, que es a la vez un anion y un radical. EI O, se produce
principalmente en la cadena respiratoria debido a que una parte de los electrones que pasan
por ella es captada por el O,. Esto ocurre principalmente a nivel de la ubiquinona
(Coenzima Q). Otra fuente importante de O,” es la actividad de la NADPH oxidasa, que
tienen la funcion especifica de sintetizarlo emPus et &l 2008) Tambigén la xantina oxidasa, la
lipoxigenasa y algunas peroxidasas inespecificas forman O,". En el hombre el 3% de su
hemoglobina se oxida al dia originando O," y metahemoglobina (asPerg. 2008)
El O," es poco reactivo, solo reacciona consigo mismo, con el hierro libre o el de los
centros hierro-azufre (Fe-S) de varias proteinas, con el NO°, los radicales fenoxilo, las

semiquinonas, los quinoles y con los difenoles (¢empus étal. 2006)
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El O,” es toxico para la célula en parte porque a partir de él se puede originar el oxigeno
singulete (*O,) y el radical hidroxilo (*OH). La dismutacién espontanea del O, genera ‘O,
(Koppenol et al, 1992; Pou et al, 1999).
El O, al reaccionar con el diéxido de nitrégeno (NO3") origina peroxinitrito (ONOO ) que
se descompone en (*0.)y nitrito (2NO, ). La vida media del 'O, en la célula en la que hay
muchos compuestos reducidos, es solo de 0.5 pseg.
La eliminacion del O,” es a través de las enzimas superoxido dismutasa (SOD). La
actividad de la SOD es muy eficiente (10° Mseg™) e independiente del pH (ansbera. 2008)
En todas las células de los mamiferos, incluyendo las células endoteliales generan anidn
superoxido que es inactivado por la SOD. EIl primer mecanismo para la baja disponibilidad
de NO’ se cree que es debido a su interaccidn con superédxido. Si los niveles de superéxido
incrementan significativamente, el NO" compite con la SOD por el superdxido y la
reaccion por NO' es aproximadamente 6 veces mayor que la dismutacion de superéxido
por SOD. Esta reaccion tiene un triple efecto; de acarreamiento de NO°, reduciendo su
biodisponibilidad y produciendo un potente oxidante el peroxinitrito (ONOO ). Una vez
formado el ONOO  puede modificar quimicamente los aminoacidos, acidos nucleicos,
proteinas y péptidos que contengan thiol oPrencletal. 1992) A niy fisiolégico de 7.4, 20% del
peroxinitrito es protonado para formar acido peroxinitrito (ONOOH) que se descompone
para formar diéxido de nitrégeno NO," y radical hidroxilo sOH (¢alvaetal 200D,

» Peroxido de hidrogeno (H20,)
El Peroxido de hidrogeno (H,0,) o agua oxigenada se forma cuando cada uno de los dos
electrones libres del O, se han apareado con un electrén de giro contrario.
La reaccion de las SOD produce la mayor parte del H,O, en las células. EI H,O, se puede
difundir a traves de compartimientos celulares, aunque también puede formar aductos con
algunos carbohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas. Es aun menos reactivo que el
O, y no interacciona con los compuestos como el NAD (P) H, los &cidos nucleicos, los
aminoéacidos de las proteinas, salvo algunos tioles particularmente reactivos.
No obstante, el H,O, es tdxico a concentraciones intracelulares por arriba de 1 uM debido
en parte a que puede formar *O, y *OH.
Cuando el H,0, acepta un electron desapareado, por ejemplo de un metal de transicion
como el Fe (1) o el Cu (I), entonces se fragmenta y forma el «OH y el ion hidroxilo (OH )
(Reaccion de Fenton). Este ultimo se protona para formar agua y el *OH interacciona con

cualquier compuesto vecing (¢"en9 étal. 2005)
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Algunas maneras de eliminar el H,O, son las catalasas monofuncionales ya que dismutan
el H,0, en O, y H,O y lo hacen con gran eficiencia. Las hemoperoxidasas reducen H,O,
en Hzo (Hansberg, 2008).
» Radical hidroxilo (*OH)

Tanto el O," como el H,O, son compuestos que interaccionan poco con los compuestos
celulares, sin embargo ambos son toxicos, en parte porque generan ‘0, y «OH.
El «OH es uno de los compuestos mas reactivos que existen. EI «OH no se puede difundir
porque interacciona rapidamente (10°M™seg™) y es capaz de reaccionar con todas las
moléculas que se encuentren a su alcance (Kewashima etal, 2004)
La mayoria de los dafios irreversibles en las proteinas son causados por el *OH, porque
reacciona con cualquier aminoacido en el sitio donde se origina. La cantidad de proteina
oxidada se puede medir determinando los carbonilos que se forman por la oxidacién de la
prolina y de la arginina y también por la ruptura de la cadena peptidica. Los carbonilos de
las proteinas purificadas se detectan por la formacién de la base Schiff con la
difenilhidrazina. Otra manera de medir la oxidacion de proteinas es determinando la
cantidad de ditirosinas. El «OH reacciona con la fenilalanina produciendo primero un
radical tirosilo y luego la dihidroxifenilalanina, 2 radicales tirosilo pueden formar una
ditirosina entre dos polipéptidos (Hanserg. 2008)
Los &cidos grasos poliinsaturados son mas susceptibles a la oxidacion con el *OH que los
saturados y los monoinsaturados, esto se debe a que los metilenos entre dos doble ligaduras
pueden perder facilmente un hidrégeno. La pérdida de un hidrogeno produce un radical en
el carbono. El radical puede migrar de un carbono a otro con lo cual hay un rearreglo de las
dobles ligaduras. En presencia del O, se origina un radical peroxilo. El peroxilo a la vez
puede tomar un hidrogeno alilico de otro lipido con lo cual se propaga la reaccion de
lipoperoxidacion. El grado de lipoperoxidacion puede determinarse por la cantidad de
dienos conjugados, por los aldehidos formados (malondialdehido, 4-hidroxi-2-nonenal)
(Hansberg, 2008).

e Especies Reactivas de Nitrogeno.
El NO® posee una accion antiinflamatoria importante a su vez que tiene la capacidad de
promover la disfuncion celular y tisular a través de un efecto proinflamatorio. Para
entender este doble efecto proponen que los efectos reguladores y antiinflamatorios del
NO’ ocurren cuando este ejerce una accion directa sobre una molécula bioldgica, lo cual
ocurre en condiciones fisioldgicas, en la que la produccién de NO' es baja. Sin embargo,

cuando las concentraciones de NO® aumentan, el NO® tiene efectos indirectos, a través de
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metabolitos derivados de él, pudiendo reaccionar con el oxigeno o con el superédxido, lo
cual ocurre en situaciones de inflamacion, asi pues, un exceso de NO" es citotéxico. Parte
de su toxicidad se cree que es debida al O, con el que reacciona para dar ONOO , que no
es un radical, pero si un intermediario oxidante que puede protonarse y descomponerse con
facilidad de modo que es altamente reactivo. Es capaz de inducir la peroxidacion lipidica
en lipoproteinas, interferir en la sefializacion celular por nitracion de residuos de tirosina,
oxidar grupos tioles y guanosinas, de degradar carbohidratos y de fragmentar ADN. La
reaccion del peroxinitrito con el CO, es la via méas importante por la que se descompone el
peroxinitrito in vivo, formando al final N,Os, que es un potente agente nitrante. Ademas de
las reacciones de oxidacion, el ONOO tiene la capacidad para nitrar compuestos
fenolicos en condiciones fisiologicas, como los anillos de tirosina. Los residuos de tirosina
son oxidados por los radicales derivados de ONOO formando el radical tirosilo, que a su
vez reacciona con el NO® para formar 3-nitrotirosina“""9 @l 2005),

» Defensas Antioxidantes
Halliwell, define como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente a bajas
concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion
de dicho sustrato. Es decir, se oponen a la accion del oxigeno y especies oxidantes o
cualquier sustancia que retarda o inhibe el dafio oxidativo.
Se conocen 3 tipos principales de antioxidantes:
Primarios: Previenen la formacién de nuevos RL, convirtiéndolos en moléculas menos
perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la formacion de RL a partir de
otras moléculas. Ej. Enzima superéxido dismutasa (SOD) que convierte el O,” en H,0; 0
la enzima glutation peroxidasa (GPx) que convierte el H,O, y los peroxidos lipidicos en
moléculas inofensivas antes de que formen radicales libres. Entre otras enzimas se
encuentran; catalasa, glutation reductasa, glutation S transferasa, proteinas que se unen a
metales (ferritina, transferrina y ceruloplasmina) limitan la disponibilidad del hierro
necesario para formar el radical «OH.
Secundarios. Capturan los RL, evitando la reaccion en cadena. Ej. Vitamina E 0 -
tocoferol, vitamina C o acido ascorbic@, -caroteno, &cido Urico, bilirrubina, albumina,
ubiquinol-10, metionina.
Terciarios. Reparan las biomoléculas dafiadas por los RL. Ej. Enzimas reparadoras de
ADN y metionina sulféxido reductasa.
También se maneja la clasificacion basada segun el sitio donde ejercen su accién y por sus

caracteristicas bioquimicas:
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Tabla 2.Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su accion:

Intracelular Membrana Extracelular

Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruplasmina
Catalasa B- carotenos Tranferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albuminas

Glutation reducido Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C
Sistemas proteoliticos Acido Urico
Vitamina C Vitamina E

Tabla 3. Clasificacion bioquimica de los antioxidantes:

Exdgenos Endogenos
Vitamina E Glutation
Vitamina C Coenzima Q
Flavonoides Acido ti6tico
B- caroteno Cofactor Enzimas
Lipopenos Catalasa
Cobre Superdxido Dismutasa
Zinc Glutation Peroxidasa
Hierro
Manganeso
Selenio

1.3.Disfuncion endotelial y estrés oxidativo.

