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RESUMEN
La preeclampsia es un sindrome exclusivo de la gestacion humana y
responsable de una alta morbimortalidad perinatal, cuyas manifestaciones
incluyen: hipertension arterial, proteinuria y edema. Un mecanismo postulado
en la fisiopatologia de la preeclampsia, es la reduccion de la perfusion
placentaria y el desarrollo del sindrome clinico materno ocasionado por la
liberacion de factores placentarios que afectan la regulacion de la presion
arterial y la funciéon renal. Uno de los factores que ocasiona el trastorno
endotelial son las especies reactivas de oxigeno, el incremento de elementos
vasoactivos, asi como la disminucion de agentes vasorelajantes como el
oxido nitrico. Todas estas alteraciones vasculares conducen no solo a la

hipertension sino tambien a la disfuncion renal.

Debido a la importancia del papel del 6xido nitrico y su desregulacion en la
preeclampsia, en el presente trabajo se caracteriz6 un modelo experimental
de preeclampsia que resulta de la inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico
mediante la administracion de L-NAME a ratas prefiadas y no prefiadas. En el
mismo se evalué el estatus oxidativo y, el papel del sistema renina
angiotensina en la contribucion de la disfuncion renal. Los resultados
demuestran el papel primordial del 6xido nitrico y su desregulacion en este
modelo de preeclampsia experimental. En efecto, se demostro que el
tratamiento durante siete dias con L-NAME incrementé la presion arterial
media, aumentod la sensibilidad vascular, inhibio la actividad de la sintasa del

oxido nitrico renal y redujo el guanilii monofosfato ciclico urinario. La
%



disfuncion endotelial renal en este modelo experimental se manifiesté por
proteinuria, incremento de la creatinina plasmatica, disminucién de la
excrecion urinaria de sodio, potasio y creatinina, asi como, evidencia
morfologica de endoteliosis glomerular. Al caracterizar el papel de las enzimas
antioxidantes renales se encontré una reduccion significativa de la actividad
de las mismas, y un incremento de la peroxidacion lipidica asociada a una

elevada concentracion de agentes pro-oxidantes.

Nuestro modelo experimental constituye una buena aproximacion a la
preeclampsia humana y no un efecto inespecifico del L-NAME, ya que aun
cuando la inhibicién cronica de la sintesis de Oxido nitrico en ratas no
prefiadas induce un incremento de la presion arterial media, proteinuria,
reduccion de la actividad de la sintasa del 6xido nitrico renal y de la excrecion
urinaria de guanilil monofosfato ciclico similar a las ratas prefiadas, los efectos
sobre la proteinuria, las acciones morfolégicas renales, la excrecion urinaria
de sodio, potasio y creatinina, y sobre el sistema renina angiotensina son
especificos de la preeclampsia experimental en ratas. Asi, se demostré que
en las ratas prefiadas tratadas con L-NAME la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina plasmatica, los niveles de renina plasmatica, y la
aldosterona amnidtica se encuentran marcadamente disminuidos, cuando se
comparan con las ratas prefiadas normotensas. Estos hallazgos sugieren que
la preeclampsia experimental se caracteriza por la supresion de los
componentes circulantes del sistema renina angiotensina, que podrian ser

responsables del desbalance entre los sistemas vasoconstrictores vy
Vi



vasodilatadores observados en la preeclampsia, asi como de algunos de los
signos de la preeclampsia, similar a lo que ocurre en la mujer embarazada

hipertensa.

Por otra parte, al evaluar la contribucion del estrés oxidativo en el dafio renal
en la preeclampsia experimental, se demostré una disminucion de la actividad
de las enzimas antioxidantes renales. Asimismo, la disminucion de la actividad
de la glutation peroxidasa plasmética y la tendencia a la reduccion en la
glutation peroxidasa en el liquido amniotico, con el simultaneo incremento de
los valores de las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitlrico
(TBARS) plasmatico, sugiriéndose que la desregulacion generalizada y renal
estd asociada a una baja proteccidn oxidativa durante la preeclampsia, que

favorece a la insuficiencia renal.

