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La preeclampsia, patologia que afecta cerca de un 5-10% de los embarazos, se 

caracteriza por la presencia de hipertensi6n, proteinuria yedema, y se presenta en 

embarazadas con 20 semanas 0 mas de edad gestacional. La enfermedad puede involucrar 

otros 6rganos, convirtiendose en una enfermedad multisistemica, capaz de alterar diversas 

funciones corporales, como la funci6n renal, hepatica, cardiaca, proceso de coagulaci6n, 

etc. El cuadro c1fnico mejora e inclusive desaparece, inmediatamente despues del parto. La 
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causa de la enfermedad es desconocida, aunque se han descrito toda una serie de 

condiciones que pudieran estar involucradas de alguna manera en la incidencia de la 

enfermedad. Entre elias: alteraciones en el establecimiento de un adecuado circuito 

vascular utero placentario; lesiones del endotelio vascular; peroxidaci6n lipfdica elevada en 

el plasma y, alteraciones en el metabolismo del i6n calcio, habiendose descrito en este 

Ultimo particular, aumento en la concentraci6n de calcio intracelular en eritrocitos y en 

plaquetas, asi como una disminuci6n de la actividad de la ATPasa de Ca2+ en membranas 

plasmaticas de eritrocitos, de celulas de rmisculo uterino y, de sincitiotrofoblasto de 

placenta. 

En el presente trabajo, se estudi6 actividad de la A TPasa de Ca2+ de membranas 

plasmaticas de gl6bulos rojos de pacientes embarazadas preeclampticas y normotensas, asi 
i 

como el grado de peroxidaci6n lipidica de estas membranas. Posteriormente, se estudi6 el 

efecto producido por irradiaci6n de fantasmas de gl6bulos rojos de pacientes embarazadas 

normotensas con luz UV por distintos periodos de tiempo, conocido metoda para producir 

in vitro peroxidaci6n lipidica de membranas bio16gicas, sobre los dos parametres 

considerados: actividad de ATPasa de Ca2+ y grado de peroxidaci6n lipfdica de las 

membranas. Finalmente, se estudio el posible papel protector contra la peroxidaci6n 

lipfdica de agentes antioxidantes como el hidroxitolueno butilado, y otro de usa comun, 

como 10 es la Vitamina C. 

Nuestros resultados pueden ser resumidos de la siguiente manera: 
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1. La actividad de la ATPasa de Ca2+ de fantasmas de g16bulos rojos de pacientes 

preeclampticas, esta disminuida en cerca de un 50% con respecto a la de pacientes 

embarazadas normotensas. 

2. El grado de peroxidaci6n lipfdica de fantasmas de g16bulos rojos de pacientes 

preeclampticas aparece aumentado en cerca de un 100%, cuando es comparado con 

aquel de pacientes embarazadas normotensas. 

3. Se encontr6 una relaci6n inversa lineal, entre el grado de peroxidaci6n lipfdica de las 

membranas y la actividad de la ATPasa de Ca2+ de las mismas. 

4. Se demostr6 que agentes antioxidantes como el hidroxitolueno butilado y, mas 
i 

importante todavia, uno de uso comun como 10 es la Vitamina C, son capaces de 

proteger el efecto de peroxidaci6n lipidica en membranas de globules rojos inducido 

por el tratamiento con luz UV, evitando de esta manera su efecto inhibitorio sobre la 

actividad de la A TPasa de Ca2+ de las mismas. 

Nuestros resultados nos llevan a sugerir la reaIizaci6n de estudios consistentes en el 

suministro peri6dico de Vitamina C U otro agente antioxidante a un grupo de pacientes 

embarazadas, desde el comienzo de la gestaci6n, con el fin de determinar que porcentaje 

de emharazadas desarrollan preeclampsia y, dado el caso, la severidad de la misma. 
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INTRODUCCI6N 

La preeclampsia, enfermedad que se presenta en un 5 al 10% de los embarazos 

(Ramin y Ramin, 1997; Weibezahn y col, 1997; Duley, 1992), es exclusiva del ser humane 

(Zeeman y Dekker,1992). El diagn6stico de la enfermedad se fundamenta en la presencia 

de hipertensi6n arterial sistemica, edema y proteinuria, en embarazadas con mas de 20 

seman,as de gestaci6n (Roberts, 1984). El estado hipertensivo se define para pacientes que 

presentan un valor de 90 mm de Hg 0 mayor de presi6n diast6lica, y de 140 mm de Hg 0 

mayor de presion sist6lica Tambien, cuando se produce W1 incremento igual 0 mayor de 

30 mm de Hg en presi6n sist6lica, y de 15 mm de Hg en presi6n diast6lica, con respecto a 

las cifras registradas en la primera mitad del embarazo (Cavanagh y Knuppel, 1992). La 

proteinuria es definida como la excreci6n de proteinas en orina superior a los 300 mg/24 h 
i 

(pritchard y col., 1990). EI edema, finalmente, es el resultado de la acumulacion excesiva 

de liquido en el tejido subcutaneo. Si bien el embarazo normal puede ir acompafiado can 

frecuencia de cierto grado de edema, el que se presenta en la preeclampsia es mas severo y 

difuso. (pritchard y col., 1990). 

La preeclampsia es una enfermedad que puede ser bastante severa, como 10 indica el 

hecho de que ha llegado a constituirse como la causa directa 0 indirecta del 25% de las 

muertes perinatales (fetales y neonatales) (Zeeman y Dekker, 1992), y por producir 

aproxirnadamente 50.000 muertes maternas al ana en todo el mundo (Roberts, 1984). De 

hecho, la preeclampsia es considerada como la principal causa aislada de muerte materna 

en todo el mundo (Redman,1991). 
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En su forma mas benigna, la preeclampsia se denomina "leve", y se caracteriza por 

su aparici6n mas bien tardfa en el embarazo, por una hipertensi6n arterial moderada y, por 

una evoluci6n satisfactoria, La preeclampsia "severa", discurre con una bipertensi6n mas 

elevada (niveles de presi6n sist6lica superiores a 160 nun de Hg y/o niveles de presi6n 

diast6lica superiores a 110 mm de Hg); con una proteinuria que va mas ana de los 3 g/24 h . 

Ademas, pueden aparecer sintomas y signos de afectaci6n del sistema nervioso central 

como, cefulea intensa, trastomos de la vision, biperreflexia osteotendinosa, asi como dolor 

en el hipocondrio derecho 0 el epigastrio, probab1emente por congestion hepatica. En este 

estadio, es frecuente la elevaci6n de las enzimas hepaticas, la aparici6n de trombocitopenia 

Y otros trastornos de la coagulaci6n. En estadios mas avanzados, la preeclampsia se 

transforma en eclampsia, en cuyo caso aparecen convulsiones y/o coma materno, con gran 

riesgo de muerte materna y fetal (Lind.heimer y Katz, 1985). Si bien la patogenia de la 
; 

preeclampsia no esta muy bien entendida (Redman, 1990), su fisiopatologfa si es bien 

conocida, caracterizandose por dafio endotelial, en especial a nivel microvascular, con la 

generaci6n de vasoespasmos y la activaci6n de factores de coagu1aci6n de la sangre. 

