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RESUMEN

Uno de los sindromes que se presentan durante el embarazo y ocasiona mas de
75.000 muertes maternas al afio, con una incidencia de 5 a 10% a nivel mundial, es la
preeclampsia. Este es un sindrome clinico multisistémico, exclusivo del embarazo en
el ser humano. Su diagnéstico, se fundamenta en la presencia concomitante de
hipertension arterial, edema y proteinuria, y su etiologia, parece derivarse de la
combinacion de factores genéticos, inmunologicos y ambientales, que convergen
hacia fallas en la invasion trofoblastica normal y en la remodelacion de las arterias
uterinas. El proceso se traduce en una reduccion del flujo placentario v,
consecuentemente, en una produccion de factores circulantes que alteran la funcion
endotelial. Se genera asi un aumento en el grado de peroxidacion lipidica de
membranas plasmaticas del tejido placentario. Este proceso, posteriormente, puede

alcanzar todo el organismo a través de la sangre.
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En este trabajo, explantos placentarios de gestantes a término fueron
incubados bajo condiciones de normoxia o hipoxia, para determinar luego el grado
de peroxidacion lipidica de sus homogenizados. El estudio se realizdé tanto en
presencia como ausencia de gluconato de magnesio en el medio donde se incubaron
los explantos bajo condiciones de hipoxia, para poder determinar si este agente es
capaz, al igual que el sulfato de magnesio, de proteger al tejido placentario contra los

daios producidos por el periodo de hipoxia.

Se encontré que el aumento en los niveles de peroxidacion lipidica de las
membranas placentarias, producidos durante el periodo de hipoxia, no se produce
cuando se colocan 4 mM de gluconato de magnesio en el medio donde se incubaron

los explantos bajo condiciones de hipoxia.

En conclusion, se puede afirmar que el gluconato de magnesio trabaja como
agente antioxidante contra la peroxidacion lipidica de membranas celulares,

protegiéndolas contra periodos de hipoxia.

Descriptores: Preeclampsia, placenta humana, explanto, hipoxia, peroxidacion

lipidica, gluconato de magnesio.
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INTRODUCCION

Uno de los sindromes que se presenta durante el embarazo y ocasiona mas de
75.000 muertes maternas al afio, con una incidencia de 5 a 10% a nivel mundial, es la
preeclampsia. Este es un sindrome clinico multisistémico, exclusivo del embarazo en
el ser humano (Zeeman & Dekker, 1992). El diagndstico de este sindrome se
fundamenta en la presencia concomitante de hipertension arterial, edema vy

proteinuria, en gestantes sin historia previa de hipertension arterial.

La etiologia de este sindrome aun se desconoce. Se cree que sus causas
pueden ser multiples, y que en ellas influyen factores genéticos, inmunolégicos y
ambientales, los cuales convergen hacia fallas en la invasion trofobléastica normal y en
la remodelacion de las arterias uterinas (Kharfi ez al., 2003). La fisiopatologia de la
preeclampsia es bien entendida, afirmandose que la disfuncién endotelial juega un rol
principal en muchos de los sintomas clinicos, ya que se derivan de cambios dentro del
endotelio vascular materno o involucran disfuncion endotelial generalizada (Roberts,

1998; Davison et al., 2004).

Para que se produzca el sindrome de preeclampsia es necesaria la presencia de
la placenta, la cual es un érgano fundamental para el desarrollo y crecimiento fetal.
Esta estructura esta constituida por dos caras (la cara materna y la cara fetal), y posee
tanto tejido materno como tejido embrionario, lo que le otorga la caracteristica de
poseer genotipos diferentes. Su funcién principal es la regulacion del transporte de
iones, nutrientes, inmunoglobulinas, intercambio de gases y transporte de solutos

entre la madre y el feto (Silver ef al., 1990).
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El tratamiento estandar para la preeclampsia severa consiste principalmente en
reposo, administracion de agentes antihipertensivos y drogas anticonvulsivantes para
la prevencion de la eclampsia (1 de cada 80 gestantes con preeeclampsia severa
padecen convulsiones). Uno de los tratamientos usados durante mas de 60 afios para

prevenir las convulsiones durante la preeclampsia severa, es el sulfato de magnesio
(Scardo et al., 1995).

Se considera que la hipoperfusion placentaria es uno de los factores que
desencadenan la preeclampsia. Esta condicion provoca hipoxia placentaria y, con
ello, se elevan los procesos de peroxidacion lipidica en el mismo tejido. Por ello, el
modelo de hipoxia de muestras de tejido placentario, constituye una buena via para

indagar sobre los procesos celulares y moleculares que se dan en la preeclampsia.

En el estudio que estamos proponiendo, se prepararan homogenizados a partir
de cultivos de explantos placentarios, después de ser incubados bajo condiciones de
normoxia (explantos incubados con 8% de oxigeno), o de hipoxia, (explantos
incubados con 2% de oxigeno), en presencia o ausencia de gluconato de magnesio.
Luego, se determinaran los niveles de peroxidacion lipidica en las preparaciones, con
el fin de constatar si se produce o no algun efecto protector del gluconato de

magnesio, al incubar el tejido bajo condiciones de hipoxia.
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CAPITULO I
Planteamiento del problema

En todos los seres vivos, en condiciones fisioldgicas normales, ocurren
constantemente procesos de peroxidacion lipidica, a niveles controlados. Estos
procesos involucran la conversion oxidativa de acidos grasos insaturados a productos
primarios conocidos como hidroperéxidos, lo cual surge de un proceso de ataque por
radicales libres (Hubel er al., 1989). Durante el sindrome de preeclampsia, los
procesos de peroxidacion lipidica se presentan en mayores niveles, debido a que
ocurre un desbalance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes (Halliwell &

Gutteridge, 1989), a favor de los oxidantes.

Uno de los tratamientos de eleccion para prevenir la eclampsia durante la
preeclampsia severa, es el sulfato de magnesio, que aparte de proporcionar a la
paciente un incremento del flujo sanguineo cerebral, rapida disminucion del indice de
resistencia sistémica vascular, incremento del flujo sanguineo uterino y renal y
liberacion de prostaciclinas por las células endoteliales (Sibai, 1990), también se ha
descrito que tiene propiedades antioxidantes. Especificamente, a nivel de la
peroxidacion lipidica a nivel celular, esta sal se ha reportado que estabiliza la
membrana celular peroxidada (Abad, 2005). Sin embargo, el sulfato de magnesio en
dosis toxicas, posee efectos perjudiciales para la mujer. Entre ellos, se pﬁeden
mencionar: pérdida de los reflejos patelares, nduseas, aumento de la temperatura
corporal, somnolencia, vision doble, dificultad para hablar, debilidad (Abad, 20053).
Cabe también destacar, que esta sal posee la limitacion que no puede ser suministrada

por via oral, ya que produce una importante diarrea osmotica.



El magnesio es considerado como el responsable de los efectos benéficos del
sulfato de magnesio sobre la madre preeclamptica y su neonato (Abad et al., 2005).
En funcion de lo mencionado anteriormente, se ha planteado la substitucion del
sulfato por otras sales de magnesio, de uso oral. El gluconato de magnesio es una de
estas sales. Este agente tiene una capacidad antioxidante mayor que la mostrada por
el sulfato de magnesio (Martin et al., 1987; Martin er al., 1998; Mak et al., 2000). De
hecho, se ha demostrado que posee una capacidad de remocién de radicales
hidroxilos y alcoxilos por encima de la que presenta el sulfato de magnesio, segin
demostrado en procesos de isquemia-reperfusion cardiaca (Murthi et al., 2003). En
otros estudios, se ha demostrado que el gluconato de magnesio es capaz de inhibir la
peroxidacion lipidica en membranas microsomales tratadas in vitro con la reaccién de
Fenton (Mak et al., 2000). En este estudio, se propone evaluar los niveles de
peroxidacion lipidica de explantos de placenta humana a término, cultivados bajo

condiciones de hipoxia, en presencia o ausencia de gluconato de magnesio.