El incremento temprano del estrés oxidativo placentario juega un papel
fundamental en la disfuncion endotelial generalizada y el dafio renal en la
preeclampsia. Debido a ello, nos planteamos que el tratamiento temprano con
antioxidantes o con desacoplantes de la NAD(P)H oxidasa podria interrumpir el
proceso de este sindrome. Efectivamente, el tratamiento crénico con un
compuesto que mimetiza a la superdoxido dismutasa, el tempol, o el
desacoplante del ensamblaje de la NAD(P)H oxidasa (apocinina), fueron
capaces de reducir significativamente la hipertension inducida por el L-NAME.
Igualmente, ambos compuestos fueron capaces de prevenir la proteinuria y la

reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes renales estudiadas.
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En conclusion, la preeclampsia experimental inducida por la inhibicion cronica
de la sintesis de Oxido nitrico en ratas prefiadas, reproduce los signos clasicos
de la preeclampsia humana, y se acompafa de la desregulacién del sistema
renina angiotensina y de disfuncién renal. Esto nos permite aseverar que este
modelo experimental de preeclampsia constituye una buena aproximacion a la
preeclampsia humana. Se demuestra que el dafio renal encontrado en este
modelo experimental se asocia a una disminucion de los mecanismos
antioxidantes renales, que lleva a un incremento del estrés oxidativo, y a una
reduccion de la proteccion de la funcién renal. Estos resultados indican que la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno tanto placentaria como
renal, son causa fundamental de la disfuncion endotelial generalizada y del
dafo renal. Finalmente, la inhibicion del estrés oxidativo mediante el uso de
agentes antioxidantes como el tempol o la apocinina, pudiese ser una de las
posibles estrategias terapéuticas en el tratamiento de la hipertension inducida
por el embarazo humano y abre nuevos horizontes en el tratamiento de este

sindrome.
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INTRODUCCION
Los programas de control prenatal o de atencidén a la mujer embarazada, son
una excelente forma de disminuir las complicaciones que pueden ocurrir
durante la gestacion, ya que con ellos se puede asegurar el bienestar tanto del

nifio como de la madre.

Una de las medidas preventivas que se lleva a cabo en dichos programas es el
control de la presién arterial (PA), ya que permite detectar a tiempo uno de los
sindromes clinicos mas graves que pueden presentarse en la mujer
embarazada, la hipertension inducida por el embarazo, la preeclampsia (PE) y

la eclampsia (Rochart y col., 1988; Dekker y Sibai, 1991, Myatt y col., 2009).

La hipertensién inducida por el embarazo

La hipertension arterial (HTA) es una de las complicaciones médicas mas
frecuentes y graves que pueden ocurrir en el transcurso de la gestacion. Su
incidencia fluctta entre 7 y 10% a excepcion del aborto séptico y constituye la
primera causa de mortalidad materna en nuestro medio. Es ademas una
importante causa del retardo de crecimiento fetal y bajo peso al nacer, de
prematuridad y de morbimortalidad perinatal (Davey y MacGilliray, 1988;

Yallampalli y Garfield, 1993).

La hipertension inducida por el embarazo, ha sido definida por el Colegio

Americano de Ginecologia y Obtetricia (2002), por dos criterios: 1. Si los



incrementos son mayores o iguales a 30 mmHg para la presion arterial sistolica
(PAS) e incrementos superiores a 15 mmHg para la presion arterial diastolica
(PAD), sobre las cifras registradas en la primera mitad del embarazo
(Cavanagh y Knuppel, 1992) sin que necesariamente llegue a valores totales
de PA iguales o superiores a 140/90 mmHg, en dos registros consecutivos en 4
horas como minimo y, 2. Como un valor de una presion arterial sistolica de 140
mmHg o mayor, 0 una presion arterial diastélica de 90 mmHg o mayor en
cualquier estadio del embarazo. Sin embargo, valores inferiores de PA

sugieren preeclampsia (PE) (Gallery, 1995).

Durante el embarazo se producen modificaciones significativas de la funcion
renal, del equilibrio hidroelectrolitico y la hemodinamia (Valdés, 1995). Asi, el
volumen plasméatico aumenta durante todo el embarazo hasta en un 50%,
mientras que la masa eritrocitaria aumenta sélo levemente en las dltimas
semanas, lo que explica el estado de hemodilucion existente. La disminucién
del umbral de la sed y para la liberacion de la hormona antidiurética,
condiciona un aumento del agua corporal; ello se traduce en una disminucion
de la concentracion de sodio plasméatico en aproximadamente 5 meqg/L y de la
osmolaridad en 10 mosm/Kg. El aumento del agua intersticial puede reflejarse

por la presencia de edema (Valdés, 1995).