El endotelio vascular es una estructura que reviste el interior de los vasos sanguineos y
posee diversas funciones, tales como: permitir el paso de moléculas hacia los 6rganos y
tejidos, la coagulacion sanguinea, la liberacion de agentes vasoactivos y la angiogénesis
(Kawashima et al, 2004) " Estas funciones se realizan con la participacion de moléculas, entre las
que se encuentran receptores acoplados a proteinas G, la prostaciclina (inhibe la
agregacion plaquetaria), la endotelina (accion vasoconstrictora); el Oxido nitrico
(vasodilatador), entre otras moléculas (Vanheutte. 2003)

Las células endoteliales responden a diferentes estimulos, como la presion sanguinea, la
hipoxia y radicales libres. Se sabe que los radicales libres pueden modular la actividad del
endotelio pero no se sabe con exactitud si son causa 0 consecuencia de patologias
relacionadas con el sistema vascular (<ea/1os étal. 2006)

Se piensa que en la pared vascular, el aumento de estrés oxidativo, principalmente por

generacion excesiva de O,, altera diversas funciones fisiologicas importantes como la

19



@ Introduccion
-

regulacion del flujo sanguineo, la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la inhibicién de
la adhesion leucocitaria, y el control del crecimiento celular estan influenciados por el
estrés oxidativo. Estos fendmenos modulan en Gltima instancia el diametro de los vasos, el
remodelado y la formacidn de las lesiones. Las especies reactivas del oxigeno que parecen
tener relevancia en la biologia vascular incluyen el O,", el OH, el ONOO, los
hidroperdxidos lipidicos, los radicales hidroperdxidos y probablemente los radicales tipo
hidroxilo (Zalva et al, 2001).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son capaces de modular las PKC (proteina cinasa
C), que influyen en el crecimiento celular; activan las citocinas y la angiogénesis vy
cuando se intensifican dan origen a diferentes patologias relacionadas con el lecho vascular
como son la aterogénesis e hipertension. Esto se debe a que los radicales de oxigeno acttan
aumentando la expresion de endotelina-1 (ET-1), oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) Faviovie et al. 2002) " pantrg de los
principales fuentes de produccién de oxidantes en la pared vascular son: las enzimas NAD
(P) H-oxidasa, xantina oxidasa, 6xido nitrico sintasa, lipooxigenasa, metales de transicion
y en la respiracién mitocondrial (CePalios etal, 2006)

Como ejemplo de patologias que estan relacionadas con la disfuncion endotelial y estrés
oxidativo se encuentra, la hipertension donde se ha encontrado que la presion se eleva por
la accion de radicales libres, debido a que inhiben la produccion del éxido nitrico en el
endotelio(Yan9 et al. 2002)

Actualmente, se ha descrito que hay una enzima que ha sido implicada en la regulacion de
la sintesis de 6xido nitrico y el desarrollo de enfermedad vascular (Puranteetal 2000 “va que es
una enzima que compite con la sintasa de 6xido nitrico por L-arginina, no solo reduciendo
la formacion de NO° si no que incrementa la produccién de superoxido por

0 (Sankaralingam et al, 2010); esta

desacoplamiento de NOS generando exceso de peroxinitrit
enzima es la arginasa.

1.4. Arginina

I.4.a. Estructura y funcion

La arginina (2-amino-5-4cido guanidinovalerico), es un aminoéacido semiesencial (B°%-Bo%er
etal. 2007 - (condicionalmente esencial) con importantes funciones fisioldgicas; esta presente
en sangre con una concentracione 100uM y es transportado dentro de las células por un
transportador de aminoacidos, con una concentracion de 0.5-2 mM en células
endoteliales™ ¢ 2 299 sjrve como precursor no solo para la sintesis de proteina ademés

participa en forma importante en la sintesis de 6xido nitrico, urea, poliaminas prolina,

20



@ Introduccion
-

a (Wu et al,1998; Durante et al, 2007).
)

glutamato, creatinina y agmantin ; es capaz de favorecer la

secrecion de diversas hormonas, como la insulina, glucagon, catecolaminas, prolactina y
hormona del crecimiento(Puart étal. 2008)

El oxido nitrico sintasa tiene una gran afinidad por su sustrato, L-arginina, que se
encuentra en concentraciones altas en el endotelio; por eso, resultaba sorprendente que el
funcionamiento de esta enzima estuviera condicionado por las variaciones en las
concentraciones de arginina debidas al aporte nutricional. A esto se le Ilamé "paradoja de
la arginina"(Bode-Boger etal, 2007; Martinez et al, 2004) gy embargo, la sintesis de 6xido nitrico por la
L-arginina puede ser blogueada por una gran variedad de analogos de arginina; en el
sistema cardiovascular, estos inhibidores de la NOS pueden inducir vasoconstriccion,
formacién de trombos y aterogénesis. Algunos de estos inhibidores son: N®-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME), N“-mono-methyl-L-arginina (L-NMMA) vy
dimetilarginina asimétrica (ADMA) (Chateree et al. 2008) Eqio5 compuestos disminuyen la

formacion del dxido nitrico por inhibicion competitiva con el sustrato natural, L-arginina.

1.4.b. Metabolismo de Arginina

De las enzimas que sintetizan y catabolizan a la arginina estan la argininosuccinato sintasa,
las 2 isoenzimas arginasas, las 3 isoenzimas sintasas de oxido nitrico y arginina

descarboxilasa han sido reconocidos en afos recientes como factores clave que regulan

aspectos del metabolismo de arginina (V! ® 2l 19%)
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La citrulina, que es coproducida con NO°, puede ser reciclada a arginina por medio de una
via que se ha llamado ciclo de citrulina/NO" o el ciclo de arginina/citrulina, este reciclaje es
consumado por la accion combinada de argininosuccinato sintasa (ASS) vy
argininosuccinato liasa (ASL). La existencia del ciclo de citrulina/NO" es apoyado por el
hecho de que la produccion total de citrulina es menor que el total de la produccion de

NO'. También la L-glutamina es un regulador fisioldgico de la sintesis de arginina """ ¢t 2"

1998) — o nspartte P
AMP PR, %
? L-Glutamate
L-Arginine Oxaloacetata
L-Argininosuccinate

NADH « H*

NaD®

Fumarate L-Malate
. . o «(Wuetal, 1998
Figura 6. Ciclo Citrulina/NO ( ),
I.5. Arginasa

I.5.a. Estructuray Funcion

La arginasa es una metaloproteasa binuclear de manganeso, y es una enzima central del
ciclo hepatico de la urea, que cataliza la hidrolisis de L-arginina a L-ornitina y urea.

Una caracteristica de la arginasa es su requerimiento de cationes divalentes para su
actividad. Mn?" es el activador fisioldgico, aunque el requerimiento de cationes divalentes
ha sido reportado como Co*" y Ni*" y en algunas instancias por Fe**, VO* y Cd**. La
arginasa tiene un pH optimo alcalino, con velocidades maximas observadas en el rango de
pH de 9 a 9.5 (s 2004)

La especificidad del sustrato de la arginasa depende de: 1) la presencia de un grupo intacto
guanidino, 2) la longitud adecuada y la hidrofobicidad de la cadena lateral y 3) la
estereoquimica y naturaleza de los sustituyentes en Co %2004,

La arginasa hepética es un homotrimero de 105 kDa y cada subunidad de 35 kDa contiene
en el centro Mn (Il) que es fundamental para la actividad catalitica, cada subunidad
pertenece a la familia o/f. Cada subunidad de la enzima trimerica contiene un sitio activo
que se encuentra a 15 A de profundidad. Los 2 iones de Mn (I1) esenciales son localizados
en la parte inferior de esta hendidura separados por ~ 3.3 A (As"2009)

La estructura de Mn (I1) binuclear es casi idéntica la arginasa humana Il a la arginasa | de
rata, un hallazgo que no es de extrafiar teniendo en cuenta que todos los ligandos de metal

se conservan entre las dos secuencias.
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Evidencia sugiere que la arginasa puede promover la proliferacion del musculo liso
vascular y deposicion de la matriz extracelular, por generacion de moléculas
bioldégicamente importantes, como el incremento en la actividad de la ornitina

descarboxilasa y sintesis de poliaminas (Purene et al. 2007)