De este proposito, surgen las siguientes interrogantes:

* (Podrd la presencia del gluconato de magnesio proteger o prevenir el
aumento en los niveles de peroxidacion lipidica de membranas celulares, que
se produce al cultivar explantos de placenta humana a término, bajo

condiciones de hipoxia?

o /Serd el efecto del gluconato de magnesio sobre los niveles de peroxidacion
lipidica de homogenizados de explantos de placenta humana a término

cultivados bajo condiciones de hipoxia, similar al observado con sulfato de

magnesio?



Objetivo General

Estudiar el efecto del gluconato de magnesio sobre los niveles de

peroxidacion lipidica de explantos de placenta humana a término, cultivados bajo

condiciones de hipoxia, en presencia o ausencia de gluconato de magnesio.
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Objetivos Especificos

Obtener placentas humanas a término de gestantes normotensas, para aislar

explantos.

Incubar los explantos bajo condiciones de normoxia (8% oxigeno) o hipoxia

(2% oxigeno), en presencia y ausencia de gluconato de magnesio, durante 18
horas a 37°C.

Preparar homogenizados de explantos de placenta humana a término, e

incubarlos bajo las condiciones indicadas.

Determinar los niveles de peroxidacion lipidica de los homogenizados, utilizando
el método de cuantificacion de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico

(TBARS).



Justificacion

La preeclampsia es un sindrome multisistémico que se caracteriza por
elevacion de la presion arterial, proteinuria, vasoespasmo arterial generalizado y
edema. Estos signos aparecen, generalmente, luego de las 20 semanas de gestacion.
La hipoperfusion dteroplacentaria que se produce en la mujer preeclamptica por fallas
en la invasion trofoblastica, provoca hipoxia placentaria, con lo cual se elevan los
procesos de peroxidacion lipidica en el tejido, lo que va a traducirse en un
desbalance entre fuerzas oxidantes y antioxidantes, a favor de las primeras (Carreiras
et al., 2002). El aumento en el grado de peroxidacién lipidica de las membranas
plasmaticas de las células de la placenta conlleva a una liberacion aumentada de
productos de peroxidacion lipidica hacia el plasma sanguineo. a través del cual
pueden alcanzar todo el organismo, pudiendo dafiar membranas de células

endoteliales y de distintos 6rganos y tejidos (Carrera et al., 2003).

Unos de los tratamientos mas usados como terapia y profilaxis contra las
convulsiones ecldmpticas, es el sulfato de magnesio (Scardo et al. 1995). Este
tratamiento ha llegado a ser el mas utilizado durante los ultimos 30 afios, y esta
asociado con una dramética reduccion de la morbilidad materna y neonatal
relacionada con la eclampsia. Actualmente, en la literatura se reportan una serie de
efectos benéficos del sulfato de magnesio sobre la madre preeclamptica, entre los
que cabe mencionar: incremento del flujo sanguineo cerebral, rapida disminucion del
indice de resistencia sistémica vascular, incremento del flujo sanguineo uterino y
renal y, liberacion de prostaciclinas por las células endoteliales. (Sibai, 1990). Pero
asi como ofrece beneficios, un aumento de su concentracion en plasma por encima de
los valores maximos, se puede reflejar en una serie de problemas para el organismo:
pérdida de los reflejos patelares, nauseas, aumento de la temperatura corporal,
somnolencia, vision doble, dificultad para hablar, debilidad. Si la pérdida de los
reflejos patelares es ignorada, el deterioro de los musculos involucrados en la

respiracion puede llevar a una peligrosa hipoxia, paro respiratorio y paro cardiaco




(Sibai, 1990). Ademas, el sulfato de magnesio posee la gran limitacion que no puede

ser suministrado por via oral, ya que produce una fuerte diarrea osmotica.

Considerando el hecho de que los atributos del sulfato de magnesio se
consideran debidos fundamentalmente al Mg2+ (Aranda P, 2000) decidimos realizar
este estudio utilizando otra sal del i6n, especificamente, el gluconato de magnesio
(MgGly) . Esta sal de magnesio es de uso oral y pudiera representar una alternativa
como tratamiento o suplemento diario a la mujer embarazada, para prevenir o reducir
los riesgos de padecer de preeclampsia. La finalidad de este trabajo, es establecer si el
gluconato de magnesio posee una capacidad parecida a la del sulfato de magnesio,
para evitar o disminuir el proceso de peroxidacion lipidica que se produce al incubar
tejido placentario normal bajo condiciones de hipoxia (Benyo ef al., 1997). Como
mencionado anteriormente, el gluconato de magnesio posee una ventaja muy
importante sobre el sulfato de magnesio, ya que puede ser ingerido oralmente, sin

ningun inconveniente, en dosis terapéuticas (Mendoza, 2004).




CAPITULO I

MARCO TEORICO REFERENCIAL

La placenta es un 6rgano fundamental para el desarrollo y crecimiento fetal,
particularmente en la  regulacién del transporte de iones, nutrientes,
inmunoglobulinas, intercambio de gases y transporte de solutos entre la madre y el
feto (Silver et al., 1990). La placenta presenta dos caras discoideas: una que se
encuentra apoyada al lado materno (miometrio), que recibe el nombre de placa
decidual, y otra que estd relacionada con el lado fetal (cavidad amnidtica) que se
denomina placa coriénica. La capa decidual estd compuesta por dos estructuras
fundamentales para la placenta: el sinciciotrofoblasto y el citotrofoblasto. De estas
estructuras, emergen numerosas paredes perpendiculares denominadas tabiques
placentarios los cuales, a pesar de que no llegan a establecer contacto con la placa
corionica, dividen a la laguna sanguinea y por extensién a la placenta, en varios

compartimientos que se conocen con el nombre de cotiledones (Langman, 1976).

La membrana plasmatica de las células del sinciciotrofoblasto de la placenta
juega un papel muy importante en la relacion entre la madre y el feto. Variaciones
que se produzcan entre las propiedades de la membrana plasmatica basal (MB) y de
la membrana plasmética de las microvellosidades (MVM), pudiera traducirse en un
mal funcionamiento celular y, con ello, en el desarrollo de anomalias y enfermedades,

tanto para la madre como para el feto (Redman, 1990).

Se ha encontrado que la presencia de la placenta es condicion necesaria para
que la mujer gravida desarrolle preeclampsia, un sindrome que afecta de 7 a 10% de
las gestantes a nivel mundial. La preeclampsia se caracteriza por una elevacion de la
presion arterial, proteinuria y edema, sintomas estos que empiezan a aparecer luego

de las 20 semanas de gestacion (Zeeman & Dekker, 1992). El sindrome puede




clasificarse en dos estadios con respecto a su severidad, lo que representa
probablemente la evolucion de una condicion progresiva hacia una forma més grave,

llamada eclampsia (Kosch et al., 2000).

La preeclampsia, en su forma mas benigna se denomina leve. Esta forma se
caracteriza por una evolucién satisfactoria y una aparicion mas bien tardia en el
embarazo, con una hipertension arterial moderada, no sobrepasando los 140/90 mm

Hg y una proteinuria no mayor de 300 mg en 24 horas (Kosch ef al., 2000).

La preeclampsia se considera severa, cuando las gestantes presentan una
presion arterial > 160/110mm Hg y una proteinuria de al menos 5 g en 24 horas.
Durante la preeclampsia severa, pueden verse afectados varios 6rganos, por lo que
puede desarrollarse edema pulmonar, oliguria (menos de 400 ml de orina diaria). o
sintomas persistentes de alteraciones del sistema nervioso central, como dolores de
cabeza, vision borrosa o ceguera. Otras sefiales asociadas a la preeclampsia severa,

son el retardo del crecimiento del feto y la elevacion de la creatinina sérica (Lipstein
etal., 2003).

El sindrome HELLP (acrénimo que viene de Hemolysis, Elevated Liver
Enzymes and Low Platelet Count), es una complicacion, que puede ser encontrada en
pacientes con preeclampsia severa. Este sindrome consiste en hemolisis, elevacion de
las enzimas hepaticas y trombocitopenia (conteo de plaquetas menor a 100.000/mm?).
El aumento de enzimas hepaticas, esta asociado a un dolor epigastrico persistente o

dolor de la parte superior derecha del abdomen (Sibai, 2003).