La disminucidon de la resistencia vascular se origina en una relativa

refractariedad a sustancias presoras (angiotensina Il), por un incremento en la



sintesis de compuestos vasodilatadores (prostaglandinas, 6xido nitrico) lo que
al final se traduce en un descenso de la PA. Como fenbmeno compensatorio,
la actividad de la renina plasmética aumenta especialmente durante las
primeras seis semanas, subiendo luego levemente. Los niveles de aldosterona
aumentan durante todo el embarazo, especialmente en las Ultimas 8 semanas.
Los niveles de noradrenalina se mantienen constantes mientras los del péptido
natriurético auricular suben levemente durante toda la gestacion (Tapia y col.,

1972; Wilson, y col., 1980; Valdés, 1995).

La presion arterial controlada en éptimas condiciones desciende a valores por
debajo de 125/75 mmHg, en los primeros dos trimestres del embarazo,
alcanzando su valor mas bajo durante la 8" semana de la gestacion; durante el
tercer trimestre puede subir hasta 135/85 mmHg, por lo cual deben
considerarse como limites los valores 120/75 mmHg en el segundo trimestre y

130/85 mmHg en el tercer trimestre (Valdés, 1995).

El descenso fisiolégico de la PA durante los primeros meses puede
enmascarar una hipertensién arterial previa y, la elevacion posterior dificulta el
diagnoéstico diferencial entre preeclampsia e hipertension arterial cronica
(Valdés, 1995). El monitoreo de la PA ambulatoria realizado a las 28 semanas
de gestacion ha mostrado una estrecha relacion inversa con el peso al nacer.
Un promedio de presion arterial diastdlica de 24 h sobre 73 mmHg, se

correlaciona con una disminucion significativa de este peso (Valdés, 1995).



El gasto cardiaco aumenta desde el primer trimestre alcanzando un maximo
entre el 30 y 40% de los valores previos al embarazo a las 24 semanas de

gestacion (Valdés, 1995).

La tasa de filtracion glomerular y el flujo plasmatico renal aumentan entre el 40
y el 65%, y luego de un 50 a un 80% respectivamente, durante la primera mitad
de la gestacion en el embarazo normal (Jeyabalan y Conrad, 2007). La
depuracion de creatinina aumenta hasta la 8% semana de gestacion
permaneciendo luego constante. Ello se refleja en un nivel de creatinina sérica,
con un valor aproximado de 0,9 mg/dL, con una tasa de filtracion glomerular
incrementada en un 50%, con cifras de nitrégeno ureico bajo 14 mg/dL e

inclusive cifras inferiores a 5 mg/dL (Valdés, 1995).

El aumento de solutos filtrados explica la aparicion fisiol6gica de glucosuria,
aminoaciduria y aparicion de vitaminas hidrosolubles en la orina. La proteinuria
puede llegar hasta 300 mg/24 h, sin embargo, la excreciébn de albumina

aumenta solo levemente (Valdés, 1995).

Un aspecto primordial en la toma de decisiones sobre el control prenatal,
depende de la condicion fetal. Todas las formas de hipertension arterial que
afectan a la mujer embarazada repercuten en mayor o menor grado en el
crecimiento del feto. La importancia que tiene la evaluacion de la condicion
fetal en la paciente hipertensa es lo que permite en ultimo término decidir el

momento y la forma mas adecuada para la ocurrencia del parto (Gallery, 1995).
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Ademas de la evaluacion clinica de la altura uterina, el volumen estimado del
liquido amniodtico, la estimacion del peso fetal y la percepcion de la actividad
fetal, existen otros examenes mas comunmente empleados para evaluar la
unidad feto-placentaria y que son validos para todos los tipos de hipertension,
lo constituyen el registro electrénico de la frecuencia cardiaca fetal, la ecografia
gue permite evaluar la curva de crecimiento fetal y el estado de bienestar fetal,
y la amniocentesis que permite estudiar el estado de madurez pulmonar fetal,

elemento clave en la decision para interrumpir un embarazo.

