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RESUMEN

Introduccion: la preeclampsia es una enfermedad gestacional de origen
placentario, de alta prevalencia, morbilidad y mortalidad materna y fetal.
Numerosos estudios demuestran que el estrés oxidativo juega un rol significativo
dentro de su fisiopatologia activado por diferentes mecanismos implicados.
Objetivo: identificar algunos predictores bioquimicos que pudieran resultar de
interés para el diagndstico precoz de esta entidad.

Métodos: a partir de un estudio analitico transversal se analizaron las
concentraciones de algunos parametros biogquimicos y relacionados con el estado
redox en un grupo de gestantes sanas y preeclampsicas.

Resultados: el procesamiento de los datos mostrd una diferencia significativa (p< 0,05)
en ambos grupos en cuanto a las concentraciones de proteinas totales, acido urico,
lactato deshidrogenasa vy triglicéridos, asi como el malonilaldehido como indicador
de dafio oxidativo a lipidos (p< 0,000). Un analisis de componentes principales
reflejo la relacion estrecha entre los parametros asociados al proceso de
peroxidacion lipidica, metabolismo de las proteinas y dafio tisular y
microangiopatico. Esto aporta una valiosa informacién en relacion con las fuentes
de diferenciacion entre los grupos. Se pudo concluir que existen modificaciones
bioquimicas relacionadas con la presencia de esta entidad en nuestro medio, donde
el estrés oxidativo juega un rol importante. El empleo de métodos multivariados en
este tipo de estudio refuerza la contribucion de cada variable, por lo que podria
utilizarse como una herramienta durante el control y tratamiento precoz de ella.
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ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia is a gestational disease of placental origin, with high
prevalence, maternal and fetal morbidity and mortality. Numerous studies show
that oxidative stress plays a significant role within its pathophysiology activated by
different mechanisms involved. The search for a tool that contributes to its control
and treatment in our setting is required.

Objective: Identify some biochemical predictors that could be of interest for the
early diagnosis of this entity.

Methods: The concentrations of some biochemical parameters and related to the
redox state were analyzed from a cross-sectional analytical study in a group of
healthy and pre-eclectic pregnant women.

Results: the processing of the data showed a significant difference (p< 0.05) in
both groups on the concentrations of total proteins, uric acid, lactate
dehydrogenase and triglycerides, as well as malonyl aldehyde as an indicator of
oxidative damage to lipids (p< 0.000). An analysis of the principal components
reflected the close relationship between the parameters associated with the lipid
peroxidation process, protein metabolism and tissue and microangiopathic damage.
This provides valuable information in relation to the sources of differentiation
between the groups. It was concluded that there are biochemical modifications
related to the presence of this entity in our setting, where oxidative stress plays an
important role. The use of multivariate methods in this type of study reinforces the
contribution of each variable, so it could be used as a tool during its control and
early treatment.

Keywords: preeclampsia; Redox state; multivariate analysis.

INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) constituye uno de los sindromes en gestantes de mayor
interés a nivel mundial. Cerca de 600 000 mujeres mueren cada afio por causas
relacionadas con esta. El 99 % de esas muertes ocurren en los paises en vias de
desarrollo, probablemente debido a sus particulares condiciones socio-econdémicas y
sanitarias.! En Colombia, pais donde la mortalidad materna asociada a la PE es 10
veces mayor a la observada en Estados Unidos, su incidencia varia entre un 13 y 18 %.
Esto la convierte en una entidad de especial interés en el ambito obstétrico por su
alto impacto social y econdmico.?

A escala nacional, la enfermedad hipertensiva del embarazo ocupa el segundo lugar
después de la hemorragia posparto. También se encuentra dentro de las principales
causas de morbilidad materna grave y en los ultimos afios ha aumentado su
frecuencia.