Es importante senalar que si bien la preeclampsia es una patologia propia de la 

gestaci6n (Redman, 1991), en alteraciones del trofoblasto, como la mola bidatidiforme, 

puede observarse una sintomatologia semejante (Chun y col, 1964). Este fen6meno de la 

ocurrencia de preeclampsia en los embatazos molares, donde el utero 0010, contiene tejido 

p1acentario, indica claramente que no se requiere del feto para su aparici6n (Rote, 1985), 

por 10 que 5610 seria necesaria la placenta, para que pueda desarrollarse la enfermedad 

(Scott, 1958; Chun y col., 1964). La placenta es un 6rgano transitorio de forma discoide, a 

traves del cual se realiza el intercambio gaseoso y de nutrientes entre la sangre materna y 
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fetal, las cuales nunca entran en contacto. Mas aun, la placenta es un 6rgano endocrino 

complejo, responsable, en gran medida, de la respuesta inmune materna bacia el embarazo, 

el cual es considerado un hemialoinjerto (Roberts, 1984; Stirrat, 1987). Ademas del hecho 

de que la presencia de placenta es requisito necesario y suficiente para la aparici6n de la 

preeclampsia, se ba encontrado que en modelos anima1es se logra inducir un sindrom.e 

parecido a la preeclampsia, al provocar isquemia placentaria (McKay y col., 1967). La 

patologia y fisiopatologia de la preeclampsia definen una serie de cambios en la mujer 

gestante, los cuales en general, son inducidos muy probablemente por Ia interacci6n del 

aloinjerto fetal (paterno) y el tejido materno, traduciendose todo ella en la aparici6n de una 

tolerancia inmuno16gica (Stirrat, 1987). La situaci6n que se deriva de ello, llevaria a 

cambios morfol6gicos, fisiologicos y bioquimicos en la circulaci6n sistemica y utero 

placentaria (Zeeman y Dekker, 1992). 

Se han postulado distintas hip6tesis para tratar de explicar la etiologia de la 

enfermedad. Entre elIas tenemos: transmisi6n genetica de susceptibilidad a Ia preeclampsia 

(Watermann y col., 1997); presencia de factores t6xicos en el suero de pacientes 

preeclampticas (Robert y col, 1991); deficiencia nutricional 0 desbalance de algunos 

nutrientes especfficos (Vasiljevic y col., 1996); alteraciones en el metabolismo del i6n 

ca1cio (Belizan y col., 1988). Ninguna de elIas es concluyente y, requieren de mayor 

investigaci6ri. La hip6tesis mas considerada en los actuales mementos, se basa en 

considerar una perfusi6n placentaria disminuida, como responsable inicial de los 

fen6menos que se presentan con la enfermedad. Una reducci6n del riego sanguineo 

placentario puede ser el resultado de diversas causas. Entre elias, se destaca la incapacidad 

del tejido placentario de llevar a cabo de forma satisfactoria el mecanismo de implantaci6n, 
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mediante el cual la placenta asegura la sujecion al utero, ademas de una irrigacion 

adecuada. Para esto Ultimo, se produce una transformacion de la circulaci6n miometrial de 

alta resistencia y, por ello, de bajo tlujo, a una circulaci6n de baja resistencia y, 

consecuentemente, de alto tlujo sanguineo (pritchard y col., 1990). Durante el periodo 

embrionario, las celulas del trofoblasto (placenta primitiva), desplazan las celulas 

epiteliales del endometrio y atraviesan la membrana basal bacia el estroma. Las arterias 

mas profundas del utero se denominan espirales, y representan las ultimas ramificaciones 

del sistema vascular uterino. Desde la semana 6 a 1a 12 de gestaci6n, las celulas del 

trofoblasto invaden las arterias espirales para sustituir su endotelio y ensancbar su luz, 10 

cual se conoce como 1a primera invasion trofoblastica 0 primera "oleada". En una segunda 

invasion trofoblastica, que se produce entre la semana 14 a la 20 de gestacion, las celulas 

trofoblasticas avanzan mas profimdamente, llegando incluso a arterias bastante 

superficiales como las radiales, que representan 5010 la tercera 0 cuarta ramificaci6n de las 

arterias principales llamadas uterinas. Esto, como ya se dijo, reduce. grandemente la 

resistencia al tlujo del sistema arterial miometrial en el sitio de implantaci6n p1acentaria, al 

aumentar el area de corte transversal de los vasos arteriales (pritchard y col., 1990). Se ba 

encontrado que la segunda invasion u oleada de implantacion, que es la mas profunda y 

relevante, no se produce en pacientes afectadas por preeclampsia, 10 que se traduciria en 

hipoperfusion p1acentaria (Rustin y col., 1983; Zeeman y Dekker,1992). La causa de este 

defecto de implantacion no es clara, pero se cree que existe una alteracion en el 

reconocimiento inmune de la madre bacia el feto (Zeeman y Dekker,1992). En este 

particular, es importante mencionar que la enfermedad microvascular que se produce en 

ciertas enfermedades como la diabetes, la ateroesclerosis 0 la hipertension arterial cronica, 
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producen una inadecuada irrigaci6n uterina y predisponen a Ia preeclampsia (Roberts y 

Redman, 1993). 

Un estado hip6xico se traduce necesariamente en dafios en el tejido endotelial. El 

endotelio es un tejido que recubre el interior de los vasos sanguineos, por 10 que se 

encuentra diseminado en todos los organos vascularizados. Actualmente, se conoce que el 

endotelio no solo constituye una barrera fisica que regula el transporte de sustancias a nivel 

capiIar, sino que ademas cumple funciones metab6licas como Ia regulaci6n de los lipidos 

del plasma, y participa en la hemostasia y Ia activaci6n plaquetaria (Zeeman y Dekker, 

1992). Ademas, el endotelio es un regulador del tono vascular, al producir tanto sustancias 

vasodilatadoras (Ia prostaciclina y el 6xido nitrico) (Zeeman y Dekker, 1992), como 

vasoconstrictoras (el tromboxano A2 y Ia prostaglandina H2) (LUsher, 1990). La 
i 

presencia en Ia preeclampsia de sensibilidad vascular aumentada a la angiotensina II (Gant 

y col., 1973); Ia activacion de Ia cascada de la coagulaci6n, incluyendo activacion 

plaquetaria (Socol y col., 1985) y, Ia reduccion de la producci6n vascular de prostaciclina 

(Dadak y col., 1982), pueden ser explicados satisfactoriamente aduciendo una disfuncion 

endotelial. La disfunci6n endotelial tambien podria explicar el caracter multisistemico de la 

enfermedad. En este particular, se ha sugerido que un defecto primario en Ia perfusion de 

Ia placenta puede provo car hipoxia del tejido trofoblastico, con posterior liberaci6n de 

hidroper6xidos lipidicos que serian transportados por el plasma a todo, el organismo, 

pudiendo asi afectar directamente al endotelio de cualquier 6rgano (Rubel y col 1989). La 

hipoxia pIacentaria; la disminucion de Ia actividad antioxidante del suero; la disminucion 

de los niveles plasmaticos de vitamina E y de betacaroteno (agentes antioxidantes), que se 

produce en las pacientes preeclampticas (Davidge y col., 1992; Jain y Wise, 1995; Cueto y 
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coL, 1997), se traducirian en un aumento en el contenido plasmatico de hidroperoxidos 

lipidicos y otros productos de la acci6n de radicales libres en pacientes preeclampticas, los 

cuales pudieran mediar la disfunci6n celular endotelial, segun ha sido indicado por 

diversos autores (Chirico y col., 1993; Hubel y col., 1989; Walsh, 1994). De hecho, un 

aumento en los niveles de productos de peroxidacion lipidica circulante en plasma 

sanguineo, ha sido descrito para pacientes preeclampticas (Redman, 1991). 