Clasificacion de la Hipertensién Inducida por el Embarazo

La clasificacibn comunmente aceptada de hipertension durante el embarazo es

la del grupo nacional de trabajo de educacién sobre la hipertensién de 1990

(National High Blood Pressure Education Working Group 1990), que la divide

en cuatro categorias:

1) Hipertension arterial inducida por el embarazo: Hipertension arterial que se
desarrolla como consecuencia del embarazo y que se revierte después del
parto.

e Preeclampsia (moderada o severa): Hipertension, proteinuria y edema.
eEclampsia: Hipertension, proteinuria y edema acompafado por
convulsiones y/o coma.

El sindrome HELLP es una complicacion seria de la hipertension inducida por

el embarazo. Se presenta aproximadamente en un 2 a 12 por ciento de las

mujeres con hipertension del embarazo. Generalmente se desarrolla antes del

parto, pero puede presentarse también después del mismo. El sindrome
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HELLP consiste en hemodlisis, elevacion de las enzimas hepéticas y
trombocitopenia.

2) HTA cronica: Hipertension arterial esencial (90%) o secundaria (10%) que
antecede al embarazo y que se mantiene después del parto.

3) HTA cronica mas preeclampsia/eclampsia sobre-agregada. Es la aparicion de
proteinuria patolégica en una paciente hipertensa crénica. Puede asociarse
también a un edema patologico (preeclampsia). Cuando existe la aparicion de
convulsiones o coma, se habla de eclampsia. Es la de peor prondstico
materno-fetal.

4)HTA transitoria: HTA leve o moderada sin proteinuria que aparece

tardiamente en el embarazo y que desaparece después del parto.

La preeclampsia

La preeclampsia (PE) es un sindrome complejo, exclusivo de la gestacion
humana y responsable de una alta morbimortalidad perinatal. Por ello ha sido
denominada como una patologia de multiples teorias, a la cual se ha asociado
tanto factores medioambientales como genéticos para el desarrollo de la

misma.

Se caracteriza por HTA, proteinuria y edema (Ito y col., 2002) y aparece
habitualmente después de las 20 semanas de gestacion, presentandose con
mayor frecuencia en el tercer trimestre y revirtiéndose en el posparto. La PE
afecta principalmente a primigestas (75%) y, por lo general, no recurre en los

embarazos siguientes. Otros factores de riesgo que predisponen a las



pacientes a la PE son: el embarazo gemelar, la edad < 21 6 > 35 afos, los
antecedentes personales o familiares de PE o eclampsia y los antecedentes de
hipertension crénica (Valdés y Oyarzun, 1999).

La severidad de la enfermedad depende de los niveles de presién arterial y de
la magnitud del dafio de otros 6rganos entre los que destacan el rifidon, el

higado y el cerebro (Tabla ).

TABLA |
CLASIFICACION DE PREECLAMPSIA
Moderada Severa
Presion arterial (mm Hg) <160/110 >/=160/110
Proteinuria (g/24 h) <3 >/=3
Oliguria (< 500 ml/24 h) - +
Edema leve/mod Generalizado
Cefalea leve/mod Intensa
Trombocitopenia - +
Compromiso hepéatico - +
fotopsias, tinitus,
Compromiso neurolégico
hiperreflexia

TABLA |. CLASIFICACION DE LA PREECLAMPSIA (Modificado de Valdés y
Oyarzun, 1999).



Etiologia de la preeclampsia

Si bien la etiologia de la PE sigue siendo desconocida, en los ultimos afos se
ha avanzado notablemente en el conocimiento de los distintos mecanismos
fisiopatoldégicos que en ella intervienen. La génesis del proceso reside,
probablemente, en una implantacion anomala del trofoblasto placentario
mediado por mecanismos inmunoldgicos y quizas genéticos. Esto provoca una
hipoperfusion uteroplacentaria que favorece la liberacibn de sustancias
citotoxicas que lesionan difusamente al endotelio causando disfuncion
endotelial y vasoconstriccion generalizada (riidn, cerebro, higado, etc), asi
como activacion de la cascada de la coagulacion. Ademas, se produce una
activacion del sistema nervioso simpatico y un desequilibrio entre la sintesis de
sustancias vasodilatadoras (prostaciclina y éxido nitrico) y vasoconstrictoras
(tromboxano A, y endotelina), desviandose el equilibrio hacia estas ultimas
(Seligman y col., 1994; Lyall y Greer, 1996; Silver y col., 1996; Dekker y Sibai,
1998; Clambers y col., 2001; Roberts y Cooper, 2001; Pacheco, 2003; Ariza y

col., 2006).