La preeclampsia es considerada como un desorden endotelial difuso que se
caracteriza por una respuesta materna inmunoldgica- vascular, anormal a la
implantacién del producto de la concepcidén, vasoconstriccidon, cambios metabdlicos
en el 6xido nitrico (ON), lipidos y prostaglandinas. Se manifiesta a través de una
funcion endotelial alterada, representada por la activacion de la cascada de la
coagulaciéon y de la agregacién plaquetaria. Hasta la actualidad, esta definida como
una enfermedad sistémica, de causa desconocida que puede manifestarse en la
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segunda mitad del embarazo, en el parto o en el puerperio inmediato. La triada
clasica esta constituida por hipertension, proteinuria y edema.

Una de las teorias mas interesantes para explicar el comienzo de la enfermedad es
la desarrollada por Friedman cuando hace referencia a la inadecuada migracidn
trofoblastica en la decidua de las capas espirales en el masculo uterino entre las 16
y 22 semanas de gestacién. En mujeres con PE esta segunda migracién no se lleva
a cabo por razones desconocidas al ser las responsables de la placentacion
anormal. Es por ello que las arterias espirales conservan su capa muscular y su
inervacién adrenérgica. Ellas conducen a la disminucién de la perfusién Gtero
placentaria, lo que elevaria la produccién de toxinas endoteliales, responsables del
dafio endotelial y de todos los signos presentes en la PE.3

El embarazo se caracteriza por un incremento regulado estrictamente de los
requerimientos tisulares de procesos oxidativos, determinado por el aumento en el
consumo de oxigeno y porque los cambios vasculares, del musculo liso y del tejido
conectivo que en él ocurren, implican una gran dependencia del balance pro-
oxidantes-antioxidantes. Es por ello que constituye una condicién que incrementa la
susceptibilidad al estrés oxidativo. Numerosos estudios*® brindan una vision de la
implicacion del estrés oxidativo (EO) en el cuadro fisiopatoldgico de la PE y revelan
un aumento en la produccién de O2- (radical anidn superdxido) y productos de la
peroxidacion lipidica tales como: hidroperdxidos, malonialdehido (MDA) y otras
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, que alcanzan sus concentraciones
maximas durante el segundo trimestre, y entonces declinan hasta el término.

La estimulacion de la lipogénesis por el incremento de las catecolaminas, como
respuesta a la hipoperfusion que caracteriza este cuadro, favorece la acumulacion
intracelular de triacilgliceroles (TAG) quienes inhiben el translocador ADP/ATP en la
membrana interna mitocondrial, lo cual deprime el funcionamiento de la cadena
respiratoria e incrementa la produccion de aniéon superéxido (02 --). También se
intensifican la via glucolitica, lo que trae consigo la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y la biosintesis de acidos grasos, especialmente a nivel
del tejido adiposo. Estos se acumulan y son liberados hacia la circulacién. Es por
ello que diversos investigadores han prestado mayor interés en este sentido a los
TAG.78

Se han desarrollado numerosos estudios para monitorear el EO. Serdar,® por
ejemplo, encuentra diferencias significativas en el MDA al procesar muestras de
suero de gestantes preecldmpsicas y normales. Otros hallazgos fueron brindados
por Var'® quien encontrd niveles significativamente mayores de MDA en
preeclampsicas comparadas con controles (p= 0,0003 y p< 0,001,
respectivamente). En Cuba, Cruz Manzano'' muestra evidencias de la regulacion
del estado redox materno entre las 30 y 36 semanas de gestacion.

Hasta el momento, no se han reportado estudios que utilicen marcadores
bioquimicos con un enfoque predictivo para la preeclampsia en nuestro medio. Se
tomaron como motivacién para el presente estudio experiencias como la de Von
Dadelszen y otros,'? quienes proponen un modelo predictivo de complicaciones en
preeclampsia y de Lara GA,'3 quien da a conocer a través de un analisis
multivariado, los factores sociodemograficos y clinicos predictores de la
presentacién de esta.