La actividad de la arginasa
miometral durante el embarazo incrementa ~ 25 veces para el suministro de crecimiento
rapido del feto con poliaminas para facilitar la proliferacion de las células " 294,
Mecanismo Catalitico:

El mecanismo catalitico propuesto por Kanyo y cols, consiste con la disposicion
bioquimica, enzimoldgica y datos estructurales:

Las principales caracteristicas de este mecanismo incluyen: 1) Una cadena lateral
precatalitica para arginina se vincula con la cadena lateral de Glu 277, juega un papel en el
reconocimiento del sustrato. 2) Ataque de un ion hidréxido puente-metal nucleofilico. 3)
Formacion de un intermediario tetraédrico neutral que se estabiliza por el centro binuclear
Mn (1) y 4) Un Posible papel para His1l41 como un servicio de transporte de protones

transferido entre el sitio activo y la mayorfa del solvente " 2004
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Figura 8. Mecanismo propuesto de arginasa humana |. (°' Costanzo etal, 2005)
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His 141 se encuentra aproximadamente cerca de la hendidura del sitio activo y se ha
propuesto que este residuo es un servicio de transporte de protones, de forma analoga
His64 de anihidrasa carbdnica I1, que se sabe que facilita la transferencia de protones entre
zinc y la mayoria del solvente, con el fin de regenerar la actividad catalitica de hidréxido
de zinc (s 2004),

Ademas, His141 es altamente reactivo hacia los regentes modificados de histidina como es
diethylpyrocarbonate y la enzima modificada solo tiene alrededor del 10% de actividad
residual.

La arginasa | observada en la estructura de cristal de higado de rata, revelo una estructura
trimerica en la que cada mondmero adopta una unidadB que consiste en una cadena

paralela de 8 uniones de hojas p rodeada a ambos lados por varias a-hélices.

Figura 9. Estructura secundaria de arginasa. La posicion de los iones metalicos, estan ligados por residuos del

extremo C-terminal de la cadena p, 4 y 7 (Powinoetal, 2008)

La cadena de aminoacidos que coordinan a los iones de manganeso en el sitio activo de la
arginasa se encuentra en el borde de la cadena central B en el segmento inmediatamente
adyacente a las cadenas 8, 7 y 4. El grupo binuclear Mna**- Mng?*en la enzima exhibe una
separacion de ~ 3.3A (Powling et al. 2008) 4o acuerdo con el estudio de resonancia
paramagnética electrénica espectroscopica.

Cada mondémero tiene aproximadamente dimensiones de 40 x 50 x 50 A. La subsecuente
determinacion de estructuras de cristal de arginasa | humana trimerica y arginasa humana
Il, asi como arginasa arginasa hexamerica de Bacillus caldovelox y Thermus

Thermophilus, revelan idénticas estructuras terciarias de los monémeros de cada especie.
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Figura 10. Ribbon-plot del trimero de arginasa de rata, el grupo Mn?*-Mn?* en el sitio activo de cada
s (Dowling et al, 2008)

mondmero es representado por un par de esfera
La identificacién de arginasa en la LCA (Last Common Ancestor -Gltimo ancestro comun),
refleja la importancia de la homeostasis de la arginina en el funcionamiento metabolico y
el reclutamiento de la arginasa para servir a otras funciones cataliticas en diversos ambitos
de la vida sugiere esta particular unidad o/p plegada es fuertemente estables gcflmente

capaz de evolucionar (P0wling etal. 2008)

1.5.b. Clasificacion

La enzima arginasa se encuentra en el organismo en 2 isoformas (I y 11) (Vanhoutte. 2008) ' qtag
2 isoformas comparten aproximadamente el 60% de homologia de la secuencia de
aminoacidos (Durante et al, 2007).

La arginasa | es una enzima citosolica que esta abundantemente presente en el higado y
constituye la mayoria de la actividad de la arginasa total del cuerpo;

La arginasa tipo Il es una proteina mitocondrial, principalmente extrahepatica, siendo
altamente presente en el rifién y la préstata y pobremente presente en el higado (Purante et al
2007) también se ha visto expresada en niveles bajos en cerebro, intestino delgado, glandula
mamaria y macréfagosVu etal 1999),

También han sido detectadas la arginasa | y Il en varios vasos sanguineos, incluyendo la
aorta, carotida, arteria pulmonar, coronarias y arteriolas (PUa"e¢ta 2000 £ |3 vasculatura la
arginasa | es expresada tanto en musculo liso vascular y endotelio, mientras que la arginasa
tipo 11 es altamente expresada en el endotelio (Snkaralingam etal, 2010)

El desarrollo de N-hydroxy-guanidium o derivados del 4cido bérico, como N®-hydroxy-

nor-L-arginina, 4&cido 2(S)-amino-6-boronohexanoic (ABH) y S-(2-boronoethyl)-L-
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cysteine (BEC), son altamente especificos y efectivos inhibidores que pueden ser usados

para probar la funcion de la arginasa(“""stianson.2005)

1.6. Arginasa y sintesis de oxido nitrico

La disponibilidad del sustrato L- arginina que es compartido por la enzima oxido nitrico
sintasa puede ser influenciada por la actividad de otra enzima la arginasa. Asi se ha
propuesto que el incremento en la actividad de arginasa y la utilizacion de L-arginina
limita el acceso del sustrato comdn a la Oxido nitrico sintasa, dirigiendo un
desacoplamiento con produccién reducida de 6xido nitrico y produccion aumentada de
aniones superoxido. (Vanhoutte, 2008)

Considerando las propiedades bioquimicas, la afinidad de L-arginina es mucho mas alta
para NOS (Km ~ 2-20 puM) que para arginasa (Km ~ 1-5 mM), la velocidad maxima de
actividad de arginasa a pH fisiologico (aprox. 1400umol/min. por mg) es mas de 1000
veces que de NOS (aprox. 1pumol/min. por mg) sugiriendo tasas similares de utilizacion
de sustrato a concentraciones fisioldgicas de L-arginina (Chatteriee etal, 2008; Wu et al, 1998)

La sobreexpresion de arginasa | y Il suprime la generacién de NO™ en células endoteliales y
esto estd asociado a una disminucion significativa en el contenido de L-arginina

r (Li et al,

intracelula 2000) ) 3 presencia constitutiva de arginasa en células endoteliales

microvasculares contrarrestan la dilatacién mediada por NO', sugiriendo que la arginasa
tenga una funcién vasoconstrictora tonica (“1ad etal. 2001; Johnson etal, 2005)

Los resultados de Li y cols indican que la expresion de la arginasa puede modular la
sintesis de NO" en células endoteliales de bovino y que los niveles basales de arginasa | y
Il son limitantes para la sintesis de poliaminas, prolina y glutamato y puede tener
importantes implicaciones para la cicatrizacion de heridas, angiogenesis y funcién
cardiovascular (- ¢ta! 200D,

A parte de bloquear la sintesis de NO™ por la disminucién del sustrato L-arginina, la
arginasa inhibe la expresion de NOS inducible por la represion de la traduccién, asi como
su estabilidad (- & @l 2003 El-Gayar et al. 2003) ‘por gtrg parte la arginasa puede inhibir la
produccion de NO™ mediado por iNOS a través de la generacion de urea (Prabhakar et al, 1997)
Estos hallazgos sugieren que la arginasa regula a la baja la formacién de NO', a través de
multiples mecanismos.

Curiosamente, NOS y arginasa estan reciprocamente reguladas a nivel transcripcional en
macrofagos de murino y en células dendriticas por citocinas de TH1 y TH2,

respectivamente. Por otra parte la NOS y arginasa son reguladas a nivel de de la actividad
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de la enzima: la funcionalidad de la actividad de arginasa inhibe la NOS por disminucién
del sustrato L-arginina y la potente actividad de NOS inhibe a la arginasa por la generacion
y liberacion de pequefia cantidad de N“-hydroxy-L-arginine (L-NOHA), un inhibidor
competitivo de arginasa, con una Ki de 10 a 42 pmol/L(Powing et al. 2008: Ash:2004) g\ 5irjendo

que NOS también puede influir en la actividad de arginasa (Beucher et &l1994)

y la generacion
de NO’ en si puede nitrosilar el residuo cisteina de arginasa humana | y modular su
actividad.

Por lo que, cantidades significativas del intermediario L-NOHA del sitio activo de NOS
sirve como un inhibidor enddgeno en macréfagos y células endoteliales " 299 | 5
naturaleza y la importancia de estas interacciones de regulacién reciproca entre estos 2

sistemas enzimaticos en la circulacién, aun no se han determinado completamente.