La peroxidacion lipidica afecta la organizacion ultraestructural de las membranas 

celulares, disrninuyendo su fluidez (Kagan y col., 1983), produciendo cambios de 

permeabilidad y, modificando la actividad de proteinas unidas a la membrana (Marshansky 

y coL, 1983). Tambien, puede afectar directamente a dichas proteinas de membrana 

mediante la oxidaci6n de grupos sulfidrilo (Kako y col., 1988). Como mencionabamos 
i 

anteriormente, la fuente principal de per6xidos lipidicos en preeclampticas seria entonces 

el trofoblasto (Walsh y Wang, 1995), a partir del cual, los hidroperoxidos alcanzarian la 

circulacion sistemica materna y la circulaci6n fetal, propagandose la enfermedad a todo el 

organismo, con la consecuente producci6n de dafios a nivel del endotelio vascular. 

Ademas, en altas concentraciones, los per6xidos lipidicos actuan sobre la prostaciclina 

sintetasa endotelial, disminuyendo la produccion de prostaciclina (Warso y Lands, 1983). 

Danos endoteliales se traducirfan en dai'ios a estructuras y propesos celulares, 

incluyendo mecanismos de transporte, tanto activos como pasivos. En este particular, como 

mencionabamos anteriormente, se han descrito alteraciones del metabolismo del calcio en 

pacientes preeclampticas, Asi, se ha encontrado un awnento del calcio ionico intracelular 

en eritrocitos, plaquetas, linfocitos y placenta (pitkin, 1985; Sowers y col., 1989; 
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Matsubara y col., 1998; Hojo y col., 1999), sin encontrarse concentraciones alteradas de 

sodio, potasio 0 rnagnesio (Sowers y col., 1989) en las mismas celulas, Mas aun, a 

diferencia del embarazo normal, los niveles de paratohormona estan elevados y los de la 

1,25.dihidroxivitamina D3 estan bajos en pacientes preeclampticas, 10 que explica la 

menor excreci6n de calcio en orina que se ha reportado en estas pacientes, asi como la 

reducci6n en la absorci6n de calcio de su dieta, que conduce a una reducci6n serica del 

calcio i6nico (Kovacs y Kronenberg, 1997). Mas aun, un aumento en la concentraci6n del 

calcio intracelular a nivel de tejido muscular, se traduciria en un aumento del tono vascular 

y de la resistencia vascular periferica, con la consiguiente aparici6n de hipertensi6n arterial 

diast6lica, casi siempre presente en la enfermedad. Por otro lado, el incremento del 

contenido de calcio de las plaquetas, favoreceria su activaci6n y agregaci6n, 10 que 

conduciria a la formaci6n de microtrombos, consumo de fibrin6geno y un estado de 

coagulaci6n intravascular diseminada, todo 10 cual se encuentra corminmente en la forma 

severa de la preeclampsia (Zeeman y Dekker, 1992). 

El control de la concentraci6n intracelular de calcio es un proceso multiple. El 

calcio puede entrar pasivamente a las celulas a traves de canales especificos de la 

membrana plasmatica, y puede ser activamente expulsado de las celulas por dos sistemas de 

extracci6n de calcio: el intercambiador Na+/Ca2+ y la bomba de calcio (ATPasa de Ca2l. 
Ademas, las celulas cuentan con mecanismos intemos para el control del calcio 

citoplasmatico, como 10 son el reticulo endoplasmatico, las mitocondrias y las proteinas 

secuestradoras de calcio. De todos ellos, la ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmatica, 

que es un sistema de poca capacidad pero de una gran afinidad por el i6n calcio, es la 
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responsable, en Ultima instancia, de mantener en forma precisa los niveles de calcio i6nico 

intracelular (Carafoli, 1991). 

Basandose en las premisas indicadas anterionnente, nuestro laboratorio se dedic6 a 

la tarea de estudiar la actividad de la A TPasa de Ca2+ de membrana plasmatica de celulas 

de diferentes tejidos de mujeres preeclampticas. En este particular, se ha encontrado que la 

ATP~ de Ca2+ presenta una disminuci6n en su actividad hidrolitica del ATP, de 

aproximadamente un 40-50% en comparaci6n con su actividad en fantasmas de gl6bulos 

rojos de gestantes sanas (Nardulli y col., 1994); en membranas plasmaticas de 

sincitiotrofoblasto de placenta (Casart, 1995) y, en membranas plasmaticas del rmisculo 

uterino (Carrera, 1995). Concomitantemente con la disminuci6n de la actividad de la 

ATPasa de Ca2+ observada en la preeclampsia, en el laboratorio se ha encontrado un 
; 

incremento importante en los niveles de peroxidaci6n lipidica de las membranas 

plasmaticas de las celulas de los tejidos mencionados (Casart, 1995; L6pez, 1998; Matteo 

y col., 1998). En este particular, se haee importante recordar que la actividad de muchas 

enzimas de membrana, entre ellas la ATPasa de ea2+, presentan una fuerte dependencia de 

la interacci6n lipido-proteina, por 10 que son muy afectadas por los procesos de 

peroxidaci6n lipidica (Ohta y col., 1989; Matteo y col., 1998). De hecho, en estudios 

previos, hemos podido demostrar una relaci6n directamente proporcional entre el grado de 

peroxidaci6n lipidica de las membranas celulares, inducida in vitro con luz ultravioleta en 

fantasmas de gl6bulos rojos, y la inhibici6n de la actividad de la ATPasa de Ca2+ (Matteo y 

col., 1998). Estos resultados llevaron a proponer la posibilidad de que la disminuci6n 

observada en la actividad de la ATPasa de Ca2+ de las membranas celulares que se presenta 
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con la preeclampsia, sea debida a una consecuencia directa de la elevaci6n de los niveles de 

peroxidaci6n lipidica de estas membranas (Matteo y col., 1998). 

En funci6n de todo 10 expuesto, en el presente trabajo se determinara la actividad de 

la ATPasa de Ca2+ en fantasmas de g16bulos rojos de pacientes preeclampticas, asi como el 

grado de peroxidaci6n lipidica de las mismas. Por otro lado, con tecnica de irradiaci6n con 

luz U;V, se procedera a aumentar el grado de peroxidaci6n lipidic a de membranas de 

g16bulos rojos de pacientes embarazadas normotensas, con el fin de determinar si hay 0 no 

correlaci6n con la actividad de la ATPasa de Ca2+ y, de encontrarse algun efecto, estudiar 

la posibilidad de prevenirlos con el uso de agentes antioxidantes. 



UCAB 25 

MATERIALES Y METODOS 

El presente estudio fue autorizado por la Cornisi6n de Bioetica del IVIC y la 

Cornisi6n de Investigaciones de la Matemidad ''Concepci6n Palacios". T odas las 

participantes, firmaron un consentimiento escrito. 

