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El estudio e investigacion de los eventos relacionados con el sistemainmune materno y el estrés
oxidativo durante la gestacion constituyen areas de particular interés por su impacto en € desarrollo de
una maternidad saludable.

Se considera que durante el embarazo ocurren procesos comple os gue demandan la adaptacion

fisiol 6gica de todos | os sistemas maternos, incluyendo el sistema endocrino e inmune. En los Ultimos
anos, aproposito del paradigma T cooperador tipo 1 (Thl, del inglés helper)/T cooperador 2 (Th2), se
ha postulado que latolerancia de los tejidos fetales por |a madre es consecuencia de la instauracion de
un predominante patron de secrecion de citocinas Th2 y de una consecuente inhibicion de la respuesta
Th1,1-8 |o que ha sido vinculado con modificaciones hormonales tipicas del embarazo.9-11 En contraste,
la existencia de un predominio Thl se ha asociado con abortos recurrentes.12-14 Sin embargo,
actualmente se plantea que esta dicotomia Th1/Th2 simplifica las modificaciones de lainmunidad
materna.14-16 Se ha demostrado gue ciertamente existe una tendencia al aumento de citocinas Th2 como
IL-4 e IL-10, con disminucion de IFN-gamma, aungue esta interleucina parece ser esencia al inicio del
embarazo.17 También se observa un aumento de TGF-beta, que se considera un patron Th3.1.13,14,16
Otra modificacion importante es la exacerbacion de lainmunidad innata asociada a una respuesta
inflamatoria generalizada, con produccion de citocinas proinflamatorias como interleucina 6 (I1L-6),
interleucina 1 beta (1L-1-beta), interleucina 8 (IL-8), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) y
activacion de monocitos y granulocitos, |o que contribuye a fortalecer la defensa de la madre ante las
infecciones.14,18,19

El incremento de citocinas proinflamatorias y de la actividad de monocitos y granulocitos, asociado al
aumento de los requerimientos de las necesidades de oxigeno durante el embarazo, favorece la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROSs) y nitrégeno (ERNS), como los peroxidosy e oxido
nitrico (ON) que, de saturar las defensas antioxidantes (cofactores y enzimas como la glutation
peroxidasa (GPX), resultarian en una condicién denominada estrés oxidativo.20-22

El estrés oxidativo y el aumento de algunas citocinas proinflamatorias son eventos también relacionados
con trastornos en diferentes momentos de la gestacion como el aborto recurrente, la preeclampsia, la
ruptura prematura de membrana, y las infecciones.23-28
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El conocimiento del papel del sistemainmuney el estrés oxidativo en e embarazo normal puede
contribuir a profundizar en los mecanismos fisiopatologicos y en el tratamiento de las enfermedades
asociadas a la gestacion. De esta forma se decidio determinar la concentracion de ON, la actividad
especificade GPX y ladetectabilidad séricade IL-6 y TNF-alfaen un grupo de embarazadas
aparentemente sanas a término, con fines fundamenta mente descriptivos.

Métodos

Serealizd un estudio por el método de observacion, transversal y descriptivo, en embarazadas atérmino
(entre 37 y 41 semanas) con cesarea el ectiva programada, sin haber comenzado trabajo de parto (n=10),
provenientes del Hospital General Docente "Enrique Cabrera’. Como grupo control seincluyeron
mujeres no embarazadas, aparentemente sanas (n=18, trabajadoras del Hospital). Las muestras de suero
se obtuvieron por puncion venosa periférica en laregion antecubital del brazo. Para ambos grupos del
estudio se excluyo: padecer en los ultimos 6 meses enfermedades agudas o0 crénicas que comprometan a
sistema inmunol 6gico como infecciones o procesos inflamatorios de cualquier naturaleza, haber
consumido medicamentos inmunosupresores o inmunomoduladores en un periodo minimo de 6 meses,
ser fumadora o alcohdlicay no haber estado de acuerdo con participar en la presente investigacion. Para
las embarazadas incluidas fue requisito indispensable no haber presentado ninguna complicacion o
enfermedad durante todo el periodo de gestacion.