Por lo que el objetivo de la presente investigacion consiste en identificar algunos
predictores bioquimicos que pudieran resultar de interés para el diagndstico precoz
de dicha entidad en nuestro medio. De esta manera, se brindara una aproximacion
al analisis multivariado de parametros bioquimicos asociados a su cuadro
fisiopatoldgico.
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METODOS

Se realizd un estudio analitico transversal en 30 embarazadas sanas (34 semanas o
mas) que acudieron a la consulta del Policlinico "30 de noviembre" y 20 preeclampsicas
procedentes de las salas de perinatologia de los Hospitales Maternos "Tamara
Bunker Bider" y "Dr. Juan Bruno Zayas Alfonso" de Santiago de Cuba, desde enero
hasta diciembre de 2016, en el Laboratorio de Ciencias Basicas Biomédicas de la
Universidad de Ciencias Médicas de Santiago de Cuba.

Se recogid previamente y con la autorizacion de los comités de ética y consejos
cientificos de dichos hospitales, el consentimiento informado para formar parte del
estudio. Se respetaron las reglamentaciones y principios éticos establecidos para la
investigacion en humanos. Previo a la toma de muestras se entrevistaron a las
gestantes de ambos grupos para la recogida de datos que pudieran ser (tiles
durante la etapa de procesamiento de los resultados. Ambos grupos fueron
seleccionados con similares caracteristicas y bajo los siguientes criterios de
exclusion: nefropatias, hipertensién cronica, enfermedades autoinmunes,
trombofilias, diabetes mellitus, anemia falciforme y condiciones obstétricas
(embarazo multiple, mola hidatiforme, eritroblastosis fetal y polihidramnios).

A las gestantes incluidas en el estudio se les tomd una muestra de sangre venosa
en ayunas. Se tomd un volumen de 5 mL tomado e inmediatamente transferido a
tubos de 13 x 100 para los exdmenes bioquimicos con previa extraccién del suero
sanguineo una vez centrifugadas las muestras a 3500 rpm. Una porcidn de este
suero fue conservada en alicuotas a -86 °C para la posterior determinacion de
glutation reducido (GSH) y malonilaldehido (MDA), mientras que la catalasa (CAT)
fue procesada en un tiempo breve a la toma de muestra.

Los parametros bioguimicos seleccionados fueron la transaminasa glutamico
piravica (TGP), proteinas totales (PT), bilirrubina total (BT), acido urico (AU),
lactato deshidrogenasa (LDH), colesterol y triglicéridos (TAG) cuyas
concentraciones fueron procesadas por el analizador de quimica sanguinea
HITACHIR 902, ubicado en el laboratorio clinico del Hospital General Santiago.

La evaluacién del estado antioxidante en sangre por la concentracién de glutation
reducido (GSH) se determiné por la lectura en el espectrofotometro UV-T60 tras la
reaccidon colorimétrica con el DTNB al producir un compuesto que absorbe la luz a
412 nm. La concentracién se obtuvo mediante una curva patrén con soluciones de
referencia de GSH. La catalasa (CAT) se midid indirectamente tras el consumo de
peroxido de hidrégeno al absorber la luz a una longitud de onda de 240 nm. El dafio
oxidativo a lipidos (MDA) también es medido espectrofotométricamente a 586 nm
tras las reacciones el reactivo cromogénico N-metil-2-fenilindol con una molécula
de MDA a 45 °C.

Analisis estadistico

Los datos recogidos se agruparon en la base de datos SPSS18 y expresados en
valores de media y desviacién estandar (SD). Para las comparaciones, se utilizd la
técnica de contraste de medias ANOVA al determinar la existencia de diferencias
significativas (p< 0,05) entre los grupos de estudio. El andlisis de componentes
principales (PCA) se aplicé como fase inicial de un analisis multivariado en busca de
relacion entre las variables seleccionadas y la contribucion de cada una de ellas en
funcién de la informacion aportada por cada componente principal (CP) en los
estados evaluados.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos a partir de los datos sociodemograficos obtenidos (tabla 1)
arrojaron diferencias significativas entre los grupos (p= 0,008) en cuanto al
incremento exagerado de peso (IEP). Por otra parte, la condicién de nuliparas como
factor de riesgo establecido no resulté ser un elemento de diferencia significativa
(p= 0,057) entre los grupos evaluados a pesar de encontrarse casi en el limite,
menos aun la presencia de abortos espontaneos.