1. MUESTRAS DE SANGRE. 

, Sangre venosa periferica era tomada de pacientes primigestas, edad promedio 22 

afios, cuyas edades gestacionales estaban comprendidas entre 38 y 40 semanas (embarazos 

a termino). Como controles, se seleccionaron pacientes con embarazos normales 

(normotensas), sin ninguna patologia asociada. Como pacientes preeclampticas, se 

seleccionaron aquellas con preeclampsia severa, la cual se definia por cumplimiento de los 

criterios establecidos al respecto: hipertensi6n (140/90 mm Hg 0 mas), proteinuria 
i 

(excreci6n de 1 g 0 mas de proteina en 24 horas) y/o edema. A las pacientes de ambos 

grupos, se les tomaban 15 ml de sangre al momento de ser reclutadas para el estudio. 

Ninguna de las pacientes seleccionadas estaba recibiendo algun tratamiento medico para el 

control de la hipertensi6n arterial, para el momento de la toma de la muestra de sangre. Ni 

las pacientes normotensas, ni las preeclampticas, presentaban historia medica de 

hipertensi6n arterial cr6nica, diabetes, insuficiencia renal, des6rdenes en el metabolismo 

del calcio 0 cualquier otro tipo de enfermedad cr6nica. 

Las muestras de sangre venosa eran recogidas en tubos heparinizados, los cuales se 

colocaban sobre hielo para su traslado. El procesamiento de las muestras, se llev6 siempre 

a cabo antes de que transcurrieran 4 horas de haber sido tomadas. 
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2. PREPARACI6N DE MEMBRANAS DE GL6BULOS ROJOS (FANTASMAS). 

La preparacion de fantasmas se llevo a cabo mediante una modificaci6n del metodo 

de Heinz y Hoffinan (1965). Se sigui6 el siguiente procedimiento: la sangre heparinizada se 

centrifugaba a 12.000 x g a 4°C por dos minutos, usando para ello una centrifuga marca 

Sorval RC-5B. EI suero y la capa de gl6bulos blancos eran removidos completamente por 

aspiracion, Los gl6bulos rojos empaquetados eran resuspendidos en una soluci6n salina 

isosmotica de NaCI (150 mM) y Tris-HCI (10 mM), pH 7,5 a O°C. Posteriormente, se 

hacian dos lavadas consecutivas con la misma soluci6n, removiendo cada vez el 

sobrenadante y, junto con 61, aquellos globules blancos que pudiesen baber que dado luego 

de la primera centrifugacion. 

Los eritrocitos eran hemolizados durante 10 nun a O°C en una solucion 
i 

hipoosmotica conteniendo Tris-HCl (17 mM) a pH 7,5, manteniendose en agitacion 

constante durante ese tiempo. La relacion para la hemolisis fue de 1 volumen de gl6bulos 

rojos empaquetados por 9 vohimenes de soluci6n de hemolisis. La suspension se 

centrifugaba a 48.000 x g durante 20 min a 4°C. EI sobrenadante era aspirado, el 

precipitado se volvia a resuspender en la misma solucion de hemolisis y se procedia a 

centrifugarlo de: nuevo, basta obtener los "fantasmas" de globules rojos libres de 

hemoglobina. Esto es, un precipitado color crema, constituido por membranas de globules 

rojos. La preparacion asi obtenida, contiene menos del 0,1% de hemoglobina, con respecto 

ala muestra original de globules rojos intactos, segun Dodge (1963). 
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3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Ca2+. 

La actividad de la A TPasa de Ca2+ se determinaba segun modificaci6n del metodo 

descrito por Proverbio y col. (1986). El fosfato inorganico hberado durante la reacci6n, se 

determinaba siguiendo el metodo descrito por Marin y col. (1986). El medio donde se 

realizaba la reacci6n enzimatica tenia un volumen final de 0,5 ml con un pH de 7,4 y 

constaba de: 0,4 ml del medio especifico a utilizar (ver abajo), y 0,1 ml de la suspensi6n 

de membranas de gl6bulos rojos a la cual, previamente, se Ie habia determinado la 

concentraci6n de proteina, segun el metodo de Bradford (1976). En el volumen final de 0,5 

ml, los medios contenian (mM): 

MEDIO 1 MEDI02 

MgCI2••••••••••••••••••••• 3mM MgCI2 •• • •••• •••••••·•·••·• 3mM 

NaCl. ...................... 80mM NaCl. ....................... 80mM 

KCl. ........................ 15mM KCI ........................ 15mM 

EGTA ..................... 0,1 mM EGTA ..................... 0,1 mM 

Tris-ATP ................. 2mM Tris-ATP ................. 2 mM 

Ouabaina ................. 0,1 mM Ouabaina ................. 0,1 mM 

Tris-HCl. ................. 50inM Tris-HCL ................. 50mM 

Calmodulina 0,1 J.LM Calmodulina 0,1 J.LM 

CaCl2 •••••.•••••••••••••••• 0,3 mM 

En el medio 2, la concentraci6n de calcio libre era de 115 f..l.M. 
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Se seguia el siguiente procedimiento: se preincubaban 0,4 ml del medio durante dos 

minutos a 37°C. La reacci6n se comenzaba al anadirle a dicho medio 0,1 ml de la 

suspensi6n de membranas, y se terminaba a los 30 min, mediante la adici6n de 0,3 ml de 

una soluci6n (soluci6n I), que contenia: dodecil sulfato de sodio (SDS), 1,43%; acido 

ascorbico, 2,86%; acido molfbdico, 0,48% y acido clorhidrico, 1,76%. Una vez finalizada 

la reaccion, los tubos eran colocados sobre hielo durante 10 min. 

Luego de transcurrido este tiempo, se Ie afiadia a cada uno de los tubos 0,2 ml de 

una soluci6n (soluci6n IT) que contenia: Arsenito de sodio, 5%; acido acetico, 5%; y citrato 

de sodio, 5%. Los tubos eran calentados a 37°C durante 10 min y, una vez transcurrido ese 

tiempo, se media la absorbancia en un espectrofot6metro marca Spectronic 1201 a 705 nm. 

Todos los ensayos eran realizadospor triplicado. 

La actividad especifica de la ATPasa de ea2+, se calcul6 como 1a diferencia entre 1a 

actividad A Tl'asica medida en el medio 2, menos 1a medida en el medio 1. Se expresa 

como nmoles de fosfato liberado, por mg de protefna, por minuto; luego de 1a sustracci6n 

de los respectivos blancos incubados en paralelo, a los cuales se les afiadfa la suspensi6n 

de membrana luego de haberse detenido la reacci6n con 1a soluci6n 1. 

4. DETERMINACION DE PROTEiNAS. 

La determinaci6n del contenido proteico de las muestras, se realizaba siguiendo el 

metodo de Bradford (1976). Para ello, se utilizaba el reactivo concentrado de azul brillante 



UCAB 29 

de Coomasie (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, U.S.A). Este reactivo se mantiene 

almacenado, basta el momenta de su usa, a 5°C. 