Ensayo de actividad especifica de la enzima (GPX)

Laactividad de la GPX extracelular glicocilada, presente en el plasma sanguineo, se determiné mediante
la cuantificacion de la velocidad de oxidacion del glutation reducido (GSH) por el hidroperéxido de
cumeno, la cual es proporciona ala generacién de glutation oxidado, al consumo de este por la glutation
reductasa presente en la mezcla de reaccion y a consumo de NADPH. Las especificaciones se detallan a
continuacion:

GPX

800 pL solucion X*
100 pL muestra o blanco**
Mezcla de reaccion Incubacién durante 5 min

100 pL hcumeno 10 mmolL-1
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Tiempo (s) 150
T (oc) 25
k KNADPH= g 22

(L mmol-1 cm-1)

*Solucién X: Fosfato de sodio 0,1 molL-1/GSH 125 molL-1/NADPH 187,5
mmolL-1/GRD 0,3 UmL-1/ EDTA Na, 1 mmolL-1/NaN3 2 mmolL-1.

** Blanco: Tris 50 mmolL-1/EDTA 0,1 mmolL-1 pH 7,60.

Cdélculos:

(ADO[ bty T,
V. k- Pk

107

Donde:

AE: actividad especifica (hmol min-1mg-1), ?DO/ . diferencia de las variaciones de la densidad dptica
en el tiempo entre lamuestray el blanco (min-1), V¢: volumen final en la cubeta (mL), V.: volumen de
muestra (mL), k: coeficiente de extincion (Lmmol-1 cm-1), P: concentracion de proteina (mg/mL-1), b =
1,0 cm: ancho de la cubeta (cm).

Para el calculo de P fue necesaria la cuantificacion de proteinas totales, que se realizdé como sigue: 100
mL de muestra de albumina de suero bovino o de Tris 50 mmolL-1/EDTA 0,1 mmolL-1 pH 7,60
(blanco). Fueron mezclados mediante agitacion en vortex con 2,0 mL de azul brillante de Coomassie 0,1
mg/mL en H3PO, 8,5 %/etanol 0,05. Ladensidad Opticaa 595 nm se midi6 en € espectrofotdmetro
utilizando una cubeta de vidrio de 1,0 mL de capacidad y 1 cm de paso de luz 45. Cada diade analisis se
realizo la calibracion con soluciones de la albdmina a concentraciones de 0,045, 0,089, 0,134y 0,178
mg/mL-1 determinadas estas a partir del coeficiente de extincion a280 nm (k = 0,68 mL mg-1).

Determinacion delos niveles séricos de ON
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Ladeterminacién de ON se realizé de maneraindirecta a través de la cuantificacion de nitritos por la
reaccion colorimétrica de estos con € reactivo de Griess (V/V1 % sulfonilamidaen 2,5 de acido
fosférico, 1,0 de naftilendiamina en agua). EI montgje de esta técnica se realizé en placas Costar de 96
pocillosy fondo plano, donde se incluyd por réplicas una curva patrén estandar de nitrito de sodio (500
mM)) en tampodn fosfato de pH=7,5 (15 mM K, HPO,, 31 mM KH,PO, [6:1]). Las muestras de suero
se diluyeron 1 en 2 en tampon fosfato y se aplicaron 50 pL por réplica, y posteriormente se le aiadio la
enzima nitrato reductasa (Roche). La placa se incubo 1 h en la oscuridad a temperatura ambiente para
después revelarse con 200 L de reactivo de Griess (15 min de incubacion). Finalmente se midié la
absorbancia a una densidad 6ptica de 540 nm en un lector de placas.