Arginase -
X— 0 NH;* + H,N" NH,
A Coy
L-ornithine Urea
Competitive
Inhibitor
NH,' K =42 uM
s N NH,
CO, H Inhibition
B by substrate
L-Arginine depletion
Y ) NOH - ﬂ _
X IHBN\r\/Nl[NH —— "N\r\/‘?]l NH, + NO
2
NOS Coy H Co,
N®hydroxy-L-arginine L-citrulline Nitric oxide

Figura 11. Relacion entre la actividad de arginasa y actividad de NOS. La sintesis de L-NOHA por la NOS

requiere O, como sustrato “s" 2004,

Desde una perspectiva general varios autores mencionan que la disfuncion endotelial es
debida a una liberacion disminuida de 6xido nitrico. No hay duda en que la produccion
disminuida de este mediador endotelial juega un papel clave en la enfermedad vascular, sin
embrago la funcion endotelial y la disfuncion van mas alld que la produccion
normal/anormal de oxido nitrico, ya que contribuyen a esta funcidén otras sustancias
vasodilatadoras y vasoconstrictoras, como el factor hiperpolarizante derivado del endotelio

y factor de contraccion derivado del endotelio, respectivamente (Vanhoutte. 2008)

1.7. Arginasa e Hipertension.

Evidencia sugiere que la regulacién de la arginasa juega un papel en la patofisiologia de la
hipertension arterial esencial.

La disfuncion endotelial y el deterioro asociado en la produccion de NO en la vasculatura

ha sido en gran parte implicada en la patogénesis de la hipertension arterial.
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Sorprendentemente el papel de la arginasa en la hipertension ha sido poco documentada. El
incremento en la expresion/actividad de la arginasa ha sido reportada en varios lechos
vasculares en los modelos de hipertension, la regulacion positiva de la arginasa contribuye
a la disminucién de la vasodilatacion cutanea en humanos hipertensos. Recientes estudios
reportan que al inhibir la actividad de la enzima arginasa previene el desarrollo de
hipertensién y mejora la funcion endotelial aortica via 6xido nitrico cuando se les
administra a ratas espontaneamente hipertensas. A partir de estos experimentos ha surgido
el concepto de que la inhibicion de la arginasa puede representar una estrategia nueva en la

hipertensi(’)n (Bagnost et al, 2010)
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Il. Planteamiento del Problema

La preeclampsia es una enfermedad multifactorial, caracterizada principalmente por
hipertension y proteinuria. Las probables causas es la placentacion anormal, la disfuncion
endotelial y estrés oxidativo, dando como consecuencia la disminucion de éxido nitrico.
Sin embargo cabe la posibilidad de que otro factor que interviene en la funcién o
disponibilidad del NO" y por lo tanto en el aumento de la presion, es la actividad de la
enzima arginasa, la cual compite con la sintasa de 6xido nitrico por el sustrato arginina.
Por lo tanto en este trabajo se planteo la posibilidad de que en la Preeclampsia, la actividad

de la enzima arginasa esta aumentada en comparacion con embarazo normal.

I11. Justificacion

Segin el Comité de Terminologia del Colegio de Obstetricia y Ginecologia, la
preeclampsia constituye de un 10 a un 15% de todos los embarazos, el Sistema Nacional de
Salud la detecté como la causa de muerte materno-fetal mas frecuente para el 2007, por lo
que una deteccion oportuna ayudaria a disminuir esta mortalidad. Es por esto, que este
trabajo pretendio de primera instancia, determinar la participacion de la arginasa en
plasma. De ser cierto, en estudios posteriores se podrian tomar muestras de sangre en
semanas previas a que se presente la preeclampsia y determinar si la actividad de la
arginasa comienza a ser diferente en comparacion al embarazo normal. Lo cual seria una
herramienta que nos ayude a generar nuevas estrategias preventivas y asi evitar las

complicaciones.
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IV. Hipdtesis
La actividad de la enzima arginasa se encuentra aumentada en pacientes que presentan
preeclampsia en comparacion al embarazo normal, contribuyendo a la disminucién de

oxido nitrico.

V. Objetivos
V.l.a. Objetivo General
Evaluar si la actividad de la enzima arginasa en plasma participa en la preeclampsia y su

relacion con la disminucion de 6xido nitrico.

V.1.b. Objetivos Particulares
1. Determinar si las mujeres con preeclampsia presentaban estrés oxidativo en

comparacion con los embarazos normales.

2. Determinar en plasma la concentracion del nitritos/nitratos como un marcador de la

produccién de NO'.

3. Determinar en plasma la actividad de la enzima arginasa y determinar si existe

correlacion con los marcadores de estrés oxidativo y nitritos/nitratos.
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V1. Material y Métodos
Tipo de estudio
Este es un estudio comparativo, transversal, observacional, prospectivo con riesgo menor

al minimo.

VI.1.a.Criterios de Seleccion de la poblacion de estudio.

Se seleccionaron pacientes de consulta externa, tococirugia y hospitalizacion del servicio
de Gineco-Obstetricia del Hospital Juarez de México y que cumplieran con los siguientes
criterios de inclusion.

Criterios de inclusion de las mujeres con embarazo normal (EN).

Edad reproductiva 20-30 afios, con embarazo de la semana 20 a la 40, sin hipertension
arterial cronica o diabetes mellitus, sin tratamiento médico, que acepten participar en el
proyecto.

Criterios de inclusion de las pacientes con preeclampsia (PE).

Edad reproductiva 20-30 afios, con embarazo de la semana 20 a la 40, con preeclampsia
(PA > 140/90 mmHg mas proteinuria > 0.3 g de proteina en orina de 24 horas o 1+ (30
mg/dl) en tira reactiva en 2 mediaciones con intervalo de 6 horas).

Que no se les haya aplicado tratamiento, que acepten participar en el proyecto y firme la
carta de consentimiento informado.

Criterio de inclusion de mujeres voluntarias sanas (VS).

Edad reproductiva 20-30 afios, sin embarazo, que tengan un indice de Masa Corporal
(IMC) de 18.50 a 24.99 kg/m?, de acuerdo a la clasificacién de la OMS, que corresponde a
peso normal, sin hipertension arterial cronica, diabetes mellitus o alguna otra enfermedad,
sin tratamiento médico, que acepten participar en el proyecto.

Criterio de inclusion de mujeres obesas (OB).

Edad reproductiva 20-30 afios, sin embarazo, que tengan un IMC de 30.00 a 34.99 kg/m?,
que corresponde a obesidad tipo I, sin hipertension arterial cronica, diabetes mellitus o
alguna otra enfermedad, sin tratamiento médico, que acepten participar en el proyecto.
Criterio de exclusion. Que no se compruebe el diagndstico de preeclampsia.

Criterio de eliminacién. Pacientes que quieran ya no participar en el protocolo.
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VI1.1.b. Tamafio de muestra

El tamafio de la muestra se realizd basandose en el trabajo de Ruiz y colaboradores (2007),
el cual fue un estudio de casos y controles, basado en casos incidentes. Se utilizd la
siguiente formula para la estimacion de media (-¢"eta! 2003,

n = (Z%5°) ¢ =oZa = (2.7)(1.96) = 1.15
& \Vn V21

n = No. de pacientes.
Za= 1.96 donde a = 95%.
o =+ DE de la poblacién = 2.7 uM nitritos Ruiz étal- 2007)

¢ = error estdndar de la poblacion = 1.15 uM

n= (1.96%) (2.7%)
(1.15)

n=21.17 mas el 10 % de pérdida =23.17 =24

Resultando que por cada grupo serian 24 personas.

V1.1.c. Disefio Experimental

En el caso de embarazadas sin preeclampsia, se registrd la medicién de la tension arterial y
la muestra de sangre se tomé cuando a la paciente se le instalo la solucion parenteral en
vena periférica, en tubos de ensaye con anticoagulante, un tubo con EDTA se envié para
analisis clinico de rutina (biometria hematica) y se solicitdé examen general de orina para
determinar proteinuria y el segundo tubo con Heparina, se centrifugd el plasma del paquete
globular y el plasma se congel6 a — 20°C. Se solicito consentimiento para participar en el
proyecto.

En el caso de las pacientes embarazadas con preeclampsia, se corroboré el diagnostico de
preeclampsia en el servicio de tococirugia y/o hospitalizacion, se registré la tension arterial
desde su ingreso hasta el nacimiento del recién nacido. Se corroboro si presento proteinuria
mayor a 3 g en 24 horas. Al momento de que se instald la solucidn parenteral se tomaron
dos tubos uno para examenes de rutina y el segundo tubo con heparina, se utilizd para
obtener plasma y se congel6 a -20°C. Se solicitd consentimiento verbal y si estaba en
condiciones por escrito de su aceptacion de participar en el protocolo.

En el caso de las pacientes voluntarias sanas y obesas, se realizd una breve historia clinica

y se registrd la tension arterial, peso, talla, edad, gestas y se tomd la muestra con un tubo
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con heparina, del cual se obtuvo el plasma y se congeld a -20°C. Se solicité consentimiento

para participar en el proyecto.

V1.1.d.Cuantificacion de Proteinas.