EI procedimiento es el siguiente: Se prepara una curva de calibracion usando 100, 

200 y 400 III de albumina, 25 ug/ml; llevando luego a un volumen final de 800 III con agua 

destilada. Se preparan cuatro blancos para calibrar el espectrofotometro, los cuales llevan 

790 Il~ de agua destilada y 10 III del medio de resuspensi6n. Las muestras se preparan por 

cuadruplicado, y llevan 10 III de la suspension de membranas y 790 III de agua destilada. 

Tanto a las muestras, como a los blancos y curva de calibraci6n se les afiade 200 III del 

reactivo, se agitan y se dejan a temperatura ambiente durante 5 min. Luego, se mide la 

absorbancia en un espectrofot6metro a 595 nm. La densidad 6ptica es lineal para un rango 

de concentraci6n de proteina entre 0,07 mglml y 2,7 mglml. 

5. DETERMINACI6N DE NIVELES DE SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO 

TIOBARBITURICO (SRAT). 

Los niveles de SRAT se determinaban de acuerdo al metodo descrito por Feix y 

col. (1991). Para ello, se seguia el siguiente procedimiento: a tubos de centrifuga se les 

agregaba 50 III de hidroxitolueno butilado (50mM); 750 III de acido tricloroacetico al 10% 

y, 250 ul de la suspension de membranas, las cuales habian sido lavadas previamente en 10 

ml de buffer fosfato 10 mM, centrifugadas a 48.000 x g y resuspendidas en 1 ml del mismo_ 

buffer. Los tubos asi preparados se mantenian sobre hielo a una temperatura de 4°C, 

aproximadamente por 10 min. Luego, eran centrifugados a 1.500 r.p.rn. en una centrifuga 
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clinica, durante 10 min; se tomaban 750 ul del sobrenadante y se colocaban en tubos de 

vidrio, en donde se les afiadian 750 ul de reactivo de acido tiobarbiturico al 0,5%. 

Inmediatamente, los tubos eran colocados en un bafio de agua hirviente durante 15 min. 

Transcurrido ese tiempo, eran colocados en hielo a 4°C por 3 min. Se determinaba su 

absorbancia a una longitud de onda de 532 run, contra un blanco tratado de igual forma, 

pero que no con tenia la suspensi6n de membranas. 

En cada caso, se preparaba una curva de calibraci6n usando como estandar el 1,1- 

3,3-tetrametoxipropano (C7H1604) (Feix y col.,I991). Los resultados son expresados como 

nmoles de malondialdehido (MDA)/mg de proteina. 

6. TRATAMIENTO DE LAS MEMB~NAS CON LUZ ULTRAVIOLETA (UV). 
! 

Se utiliz6 el metodo de Lieberman (1967), modificado por Kako y col, (1988). 

Alicuotas de 250 ul de la suspensi6n de membranas (0,6-0,8 mg protefna/ml), eran 

colocadas en viales de vidrio (40 mm x 25 mm), los cuales se colocaban dentro de un vaso 

de precipitado con hielo (Figura 1). Las membranas eran irradiadas por tiempos variables 

con una Iampara de UV Mineralight (USA), situada a una distancia de 4 em de la 

preparaci6n, a una longitud de onda de 254 run. El espesor de la suspensi6n no era mayor 

de 1 mm en todos los casos. Como control, se utilizaban membranas tratadas de la misma 

manera, pero sin irradiaci6n con luz UV. 
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larnpara U.V. 

Figura 1 

Esquema del tratamiento con luz UV (254 run) de fantasmas de globules rojos humanos. 
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6. ANALISIS ESTADiSTICO. 

El analisis estadistico de los datos presentados en este trabajo, fue realizado 

utilizando la prueba "t" de student para datos agrupados, siendo (n), el mimero de veces que 

se repitieron los ensayos, utilizando preparaciones diferentes. Se acept6 como nivel de 

significancia estadistica una probabilidad menor a 0,05. 
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RESULTADOS 

La presentaci6n de los resultados se realizara en el siguiente orden: 

1. Determinaci6n de actividades A'l'Pasicas de Mg2+ y de Ca2+, en fantasmas de 

globules rojos de sangre humana. 

2. Estudio cornparativo de las actividades A Tl'asicas de Mg2+ y de Ca2+, en 

fantasmas provenientes de pacientes nonnotensas y de pacientes preeclampticas. 

) 

3. Estudio comparativo de los niveles de sustancias reactivas al acido 

tiobarbinirico (SRAT), en fantasmas provenientes de pacientes normotensas y 

de pacientes preeclampticas, 

4. Efecto del tratamiento con luz UV :sobre la actividad AI'Pasica de ea2+ y la 

peroxidaci6n lipidica en fantasmas de gl6bulos rojos provenientes de pacientes 

embarazadas normotensas. 
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5. Efecto del tratamiento con luz UV, en presencia de agentes antioxidantes, sabre 

la actividad A'IPasica de Ca2+ y la peroxidaci6n lipfdica en fantasmas de 

globules rojos provenientes de pacientes embarazadas normotensas. 

6. Estudio del grado de correlaci6n entre la actividad A Tl'asica de Ca2+ y los 

niveles de peroxidaci6n lipidica de fantasmas de gl6bulos rojos de pacientes 

normotensas, sometidos a distintos tiempos de irradiaci6n con luz UV. 
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1. DETERMINACI6N DE ACTIVIDADES ATPasicas DE Mg2+ Y DE Ca2+, EN 

F ANTASMAS DE GL6BULOS ROJOS DE SANGRE HUMANA. 

La A TPasa de Ca2+ responsable del transporte del i6n, al igual que otras A TPasas 

asociadas al transporte de otros iones, requieren de la presencia de magnesio para poder 

expresar su actividad. Como sea que las preparaciones de membranas biol6gicas 

siempre presentan una cierta actividad ATl'asica basal estimulada por magnesio, la 

actividad especifica de la ATPasa de ea2+ asociada al transporte del ion, solo puede 

determinarse como la diferencia en hidrolisis de A TP que se produce cuando las 

membranas son ensayadas en presencia de magnesio mas calcio, menos aquella que se 

produce en presencia tan 5010 de magnesio. Esto queda ilustrado por los resultados que 

se muestran en la Tabla 1. Notese que los fantasmas de globules rojos de sangre 
i 

humana muestran una actividad A'TPasica de 3,86 nmoles Pi/mg prot. min cuando son 

ensayadas en un medio adecuado, en presencia de magnesio y, como este valor pasa a 

21,76 nmoles Pi/mg prot. min cuando el ensayo se realiza en el mismo medio, al cual se 

ha anadido una cierta cantidad del i6n calcio. La diferencia entre las dos cantidades, es 

decir, 17,90 nmoles Pi/mg prot. min, constituye la actividad especifica de la ATPasa de 

ea2+ de estas membranas. 
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TABLA I 

ACTIVIDADES ATPasicas DE MAGNESIO Y DE CALCIO EN FANTASMAS DE 

GLOBULOS ROJOS DE SANGRE HUMANA 

Medio de 
Incubaci6n 

Actividad A'l'Pasica: nmoles de Pi / mg de prot.min 

Magnesio 3,86 Mg-ATPasa = 3,86 

Magnesio + Calcio 21,76 Ca-ATPasa = 17,90 

Valores promedio de una muestra, determinada en trip1icado. 
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2. ESTUDIO COMP ARA TIVO DE LAS ACTIVIDADES A TPasicas DE Mgl+ Y DE 

Cal+, EN FANTASMAS PROVENIENTES DE PACIENTES NORMOTENSAS Y 

DE PACIENTES PREECLAMPTICAS. 