Deter minacion de citocinas

Ensayo para cuantificacion de TNF-alfa humano. Este es un ensayo tipo ELISA (enzyme linked
immunosor bent assay) que utiliza como anticuerpo de captura un monoclonal especifico para TNF alfa
humano (61E71) y como segundo anticuerpo, un policlonal de conejo anti-TNF-alfa humano purificado
por inmunoafinidad (Hy cult biothecnology b.v., Uden, Holanda). Placas de 96 pozos (Costar, USA) se
recubrieron con el anticuerpo 61E71 (2,5 pug/mL) diluido (1:1 000) en buffer fosfato (PBS), por
incubacion durante 18 h a4 °C en camara himeda. Luego, se decanto el contenido de las placasy se
adicionaron 125 pL/pozo de PBS con albumina de suero bovina (ASB) a 1 % y seincubo por 90 min a
temperatura ambiente. Al término de esta incubacion, se elimind el contenido de las placasy se
adicionaron las muestras a evaluar, asi como la curva patrén de TNF-alfa humano (10 ng a 25 pg/mL),
obtenida por dilucién seriada 1:2 en PBS con BSA al 0,1 %. Las placas seincubaron por 1 h a
temperatura ambiente, se decanto su contenido y se adicion el anticuerpo policlonal de congjo anti-TNF
diluido (1:1 000) en PBS con ASH a 0,1 %. Luego, se desecho € contenido de los pozosy se
adicionaron 100 pL de anticuerpo de carnero antiinmunoglobulina de coneglo conjugado a peroxidasa
(anticongjo peroxidasa), diluido 1:5 000 en PBS con ASB a 0,1 %. Laplacaseincubd por 1 h a
temperatura ambiente, se decanto su contenido y se lavo 5 veces con Tween 20 a 1 % en agua destilada
y Se mantuvo en reposo durante 1 min entre cada paso de lavado. La actividad peroxidasa se determind
por adicion de la solucion sustrato [dihidrocloruro de 3,37, 3,5 -tetrametilbencidina (Sigma St. Louis,
MO) a 0,01 %, peréxido de hidrogeno al 0,025, en solucion tampon citrato-fosfato 0,05 M pH 5,5.
Transcurridos 15 min a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo por adicion de 100 pL/pozo de
&cido sulfarico 1 M. La absorbancia se determind por espectrofotometria a450 nm en un lector de
placas (Sensident Scan, Merck, Alemania). El minimo nivel de deteccion utilizado fue de 25 pg/mL.
Vaoresinferiores a esta concentracion se consideraron indetectabl es.

Ensayo para cuantificacion deIL-6 humana

Los niveles de IL-6 se determinaron por un ensayo tipo ELISA que utiliza como anticuerpo de captura
un monoclonal especifico para IL-6 humana (5E1) y como segundo anticuerpo un policlonal biotinilado
anti IL-6 de congjo (Hy cult biothecnology b.v., Uden, Holanda). L as placas de 96 pozos (Costar-
corning, Cambridge, MA) se recubrieron con €l anticuerpo 5E1 diluido 1:2000 en PBS, por incubacién
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durante 18 h a4 °C en camara himeda. L uego, se removio el sobrenadante de las placas, se adicionaron
125 uL de PBScon ASB a 1 %y seincubaron las placas por 90 min atemperatura ambiente. Al
término de estaincubacion, las placas se lavaron 5 veces con solucion de lavado (Tween 20 a 0,1 % en
agua destilada) y se mantuvieron en reposo durante 1 min entre cada paso de lavado. Seguidamente se
ahadieron las muestras aevaluar y las correspondientes ala curva patron de IL-6 (10 ng/mL a 25 pg/
mL), obtenida por diluciones seriadas 1:2 en PBS con ASB a 0,1 %. Transcurridas 2 h de incubacion a
temperatura ambiente, se removié e sobrenadante de las placas, se lavaron 5 veces con solucion de
peroxidasa (Sigma St. Louis, MO), diluido 1:5 000 en PBS con ASB a 0,1 %. L as placas se incubaron
nuevamente por 1 h atemperatura ambiente, se lavaron 5 vecesy paramedir la actividad de la
peroxidasa se adiciond la solucion de sustrato. Después de 15 min de incubacién atemperatura
ambiente, la reaccion se detuvo por adicion de 100 pL por pozo de &cido sulfarico 1 M. La absorbanciaa
450 nm se determind por espectrofotometria con lector de placas (Sensident Scan, Merck, Alemania). El
limite de deteccion del ensayo fue de 25 pg/mL, por lo que los valores inferiores a esta concentracion se
consideraron indetectables.