Uno de los signos mas corrosivos que se pudiera llegar a tener durante la
preeclampsia severa son las convulsiones, y/o coma materno. En este caso, se habla
de eclampsia, la que conlleva un gran indice de riesgo de muerte materno-fetal
(Lindheimer & Katz, 1985). Cabe destacar que la preeclampsia desaparece varios dias

después del parto (Zeeman & Dekker, 1992).
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Desde hace muchos afios se conoce la preeclampsia - eclampsia, pero atn en
la actualidad se desconoce aun con exactitud su etiologia, existiendo atn una serie de
interrogantes sobre cuales serian los factores que desencadenan el mecanismo de
desarrollo del sindrome. No obstante, los conocimientos acumulados en este
particular, permiten creer que dicha patologia es el resultado de una combinaciéon de
factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales, los cuales llevan a fallas en la
invasion trofoblastica normal y en la remodelacion de las arterias uterinas (Roberts &

Cooper, 2001; Kharfi et al., 2003).

Una de las hipotesis de la patogenia de la preeclampsia, se basa en el hecho de
que en el desarrollo de la vascularizacion de la placenta pueden surgir irregularidades,
que provocan una perfusion placentaria insuficiente. Esta insuficiencia del riego
sanguineo placentario, puede surgir como consecuencia de la incapacidad del tejido
placentario de llevar a cabo de forma satisfactoria el mecanismo de implantacion. Por
medio de este mecanismo, la placenta asegura su sujecion al tGtero y asegura su
irrigacién, al transformar la circulacion miometrial, desde un sistema de alta
resistencia y bajo flujo sanguineo, a un sistema de baja resistencia y alto flujo

sanguineo (Pritchard ef al., 1990).

La implantacién ocurre durante las primeras semanas de gestacion, y es
llevada a cabo por la colonizacion de numerosas células del citotrofoblasto
extravelloso, a la decidua y miometrio adyacente. La llegada de esta migracion de
células del citotrofoblasto a los vasos espirales (arterias mas profundas del Utero), las
lleva a reemplazar células del endotelio de los vasos maternos, destruyendo y
reemplazando por citotrofoblasto, las capas elasticas y musculares de los mismos
(Buhimschi er al., 1998). Posteriormente, una segunda invasién, mas profunda y
endovascular, alcanza las arterias radiales, convirtiendo de esta manera a los vasos
maternos en el conducto utero-placentario, en el que se permite la dilatacion de los

vasos de forma pasiva, suministrando asi el flujo sanguineo requerido en el embarazo
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(De Wolf et al., 1973; Pijnenborg er al., 1981). Las dos migraciones trofoblasticas
son determinantes en el establecimiento de una baja presion y, con ello, una alta
conductancia del compartimiento vascular, lo que asegura un suministro constante de

oxigeno y nutrientes a la placenta y, por ende, al feto (Buhimschi ef al., 1998).

Las células trofoblasticas proliferan dando lugar a una capa interna de
citotrofoblasto, formada por células separadas, y a una capa més externa de
sinciciotrofoblasto, que representa una capa multinucleada y continua de protoplasma
en la que no se pueden distinguir limites celulares. El citotrofoblasto comienza a
sufrir mitosis de forma continua, formando células que se van incorporando y que se
fusionan con el sinciciotrofoblasto en desarrollo. El sinciciotrofoblasto erosiona
activamente el endometrio, permitiendo al blastocisto, en conjunto, introducirse mas
profundamente en el endometrio (implantacién); el proceso de proliferacion e
invasion continua, hasta que el sistema vascular sanguineo materno forme las lagunas
del laberinto sincicial. y las vellosidades que se dirigen hacia el lado fetal, que quedan
inmersas en dichas lagunas. Estas microvellosidades se encuentran envueltas por las
células del sinciciotrofoblasto, por lo que dicho tejido epitelial constituye la barrera

mas proxima de intercambio de nutrientes entre la madre y el feto (Mendoza, 2004).

Como consecuencia de una implantacién anormal durante las primeras
semanas de gestacion, se producen cuadros de hipoxia que generan estrés oxidativo.
Esta situacion se presenta por el hecho de que en estas condiciones, la accién de los
mecanismos antioxidante es sobrepasada por los procesos de oxidacion, siendo la

peroxidacion lipidica una manifestaciéon del mismo proceso (Hubel ef al., 1989).

Las especies reactivas de oxigeno interactiian facilmente con los lipidos, las
proteinas y los carbohidratos que forman la membrana plasmatica de las células,
afectando la integridad de la misma (Maulik et al., 2001). Un aumento en productos

de peroxidacion lipidica circulantes, como en el caso de la preeclampsia, puede




provocar la peroxidacion de lipidos de membrana plasmatica de células de diferentes

tejidos en todo el organismo (Sotnikova, 1986).

Mas ain, durante la preeclampsia, se produce claramente un desorden del
sistema vascular, del cual los eritrocitos constituyen un componente fundamental. Si
bien es cierto que los eritrocitos no contribuyen en la etiologia del sindrome, también
es cierto que, como mencionado anteriormente, pueden realizar una labor importante
en el proceso de llevar el estrés oxidativo a otros 6rganos y tejidos del organismo. Asi
mismo, otras células sanguineas (plaquetas y leucocitos) pueden ser oxidadas durante
su paso por la placenta, pudiendo convertirse también en distribuidores de la

peroxidacion lipidica a otras regiones del organismo.

Al afectar la integridad de la membranas celulares (Halliwell & Gutteridge,
1989), la peroxidacion lipidica puede reducir la fluidez de las mismas y. con ello,

disminuir la actividad de enzimas presentes en ellas.

El tratamiento de la preeclampsia no ha cambiado en décadas (Watson ef al.,
1986), y consiste en: reposo, administracién de agentes antihipertensivos para la
preeclampsia leve y, administracion de agentes anticonvulsivantes o antiepilépticos,
para la profilaxis y prevencion de las convulsiones. Entre estos altimos, encontramos
drogas antiepilépticas convencionales, tales como diazepam y fenitoina, y el

tratamiento de eleccion, que es la infusién endovenosa de sulfato de magnesio.

El uso del sulfato de magnesio en clinica data de 1618 (McCall, 1956),
cuando un agricultor de nombre Henry Wickes descubrié una fuente de agua de
manantial en Epson en el sur de Inglaterra, la cual contenia grandes cantidades de
sulfato de magnesio, constituyéndose en las llamadas sales de Epson. Al inicio, éstas
eran empleadas s6lo para “bafiar ulceras abiertas y afecciones dolorosas”; mas tarde,
Epson llegé a ser uno de los més importantes balnearios en el mundo y el sulfato de

magnesio, llego a ser uno de los mds importantes medicamentos. En 1905 y 1906, se
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publican los primeros reportes sobre la eficacia del sulfato de magnesio para tratar
las convulsiones del tétano. Veinte afios después, aparecen en la literatura algunos

articulos, reportando sus propiedades anticonvulsivantes en eclampsia (Lazard, 1925).

Los primeros estudios notables del efecto del sulfato de magnesio sobre la
preeclampsia, fueron realizados entre 1925 y 1926 por Dorsett, Lazard, Alton y
Lincoln (Lazard, 1925). En 1929, con la introduccion del uso del sulfato de magnesio
para la prevencién de convulsiones eclampticas en el Hospital Chicago Lying, la
incidencia de eclampsia descendio desde un 36% a un 7% (Greene, 2003). Asi, el
sulfato de magnesio, es usado desde hace mas de 60 afios como terapia y profilaxis
contra las convulsiones eclampticas (Scardo er al, 1995). Ha llegado a ser el
tratamiento estandar en los ultimos 30 afios, y estd asociado con una dramadtica
reduccion de la morbilidad materno y neonatal relacionada con eclampsia (Pritchard
& Stone, 1967). Si bien el uso del sulfato de magnesio ha sido criticado como algo
irracional, ya que esta sal no es un anticonvulsivante per se, por lo que pudiera
esperarse que fuese inefectiva para corregir las convulsiones que se producen durante
la preeclampsia, su uso ha sido defendido por los obstetras “porque simplemente
funciona” y, porque su administracion es relativamente segura para el feto (Sibai,
1990). Debido a ello, el uso del sulfato de magnesio ha sido considerado més bien
como un “tratamiento empirico” (Pritchard & Pritchard, 1975), en vez de un

tratamiento cientificamente comprobado.