La Tabla II muestra claramente 10 ya comentado en la Introducci6n: mientras no se 

en,contr6 diferencia significativa alguna entre la actividad de la A TPasa de Mi+ entre 
las pacientes normotensas y las preeclampticas (normotensas, 3,58 ± 0,19 nmoles de 

Pi/mg prot.min, vs 3,69 ± 0,17, en las preeclampticas), la actividad de la ATPasa de 

ea2+ mostr6 una fuerte reducci6n de cerca del 50% en las pacientes preeclampticas 

(normotensas 19,54 ± 0,98 nmoles de Pi/mg prot.min, vs 9,83 ± 0,56, en las 

preeclampticas). 

3. ESTUDIO COMPARA TIVO DE LOS NlVELES DE SUSTANCIAS 

REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO (SRAT), EN FANTASMAS 

PROVENIENTES DE PACIENTES NORMOTENSAS Y DE PACIENTES 

PREECLAMpTICAS 

Los resultados que se presentan en 1a Tabla ill, muestran claramente un contenido 

estadisticamente mayor de las SRA T en fantasmas de g16bulos rojos provenientes 
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TABLA II 

ACTIVIDADES ATPasicas DE MAGNESIO Y DE CALCIO, EN FANTASMAS DE 

. GLOBULOS ROJOS DE SANGRE DE PACIENTES EMBARAZADAS 

NORMOTENSAS Y PREECLAMPTICAS 

Paciente Actividad A'I'Pasica: mnoles de Pi I mg de prot.min 

Magnesio Calcio 

Nonnotensas 3,58± 0,19 19,54 ± 0,98 * 

Preeclampticas 3,69± 0,17 9,83 ± 0,56 * 

Valores expresados como la media ± el error estandar de 6 determinaciones, realizadas 
con muestras diferentes. Para ambos grupos, n=6. 
*p<0.OO1 
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TABLAm 

NlVELES DE PEROXIDACION LIPiDICA, DETERMINADA POR PRESENCIA 

DE; SUSTANCIAS REACTIV AS AL ACIDO TIOBARBITURICO (SRAT), EN 

FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS DE SANGRE DE PACIENTES 

NORMOTENSAS Y PREECL.AMPTICAS 

Pacientes SRAT(nmoles de MDAlmg de prot.) 

Normotensas 0,44 ± 0,03 * 

Preeclampticas 0,84 ± 0,04* 

Valores expresados como la media ± el error estandar de 6 determinaciones realizadas con 
muestras diferentes. Para ambos grupos, n=6. 
*p<O.OOI 
MDA=ma1ondialdehido. 
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de pacientes preeclampticas, cuando se comparan con los niveles presentes en pacientes 

normotensas (0,84 ± 0,04 nmoles MDAlmg prot, preeclampticas, vs 0,44 ± 0,03 nmoles 

MDNmg prot, normotensas). Muy bien pudiera explicarse la disminuci6n en la actividad 

de la ATPasa de ea2+ que se produce en las pacientes preeclampticas, como consecuencia 

del mayor grado de peroxidaci6n lipidica de las membranas celuIares de estas pacientes. 

4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LUZ UV SOBRE LA ACTIVIDAD 

ATPasica DE Ca1+ Y LA PEROXIDACION LIPIDICA EN FANTASM AS DE 

GLOBULOS ROJOS PROVENIENTES DE PACIENTES EMBARAZADAS 

NORMOTENSAS. 

El tratamiento de membranas celularks con luz UV, es uno de los metodos utilizados in 

vitro para generar peroxidaci6n lipidica de dichas membranas. La irradiaci6n con luz 

ultravioleta (UV) de soluciones acuosas produce radicales hbres (Gutteridge y Haliwell, 

1990). Esto sucede de la siguiente manera: la energia de la luz UV ioniza las moleculas de 

agua y las excita. Esto produce la formaci6n subsiguiente, mediante varios pasos, de un 

"electron hidratado" y un ''radical hidroxilo" (OH), que son especies radicales prima.rias 

muy reactivas (Karel y coL, 1975), las cuales atacan entonces componentes de las 

membranas celulares. 

uv • 
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Los radicales formados de esta manera, pueden atacar a distintas biomoleculas 

como carbohidratos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos organicos y lipidos de las 

membranas (Halliwell y Gutteridge, 1989). 

Para los fines de nuestro estudio, fantasmas de g16bulos rojos provenientes de 

pacientes embarazadas normotensas fueron sometidos a tiernpos crecientes de exposici6n a 

luz U\;', determinandose posteriormente su actividad de ATPasa de Ca2+, asi como su 

grado de peroxidaci6n lipidica. Los resultados de estos experimentos, se muestran en las 

Figuras 2 Y 3. N6tese en la Figura 2 que, con el aumento del tiempo de exposici6n a la luz 

UV, se produce una disminuci6n progresiva de la actividad de la ATPasa de Ca2+, pasando 

esta de valores de 20,18 ± 1,09 nmoles de Pi/mg prot.min, a valores de 6,60 ± 0,24 

· nmoles de Pi/mg prot. min, despues de 120 minutos de Irradiacion. 

Paralelamente, como se muestra en la Figura 3? los niveles de peroxidaci6n lipidica 

(SRAT), experimentan un aumento progresivo con el aumento del tiernpo de irradiaci6n, 

pasando de valores de 0,47 ± 0,02 nmoles de MDNmg de proteina, a valores de 1,68 ± 

0,05 nmoles de MDNmg de protefna, despues de 120 minutos de irradiaci6n. En las 

· mismas Figuras 2 y 3, puede apreciarse tambien que tanto la actividad de la ATPasa de 

ea2+, como el grado de peroxidaci6n lipidica de las membranas controles, es decir, no 

· irradiadas con luz UV, se mantuvieron constantes a 10 largo de todo el tiernpo 

experimental. 
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Figura 2 

Efecto del tratamiento con luz UV sobre la actividad A'TPasica de ea2+ de fantasmas de 
g16bulos rojos provenientes de pacientes embarazadas nonnotensas. Los valores, 
expresados como nmoles de Pi/mg prot.minuto, representan la media ± el error estandar de 
cuatro determinaciones, con preparaciones de pacientes diferentes. 
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Figura 3 

Efecto del tratamiento con luz UV sobre los niveles de SRAT de fantasmas de g16bulos 
rojos provenientes de pacientes embarazadas normotensas. Los valores, expresados como 
nmoles de MDAlmg protefna, representan 1a media ± el error estandar de cuatro 
determinaciones, con preparaciones de pacientes diferentes 
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5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LUZ UV, EN PRESENCIA DE 

AGENTES ANTIOXIDANTES, SOBRE LA ACTIVIDAD ATPasica DE Ca1+ Y 

LA PEROXIDACION LIPIDICA EN FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS 

PROVENIENTES DE PACIENTES EMBARAZADAS NORMOTENSAS. 