Procesamiento estadistico

Se verifico e gjuste alanormalidad de todas | as variables cuantitativas continuas incluidas en e estudio,
con el uso del Test de Kolmogorov-Smirnov. Para explorar la asociacion entre la presencia de citocinas
detectables (TNF-afae IL-6) en suero en embarazadas y mujeres no embarazadas, se utilizé Chi
cuadrado. Se realizaron andlisis de covarianza para determinar la diferencia entre medias en los 2 grupos
estudiados: |a actividad especifica de GPX y Oxido nitrico. Se utilizd como covariante la edad para
remover su efecto, por ser el envejecimiento un estado fisiol6gico modificador de efectos. Para procesar
estadisticamente los resultados se utilizd € sistema computarizado SPSS 10.0. Para todas | as pruebas
estadisticas se utilizo €l nivel de significacion de 0,05.

Resultados

En latabla se describen las medidas de |ocalizacion de las variables cuantitativas incluidas en e estudio.
Se encontraron niveles detectables de IL-6 en un 22,2 % (4/18) de las mujeres no embarazadasy en un
80 % (8/10) de las embarazadas. Esta diferencia en las proporciones explica un vaor de 2 = 8,763 muy
significativo (p = 0,005). Se detectaron niveles séricos de TNF-alfaen e 70 % (7/10) de las
embarazadas y en un 72,2 (13/18) en mujeres no embarazadas para un valor de 2 = 0,016 no
significativo, responsable de unap = 0,515 (figs. 1y 2).

Tabla. Medidas descriptivas de variables cuantitativas para ambos grupos

_ Embarazadas No embarazadas
Variables _ _
Media DE Media DE
Edad (afios) 24,200 4,2374 40,021 8,915
Edad G (meses) 38,200 1,5055 -
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GPX (nmol/min) 1,967 0,5774 1,758 0,4464

23,391
ON ( mol/L) 44,150 37,62 22,633

GPX: Glutation peroxidasa.
ON: Oxido nitrico.

DE: Desviacion estandar.
Edad G: Edad gestacional.
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FIG. 1. Niveles detectables de IL-6 en mujeres embarazadas y no embarazadas. Se muestra una
diferencia significativa entre el nUmero de embarazadas y no embrazadas con niveles detectables de IL-6

(p<0,01).
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FIG. 2. Niveles detectables de TNF-alfa en mujeres embarazadas y no embarazadas. Se muestra
ausencia de diferencia significativa entre el nimero de embarazadas y no embrazadas con niveles
detectables de TNF-alfa.

El calculo de diferencia entre medias, segin ANCOVA, arrojé una media de la actividad especificade
GPX discretamente mayor para embarazadas (tabla) respecto a grupo control. Esta diferenciano fue
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significativa (F = 0,021, p = 0,8997). Algo similar ocurre con e ON, donde se encuentrala media mayor
en embarazadas sin ser significativamente diferente (F = 0,102, p = 0,75).

Discusion
Detectabilidad séricadelL-6y TNF-alfa

L a detectabilidad de IL-6 en embarazadas fue superior respecto alas mujeres no embarazadas. En la
bibliografia se hareportado un aumento de la produccion basal de IL-6 durante el embarazo normal
respecto a mujeres no embarazadas.2.29.30 Esta citocina es producida por varios tipos celulares y
durante la gravidez es ademas secretada por membranas fetales y células deciduales, o que suministra
un aporte extra a las concentraciones séricas de |L-6.2:31-33 Durante €l tercer trimestre se ha descrito
una mayor concentracion de IL-6 en células mononucleares periféricas respecto a células deciduales, y
puede ser esta la fuente fundamental de esta citocina en este trimestre.2 La mayor detectabilidad de IL-6
en embarazadas pudiera también justificarse por la activacion de lainmunidad innata materna, que
ocurre en el embarazo normal como parte de los cambios en € sistemainmune de lamadrey
desencadena, entre otros el ementos, un aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias.14,18,19