En el embarazo normal la implantacion es el primer estadio en el desarrollo de
la placenta. En la mayoria de los casos ocurre una relacion muy cercana entre
el trofoblasto embrionario y las células del endometrio. El cigoto, en estado de
blastocito, se adosa a la capa funcional del Gtero, el endometrio, que para
entonces ha sufrido modificaciones histoldgicas a causa de los cambios

hormonales del embarazo. Asi, por ejemplo, la progesterona favorece que las



glandulas del endometrio se vuelvan voluminosas y se llenen de secreciones
ricas en glucégeno, que las células del estroma uterino se vuelvan mas

grandes y las arterias mas tortuosas y amplias en su extension.

La implantacion del embrion humano se lleva a cabo por la accion erosiva del
sinciciotrofoblasto, (un grupo de células que rodean parte del blastocito. La
actividad de ciertas proteinasas, factores de crecimiento, citoquinas, los
leucocitos, y la tension de oxigeno han sido implicados como reguladores
importantes de la invasion del trofoblasto al endotelio materno). Esta
destruccion del endometrio hace que el embrion entre en contacto con
arteriolas y vénulas que vierte la sangre materna a la cavidad de la
implantacion, llamado espacio intervelloso endovascular y el desplazamiento
del endotelio materno es seguida por un remodelaje y dilatacion vascular que
favorece la perfusion materna a los espacios intervellosos. EI mesodermo del
blastocito es el que dara origen a las células del estroma y de los vasos de la
placenta. La consecuencia de estos cambios es la transformaciéon de dichas
arterias en vasos de baja resistencia y alta capacitancia, adaptados a un feto
en constante crecimiento (Merviel y col., 2004). Para ello, se produce una
serie de cambios durante los estadios tempranos del embarazo, en los que se
presentan alteraciones histolégicas en las arterias terminales espirales
situadas en la decidua materna, las cuales se caracterizan por la
desintegracion de la lamina elastica interna por lo que permanece una
delgada capa de membrana basal entre el endotelio y la capa muscular. El

siguiente cambio ocurre entre las semanas 6 y 12 de la gestacion, donde las



arterias espirales son invadidas por células citotrofoblasticas (arterias mas
profundas del Utero) que sustituyen a las células endoteliales de los vasos
maternos y permiten su dilatacién. Posteriormente, la invasion alcanza las
arterias radiales del miometrio durante las semanas 14 a 20 de la gestacion,
convirtiendo de esta manera a los vasos maternos en el conducto Utero-
placentario que permite la dilatacion de estas arterias, resultando en una
disminucién de la resistencia uteroplacentaria, y con ello, se favorece a un
aumento del flujo sanguineo a través de las mismas, lo cual permite el
transporte de nutrientes necesarios para el desarrollo fetal (Gerretsen y col.,
1981). Estos cambios morfologicos normales en el lecho placentario impiden
gue los vasos maternos espirales respondan o sean sensibles a los agentes
vasopresores dado que quedan muy pocas células musculares lisas

susceptibles para responder a estas sustancias (Gerretsen y col., 1981).

Se considera que la patogénesis de la PE sucede en varios estadios: en primer
lugar las células trofoblasticas no logran invadir la decidua y la porcion
miometral de las arterias espirales y radiales, conservando a ese nivel la capa
musculo/elastica. Esto implica una reduccién del diametro de las arterias
espirales en la PE asi como, la expresion anormal de receptores endoteliales
en la invasion citotrofoblastica, reduccion de factores como las VCAM, ICAM,
interaccion del VEGF-FIt-1, cadherinas integrinas a,; por tanto las arterias se
hacen mas sensibles frente a los estimulos vasopresores (Myatt y Webster,
2009), perdiendo asi la prevencion de la coagulacion y la modulacion del tono

vascular. En segundo lugar, hay una pobre perfusion placentaria a través de
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las arterias transformadas inadecuadamente lo que trae como consecuencia
un aporte sanguineo restringido e insuficiente para un feto en crecimiento,
produciendo isquemia placentaria, y a su vez retardo del crecimiento
intrauterino. Finalmente, en muchas arterias se produce una aterosis aguda,
caracterizada por un sindrome de obstruccién parcial o total de la luz de dichas
arterias por la formacion de agregados plaquetarios y depdsitos de fibrina e
invasion de macréfagos cargados de lipidos en la pared de los vasos. La
morfologia de esos vasos sugiere un proceso aterogénico paralelo de las
arterias carotidas, con lipoproteinas de baja densidad que promueven eventos
de peroxidacién lipidica los cuales indican, que son una manifestacion de la
lesion endotelial materna generalizada (Dekker y Sibai, 1998; Roberts y

Cooper, 2001; Hubel, 1999;Pacheco, 2003).