Se realizé medicion de proteinas totales por el método de Lowry (1951), el cual es un método
colorimétrico de valoracion cuantitativa, que consta de dos etapas: en la primera los iones
Cu*, en medio alcalino se unen a las proteinas formando complejos con los atomos de
nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu*-proteina tienen un color azul claro,
ademas provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiendo los residuos de tirosina que van a participar en la segunda fase de la reaccién. El
Cu** se mantiene en solucion alcalina en forma de su complejo con tartrato. En la segunda
etapa, el cobre actliia como catalizador de la reduccion, tambien en medio basico, del reactivo
de Folin-Ciocalteau, por parte de los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en
la mayoria de las proteinas. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau, es el
acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los fenoles da lugar a
un complejo de color azul intenso.

Se tomo 1 pl de plasmay se ajust6 a un volumen de 250 ul con agua destilada, se mezcld
con 1 ml de solucion cuproalcalina que contiene Na,CO3 al 2%, tartrato de sodio y potasio
al 0.02% en NaOH 0.1N y CuSO, al 0.5% en agua destilada, posteriormente se incubd por
10 minutos a temperatura ambiente y se agregd 100ul de reactivo Folin-Ciocalteau,
(previamente diluido en una proporcion 1:1 en agua destilada) y se incub6 a temperatura
ambiente durante 45 minutos. Obteniendo lectura de absorbancia a 550 nm, se utiliz6 como

estandar albumina bovina. Reportdndose los resultados en mg de proteina/ ml de plasma
(Lowry et al, 1951)

VI1.1.e.Marcadores de estrées oxidativo
v Cuantificacion de grupos carbonilo

El dafio a proteinas se determind cuantificando grupos carbonilos. Uno de los
biomarcadores mas utilizado de dafio a proteina por oxidacion. Este método se basa en
hacer reaccionar los grupos carbonilo presentes en la proteina con el compuesto 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), formando dinitrofenilhidrazonas que son un producto
estable, detectable a 370 nm de longitud de onda, con un coeficiente de extincion molar de
22,000/M™ cm™ = 22,000/10° nmol/m| (Palle-Donne etal, 2003)
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Se tomaron 50 pl de plasma y se mezclaron con 500 pl de DNPH 10 mM, preparada con
HCI 2.5M, teniendo cada problema con su respectivo blanco, el cual contenia 50 pl de
plasma y 500 pl de HCI 2.5 M, posteriormente se incubaron a temperatura ambiente y
protegidos de la luz, por una hora, agitandolos gentilmente cada 15 minutos. Al concluir el
tiempo se agregd 1 ml de acido tricloroacético (TCA) al 5% vy se centrifugé a 3500 rpm
durante 10 minutos, y el sobrenadante se vacié al recipiente de desechos, quedandonos una
pastilla, la cual fue rota con una varilla de vidrio agregando 1 ml de TCA al 2.5% y se
centrifugo a 3500 rpm por 10 minutos, eliminando el sobrenadante, la pastilla se disolvio
en 2 ml de etanol/acetato de etilo (1:1), se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos, se
decanto el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla 5 minutos, y finalmente fue disuelta en 1
ml de Guanidina 6M, pH 2.3 e incubado por 10 minutos a una temperatura de 37°C, las
lecturas de absorbancia fueron medidas a una longitud de onda de 370 nm(Pale-Donne et al.
2003).

El coeficiente de extincién molar de la dinitrofenilhidrazina se utilizé para cuantificar los
nmol de osazona y los resultados obtenidos se ajustaron por mg de proteina, para

reportarse como nmol de osazonas/mg proteina.

v’ Cuantificacion de productos de lipoperoxidacion. Malondialdehido (MDA).

La peroxidacion lipidica es un mecanismo bien establecido de lesion celular y se utiliza
como un indicador de estrés oxidativo. Los productos de lipoperoxidacion incluyen
aldehidos reactivos, de los cuales el més abundante es malondialdehido (MDA). Por lo
que, la medicion de MDA es ampliamente utilizado como un indicador de la peroxidacién
lipidica.

El dafio a lipidos en plasma se determind mediante el método de 1-methyl-2-phenylindole
(MPI), descrito por Gérard-Monnier et al, 1998, en la cual se basa en una técnica
espectrofotométrica basada en la reaccion de dos moléculas del reactivo cromogénico 1 -
methyl - 2 - phenyindole con una molécula de MDA a 45°C que conduce a un cromdforo
estable.

Para lo cual se necesitaron 100 uL de plasma adicionandole 100 pl de agua destilada, 650
ul de 1-methyl-2-phenylindole 10 mM en acetonitrilo/metanol (3:1) y por Gltimo se agregd
150 pl de HCI 37%; Al adicionar todo se deja en un periodo de incubacion a 45°C durante
40 minutos; transcurrido el tiempo se centrifugé a 3500 rpm por 10 minutos, tomando

cuidadosamente el sobrenadante, volviendo a centrifugar a 3500 rpm, se tomdé el
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sobrenadante y se procedid a leer las absorbancias a una longitud de onda de 586 nm. Los
resultados obtenidos se reportaron en pM.

Se utiliz6 como estandar 1, 1, 3,3-tetrametoxipropano (Malondialdehido bis
(dimetilacetal)) (Sigma. S. Louis, MO, USA).

v Cuantificacion de grupos sulfidrilos totales.
Los grupos SH son cuantificados como parametro de defensa antioxidante por la capacidad
de inactivar a los radicales libres. La determinacion se hizo mediante la técnica de Habeeb
(1972) con el reactivo de Ellman y 100 pL de plasma.
El reactivo de Ellman (5,5 -ditiobis-2-acido nitrobenzoico) o DTNB es utilizado para
cuantificar grupos tiol, estos grupos reaccionan con el DTNB, rompiendo la union
disulfido generando 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB"), el cual se ioniza con agua a pH alcalino
0 neutro generando el dianion TNB?, el cual es de color amarillo y es cuantificado a 412
nm, usando como coeficiente de extincion 14,150 M™¢cm ™ (Eliman. 199)
En esta técnica se tomaron 50 ul de plasma y se mezclaron con 450 ul de Tris-Base 0.2 M
pH 8.2, 50ul de DTNB 1.5 mM y 450 pl de Metanol absoluto, teniendo cada problema su
respectivo blanco, que consistia en 50 pl de plasma, 500ul de Tris-Base 0.2 M pH 8.2 y
450 pl de Metanol absoluto. Posteriormente se incubaron a temperatura ambiente durante
30 minutos y protegidos de la luz, al concluir el periodo de tiempo se centrifugaron a 3500
rpm durante 10 minutos, se recupero cuidadosamente el sobrenadante y se realizaron
lecturas de absorbancias a una longitud de onda de 412 nm ®Mma 199 ge ytiliz como
estandar cisteina (Sigma St. Louis, MO, USA). Los resultados se ajustaron por mg de
proteina y se reportaron en nmol/mg de proteina.

VI.1.f. Cuantificacion de Nitritos/Nitratos

Se midieron las concentraciones de los metabolitos mas estables del NO™ los
nitritos/nitratos, como una manera indirecta de determinar la formacién de NO°, de
acuerdo a la Reaccion de Griess (¢starini etal, 2008)

Esta determinacion cuantitativa se realizd por medio del estuche comercial de “Analisis
Colorimétrico Nitrato/Nitrito” (Cayman Chemical Company, USA).

Es un método para la medicion de la concentracion total de nitrato / nitrito y consta de dos

pasos:
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El primer paso es la conversion de nitrato a nitrito por la enzima nitrato reductasa. El
segundo es la adicion de los reactivos Griess, que convierten el nitrito en un color azo-
purpura.

Se tomaron 40 pl de plasma y se le adiciono 40 ul de Buffer, mas 10 ul del cofactor para
nitrato reductasa y 10 ul de enzima nitrato reductasa, se incubd a temperatura ambiente
durante 3 horas, cubriendo todos los pozos. Después de haber transcurrido el tiempo se
adiciono 50 pl del Reactivo de Griess R1 (Sulfanilamide) y 50 ul del Reactivo de Griess
R2 (N-(1-Naphthyl ethylenediamine), se deja en incubacion a temperatura ambiente por 10
minutos para que desarrolle el color, una vez pasado el tiempo se leen las absorbancias a

una longitud de onda de 540 nm.

V1.1.g. Cuantificacion de actividad de enzima Arginasa

La arginasa es una enzima que cataliza la hidrolisis de arginina en ornitina y urea. Se
realizd la actividad de la enzima arginasa por la técnica descrita por Corraliza (1994), el
cual es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa que consta primero de activar a
la enzima con MnCl,, posteriormente adicionar el sustrato arginina y detener la reaccién
con una mezcla de &cidos, agregando posteriormente o-lIsonitrosopropiophenone para
determinar colorimétricamente la liberacién de uno de los productos, la urea.