Estudios mas recientes (Sibai, 1990), indican que el sulfato de magnesio,
independientemente de su eficacia como anticonvulsivante, tiene una serie de efectos
benéficos para la madre preeclamptica (Lucas ef al., 1995; Nelson & Grether, 1995).
Entre ellos podemos mencionar: incremento del flujo sanguineo cerebral; rapida
disminuciéon del indice de resistencia sistémica vascular; incremento del flujo
sanguineo uterino; incremento del flujo sanguineo renal; incremento de la liberacion
de prostaciclinas por células endoteliales; disminucién de la actividad de la renina

plasmatica; disminucion de los niveles de enzima convertidora de angiotensina;
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atenuacion de la respuesta vascular a sustancias vasopresoras; proteccién contra dafio
isquémico; reduccion de la agregacion plaquetaria. En el caso de los neonatos, se ha

demostrado que disminuye el riesgo de paralisis cerebral en prematuros (Lucas et al.,
1995; Nelson & Grether, 1995).

Aunque las causas fundamentales responsables de la aparicion de
convulsiones en la eclampsia no han sido establecidas definitivamente (Roberts,
1995), la condicion preeclampsia—eclampsia esta caracterizada por un intenso
vasoespasmo, asi como por una sensibilidad aumentada a agentes vasopresores, lo
que ha llevado a la suposicién de que las convulsiones pudieran ser el resultado de un
reducido flujo sanguineo cerebral (Roberts & Redman, 1993). En este particular, el
magnesio es un potente vasodilatador, especialmente de la red vascular cerebral, y se
sabe que la administracion de sulfato de magnesio a mujeres preeclampticas,
incrementa su flujo sanguineo cerebral (Belfort & Moise, 1992). Este efecto del
sulfato de magnesio pudiera ser debido a su capacidad de incrementar, tanto in vivo
como in vitro, la produccioén de prostaciclinas, las cuales son potentes vasodilatadores

endoteliales (Watson et al., 1986).

Por otro lado, existen reportes que indican que el magnesio actia como un
anticonvulsivante bloqueando los canales de N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor
de aminoécidos excitatorios que, cuando es estimulado, puede dirigir a convulsiones

tanto electroencefalogréficas como ténicas — clonicas (Cotton ef al., 1993).

El magnesio, ha sido demostrado in vitro que puede actuar como agente
protector contra el dafio mediado por radicales libres en células endoteliales (Dickens
et al., 1992), siendo capaz de disminuir la vasoconstriccion inducida por perdxidos en

la placenta humana (Walsh er al., 1998).
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El uso prenatal del sulfato de magnesio protege al feto al disminuir la
incidencia de hemorragias intraventriculares en neonatos de embarazadas
preeclampticas (Kuban et al., 1992). Del mismo modo, se conoce que disminuye el
riesgo de paralisis cerebral en prematuros (Nelson & Grether, 1995). Otros estudios,
demuestran una reduccion en los indices de mortalidad neonatal, cuando se emplea
sulfato de magnesio para tratar la preeclampsia (Farkouh e al., 2001). Por otro lado,
empleando cotiledones aislados de placenta, se ha reportado que la presion de la
perfusion arterial fetoplacental es mayor en placentas provenientes de pacientes
preeclampticas, disminuyendo la presion de la perfusion en las mismas, cuando son
tratadas con sulfato de magnesio (Kovac er al, 2003). Todos estos hallazgos,
sugieren que la incrementada vasoconstriccion fetoplacental que se produce en la
preeclampsia, puede ser revertida por el sulfato de magnesio. La disminucion de los
indices de morbilidad y mortalidad neonatal que se observa para las embarazadas
preeclampticas que son tratadas con sulfato de magnesio, puede ser explicada en parte

por el efecto vasodilatador de este agente, a nivel del lecho vascular fetoplacentario.

Los niveles plasmaticos de sulfato de magnesio considerados terapéuticos,
basados en la experiencia clinica, oscilan entre 4 a 8 mg/dl (Sibai, 1990). La primera
seflal de intoxicacion por sulfato de magnesio es la pérdida de reflejos patelares, lo
que ocurre con niveles plasmaticos entre 9 —12 mg/dl del agente. Los signos
tempranos de intoxicacién con magnesio incluyen nausea, aumento de la temperatura
corporal, somnolencia, visiéon doble, dificultad para hablar y debilidad. Si la pérdida
de reflejos patelares es ignorada y la concentracién en plasma incrementa por encima
de 12 mg/dl, el deterioro de los musculos involucrados en la respiracion puede llevar
a una peligrosa hipoxia. A niveles plasméticos de sulfato de magnesio entre 15 a 17
mg/dl, se puede desarrollar paralisis muscular y paro respiratorio, mientras que a

niveles entre 30 a 35 mg/dl, puede desarrollarse un paro cardiaco.

El antidoto ante la intoxicacion con sulfato de magnesio es el gluconato de

calcio, siendo el tratamiento muy efectivo cuando ocurre compromiso respiratorio
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(Chesley, 1979). La debilidad neuromuscular inducida por la hipermagnesemia y
revertida por el gluconato de calcio, pareciera estar relacionada con la habilidad del

calcio de desplazar al magnesio desde las membranas celulares (Henninger & Horst,
1997).

Es importante destacar que existen otras sales de magnesio, que pueden ser
absorbidas por via gastrointestinal, como lo son el cloruro de magnesio y el gluconato
de magnesio. En el caso de este ltimo, se dice que proporciona ventajas a la mujer
preeclamptica, ya que estudios realizados por Li (Li & Tian, 1997), sugieren que el
gluconato de magnesio en dosis bajas, por via oral, puede prevenir eficazmente la
preeclampsia en mujeres de alto riesgo. Se sugiere que el mecanismo de accién del

gluconato de magnesio, consiste en mantener el equilibrio de PGI2 y TXA2.

Mas aun, hay estudios que refieren el uso de sales orales de magnesio, como
el gluconato de magnesio, que poseen una capacidad antioxidante mayor que la
mostrada por el sulfato de magnesio (Martin ef al., 1987; Martin ef al., 1998; Mak et
al., 2000). Especificamente, el gluconato de magnesio es capaz de remover radicales
hidroxilos y alcoxilos, por encima de la capacidad antioxidante que presenta el sulfato
de magnesio (Murthi er al., 2003). Asi por ejemplo, en procesos de isquemia-
reperfusion cardiaca, el gluconato de magnesio disminuye los dafios oxidativos, a
través de la disminucién significativa de los niveles de radicales alcoxilos, por encima
del efecto mostrado por el sulfato de magnesio (Murthi er al., 2003). En otros
estudios, se ha demostrado que el gluconato de magnesio es capaz de inhibir la

peroxidacion lipidica en membranas microsomales tratadas in vitro con la reaccion de
Fenton (Mak et al., 2000).

En funcion de todo lo relatado anteriormente, en la elaboracion de este trabajo
se decidio estudiar el efecto del gluconato de magnesio sobre los niveles de
peroxidacion lipidica de membranas de explantos de placenta humana a término,

cultivados bajo condiciones de hipoxia.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio fue autorizado por las comisiones de Bioética del IVIC,
del Hospital Universitario de Caracas y de la Maternidad Concepcidn Palacios. Todas

las participantes firmaron un consentimiento escrito.
1. Placentas Humanas.