La presencia de agentes antioxidantes durante el tiempo de irradiaci6n con luz UV, 

debiera traducirse en un efecto protector de las membranas contra el ataque de los radicales 

libres, evitandose asi los efectos de los mismos. Para este estudio, se procedi6 a irradiar 

fantasmas de pacientes nonnotensas con luz UV, a semejanza del experimento anterior, 

pero esta vez por 30 minutos, en presencia 0 ausencia de una concentraci6n 50 umolar de 

un conocido agente antioxidante, como 10 es el hidroxitolueno butilado (BHT). Terminado 

el proceso de irradiaci6n, los fantasmas eran ensayados para ATPasa de Ca2+ y, niveles de 

peroxidaci6n lipidica, Los resultados de estos experimentos, se muestran en las Figuras 4 y 

5. 

Como se puede ver en la Figura 4, los 30 minutos de irradiaci6n con luz UV se 

tradujeron, como ya se ba mostrado anteriormente, en una disminuci6n de la actividad de la 

ATPasa de Ca2+ de fantasmas de gl6bulos rojos de pacientes embarazadas normotensas, 

de alrededor de un 32%, en aquellas muestras que fueron irradiadas en ausencia de BHT. 

Por otro lado, si bien la presencia de BHT durante el tratamiento no mostr6 efecto alguno 

sobre la actividad ATPasica de las muestras controles, si previno, practicamente en un 

100%, la disminuci6n que se present6 en las muestras irradiadas en ausencia del agente 

antioxidante. El mismo efecto protector del agente antioxidante se pro duj 0 , en 10 que 
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Figura 4 

Efecto del tratamiento por 30 min con luz UV, en presencia 0 ausencia de BHT, sobre la 
actividad A'l'Pasica de Ca2+ de fantasmas de g16bulos rojos provenientes de pacientes . 
embarazadas normotensas. Los valores, expresados como nmoles de Pilmg prot. minuto , 
representan la media ± el error estandar de cuatro determinaciones, con preparaciones de 
pacientes diferentes. 
*p < 0,01 
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respecta al grado de peroxidaci6n lipidica de las membranas: como se puede apreciar en la 

Figura 5, la presencia de BHT en el medio durante la irradiaci6n con luz UV de las 

muestras, se tradujo en un efecto de total protecci6n, ya que estas membranas mostraron un 

grado de peroxidaci6n lipidica similar al de las membranas controles, a diferencia de 

aquellas irradiadas en ausencia del agente antioxidante, las: cuales mostraron un grado de 

peroxidaci6n lipidica mayor, segun 10 ya mostrado anteriormente. 

Nuestro pr6ximo paso fue el estudiar si dosis adecuadas de algun agente antioxidante de 

uso popular, como por ejemplo el acido ascorbico (vitamina C), son capaces de ejercer un 

efecto protector contra la peroxidaci6n lipidica semejante 0 cercano al producido por el 

hidroxitolueno butilado. Si suponemos que 500 mg de vitamina C (una pastilla comercial) 

se disuelve en 2,5 Its de plasma sanguineo de una persona, la concentraci6n de la misma 
, 

sera de 200 mgllt de plasma En base a ello, resuspendimos membranas de gl6bulos rojos 

de pacientes embarazadas normotensas en un medio conteniendo 200 mg de acido 

asc6rbico/lt, y procedimos a irradiarlas por 30 min con luz UV, del mismo modo que en los 

experimentos relatados anteriormente, para despues determinar la actividad de la ATPasa 

de Ca2+, asi como el grado de peroxidaci6n lipidica de las membranas. Los resuhados de 
i 

estos experimentos, se muestran en las Figuras 6 y 7. Se obtuvieron identicos resultados 

que con el hidroxitolueno butilado: la presencia del acido asc6rbico en el medio durante la 

irradiaci6n de las membranas con luz UV, se tradujo en un efecto fuertemente protector. 

La disminuci6n de la actividad A'IPasica de Ca2+ y el aumento del grado de peroxidaci6n 

lipidic a de las membranas irradiadas con la luz UV no se producen, cuando la irradiaci6n es 

realizada en presencia del acido asc6rbico. 
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Figura S 

Efecto del tratamiento poT 30 min con luz UV en presencia 0 ausencia de BHT, sobre el 
grado de peroxidaci6n lipfdica de fantasmas de globules rojos provenientes de pacientes 
embarazadas normotensas. Los valores, expresados como nmoles de .MOA/mg prot., 
representan la media ± el error estandar de cuatro determinaciones, con preparaciones de 
pacientes diferentes. 
*p < 0,001 
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Efecto del tratamiento por 30 min con luz UV en presencia 0 ausencia de 200 mg/lt acido 
asc6rbico, sobre la actividad ATPAsica de Ca2+ de fantasmas de gl6bulos rojos provenientes 
de pacientes embarazadas nonnotensas. Los valores, expresados como nmoles de Pilmg 
prot.minuto, representan la media ± el error estandar de cuatro determinaciones, con 
preparaciones de pacientes diferentes. 
*p < 0,01 
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Figura 7 

Efecto del tratamiento por 30 min con luz UV en presencia 0 ausencia de 200 mgIlt acido 
asc6rbico, sobre el grado de peroxidacion lipidica de fimtasmas de globules rojos 
provenientes de pacientes embarazadas nonnotensas. Los valores, expresados como nmoles 
de MDAlmg prot., representan la media ± el error estandar de cuatro determinaciones, con 
preparaciones de pacientes diferentes. 
*p < 0,001 
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6. ESTUDIO DEL GRADO DE CORRELACI6N ENTRE LA ACTIVIDAD 

ATPasica DE Cal+ Y LOS NIVELES DE PEROXIDACI6N LIPIDIC A DE 

FANTASMAS DE GL6BULOS ROJOS DE PACIENTES. NORMOTENSAS, 

SOMETIDOS A DISTINTOS TIEMPOS DE IRRADlACI6N CON LUZ UV. 

; Los resultados basta aqui presentados, indican la existencia de una clara relaci6n 
. 

inversa entre el grado de peroxidaci6n lipfdica de las membranas de los gl6bulos rojos y 

la actividad de la A TPasa de Ca2+ de las mismas, en el sentido de que para un mayor 

grado de peroxidaci6n lipfdica de las membranas, una menor actividad ATPasica de 

Ca2+ de las mismas. De ser esto cierto, se pudiera esperar un alto grado de correlaci6n 

entre estos dos parametres. Con el fin de realizar este estudio, se utilizaron todos los 

datos de las figuras 2,3,4,5,6 y 7, graficandose la actividad A'l'Pasica de ea2+ en cada 

caso, contra el grado de peroxidaci6n lipidica de las membranas. Los resultados de esta 

grafica, se muestran en la Figura 8. Se nota una clara relaci6n proporcionaImente 

inversa entre ambos parametres, encontrandose un coeficiente de correlaci6n altamente 

significativo de -0.87 (p< 0,001). 
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Figura 8 

Actividad AFPasica de Calcio de fantasmas de g16bulos rojos provenientes de pacientes 
embarazadas normotensas., en funci6n de los niveles de SRAr de los mismos. Datos 
tornados de las figuras 2, 3 ,4, 5, 6 y 7. 
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DISCUSI6N 