A pesar de ser también el TNF-alfa una citocina proinflamatoria, en €l presente estudio no se encontrd
una mayor proporcion de sus niveles detectables en plasma de embarazadas. En la literatura ha sido
reportado un aumento de su concentracion basal plasmatica durante el embarazo.34.35 Otros autores han
descrito disminucion de su concentracion en comparacion con mujeres no embrazadas,36-39 |0 que se ha
acompanado de un aumento en la produccion de esta citocina por células de sangre periféricaal ser
retadas por endotoxinainductora de TNF-alfa con respecto a un grupo control.36.40

Esta diferencia en la detectabilidad sérica de TNF-alfae IL-6 pudiera estar en las fuentes de produccion
de ambas citocinas. El TNF-alfa no es abundantemente producido por membranas fetales y deciduas. Su
fuente principal son monocitos y macréfagos que, aunque preparados para responder enérgicamente ante
un reto como parte de la exacerbacion de lainmunidad innata materna, se encuentran durante el
embarazo bgjo lainfluencia de un predominante perfil de secrecidn de citocinas Th2 con inhibicion
Th1,1-11 por lo que existiria un ambiente que no favorece la producciéon de TNF-alfay si de IL-6.5

Al manipularse los niveles detectabl es de citocinas como variables cualitativas y tratarse de muestras
pequeias para ambos grupos, resultaimposible remover el efecto de lainfluenciade ladiferenciadela
edad en los resultados. Sin embargo, en este sentido e enveecimiento trae consigo un aumento basal de
citocinas proinflamatorias,41-43 por lo que hubiera podido esperarse un mayor nimero de mujeres no
embarazadas con niveles detectables de TNF e IL-6, adiferencia de |o encontrado.

Actividad de GPX y nivelesde ON en €l suero

Lamedia ligeramente superior de GPX encontrada en embarazadas pudiera vincularse con regjustes
propios de la gestacion, asi como la vitaminoterapia precoz indicada durante el embarazo. Sin embargo,
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esta superioridad en lamedia de GPX no fue significativa. Nos inclinamos a suponer que esta ausencia
de diferencias no existiria en muestras mayores. En laliteratura se ha reportado una disminucién de esta
enzimaen el primer trimestre, normalizada hacia el final de la gestacion.44 También ha sido descrito su
aumento en el tercer trimestre del embarazo normal .45.46 Otros autores han encontrado niveles de GPX
similares en todos los trimestres del embarazo.47 Finalmente, ha sido asociada la disminucion de la GPX
con la aparicion de preclampsiay otras complicaciones durante |a gestacion.48.49

El ON, ademaés de sus propiedades como radical libre, es un potente vasodilatador liberado por las
células endoteliales que, durante la gravidez, juega un importante papel en la modulacién del tono
vascular materno fetal .50 Algunos autores han descrito que la concentracién en sangre periféricay orina
de nitratos/nitritos durante el embarazo permanece estable.>1 Otros, sin embargo, han referido un
aumento de la concentracion de ON en sangre periférica con respecto a mujeres no embarazadas.>0.52-
54 En € presente estudio, sin ser significativala diferencia, la media de embarazadas resulté un poco
mayor.

En conclusion, nuestros resultados demostraron una mayor detectabilidad séricade IL-6 y no de TNF en
embarazadas a término sin complicaciones respecto al grupo control, 1o cual relacionamos con las
fuentes productoras de IL-6 aumentadas en el embarazo normal, el favorecido patron Th2 y la activacion
de lainmunidad innata materna. Este Ultimo elemento, unido a aumento de las necesidades de oxigeno
durante el embarazo, induce un incremento en la produccién de ROSy REN y un aumento
probablemente compensatorio de las defensas antioxidantes; sin embargo, no se encontré significacion
en el aumento de ON ni GPX, resultados que pudieran estar condicionados por la exiglidad de la
muestra. Seria interesante realizar otros estudios donde se puedan cuantificar estas variables en los 3
trimestres del embarazo normal con una muestra mayor, y asociar grupos de pacientes con diabetes
gestacional y preclampsia, entre otras patologias asociadas al embarazo, donde se ha descrito la
inflamacion como fendmeno subyacente.
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