Se recolectaron placentas humanas a término (38-41 semanas) de pacientes sin
ninguna patologia asociada. Las placentas obtenidas inmediatamente después del
alumbramiento por parto vaginal, eran colocadas sobre hielo y trasladadas al

laboratorio, donde se procesaban. Todo esto, en un lapso menor a 4 horas.
2. Preparacion de Explantos y cultivo de los mismos.

Una vez en el laboratorio, se aislaban de la placenta cotiledones observados en
buen estado, y se les removia la placa coridnica y la decidua (0.25cm
aproximadamente). Luego, se colocaban los cotiledones en una placa de Petri y se
cortaban en trozos pequefios de 0,5 cm x 0,5 cm aproximadamente, removiendo los
vasos sanguineos. Todo el proceso de preparacion y lavado era realizado sobre hielo,
a una temperatura de 4°C. Los explantos primarios de placenta fresca se lavaban con
solucion salina estéril durante 5 veces consecutivas. Luego, se transferian a placas
Nunclon ™ Surface® de 12 pozos, que contenian 2ml del medio DMEM-F12 (Medio
Eagle Modificado Dulbecco) + 10% Suero Fetal Bovino (SFB) en cada pozo. Este
medio se encontraba a 37°C, y era complementado con agentes antimicrobianos:

Penicilina cristalina 100.000 Ul/ml, Gentamicina 48ug/ml y Anfotericina B 3pug/ml.



18

Todos los explantos eran incubados a 37°C, bajo condicién de normoxia,
durante las primeras 4 horas. Una vez concluido este tiempo, el medio de cultivo era
removido y se les proporcionaba medio fresco a 37°C (2 ml/pozo). Luego. los
explantos se incubaban bajo condiciones de normoxia o hipoxia, en presencia y
ausencia de 4 mM gluconato de magnesio, durante un periodo de 18 horas, a 37°C. en
una incubadora estéril (Shel Lab Model IR2424 CO, Incubator), a presiones

constantes de los gases, los cuales, segun la condicion de incubacién eran:

- Normoxia: 8% O, 5% CO,. 87% N,
- Hipoxia: 2% O,, 5% CO,, 93% N,

3. Homogenizado de explantos de placenta humana.

Los explantos se removieron del medio de cultivo y se lavaron con solucién
salina. Una vez lavado, el tejido se peso y se procedio a suspenderlo en 3 volimenes
(ml/g) de una solucion fria (solucién 1) que contenia (mM): sacarosa, 250; Tris-
Hepes (pH 7,2); etilenglicol-bis-(B-amino-etil ester) N,N-acido tetraacético (EGTA),
5; acido etilendiamin tetraacético (EDTA), 5; fenilmetil-sulfonil fluoruro (PMSF), 1.
Esta suspension se homogenizaba durante dos minutos con un homogenizador Ultra-
Turrax T25 (Janke & Kunkel,IKA-Labortechinick) a 24.000rpm, con una hojilla
S25N, obteniéndose los homogenizados totales (HT) de los explantos de placenta
humana (Illsley et al., 1990).
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4. Determinacién de proteinas.

La cuantificacion del contenido de proteinas de los fantasmas, se realizod
segun el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello, se utilizé el reactivo
concentrado de azul brillante de Coomasie (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA.,
USA). El procedimiento era el siguiente: se preparaba una curva de calibracion
empleando 100, 200 y 400 pl de albumina, 25 pg/ml; llevando luego a un volumen
final de 800 ul con agua destilada. Se preparaban cuatro blancos para calibrar el
espectrofotémetro, los cuales llevaban 790 ul de agua destilada y 10 ul del medio de
resuspension. Las muestras se preparaban por cuadruplicado, llevando 10 ul de
suspension de membranas y 790 pl de agua destilada. Tanto a las muestras, como a
los blancos y curva de calibracion se les afiadia 200 pl del reactivo, se agitaban y
dejaban a temperatura ambiente durante 5 minutos. Una vez transcurrido este tiempo.
se tomaban 200 pl de cada uno de los tubos y se colocaban en placas de ELISA de 96
pozos para luego medir la absorbancia en un lector ELISA Sunrise (Tecan) a 595 nm.

La densidad optica es lineal para un rango de concentracion de proteinas entre 0,07

mg/mly 2,7 mg/ml.

5. Determinacion de niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico
(TBARS).

Los niveles de TBARS se determinaban de acuerdo al método descrito por
Feix y col. (Feix e al., 1991). A tubos de microcentrifuga Eppendorf 5415C se les
agrega 50 pl de hidroxitolueno butilado (50mM); 375 pl de acido tricloroacético al
20% y, 250 pl de la suspensién de membranas. Los tubos de ensayo se mantienen
sobre hielo a una temperatura de 4°C, aproximadamente durante 10 min. Luego, se
centrifugan a 1.500 rpm en una microcentrifuga Eppendorf 5415 C durante 10
minutos; se toma 500 ul del sobrenadante y se colocan en tubos de vidrio. en donde

se les ailade 250 ul de reactivo de acido tiobarbiturico al 1,5%. Inmediatamente, los
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tubos se colocan en un bafio de agua hirviente durante 15 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se colocan en hielo a 4°C por 3 min. Se determina su absorbancia a una
longitud de onda de 532 nm, contra un blanco tratado de igual forma, pero que no
contiene la suspensiéon de membranas. En cada caso, se prepara una curva de

calibracion empleando como estandar el 1,1-3,3-tetrametoxipropano (C 7H1604) (Feix

et al., 1991). La absorbancia fue medida en placas de ELISA de 96 pozos, en un
lector ELISA Sunrise (Tecan). Los resultados son expresados como nmoles de

malondialdehido (MDA)/mg de proteina.
6. Analisis estadistico.

Los resultados se expresan como las medias = el error estandar, para el
nimero de ensayos indicado en cada caso. El analisis estadistico de los datos se
realizé utilizando la “¢” de Student, siendo “n” el nimero de veces que se repitieron
los ensayos, con preparaciones diferentes. Se acepta como nivel de significancia

estadistica, una probabilidad menor a 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Para la presentacion de los resultados, se seguira el siguiente esquema:

. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS) de

homogenizados de explantos de placenta humana a término recién preparados, o

preincubados bajo condiciones de normoxia.

. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitdrico (TBARS) de

homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo

condiciones de normoxia.o de hipoxia.

Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo

condiciones de hipoxia, o de hipoxia en presencia de 2 mM MgSO,.

Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo

condiciones de hipoxia, o de hipoxia en presencia de 4 mM MgGl,.

Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo

condiciones de hipoxia, en presencia de distintas concentraciones de MgGls.

. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (TBARS) de

homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo

condiciones de normoxia, o de normoxia en presencia de 4 mM MgGl,.
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1. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término recién

preparados, o preincubados bajo condiciones de normoxia.

Veamos, en primer lugar, si la simple incubacion del tejido placentario bajo
condiciones de normoxia, es capaz de producir algin efecto sobre el grado de

peroxidacion lipidica de sus membranas.

Para ello, se incubaron explantos de placenta humana a término bajo
condiciones de normoxia, segun indicado en la seccion de Materiales y Métodos, y se
determino el grado de peroxidacion lipidica de sus homogenizados. Los resultados de
este experimento se muestran en la Tabla 1, comparados con valores correspondientes
a homogenizados de explantos recién preparados. Evidentemente, la incubacion, “per
se”, no produjo mayor variacion en el grado de peroxidacion lipidica de las
membranas de los explantos, ya que el material proveniente de los explantos
incubados bajo condiciones de normoxia, presenta valores similares al material

proveniente de los explantos recién preparados.

A continuacion, vamos a determinar que sucede, cuando el tejido placentario
es incubado de la misma forma que en el experimento anterior, pero ahora bajo

condiciones de hipoxia.




Tabla 1

Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS) de homogenizados
de explantos de placenta humana a término recién preparados, o preincubados bajo

condiciones de normoxia.

Condiciones explantos TBARS homogenizados
nmoles MDA / mg prot
Recién preparados (frescos) 9,3+0,33
Preincubados bajo condiciones de normoxia 11,3+ 0,78*
*p=n.s.