Efectivamente, la placenta isquémica produce sustancias citotoxicas Yy
desprendimiento del tejido placentario, especialmente microparticulas de la
membrana sinciciotrofoblastica, que pueden provocar dafio endotelial con la
consecuente vasoconstriccion y aumento de la PA materna. Ademas, muchos
vasos pueden ser ocluidos por aterosis aguda (necrosis fibrinoide, presencia
de lipidos y macrofagos e infiltracion mononuclear perivascular), que asociada
a la trombosis puede causar infartos placentarios (Dekker y Sibai, 1998;

Roberts y Cooper, 2001; Pacheco, 2003).
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Disfuncién Endotelial y Preeclampsia

El término de disfuncion endotelial es definido como un estado de alteracion y
diferenciacion endotelial tipicamente inducido como resultado de la
estimulaciéon por citoquinas. Adicionalmente, la evidencia indica que la
disfuncion endotelial incluye vasoespasmo y reactividad vascular (Hung y

Burton, 2006).

El endotelio arterial es una estructura activa con mdltiples funciones ya que
mantiene su propia integridad, principalmente a través de las integrinas,
proteinas que forman parte de su estructura y que comunican a la célula
endotelial con la matriz sub-endotelial y con las células endoteliales
adyacentes. Igualmente, el endotelio ofrece una superficie que se opone a la
trombosis y previene la activacion de la coagulacién. Ademas, estimula la
actividad fibrinolitica e inhibe la adhesion y la agregacion plaquetaria. El
endotelio produce sustancias tanto vasodilatadoras (6xido nitrico, prostaciclina
y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio) como vasoconstrictoras
(endotelina-1 y el factor de contraccion derivado del endotelio) asi como
sustancias que participan en los mecanismos inflamatorios e inmunoldgicos
vasculares. De esta manera, el endotelio ejerce una funcion de control sobre
la circulacion mediante la produccion de sustancias vasoactivas, hemostéticas,
permeabilidad selectiva e inmunolégica, para mantener la homeostasis
cardiovascular que se encuentra en constante equilibrio. De tal manera que, la

pérdida de la funcion endotelial se traducird en una alteracion del equilibrio
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homeostéatico vascular, reflejado en la vasoconstriccion, que éste fuese

suficientemente prolongado, produciendo HTA (Contreras y col., 2002).

Ahora bien, el endotelio juega un papel muy importante en el embarazo
normal, ya que participa en la regulacion de la resistencia vascular y la
presion sanguinea (LaMarca y col., 2008). Dicha regulacion comprende una
profunda reducciébn en la reactividad vascular frente a sustancias
vasoconstrictoras, disminucion de la resistencia vascular periférica y, en
consecuencia, un aumento en la produccion de 6xido nitrico por el endotelio

(Contreras y col., 2002).

Cuando ocurre una anormalidad en la produccion o accién de esos factores,
el endotelio vascular se predispone a la vasoconstriccion, adhesion de
leucocitos, mitogénesis, pro-oxidacion e inflamacién vascular. Debido a ello,
se han encontrado diversos marcadores de disfuncion endotelial que pueden
predecir el desarrollo del sindrome de preeclampsia en la mujer, previo a la
manifestacion de la enfermedad (LaMarca y col., 2008). Entre los mediadores
potenciales relacionados con la disfuncién endotelial se encuentra el 6xido

nitrico (NO).
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El Oxido nitrico

El NO es un mensajero intracelular que se encuentra presente en muchos
vertebrados donde ejerce funciones moduladoras en el flujo sanguineo, la
trombosis y la actividad neural. EI NO es un compuesto altamente reactivo ya
qgue es un intermediario entre el O, y el N, presenta una muy baja solubilidad,
pero puede difundir en la membrana muy facilmente a través del citoplasma
(Moncada y col., 1991; Moncada y Higgs, 1993). Es sumamente importante
para la activacion biologica de la guanilil ciclasa, la cual le permite ejercer sus

multiples funciones (Pacher y col., 2007).