Tabla 1. Caracteristicas de grupos de gestantes sanas v con PE

Embarazo sano Embarazo con PE
Variables obstétricas (N= 30) (N= 20) P valor
X + DS X + DS
Nulipara (%) 42,5 77,7 0,057
Abortos espontaneos 0,44 + 0,9 0,11 + 0,3 NS
Incremento exagerado de 1,23 + 0,4 1,78 + 0,4 0,003
peso (Kg)

Presentacion de datos como media+ SD, NS (no significativa)
Fuente: Historia Clinica.

Los resultados de la evaluaciéon de 7 parametros bioquimicos asociados al cuadro
fisiopatoldgico de la PE quedan reflejados en la tabla 2. Dentro de ellos, las PT
(g/L), AU (umol/L), la LDH (U/L) y los TAG (mmol/L) arrojaron las mayores
diferencias entre los grupos tratados (p< 0,05).

Tabla 2. Relacion de pardmetros bioquimicos entre ambos grupos
segun media y desviacién estandar(sSD)

Embarazo sano Embarazo con PE
Pardmetros bioquimicos (N= 30) (M= 20) P valor
X+ SD X+ SD
TGP (U/T) 17,1 + 7,5 18,0 + 6,2 0,600
PT (g/L) 67,7 + 4,8 54,0 + 8,5 0,000
BT (umol/L) 6,27 + 3,2 4,7+ 3,1 0,150
AU (umol/L) 275,55+ 53,9 365,9+ 97,8 0,000
LDH {U/L) 288,8 + 125,6 438,6 + 120,6 0,001
Triglicéridos (mmol/L) 2,2+ 0,7 3,2+1,1 0,001
Colesterol (mmol/L) 54+ 0,9 57 +1,0 0,380

El MDA (umol/L) ha sido considerado como un indicador que, sistémicamente, esta
produciendo el proceso de peroxidacion lipidica. En el estudio, el MDA (Fig. 1)
resultd ser un parametro de gran valor, el cual arrojé una diferencia entre los
grupos de p= 0,000, a pesar de la poca especificidad reportada del método
empleado. En cuanto a los niveles de CAT (Fig. 2) como parametro enzimatico
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antioxidante, los resultados no arrojaron diferencias significativas entre los grupos
(p= 0,50). Algo similar ocurrié con el GSH (Fig. 3), considerado el principal
antioxidante enddgeno no enzimatico, que no aporté diferencias significativas entre
los grupos escogidos (p= 0,10). Sin embargo, ambos indicadores muestran
diferencias en cuanto a su valor medio.

Para potenciar el significado de estos resultados, el uso del analisis de componentes
principales (tabla 3) resulté un elemento importante en la caracterizacion del grupo
analizado (PE). Acorde a las cargas de las variables, las concentraciones de MDA,
colesterol, GSH y TAG fueron determinantes para el primer componente principal
(CP1). Al CP2 las concentraciones de PT, AU y CAT resultaron las mayores
contribuyentes y el CP3 fue correlacionado positivamente a las concentraciones de
LDH y TGP. Estos 3 primeros componentes explican 96,3 % de la varianza total, lo
que justifica su valor en el estudio.

Malonilaldehido (umol/L)

p= 0,000
15,00+
@
13,37
10,00 -
5,007
|3,99
| T -
Embarazo sano Embarazo con preeclampsia

Fig. 1. Niveles de MDA en sueros de gestantes sanas y preeclampsicas y media + SD
(p= 0,000)
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Fig. 2. Niveles de CAT en suero de gestantes sanas y con PE, Media + SD, p= 0,50.
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Fig. 3. Niveles de GSH en suero de gestantes sanas y con PE, Media + SD, p=0,10.
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Tabla 3. Relacién de parametros segin matriz de correlaciones
en Embarazadas con PE: Matriz de componentes®t