Preincubaciones de los explantos realizadas como indicado en materiales y métodos.

Valores expresados como la media = el error estandar, de 4 muestras diferentes.
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2. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados

bajo condiciones de normoxia o de hipoxia.

Para este estudio, explantos de placenta humana a término fueron incubados
de la misma manera que en el experimento anterior, pero esta vez bajo condiciones de
hipoxia, es decir, bajo condiciones en las cuales el oxigeno bombeado al medio de
incubacion constituye tan sélo 2% de lamezcla de gases , en vez de 8% de la mezcla

que se utilizo para las incubaciones de normoxia.

Los resultados de este experimento, comparados con los obtenidos cuando se
incuban los explantos bajo condiciones de normoxia, se muestran en la Figura 1.
Como esperado, el estado de hipoxia se tradujo en un aumento significativo en el
grado de peroxidacion lipidica de las membranas, indicando que efectivamente las
situaciones de hipoxia se traducen en un efecto degenerador de las membranas
celulares, lo que pudiera influir negativamente, tanto sobre aspectos estructurales,

como funcionales de las mismas.

A continuacion, se procedié a determinar el efecto que pudiera producir la
presencia de sulfato de magnesio en el medio de incubacién, en concentracion 2 mM,

cuando los explantos de placenta son sometidos a condiciones de hipoxia.
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Figura 1. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo
condiciones de normoxia o de hipoxia. Preincubaciones de los explantos realizadas
como indicado en Materiales y Métodos. Valores expresados como la media + el

error estandar, de 4 muestras diferentes.

*p < 0,01
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3. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados

bajo condiciones de hipoxia, en presencia o ausencia de 2 mM MgSOy.

Siguiendo el mismo esquema metodoldgico, se procedié a incubar explantos
de placenta humana a término bajo condiciones de hipoxia, pero ahora en presencia
de 2 mM sulfato de magnesio en el medio de incubacion. Los resultados de este
experimento, comparados con aquellos obtenidos cuando el experimento es realizado

en ausencia de sulfato de magnesio, pueden ser vistos en la Figura 2.

Los datos de esta Figura indican claramente que, el aumento en el grado de
peroxidacion lipidica de las membranas celulares, que experimenta el tejido al ser
expuesto a condiciones de hipoxia no sucede, si la incubacién es realizada en
presencia de 2 mM sulfato de magnesio en el medio. De hecho, el grado de
peroxidacion lipidica de estas membranas se mantiene dentro de valores similares a
los valores presentados, cuando los explantos son incubados bajo condiciones de

normoxia (Figura 1).

Pasemos ahora a determinar si el gluconato de magnesio, objetivo
fundamental de nuestro trabajo, es capaz de ejercer el mismo efecto protector del
sulfato de magnesio contra las condiciones de hipoxia utilizadas en nuestras

condiciones experimentales.
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Figura 2. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo
condiciones de hipoxia o de hipoxia en presencia de 2 mM MgSO,. Preincubaciones
de los explantos realizadas como indicado en Materiales y Métodos. Valores
expresados como la media = el error estandar, de 4 muestras diferentes.

*p < 0,01



N RN AN AR RN N RN AN N AN AN R AN AR N R N Y YA Y Y E E X XX E X X )

28

4. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados

bajo condiciones de hipoxia, o de hipoxia en presencia de 4 mM MgGl,,

Este experimento se realizo de igual manera que el anterior, pero colocando 4
mM gluconato de magnesio, en vez de 2 mM sulfato de magnesio en el medio de

incubacion bajo las condiciones de hipoxia.

Los resultados del experimento se presentan en la Figura 3, comparados con
aquellos obtenidos al incubar explantos bajo condiciones de hipoxia. Como esperado,
el gluconato de magnesio mostré una capacidad de proteccién muy parecida a la
ejercida por el sulfato de magnesio. Nétese que los valores de peroxidacion lipidica,
determinados cuando los explantos son incubados bajo condiciones de hipoxia en
presencia de gluconato de magnesio, son muy parecidos a aquellos encontrados
cuando el tejido se incuba bajo condiciones de hipoxia en presencia de sulfato de
magnesio 0, también, cuando se incuba bajo condiciones de normoxia. Estos valores,
son significativamente mas bajos que los obtenidos cuando la incubacién de los

explantos es realizada bajo condiciones de hipoxia.

A continuacion, se procedi6 a estudiar la posibilidad de obtener el mismo
efecto protector del gluconato de magnesio, pero a concentraciones menores del

mismo en el medio donde se realizo la incubacion bajo hipoxia.
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Figura 3. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término. preincubados bajo
condiciones de hipoxia o de hipoxia en presencia de 4 mM MgGl,. Preincubaciones
de los explantos realizadas como indicado en Materiales y Métodos. Valores

expresados como la media + el error estandar, de 4 muestras diferentes.

*p< 0,01
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5. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados

bajo condiciones de hipoxia, en presencia de distintas concentraciones de
MgGlz.

Los datos presentados en la Figura 3, indican claramente que la presencia de 4
mM de gluconato de magnesio en el medio hipoxico, es suficiente para proteger
totalmente las membranas celulares en el aspecto considerado, que es el grado de
peroxidacion lipidica de las mismas. Es importante ahora determinar si pueden
lograrse iguales resultados, pero con concentraciones inferiores del farmaco. La
investigacion se realizd, incubando explantos de placenta bajo condiciones de
hipoxia, en presencia de distintas concentraciones de gluconato de magnesio.

Especificamente, en ausencia o en presencia de | mM; 2 mM, o 4 mM gluconato de

magnesio.

Los resultados del experimento, mostrados en la Figura 4, indican claramente
que la concentracion de 4 mM gluconato de magnesio parece ser la mas adecuada
para lograr nuestro propdsito, de proteger las membranas celulares contra el aumento

de peroxidacion lipidica inducido por el periodo de hipoxia.

Se hace importante ver, a continuacion, si el efecto del gluconato de magnesio
se ejerce especificamente como proteccion ante situaciones daiinas para la célula,
como lo es la hipoxia, o si también se puede apreciar en situaciones normales, como

en el caso de incubaciones bajo condiciones de normoxia.
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Figura 4. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo
condiciones de hipoxia, en presencia de distintas concentraciones de MgGl,.
Preincubaciones de los explantos realizadas como indicado en Materiales y Métodos.
Valores expresados como la media = el error estandar, de 4 muestras diferentes.

*p < 0,01 con respecto a todas las demas condiciones
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6. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados

bajo condiciones de normoxia o de normoxia en presencia de 4 mM MgGl.

Para realizar este experimento, se incubaron explantos de placenta recién
preparados bajo condiciones de normoxia, en presencia o ausencia de 4 mM
gluconato de magnesio. Los resultados mostrados en la Figura 5, indican claramente
que el grado de peroxidacion lipidica de las membranas es semejante en ambos casos,
no evidenciandose papel alguno del gluconato de magnesio cuando el tejido es

incubado bajo condiciones de normoxia.
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Figura 5. Niveles de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS) de
homogenizados de explantos de placenta humana a término, preincubados bajo
condiciones de normoxia o de normoxia en presencia de 4 mM MgGl..
Preincubaciones de los explantos realizadas como indicado en Materiales y Métodos.

Valores expresados como la media + el error estandar, de 4 muestras diferentes.
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CAPITULO V

DISCUSION

La placenta es un 6rgano fundamental para el desarrollo y crecimiento fetal,
particularmente en la regulacion del transporte de iones, nutrientes,
inmunoglobulinas, intercambio de gases y transporte de solutos entre la madre y el
feto (Silver ef al., 1990). Se dice que la preeclampsia es una de las mayores causas de
morbilidad y mortalidad, tanto materna como fetal, a nivel mundial (MacGillivray,
1958), constituyendo una causa importante de prematuridad y de mortalidad neonatal
(Sibai et al., 1995). Si bien la causa principal de la preeclampsia no ha sido definida
aun, se conoce que la presencia de la placenta es requisito necesario y suficiente para

la aparicion de esta enfermedad (Myatt, 2002).