Se tomaron 20 pl de plasma y se mezclo con 80 pul de Tris Buffer 25mM pH 7.4 maés
MnCl, 5 mM, y la enzima fue activada por 10 minutos a 55°C, transcurrido el tiempo se
agreg6 100 pl de Arginina 0.5M pH 9.7, como sustrato y se incubd a temperatura ambiente
durante una hora, teniendo cada problema su respectivo blanco, consistiendo en 20ul de
plasma y 180pl de agua destilada. Al concluir la incubacidn se les agregd 400 pl de Mezcla
de acidos (Acido Sulfarico H,SO,4 + Acido Fosférico HsPO4 + H,0) (1:3:7) para detener
la reaccion. Posteriormente la urea formada fue cuantificada colorimétricamente después
de la adiciéon de 25 ul @e -lsonitrosopropiophenone al 9% (ISPF) disuelto en etanol
absoluto, dejandolos en incubacién a 100°C por 45 minutos, transcurrido el tiempo se deja
a obscuras por 10 minutos y se procede a leer las absorbancias a una longitud de onda de
540 nm (Corraliza et al, 1994).

Los resultados obtenidos se ajustaron por miligramo de proteina y se reportaron como

nanomoles de urea que se producen por minuto por mg de proteina.
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Anélisis Estadistico:

Para determinar diferencias estadisticamente significativas se utilizé T-student y ANOVA
con una prueba pos hoc de Bonferroni. Los resultados se expresaron como promedios + EE
y se considero significativo si p < 0.05. También se hizo el analisis descriptivo de variables
como edad, semanas de gestacion, peso. El software que se utiliz6 fue el Prism 5.0
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

37



@ Resultados&

VIl. RESULTADOS.

Cabe sefalar, que inicialmente el trabajo contemplaba Unicamente comparar el grupo de
embarazo normal con el de preeclampsia. Sin embargo, fue necesario adicionar dos grupos
més: uno de mujeres sanas con un indice de Masa Corporal (IMC) de 18.50 a 24.99 kg/m?
y otro grupo de mujeres obesas grado 1 con IMC de 30.00 a 34.99 kg/m®. Las razones se
explican més adelante.

Como se puede observar en la tabla 4, los valores de presion arterial y proteinas en orina,
en el grupo con preeclampsia (PE) fueron mayores en comparacion al grupo con embarazo
normal (EN), comprobando que este grupo cumple con los criterios de inclusion de las
mujeres preeclampticas.

Tabla 4. Parametros Clinicos de Embarazo Normal y Preeclampsia.

Parametro Embarazo Preeclampsia
Clinico Normal Leve p <0.05
(n=24) (n=22)
Edad 23.63+1.23 25.23+1.13
(afos)
Semanas de 35.11+£1.05 35.78 £ 0.90
Gestacién
Gestas 1.92+0.18 2.04 £0.25
Presion
Arterial 111.3+2.11 1439+ 1.74 Si
Sistdlica
(mmHg)
Presion
Arterial 72.17 £1.86 95.91 +1.63 Si
Diastolica
(mmHg)
Proteinuria 0 30 Si
(mg/dl)
Talla 1.59+£0.02 1.59+0.01
(m)
Peso 71.14 £ 2.69 93.86 + 6.48 Si
(Kg)

Se realizé t-Students. Los valores representan promedios + EE.
Considerandose diferencia significativa p<0.05.

Un parametro que sobresalié al comparar estos grupos fue el peso. Se encontrd que las
pacientes con preeclampsia tenian aproximadamente 20 Kg méas que las de embarazo
normal, esto de acuerdo a la gréafica de incremento de peso para embarazadas de la
Secretaria de Salud, las pacientes con preeclampsia se encontraban obesas. Un peso
absoluto en las mujeres gravidas por encima de 90.72 kg o IMC 30 kg/m? son definiciones

de obesidad en el embarazo (%Alvalza-Gomez, 2011)

Tomando en cuenta que existen
caracteristicas comunes entre la preeclampsia y la obesidad como la disfuncién endotelial,

la activacién de marcadores inflamatorios y el estrés oxidativo, era probable que algunos
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marcadores bioquimicos que se medieron en este trabajo como los de estrés oxidativo y
nitritos/nitratos, fueran resultado del estado de obesidad y no por la preeclampsia. Para
determinar la influencia de la obesidad en la preeclampsia se decidio incluir un grupo de
mujeres obesas. Estas pacientes tenian un IMC de 30.00 a 34.99 kg/m* (OB) lo que
corresponde a una obesidad grado 1. Ademas, consideramos que al estar las mujeres de
embarazo normal en un peso normal, era necesario agregar un grupo mas de voluntarias
sanas (VS) sin embarazo con un IMC de 18.50 a 24.99 kg/m?. Esto con la finalidad de
tener los controles adecuados de cada grupo (Tabla 5).

Tabla 5. Pardmetros Clinicos de los cuatro grupos (EN, PE, OBy VS).

Parametro Embarazo Preeclampsia Obesidad | Voluntarias
Clinico Normal Leve (n=13) Sanas p <0.05
(n=24) (n=22) (n=14)
Edad 23.63+1.23 25.23+1.13 28.54+1.52 27.71+1.11 EN vs OB
(afios) EN vs VS
Semanas de 35.11+1.05 35.78 £0.90 0 0
Gestacién
Gestas 1.92+0.18 2.04+0.25 0 0
Presion EN vs PE
Arterial 111.3+2.11 1439+ 1.74 113.8 +1.40 109.3 £ 2.66 PE vs OB
Sistdlica PE vs VS
(mmHg)
Presion EN vs PE
Avrterial EN vs OB
Diastolica 72.17 +1.86 95.91+1.63 80.00 + 2.26 72.86+2.44 PE vs VS
(mmHg) OB vs VS
PE vs OB
Proteinuria 0 30 0 0
(mg/dl)
Talla 1.59 + 0.02 1.59+0.01 1.60+ 0.02 1.61+0.01
(m)
EN vs PE
Peso ENvs VS
(Kg) 71.14 +2.69 93.86 + 6.48 82.12+2.84 64.00 + 1.64 EN vs OB
PE vs VS
OB vs VS

Se realiz6 ANOVA con prueba pos hoc de Bonferroni. Los valores representan promedios * EE.
Considerandose diferencia significativa p<0.05.

Cuando se analizaron los datos obtenidos en los marcadores plasmaticos de dafio molecular
por estrés oxidativo en los diferentes grupos (primer objetivo) se obtuvo lo siguiente: Los
grupos carbonilos plasmaéticos (dafio a proteinas) no muestran diferencia entre los 4 grupos
(figura 12A). En cuanto a las concentraciones de MDA en plasma (dafio a lipidos) fueron
altas en los grupos OB, EN y PE en comparacion con el grupo VS (figura 12B). Y las
concentraciones de los grupos SH totales (defensa antioxidante) estaban disminuidos en el
grupo de OB y PE en comparacion con el grupo VS y EN (figura 12C). Este ltimo
marcador en particular es de llamar la atencion, debido a que los resultados son muy

similares. La concentracion de SH en el grupo de EN fue de 5.91 £ 0.4 nmol/mg proteina y
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del grupo VS, que consideramos como su control fue muy similar de 6.19 £ 0.3 nmol/mg
proteina. En el grupo de PE y OB las concentraciones de SH también fueron muy
similares, en el grupo PE fue de 4.29 + 0.39 nmol/mg proteina y del grupo OB fue 3.94 +

0.71 nmol/mg proteina.
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Figura 12. Marcadores plasmaticos de estrés oxidativo. A) Grupos carbonilo, marcador de dafio a proteinas.
B) Malondialdehido (MDA), un producto de lipoperoxidacion. C) Grupos SH totales un marcador de defensa
antioxidante. Se realizo ANOVA con una prueba pos hoc de Bonferroni, para determinar las diferencias

entre grupos. Los resultados se presentan como promedio+ EE. P<0.05.

Posteriormente, se determind la concentracion de nitratos/nitritos plasméticos (segundo
objetivo), que es una manera indirecta de determinar la presencia de 6xido nitrico, ya que
estos son sus metabolitos. En la figura 13 se puede observar que la concentracion de
nitratos/nitritos (NO3/NO;) son mayores en el grupo de las PEy OB (0.31 £ 0.04 y 0.35 £
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0.03 nmol/mg proteina) en comparacion con los grupos de VS y EN (0.24 + 0.02 y 0.22 +
0.02 nmol/mg proteina, respectivamente).
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Figura 13. Concentracion de nitratos/nitritos (NOs/NO,). Se realizd ANOVA con una prueba pos hoc de
Bonferroni, para determinar las  diferencias con respecto al grupo control. Los resultados se presentan como
promedio+ EE. p<0.05

Al determinar la actividad de la enzima arginasa (tercer objetivo), esta actividad se
encontré disminuida en el plasma de los grupos OB y PE (0.30 + 0.04 y 0.31 + 0.03
nmol/mg proteina/min) en comparacion con los grupos de VS 'y EN (0.42 + 0.04 y 0.45 +

0.05 nmol/mg proteina/min, respectivamente) (figura 14). Contrario a lo que esperabamos.
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Figura 14. Actividad de la enzima arginasa. Se realiz6 ANOVA con una prueba pos hoc de Bonferroni, para

determinar las diferencias entre grupos. Los resultados se presentan como promedio + EE. *p<0.05.

Para analizar los resultados obtenidos de cada marcador, entre los cuatro grupos, se realizo

una ANOVA vy se presentan en la tabla siguiente.
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Tabla 6. Marcadores plasmaticos de estrés oxidativo y actividad de enzima arginasa.