. | Componente
Parametros

| 1 2 | 3
| MDA . 0,822 | - | -
| Colesterol . 0,766 | - | -0,384
| GSH . 0,762 | 0,214 | -0,381
| TAG . 0,718 | 0,384 | -
| PT . 0,136 | 0,831 | -
- AU | 0,260 | 0,800 | -
| CAT . 0,439 | -0,723 | 0,204
| BT | -0,611 | 0,668 | -0,295
| LDH . 0,316 | 0,101 | 0,824
| TGP | - | 0,336 | 0,7760

2b Relacién de valor absoluto de parametros con cada CP.
Se seleccionan aquellos con mayor puntaje (=75 %).

Dimension 2 Biplot

25—

mda

T T T T T T T
-1,5 -1 -5 0 5 1 1,5 2

Dimension 1
ey Variables @ Gestantes sanas

@ Gestantes con PE

Fig. 4. Relacion de variables/muestras de ambos grupos a partir de un Biplots:
Visualizacion de una matriz de datos (500 observaciones x 10 variables).
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Otro analisis permitié visualizar (Fig. 4) las principales fuentes de diferenciacién
entre las muestras y los grupos estudiados, donde el MDA resulté ser el
componente de mayor contribucion en la Dimension 1, seguido de los TAG, AU y
LDH. Se observa que el grupo de gestantes sanas tiene un bajo puntaje al
proyectar sobre estas variables, indicando su baja relacién con estos procesos.
Dentro de la segunda dimension el GSH es el componente que mayormente
aparece diferenciando muestras de un mismo grupo (variabilidad intragrupo). Sin
embargo, las PT, a pesar de no poseer vectorialmente un alto puntaje en relacién
con la segunda dimension, si esta aportando en gran medida a la diferenciacién
entre grupos.

DISCUSION

El incremento exagerado de peso (IEP) en el grupo de gestantes con preeclampsia
(PE) resulta interesante si se tiene en cuenta a la gestacién como un estado
fisiolégico que exacerba los requerimientos de nutrientes. En el estado de PE se
incrementa la biosintesis y acumulacion de acidos grasos, especialmente a nivel del
tejido adiposo. Sin embargo, no podemos descartar el hecho de que este
incremento de peso esté asociado a la acumulacién de liquido amnidtico en este
grupo. Investigaciones futuras pudieran estar encaminadas a resolver esta
interrogante. Alvarez* enuncia que en publicaciones recientes se han dado a la luz
nuevos factores de riesgo asociados a la PE, como el IEP, el cual puede aparecer
entre las 20-28 semanas de gestacion (mas de 0,75 kg/semana).

Por su parte, la evaluacidon bioguimica, que estuvo dirigida a estimar la asociacion
de los parametros escogidos con los diferentes procesos involucrados en la
patogenia de dicha entidad, hizo que nuestros resultados coincidieran con lo
planteado por Roberts'* quien le confiere un gran valor al acido Urico como
marcador de la severidad de la enfermedad. Es importante destacar el hecho de la
disminucion de los valores de las PT para el caso de las embarazadas
preeclampsicas, donde evidentemente hay un desbalance entre la excrecién (dafo
endotelial glomerular) y su catabolismo. Los elevados niveles de AU refuerzan aun
mas esta hipotesis. Por su parte, el incremento de las LDH pudiera ser resultado del
severo dafio microangiopatico que con frecuencia emerge en este sindrome y los
valores elevados de TAG del incremento del lipdlisis que se ve favorecido en parte
por elevacion de las catecolaminas.

En el embarazo hay una alta demanda de energia y Oz que eleva el ambiente
aerobico. Esta puede ser la causa primaria del estado oxidativo del embarazo, con
incremento de su consumo, lo que produce el llamado estallido respiratorio. Dentro
de los mecanismos involucrados en la disfuncién endotelial en gestantes afectadas,
la teoria de la toxemia es la mas utilizada en la literatura para explicar la
fisiopatologia de esta enfermedad. Contribuye al sindrome la disminucién en la
sintesis de prostaciclina, poca disponibilidad de 6xido nitrico (NO) y una elevada
expresion de moléculas de adhesion celular y factores protrombéticos. Todos estos
episodios pueden ser el resultado de un severo estrés oxidativo.