Durante la preeclampsia se producen una serie de alteraciones en diferentes 

procesos corporales, las cuales llevan bacia la aparici6n de un cuadro patol6gico 

caracteristico de la enfermedad. De particular importancia, esta el hecbo de Ja existencia 

de una alteraci6n en el manejo del i6n calcio, tanto desde un punto de vista sistemico: 

hipocalciuria (Taufield, 1987), niveles elevados de hormona paratiroidea (Seely y , 

col,1992), disminuci6n de la 1,25 dihidroxi vitamiDa D (August y col., 1992); como en el 

ambito molecular: aumento en la concentraci6n intracelular del ion calcio en eritrocitos 

(Sowers y col, 1989), y en pJaquetas (Haller y col, 1989). El aumento en la concentraci6n 

del calcio intracelular, podrfa deberse a una disminuci6n en la capacidad de Ia celula para el 

manejo fino a largo plaza de estas concentraciones, las cuales estan bajo el control de la 

A TPasa de calcio de la membrana plasmatica, cuya alta afinidad por el calcio la capacita 

para interactuar con el basta en muy bajas concentraciones, como las existentes en las 

celulas en reposo. En el Jaboratorio se han realizado trabajos, los cuales demuestran que Ja 

actividad de Ja A TPasa de calcio de pacientes preeclampticas esta disminuida en 

membranas plasmaticas de g16bulos rojos (TabJa II; Nardulli y col, 1994), de placenta 

(Casart, 1995) y, de nnisculo uterino (Carrera, 1995). 

Una disminuci6n en la actividad de la A TPasa de ea2t de, las membranas 

plasmaticas, pudiera llevar a un aumento en Ia concentraci6n del calcio intracelular, 10 cual 

pudiera ser el gatillo para el disparo de algunos de los sintomas de Ja enfermedad. Asi por 

ejemplo, la hipertensi6n arterial que se manifiesta durante la preeclampsia, pudiera 

explicarse como consecuencia de un aumento en Ja concentraci6n intracelular de calcio 
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en el musculo vascular liso, ya que esta situacion conduciria a un menor potencial umbral 

y, en consecuencia, a un aumento del tono vascular y por ende, de la resistencia vascular 

periferica, Mas ann, cualquier incremento adicional sobre los valores normales de 

concentracion intracelular de calcio, que en el caso de la paciente preeclamptica estaria ya 

elevada, traeria enormes consecuencias en el proceso de relajacion-contraccion del 

rmisculo, pudiendo este ser el origen de las convulsiones que se manifiestan en la 

eclampsia, Por Ultimo, la trombocitopenia y el cuadro de coagulaci6n intravascular 

diseminada, que puedan aparecer y complicar el estado de algunas pacientes 

preeclampticas, pudieran ser explicadas como consecuencias de un incremento en la 

concentracion del calcio intracelular en las plaquetas, 10 cual llevaria a un aumento de la 

agregabilidad plaquetaria, a la formaci6n de microtrombos y, al consumo de plaquetas y de 

fibrin6geno (de Boer, 1989). 

Experimentos preliminares realizados en el laboratorio, demuestran que la magnitud 

del fosforilado intermediario de la A TPasa de Ca2+ de fantasmas de globules rojos, no es 

alterada por la preeclampsia. Este resultado evidencia que con la preeclampsia no hay 

cambios en el mimero de ATPasas 0 Bombas de calcio en el eritrocito, sino que 10 que se 

esta produciendo es una modificaci6n en la velocidad de reciclaje dela enzima. Tampoco 

se producen con la preeclampsia variaciones en el comportamiento de la enzima frente a 

parametres cineticos como el Km para ligandos, 0 valores de temperatura y, de pH optimos 

de funcionamiento. La disminucion en la actividad de la ATPasa de Ca2+ que se produce en 

las membranas de gl6bulos rojos de pacientes preeclampticas, tiene que ser luego la 

consecuencia de cambios estructurales que sufre la enzima, 10 cual bien puede ser 

producido por el mayor grado de peroxidacion lipidica que se encuentra en las membranas 
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de estas pacientes (Tabla 3). En este particular, como se comentaba en la Introducci6n, 

esta condici6n es capaz de afectar la organizaci6n ultraestructural de las membranas 

celulares, disminuyendo su fluidez y con ello, modificando la actividad de numerosas 

enzimas asociadas a las mismas, siendo la ATPasa de Ca2+, particularmente sensible a 

cambios de fluidez de la membrana ala cual esta asociada (Ohta y col., 1989). 

; Como ya tambien fue comentado en la Introducci6n, el plasma sanguineo de 

pacientes preeclampticas posee mayor cantidad de productos de peroxidaci6n lipidica que 

pacientes embarazadas nonnotensa (Walsh y Wang, 1993), 10 cual pareciera ser debido a 

una mayor producci6n de per6xidos Iipidicos por el tejido placentario de la paciente 

preeclamptica como consecuencia de las condiciones hip6xicas a que es sometido (Walsh 

y Wang, 1995); asi como de la insuficiencia de los mecanismos antioxidantes de sus celulas 

para amortiguar los efectos lesivos de los productos de la peroxidaci6n lipidica (Dadak y 

col., 1982). A traves del plasma sanguineo, los productos de peroxidaci6n lipidica pudieran 

alcanzar todo el organismo, explicandose asi el alcance general de la enfermedad. 

Nuestros experimentos con fantasmas de gl6bulos rojos de pacientes normotensas, 

irradiados con luz UV, demuestran claramente una importante relaci6n inversa entre el 

grado de peroxidaci6n lipidica de la membrana plasmatica del gl6bulo rojo y la actividad de 

la ATPaSa de Ca 2+ (Figuras 2, 3 Y 8). Por otro lado, tambien demostramos que si la 

irradiaci6n se realiza en presencia de un agente antioxidante, se produce una protecci6n 

practicamente completa, en el sentido de que no se produce aumento alguno en el grado de 

peroxidaci6n lipidica de las membranas, ni disminuci6n alguna en la actividad de la 

ATPasa de ci+ de las mismas (Figuras 4 y 5). De gran importancia en este particular, es 
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el hecho de que este poder protector puede ser logrado con cantidades relativamente bajas 

de un antioxidante de uso cormin, como los es Ia vitamina C (Figuras 6 y 7) . 

. Los resultados presentados en este trabajo, indicando que el mayor grado de 

peroxidaci6n lipidica de las membranas celuIares de pacientes preeclampticas parece ser el 

responsable de la disminuci6n de Ia actividad de Ia ATPasa de Ca2+ de estas membranas y, 

que, por 10 menos a traves de estudios in vitro, Ia peroxidaci6n excesiva de Ia membrana 

celuIar puede ser prevenida por la presencia de cantidades no dafiinas de agentes 

antioxidantes como la Vitamina C, nos lIevan a proponer se estudie la posibilidad de 

suministrar regularmente una cierta cantidad de vitamina C, u otro agente antioxidante, a 

toda paciente embarazada, desde el comienzo de la gestaci6n, en Ia esperanza de que se 

pueda de esta manera, no 0010 incidir sobre el numero de pacientas que desarrollen 

preeclampsia, sino tambien incidir sobre el grado de severidad de Ia misma, cuando aiin asi 

apareciera, 
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