Marcadores Embarazo Preeclampsia Obesidad | Voluntarias
Normal Leve (n=13) Sanas p< 0.05
(n=24) (n=22) (n=14)
Carbonilos
(nmol osazonas/mg 0.70 £ 0.06 0.67 £ 0.03 0.75+0.05 0.69 + 0.07
proteina)
Malondialdheido VS vs OB
(nmol/ml) 7.41+0.64 7.07 £0.55 5.58 £0.93 2.99+0.21 VS vs EN
VS vs PE
Sulfidrilos VS vs OB
(nmol/mg proteina) 5.91+0.43 4.29 +0.39 3.94+0.71 6.19 + 0.37 EN vs OB
EN vs PE
PE vs VS
Nitratos/Nitritos VS vs OB
(nmol/mg proteina) 0.22 +0.02 0.31+0.04 0.35+0.03 0.24 +0.02 EN vs OB
EN vs PE
Arginasa VS vs OB
(nmol/mgprot 0.45+0.05 0.31+0.03 0.30 £ 0.04 0.42 +£0.04 EN vs OB
/min) EN vs PE
PE vs VS

Se realiz6 ANOVA con prueba pos hoc de Bonferroni. Los valores representan promedios * EE.
Considerandose diferencia significativa p<0.05.

Al realizar las correlaciones entre la enzima arginasa y carbonilos, arginasa y MDA

encontramos que no se encuentra ninguna relacion, (Figura 15); esto mismo se observa

entre arginasa 'y los metabolitos del 6xido nitrico (nitritos/nitratos); como se muestra en la

figura 16.
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Figura 15. Correlacion entre la actividad de la enzima arginasa y marcadores de estrés oxidativo.
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Figura 16.Correlacion entre metabolitos de NO* (NOs/NO,) y la actividad de la enzima arginasa

Sin embargo; como se puede observar en la figura 17, existe una correlacion positiva entre

la concentracion de los grupos SH y la actividad de arginasa.
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Figura 17. Correlacion entre la defensa antioxidante y la actividad de la enzima arginasa
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VIII. DISCUSION

La preeclampsia es un trastorno multisistémico, caracterizado por hipertension y
proteinuria. A pesar de su importancia, por la alta morbi-mortalidad que actualmente tiene,
la etiologia no estd bien definida, entre ellas se encuentran: la placentacion anormal, la
disfuncion endotelial y el estrés oxidativo. El estrés oxidativo en la preeclampsia se ha

Gomez, 2011; Hubel, 1999)

descrito por los valores altos en MDA (“avalze- y la disminucion de las

S (Atamer et (Jauniaux et

defensas antioxidante al, 2005; Aydin etal 2004) oy plasma y en tejido de placenta

2l 2006) | os valores altos de MDA también estan descritos en el embarazo normal (-overr etal

19%) pero aqui de forma paralela, el total de capacidad antioxidante ‘"% 2% qumenta
gradualmente durante el embarazo (T €@ 2092 qando Jugar a un equilibrio de oxidacion
mantenido durante toda la gestacion.

En este trabajo pudimos corroborar lo descrito por la literatura, al encontrar que tanto las
pacientes con embarazo normal como las pacientes con preeclampsia tienen las
concentraciones elevadas de MDA en comparacion de las voluntarias sanas. También
pudimos observar que las defensas antioxidantes pueden estar disminuidas ya que
encontramos que la concentracion de los grupos SH totales (proteicos y no proteicos) en
plasma son menores en los grupos OB y PE en comparacion con los grupos VS y EN. La
literatura menciona que el estrés oxidativo, en particular los radicales anion superoxido
producidos pueden reaccionar con el vasodilatador NO® formando ONOO vy de esta
manera lo inactiva disminuyendo su disponibilidad (€hamy et al. 2006; Lowe, 2000; Poston et al, 2006)
esto apoyado en que encuentran concentraciones de nitritos/nitratos parecidas a las de

embarazo normal (Renta.1999)

, de hecho nosotros encontramos en este trabajo, que las
concentraciones de nitritos/nitratos estan altas en los grupos OB y PE. Esto se podria
explicar con base en que cuando hay disfuncion endotelial, la eNOS se desacopla y

pI'OdUCG menos NO- pero se induce la iNOS (Sankaralingam et al, 2010; Levy et al, 2009)

por lo tanto la
produccién de NO® entre las dos enzimas puede ser lo que nos este dando la concentracion
de nitritos/nitratos elevada. Sin embargo, hay otros autores que proponen que la falta de
NO’, no es del todo por la formacion del ONOO , sino que hay una disminucion en la
produccion por parte de la eNOS (Vural: 2002 Rantaetal, 1999) * A damas, nosotros proponfamos un
mecanismo adicional a la disfuncion endotelial y al estrés oxidativo para que la produccion
de NO’ fuera disminuida.

Existen diversos estudios que sefialan que la actividad de la enzima arginasa esta

incrementada en algunos enfermedades que cursan con hipertensién, entre ellas las
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enfermedades cardiovasculares como la hipertensién arterial sistémica (- 2009 Reberts, 2003)

y la hipertension pulmonar ™" 24 donde se ha descrito que la arginasa compite con la
eNOS por el sustrato L-arginina, disminuyendo la produccién de NO°, esto en células
endoteliales. Por otro lado hay un reporte que menciona que la actividad de la enzima
arginasa esta incrementada en tejido de placenta de mujeres que presentaron preeclampsia
(Prieto et al, 2011) " Con estos datos, nosotros hipotetizamos que la actividad de arginasa estaria
incrementada en el plasma de mujeres preeclampticas y que este seria un factor mas para
que se diera la hipertension. Sin embargo, encontramos que la actividad de la enzima
arginasa en plasma de las pacientes con preeclampsia estaba disminuida, contrario a lo que
nosotros esperdbamos. Interesantemente, la actividad de la arginasa en el grupo OB
también estaba disminuida en comparacidn con nuestros grupos controles, VS y EN.

El hallazgo encontrado en la disminucion de la actividad de la enzima arginasa en el grupo
PE, no corresponde con lo descrito en la literatura, esto puede ser debido a que los reportes
donde mencionan el aumento de su actividad estan realizados en tejidos, como en placenta,
cordon umbilical, también lo han realizado en células endoteliales y macréfagos; y
nosotros lo estudiamos en plasma. Debido a que pretendiamos utilizarlo como un
biomarcador predictivo; las razones de haber utilizado plasma fueron que este material
bioldgico lo podemos obtener antes de que la paciente entre a la semana 20 de gestacion, y
no tendriamos que esperar a que se presentara la operacion y hasta entonces obtener el
tejido de la placenta, que seria el paso final del tratamiento y es lo que se pretende evitar.
Tomando en cuenta que la actividad de la arginasa fue similar entre OB y PE y que el
mismo comportamiento fue observado con las concentraciones de los grupos SH vy las de
nitritos/nitratos, es probable que esto sea debido a la combinacién del estrés oxidativo y la
obesidad en el embarazo como lo describe recientemente Zalvalza-Gomez (2011) y no por
la actividad incrementada de la arginasa en plasma.

Esta bien descrito que la obesidad es un factor predisponente de preeclampsia. Bodnar y
cols (2005), menciona que cuando la paciente se encuentra en obesidad gravida tiene
mayor riesgo de tener complicaciones durante el embarazo; por lo que la ganancia de peso
recomendada durante el embarazo es entre 10 y 12 Kg. Un peso absoluto en las mujeres
gravidas por encima de 90.72 kg o IMC 30 kg/m? son definiciones variadas de obesidad en
el embarazo (#alvalza-Gomez. 2011) ") riasgo de presentar preeclampsia comparado con un IMC
de 21 kg/m? antes del embarazo, es aproximadamente el doble con IMC de 26 kg/m?, se

triplica con un IMC de 30 kg/m? y se reduce a la mitad con un IMC de 18 kg/m? (Bodnarétal.
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2009 nor lo que refieren que el IMC antes del embarazo es un importante predictor de

preeclampsia (Bodnar et al, 2005).
En la literatura se ha descrito que la obesidad esta asociada con alteraciones en la
concentracion de lipidos, en particular los acidos grasos libres son susceptibles a la

a (Lorentzen et al.,

oxidacién y estan incrementados en la preeclampsi 199 os productos de
lipoperoxidacion estan directamente involucrados en la disfuncion endotelial materna
mediante el aumento de la produccion de tromboxano A2 y la expresion de moléculas de
adhesion celular en la vasculatura Utero-placentaria y también en el vasculatura periférica
materna. También, en la preeclampsia, los nutrientes antioxidantes se presume que son
utilizados en mayor medida para contrarrestar los radicales libres, esta rapida disminucion
de la capacidad antioxidante propagaria la peroxidacion lipidica que conduce a la cascada
bioldgica de la activacion de leucocitos, adhesion y agregacion plaquetaria y la
consecuente liberacién de agentes vasoconstrictivos (auniaux etal, 2006)

Por otra parte, el mecanismo que proponemos por el cual la actividad de la arginasa se

encuentra disminuida en los grupos OB y PE es la siguiente. Han sido publicados varios

(Lépez-Jaramillo,2008) (Var et al, 2003; Teran et al, 2006) aumento

estudios que reportan, disminucion
(Shaamash et al, 2002; Vural, 2002; Yoneyama et al, 2002, 2004; Pasaoglu et al, 2004) 0 ninguna alteracién (Diejomaoh et al,
2004; Schiessl et al, 2006; McCord et al, 2006) ) |5 pjveles de nitrito (NO5) y nitrato (NOs), dos
productos terminales del metabolismo del NO'. En este trabajo encontramos que las
concentraciones de nitritos/nitratos esta incrementada en los grupos OB y PE en
comparacion a los grupos VS y EN, lo cual indica que hay produccién de NO'; este 6xido
nitrico al reaccionar con los radicales anion superoxido que se estan produciendo por el
estrés oxidativo en el que se encuentran tanto el grupo OB como el de PE, forma
peroxinitrito, el cual es capaz de nitrar a los grupos SH dando como resultado nitrosotioles.
Es probable que por eso nosotros detectamos concentraciones bajas de grupos SH. Tyurin
y cols en el 2001 describe que en el plasma de preeclampsia contiene concentraciones
significativamente més altas de S-nitrosotioles que las muestras del embarazo normal.