La preeclampsia es un sindrome que afecta de 7 a 10% de las gestantes a nivel
mundial. Se caracteriza por una elevacion de la presion arterial, proteinuria y edema,
signos que empiezan a aparecer luego de las 20 semanas de gestacion (Zeeman &
Dekker, 1992). El sindrome puede clasificarse en dos estadios con respecto a su
severidad, lo que representa probablemente la evolucion de una enfermedad

progresiva hacia una forma mas grave, llamada eclampsia (Kosch er al., 2000).

La membrana plasmatica de las células del sinciciotrofoblasto de la placenta
juega un papel muy importante en la relacion entre la madre y el feto. Variaciones
que se produzcan entre las propiedades de la membrana plasmatica basal (MB) y de
la membrana plasmatica de las microvellosidades (MVM), pudiera traducirse en un
mal funcionamiento celular y, con ello, en el desarrollo de anomalias y enfermedades,

tanto para la madre como para el feto (Redman, 1990).
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Una de las hipétesis de la patogenia de la preeclampsia, se basa en el hecho de
que en el desarrollo de la vascularizacion de la placenta pueden surgir irregularidades,
que provocan una perfusion placentaria insuficiente. Esta insuficiencia del riego
sanguineo placentario, puede surgir como consecuencia de la incapacidad del tejido
placentario de llevar a cabo de forma satisfactoria el mecanismo de implantacion. Por
medio de este mecanismo, la placenta asegura su sujecion al Gtero y asegura su
irrigacién, al transformar la circulacion miometrial (Pritchard er al., 1990). Debido a
la mala implantacion de la placenta, la misma puede llevar a fallas trofoblasticas
(Pijnenborg er al., 1981) ocasionando una perfusion placentaria insuficiente,
generando asi cuadros de hipoxia/reoxigenacion, lo que se traduciria en un aumento

en la produccion de especies reactivas al oxigeno (ERQO).

Las especies reactivas de oxigeno interactuan facilmente con los lipidos, las
proteinas y los carbohidratos que forman la membrana plasmatica de las células,
afectando la integridad de la misma (Maulik ef al., 2001). Un aumento en productos
de peroxidacion lipidica circulantes, como en el caso de la preeclampsia, puede
provocar la peroxidacion de lipidos de membrana plasmatica de células de diferentes

tejidos en todo el organismo (Sotnikova, 1986).

Mas atn, durante la preeclampsia, se produce claramente un desorden del
sistema vascular, del cual los eritrocitos constituyen un componente fundamental. Si
bien es cierto que los eritrocitos no contribuyen en la etiologia del sindrome, también
es cierto que, como mencionado anteriormente, pueden realizar una labor importante
en el proceso de llevar el estrés oxidativo a otros 6rganos y tejidos del organismo. Asi
mismo, otras células sanguineas (plaquetas y leucocitos) pueden ser oxidadas durante
su paso por la placenta, pudiendo convertirse también en distribuidores de la

peroxidacion lipidica a otras regiones del organismo.
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Al afectar la integridad de la membranas celulares (Halliwell & Gutteridge,
1989), la peroxidacion lipidica puede reducir la fluidez de las mismas y. con ello.

disminuir la actividad de enzimas presentes en ellas.

En trabajos anteriores (Abad er al, 2010; Spickett et al, 1998), se ha
demostrado que la fragilidad osmética de los eritrocitos, medida como incremento de
la susceptibilidad de los mismos a lisis bajo un estrés hiposmotico, esta aumentada en
gestantes preeclampticas, cuando se comparan con gestantes normotensas. Estos
resultados son compatibles con la hipotesis del incremento del estrés oxidativo en la
preeclampsia, que resulta en dafio peroxidativo de las membranas celulares y, con
ello, en una disminucion de la fluidez de las mimas y de la actividad de las enzimas

de membrana que dependen de dicha fluidez.

El tratamiento de la preeclampsia no ha cambiado en décadas (Watson er al.,
1986), y consiste en: reposo, administracion de agentes antihipertensivos para la
preeclampsia leve y, administracion de agentes anticonvulsivantes o antiepilépticos.
para la profilaxis y prevencién de las convulsiones. Entre estos tltimos, encontramos
drogas antiepilépticas convencionales, tales como diazepam y fenitoina, y el

tratamiento de eleccion, que es la infusion endovenosa de sulfato de magnesio.

En investigaciones realizadas sobre el sulfato de magnesio, ha sido

demostrado que, “in vitro”, puede actuar como agente protector contra el dafio
mediado por radicales libres en células endoteliales (Dickens et al., 1992), siendo
capaz de disminuir la vasoconstriccion inducida por peroxidos en la placenta humana
(Walsh er al., 1998). Otra investigacion, realizada por Abad (Abad et al., 2005),
demuestra que este agente es capaz de prevenir la peroxidacion lipidica en
membranas celulares. Por otra parte Maulik (Maulik e al., 2001), ha demostrado que
la hipoxia cerebral en cobayos produce un incremento en los niveles de peroxidacion

lipidica en las membranas plasmaticas de estos tejidos, y que el tratamiento post-
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hipoxia con sulfato de magnesio, revierte estos efectos y regresa los niveles de

peroxidacion lipidica a valores normales.

Considerando el hecho de que el sulfato de magnesio posee limitaciones con
respecto a su administracion, ya que tiene que ser administrado via endovenosa y no
oral, ya que puede ocasionar una importante diarrea osmotica, se hace importante el
tratar de encontrar otras sales de magnesio, que tengan efectos similares a los del
sulfato de magnesio, pero que pueden ser suministradas via oral. En este particular, el
gluconato de magnesio pudiera llegar a ser un sustituto del sulfato. Asi, en
investigaciones realizadas con gluconato de magnesio, se encontr6 que el mismo
posee una capacidad antioxidante mayor que la mostrada por el sulfato de magnesio
(Martin ef al., 1987; Martin et al., 1998; Mak er al., 2000). Especificamente, el
gluconato de magnesio es capaz de remover radicales hidroxilos y alcoxilos, por
encima de la capacidad antioxidante que presenta el sulfato de magnesio (Murthi et
al., 2003). En procesos de isquemia-reperfusion cardiaca, el gluconato de magnesio
disminuy¢ los dafos oxidativos producidos por el proceso, a través de una
disminucion significativa en los niveles de radicales alcoxilos, por encima del efecto
mostrado por el sulfato de magnesio (Murthi ef al., 2003). En otros estudios, se ha
demostrado que el gluconato de magnesio es capaz de inhibir la peroxidacion lipidica

en membranas microsomales, tratadas in vitro con la reaccion de Fenton (Mak et al.,

2000).

En funcion de todo lo relatado anteriormente, en la elaboracion de este trabajo
se decidio estudiar el efecto del gluconato de magnesio sobre los niveles de
peroxidacion lipidica de explantos de placenta humana a término, cultivados bajo
condiciones de hipoxia y normoxia durante 18 horas a 37°C, en presencia o ausencia

de gluconato de magnesio.



Una vez demostrado que los niveles de peroxidacion lipidica, determinada en
homogenizados de explantos de placenta humana a término recién preparados, es
semejante a los niveles de peroxidacion lipidica de preparaciones provenientes de
explantos incubados bajo condiciones de normoxia (Tabla 1), se procedido a
corroborar el efecto de la hipoxia sobre el grado de peroxidacion lipidica de

homogenizados de explantos placentarios incubados bajo esas condiciones.

La condicion de hipoxia, se tradujo en un aumento significativo en los niveles
de peroxidacion lipidica de los homogenizados de los explantos (Figura 1). Esto no
sucede, cuando los explantos son incubados bajo condiciones de hipoxia, pero en
presencia de 2 mM sulfato de magnesio (Figura 2). Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Abad (Abad, 2005), quien demostré que el aumento en los niveles
de peroxidacioén lipidica que se produce en fantasmas (membranas) de glébulos rojos
de gestantes normales, al ser éstos irradiados con luz UV, no se producen, si la
irradiacion es realizada en presencia de sulfato de magnesio en el medio de
suspension de los fantasmas. Esto sugiere que el MgSO, es capaz de actuar como
agente antioxidante, interactuando con los radicales hidroxilos, presentando un
comportamiento similar al de un antioxidante conocido, como el BHT (Hidroxi

Tolueno Butilado).