En relacién con la fisiopatologia de la preeclampsia, el estrés oxidativo se ha
estudiado como un problema. En este sentido, el proceso de peroxidacién lipidica
estd intimamente ligado a su ocurrencia por activacion de diferentes mecanismos
involucrados. Su medicion, por parte del laboratorio, a través de los valores de
concentracion del MDA es un tema ampliamente discutido por diferentes estudios!>"
17 que involucran a las preeclampsicas. Esto evidencia el importante rol de este
proceso en su fisiopatologia.
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El estado de defensa antioxidante en las gestantes a partir de parametros como la
CAT y el GSH requiere de una evaluacion por métodos altamente sensibles. En este
sentido, el bajo nivel de diferenciacion entre los grupos estudiados pudo ser
resultado de su medida de forma sistémica (en suero), la cual no parece reflejar el
evento local. Sin embargo, Biri y otros'® encuentran una disminucién de sus niveles
en plasma y tejido placentario en pacientes con PE al compararlos contra un grupo
control de embarazadas. Otros estudios!® observan niveles significativamente bajos
de GSH, aunque en tejido placentario (p< 0,001) al compararlas con mujeres
hipertensas.

El andlisis de pardametros bioquimicos y los relacionados con el estrés oxidativo,
segun la matriz de correlaciones en el grupo de embarazadas con PE, muestra una
evidente relacion entre ellos. Mediante un analisis de manera global, se infiere que
el CP1 esta influenciado por aquellos parametros que guardan relacién directa con
el proceso de peroxidacion lipidica. EI CP2 parece estar asociado al metabolismo de
las proteinas de forma sistémica y el CP3 sugiere una relacién con el dafno tisular y
micro-angiopatico que caracteriza a este grupo.

Fue necesario un analisis mas profundo (Fig. 4) para evidenciar la relacion entre
variables, muestras y variables/muestras; lo cual evidencia, a la vez, su relacion
con los diferentes procesos involucrados. El MDA y los TAG parecen ser un punto
clave en el presente estudio, lo que reafirma lo descrito en la literatura con
respecto al rol del proceso de peroxidacion lipidica en el cuadro fisiopatoldgico de la
PE.1% Seguido a él, muestran relacion con alteraciones en el metabolismo
nitrogenado y microangiopatia el AU y LDH, con una representacién vectorial que
apunta también a la diferenciacion entre los grupos estudiados. El hecho de que el
GSH se esté moviendo en ambos grupos, resultaria un elemento interesante a tener
en cuenta en los proximos estudios. Las PT como otra variable clave en este
analisis, refuerza los resultados obtenidos por otros métodos estadisticos, lo que
evidencia la relacion inversa de su concentracion con el estado de PE donde estas
se encuentran disminuidas. Lo antes expuesto, da una medida de cuan involucrados
estan los parametros bioquimicos seleccionados en los diferentes procesos que
subyacen a la PE mediante la contribucidon de cada uno de ellos a la diferenciacién
entre un estado y otro.

Se concluye, en funcion del estrés oxidativo que caracteriza al estado de
preeclampsia, que el MDA como indicador asociado al proceso de Peroxidacién
Lipidica, muestra las mayores diferencias entre los grupos analizados. Se podrian
identificar en estudios posteriores otros indicadores que, combinados con él,
arrojen una evaluacion mas certera del estado redox de las gestantes. El analisis
factorial (PCA), utilizado como técnica estadistica de visualizacion y clasificacion de
datos, refleja que el empleo de métodos multivariados en este tipo de estudio
refuerza la contribucion de cada variable. Posteriores estudios aplicaran este
enfoque multivariado como una herramienta predictiva durante el control y
tratamiento precoz de esta entidad en nuestro medio.
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