Los efectos biologicos del dxido nitrico son en gran parte mediada por la S-nitrosilacién
(Foster et al, 2005) o péptidos y proteinas bioactivos para producir S-nitrosotioles (SNOs) Fo®"
et al. 2003 'se ha demostrado que los nitrosotioles pueden inhibir a la arginasa. Ademas,

(lyamu et

lyamu al. 2010 sugiere que la oxidacion de proteinas tiol y tioles no proteicos, puede
ser un mecanismo adicional para la modulacion intracelular de arginasa. Aunque seran
necesarios otros estudios para dilucidar el mecanismo de activacion de la arginasa, asi

como los residuos de aminoacidos especificos implicados y los cambios estructurales que

46



@59 Discusion @

impulsan esta activacién, lyamu demostro que existe una interaccion entre los grupos tiol y
actividad de la enzima arginasa. Debido a que el ascorbato es esencial para la
descomposicion de S-nitrosotioles y la liberacion de NO°, el déficit de ascorbato en la
preeclampsia puede resultar en disminucion de las tasas de descomposicion de S-
nitrosotioles (Yrin etal. 2001,

Por lo que podemos observar, la base de la interaccion entre la arginasa y NOS es més
complejo que el hecho de que utilizan un sustrato comun. Por ejemplo, la iNOS que
expresan los macréfagos y las células endoteliales puede producir suficiente N“-hidroxi-
L-arginina para inhibir la actividad de la arginasa ™" ®#" %) En cuanto a la actividad de
la enzima arginasa, se sabe que aparte de disminuir la sintesis de NO" por la disminucién
del sustrato L-arginina, la arginasa inhibe la expresion de NOS inducible, asi como su
estabilidad (-e¢ el 2003; El-Gayaretal, 2003) por otra parte la arginasa puede inhibir la produccion

a (Prabhakar et al, 1997)

de NO" mediado por iNOS a través de la generaciéon de ure . Estos

hallazgos sugieren que la arginasa regula a la baja la formaciéon de NO°, a través de
multiples mecanismos. Curiosamente, N®-hydroxy-L-arginine (L-NOHA) MW etal. 1998)
intermediario formado durante la catalisis de L-arginina por NOS, es un potente inhibidor
de arginasa, sugiriendo que NOS también puede influir en la actividad de arginasa ©oucher &
al. 199 | a naturaleza y la importancia de estas interacciones de regulacion reciproca entre
estos dos sistemas enzimaticos en la circulacion, aun queda por determinar.

En un estudio que realizd Huynh y cols sobre el fenotipo cardiovascular en ratones
knockout arginasa Il encontraron que este fenotipo se asocia con un aumento de la presion
arterial sistdlica y diastélica y llegaron a la conclusion de que sus datos sugieren que la
pérdida global de actividad de la arginasa Il resulta en hipertensign (v etal. 2009 “gjjqg
refieren, que la respuesta constrictora en aorta aislada en ratones arginasa Il KO puede
atribuirse principalmente a una pérdida de actividad de Rho- Kinasa M9 étal. 2004)

Ahora bien, por otra parte se debe saber que la urea inhibe la reabsorcion de sodio en el
tubulo proximal, asi como a la bomba Na-K-2Cl en la rama ascendente gruesa por lo que la
falta de urea producida por la arginasa, en consecuencia aumentaria la reabsorcion de
sodio, desplazando la curva de presion-natriuresis a la derecha (2@ € & 2002) " amentando
asi la presion arterial en mujeres con preeclampsia.

Finalmente, es importante mencionar, que si bien la actividad de la enzima arginasa en
plasma no fue mayor en el grupo PE en comparacién con el grupo de embarazo normal, si
es diferente. Por lo tanto utilizar su actividad en plasma como marcador predictor podria

ser relevante, debido a que nos sugieren que si tomamos muestra de sangre para obtener
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plasma antes de la semana 20 de gestacién y si encontramos que la paciente esta obesa, con
alteracion de la actividad de arginasa y los grupos SH totales disminuidos, ademéas de
encontrar las concentraciones de NO3/NO, aumentados, es probable que la paciente puede
llegar presentar preeclampsia. Este estudio apoya la evidencia del papel del estrés

oxidativo en la preeclampsia y su estrecha relacion con la obesidad.
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IX. CONCLUSIONES

v' Las mujeres con preeclampsia se encuentran en estado de estrés oxidativo, al
aumentar los productos de lipoperoxidacion y disminuir la defensa antioxidante.

v’ Se encuentran aumentados los metabolitos del 6xido nitrico en las mujeres con
preeclampsia.

v' La actividad de la enzima arginasa se encuentra disminuida en mujeres con
preeclampsia en comparacion con el embarazo normal.

v Se observa una relacion directa entre la actividad de la enzima arginasa y los
grupos SH.

v La combinacién de obesidad con estrés oxidativo puede ser un factor determinante

para desarrollar preeclampsia.

X. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos nos surge la necesidad de estudiar mas a fondo la
relacién que existe entre los sulfidrilos y la actividad de la enzima arginasa en esta
patologia, por lo que se propone continuar con estudios como la medicion de nitrosotioles.
Tambien se continuara con el estudio de cuantificacion de arginasa en mujeres
preclampticas con IMC normal, para complementar estudio y asi utilizar la actividad de la

enzima arginasa en plasma como un marcador predictivo.
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Anexo 1.

Datos Clinicos Preeclampsia Leve

Presion Arterial
Presion Arterial Sistolica (PAS) | > 140 mmHg pero < 160 mmHg
ylo
Presién Arterial Diastdlica > 90 mmHg pero < 110 mmHg

(PAD)

Proteinuria
Recoleccidn de orina de 24
horas

>300mg pero < 2g

Tira reactiva > 1+ (30 mg/dl)

Sin evidencia de compromiso
multisistémico o de
vasoespasmo persistente

Compromiso Multisistémico

Clasificacion Preeclampsia-Eclampsi

Preeclampsia Severa

>160 mmHg
ylo
>110mmHg

2g 0 mas

3+

Epigastralgia o dolor en barra
en cuadrante superior derecho.
Creatinina sérica > 1.2 mg/dl.
Oliguria < 500 ml/24 horas.
Edema Pulmonar o cianosis
Disfuncion Hepatica: TGO o
TGP >70 Ul

Trombocitopenia

Trastornos cerebrales: cefalea
persistente, acufenos, alteracion
de la conciencia, nauseas y/o
vomitos

Alteraciones visuales: fosfenos,
escotomos, diplopia, vision
borrosa.

RCIU y/o oligohidramnios

Sindrome de HELLP

Hipertension de reciente inicio

Proteinuria de reciente inicio

304+

Dolor en epigastrio o en el
cuadrante  superior  derecho
(sintoma mas importante)
Nauseas y/o vomito
H: Hemolisis
DHL total > 600 UI/L
Esquistocitos en frotis de
sangre periférica

Bilirrubina Total en Suero:
>1.2 mg/dl
EL: Enzimas Hepéticas
Elevadas:

TGO o TGP > 70 UI/L
LP: Trombocitopenia
Plaguetas < 150 000 pl

Anexos %

a (Romero, 2009)

Eclampsia

Puede ocurrir en presencia de
hipertensién leve, severa o sin
evidencia de hipertension en 10-
15% de los casos

> 1+ (30 mg/dl)

Convulsiones
2 fases (60-75 seg.):
1% duraciéon aprox. 15 seg.
Movimientos  faciales  y/o
desviacion de la mirada no focal
2% Convulsiones generalizadas
con una rapida sucesién de
contracciones  musculares 'y
relajacion.
Cefalea (regién
frontal)
Visidn borrosa
Epigastralgia
Confusion/edo. mental alterado.

Eclampticas

occipital o