Interesantemente, encontramos que el gluconato de magnesio es capaz de
ejercer una accion protectora contra la peroxidacion lipidica que se produce al
incubar los explantos bajo condiciones de hipoxia, muy similar a la ejercida por el
sulfato de magnesio (Figuras 2 y 3). La concentracion optima de gluconato de
magnesio para ejercer sus efectos antioxidantes en nuestras condiciones de hipoxia.
Resultd ser de 4 mM, (Figura 4), ya que con esta concentracion logramos proteccion
total, lo cual no se logré al colocar concentraciones menores del farmaco en el medio

de hipoxia.




Los resultados de la Figura 5, descartan la posibilidad de que el efecto del
sulfato de magnesio pudiera deberse a alguna cualidad del mismo, que bien pudiera
expresarse en otras situaciones, diferentes a las presentadas por incubacion bajo
condiciones de hipoxia. Este no es el caso, ya que los explantos incubados bajo
condiciones de normoxia presentan el mismo grado de peroxidacion, cuando la
incubacion se realizd en presencia, como cuando se realiz6 en ausencia del gluconato

de magnesio.

Queremos terminar esta discusion expresando nuestra inquietud de que se
continten las investigaciones sobre preeclampsia y gluconato de magnesio, ya que
estamos convencidos que en un futuro no muy lejano el gluconato de magnesio,
pudiera ser administrado oralmente como dieta suplementaria durante el embarazo, y

llegar a tener un papel fundamental como agente profilactico contra la preeclampsia.
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CONCLUSIONES

Los estudios presentados en este trabajo, demuestran claramente que la
presencia de gluconato de magnesio (al igual que el sulfato de magnesio) es capaz de
evitar el incremento de los niveles de peroxidacion lipidica, que se producen en
membranas de explantos de placenta humana a término, cuando estos son incubados

bajo condiciones de hipoxia.

El nivel de proteccion del gluconato de magnesio contra el periodo de hipoxia
practicado en nuestro estudio, es maximo cuando se encuentra a una concentracion de

4 mM en el medio de incubacion.

Considerando su posible uso futuro en la lucha contra la preeclampsia,
pareciera ser importante que se inicien estudios para determinar la posibilidad de que
el gluconato de magnesio no solo posea efectos protectores como agente antioxidante,
sino que, al igual que el sulfato de magnesio, presente la capacidad de revertir, los
parametros determinados en este trabajo, dafios ocasionados por el periodo de hipoxia

placentaria.
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ANEXO 1

Bioquimica y Mecanismos de Accion de los Radicales Libres

Un radical libre (R’) constituye una molécula o fragmento molecular que
contiene uno o mas electrones no apareados en su orbital mas externo. Una molécula
puede convertirse en radical libre, tanto por ganancia como por pérdida de electrones, y
también por fision de enlaces homoliticos (Halliwell & Gutteridge, 1989). Cuando un
enlace covalente se rompe simétricamente, ambos fragmentos retienen un electron, y por
lo tanto, se convierten en radicales libres. El estudio de los radicales libres se ha
enfocado desde el punto de vista médico y biolégico, ya que las interacciones de los
radicales libres con moléculas organicas han sido implicadas en un gran nimero de

estados patoldgicos, los cuales pueden jugar un papel significante en el dafio tisular
(Bulkley, 1983).

Muchos organismos requieren del oxigeno para su sobrevivencia, en donde el
oxigeno es utilizado por las células para oxidar compuestos organicos. El oxigeno
molecular (O,) actua como elemento oxidante al aceptar hasta cuatro electrones en su

orbital mas externo (reduccion tetravalente) para dar lugar a dos moléculas de agua:
0, + 4H" + 4¢ —» 2 H,0 [1]

El oxigeno también puede sufrir reduccion univalente, divalente o trivalente (al

aceptar uno, dos o tres electrones) dando lugar a la formacion de especies activadas de

oxigeno. Los productos respectivos son: radical anion superoxido ('O5), el intermediario

perdxido de hidrogeno (H,0O,) y el radical hidroxilo (OH):

e e e e
0 — O%I_r_’ H,O;, —» 22%1;1 — 2 H,0 [2]
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A lo largo de la evolucion, mientras las células desarrollaban los mecanismos de
utilizacion de oxigeno, desarrollaban simultdneamente mecanismos de defensa contra la
toxicidad del mismo. Un incremento o una disminucién significativa del oxigeno
disponible para las células, resulta en alteraciones bioquimicas profundas, las cuales

pueden culminar en dafio estructural e inclusive hasta la muerte celular (Halliwell &
Gutteridge, 1989).

En condiciones normales, las células cuentan con mecanismos de proteccion,

enzimaticos y no enzimaticos, contra los radicales libres.

Proceso de peroxidacion lipidica

El ataque a los fosfolipidos de membrana por los radicales libres se centra
fundamentalmente en el proceso de peroxidacion lipidica de los residuos de acidos

grasos de los fosfolipidos.

Se considera que el proceso de peroxidacion lipidica ocasiona cambios en la
composicion quimica y deterioros en la organizacién ultraestructural de las membranas
celulares (Gutteridge & Halliwell, 1990), disminuyendo la fluidez de las mismas,
alterando su permeabilidad e inactivando receptores y enzimas unidas a la membrana
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

El proceso de peroxidacion lipidica como tal es complejo y puede entenderse
como un mecanismo por el cual los lipidos insaturados reaccionan con el oxigeno para

producir hidroperdxidos lipidicos (Southorn & Powis, 1988):

LH+0, —LOOH [3]




Donde LH es un lipido y LOOH es el hidroperéxido resultante.

El mecanismo intrinseco de peroxidacion lipidica puede describirse como sigue:
la reaccion es iniciada por el ataque de radicales libres, los cuales sustraen un atomo de
hidrogeno de un carbono metileno en la cadena lateral de un acido graso de un
fosfolipido. El atomo de hidrégeno es un radical libre de por si (puesto que tiene un
electron singlete desapareado) y su remocion deja un electrén desapareado en el

atomo de carbono atacado. A este proceso descrito se le ha denominado iniciacion de la

peroxidacion lipidica.

El radical carbonilo (L") resultante sufre rearreglos moleculares originando un
dieno conjugado, y en presencia de oxigeno molecular da lugar al radical peréxilo. Los
radicales peroxilo pueden sustraer un atomo de hidrogeno de otra molécula vecina (LH),
la cual puede ser otro acido graso poliinsaturado, formandose asi un hidroperéxido
(LOOH) y un nuevo radical lipidico (L"), entrando la peroxidacién lipidica en un
proceso de propagacion. El grado de propagacién de la reaccion depende de muchos
factores, entre ellos, la relacion lipido/proteina en la membrana (la oportunidad de
reaccionar un radical con una proteina se incrementa cuando el contenido de proteina
aumenta), de la composicion de é4cidos grasos, concentracién de oxigeno y de la
presencia dentro de la membrana de antioxidantes que inhiban la propagacion de la
reaccion. El hidroperoxido lipidico puede en adelante degradarse a una variedad de
productos. Ademés, en presencia de metales de transicion, como Fe™", Cu’, el
hidroperoxido produce un radical alcéxilo (LO’) y un radical hidréxilo (‘OH), los cuales
causan la ramificacion de la reaccion, involucrando un mayor numero de moléculas del
sustrato en el proceso de peroxidacion. Cuando la concentracién de moléculas de
sustrato se hace pequefia, los radicales libres comienzan a reaccionar entre si, en
distintas combinaciones provocando la formacién de productos excitados (P). El paso
de estos productos excitados a su estado estable (P) ocurre con la emisién de cuantos de
luz visible. Estas reacciones reciben el nombre de reacciones de terminacion y con ellas

concluye la reaccion en cadena mediada por radicales libres (Southorn & Powis, 1988).