El NO desempefia un papel importante en los procesos bioldgicos asi como la
regulacion del tono vascular, la comunicacion neuronal, la actividad
antimicrobiana, la ventilacién, la secreciébn hormonal, y en la inmunidad,
ademas de patrticipar en la homeostasis del sodio y, por tanto, en la regulaciéon
de la PA al controlar el tono de las arteriolas glomerulares y en el mesangio

(Rojo y col., 2003).

La enzima sintasa del NO (SON) endotelial es la encargada de la conversion
de la L-arginina en citrulina y NO continuamente, en presencia de NAD(P)H v,
de cofactores tales como calcio/calmodulina, y tetrahidrobiopterina (BH4). Se
han aislado tres isoformas de la SON: la neuronal (SONn), la inducible (SONi)
(la cual es inducida por accién de las citoquinas, el factor de necrosis tumoral,

la interleuquina-1 y algunos lipopolisacaridos entre otros), y la endotelial
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(SONe) (Aleman y col.,, 2008). Las porciones terminales de las SON,
demuestran homologia con la NAD(P)H oxidasa y con la citocromo P450
reductasa. La mayor diferencia en la regulacion, es la localizacion subcelular
que describe las tres isoformas. Las isoformas SONe y SONn son formas
constitutivas dependientes de calcio-calmodulina. Y la SONi ha sido
identificada por su respuesta ante la exposicion a citoquinas inflamatorias y
lipopolisacéaridos. La SONe ha sido identificada en células endoteliales. La
SONi es regulada por factores transcripcionales. En las células no estimuladas
la expresidon de SONi es muy baja o esta casi ausente. Adicionalmente, en
condiciones experimentales, la inhibicion cronica competitiva de la SON por el
uso de L-NAME (un analogo de la L-arginina), demuestra un aumento en la

expresion genética de la SONi (Buhimschi y col., 1998).

El NO ejerce un efecto inhibitorio sobre la agregacion plaquetaria e inhibicion
de la adhesién y la migracién de los monocitos. Por otra parte, el NO difunde a
la célula muscular lisa adyacente, para activar a la proteina guanilil ciclasa
soluble, para la conversion de GTP a GMPc, el cual es un segundo mensajero
del NO, donde participa en mdultiples mecanismos de sefalizacion,
favoreciendo a la vasodilatacion. En la figura 1 se ilustra la regulacion y

produccion del NO (Lopez-Jaramillo y col., 2008).
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FIGURA 1. REGULACION DE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO (NO) EN EL
ENDOTELIO VASCULAR. Se muestran acciones antitrolbéticas, antiaterogénicas y
acciones vasodilatadoras. GCS: GUANILIL CICLASA SOLUBLE, GTP: GUANOSINA
TRIFOSFATO 5°, Y GMPC: GUANOSINA MONOFOSFATO (Modificado de Lopez-
Jaramillo y col., 2008).

Vasodilatacion

El NO es inactivado por la reaccion con el radical superéxido (O27) para formar
peroxinitrito (ONOQO"), el cudl es uno de los agente responsables de la
peroxidacién lipidica y de la nitracion de las proteinas. Actualmente, se sabe
que la produccion del radical superéxido O, se incrementa en diferentes
situaciones durante el embarazo como en estados de infeccion e inflamacién

(L6pez-Jaramillo y col., 2008).
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El Oxido Nitrico y el Embarazo Normal

El sistema del NO se encuentra altamente regulado durante la gestacion. Se
ha demostrado que durante todo el embarazo el NO inhibe las contracciones
uterinas, pero no asi durante el parto, lo que sugiere que existe un mecanismo
fisiolégico que participa de forma intrinseca, autocrina, que activa la generaciéon
de NO en el utero, y con ello contribuye al mantenimiento uterino hasta llegar a
término de la gestacion. La isoforma que mas se expresa ante los cambios
uterinos y gestacionales es la SONi, la cual se encuentra aumentada durante la
gestacion, pero se disminuye durante el trabajo de parto. Esto indica que el NO
presenta un efecto relajante importante durante el desarrollo de la gestacion.
En el tejido placentario también se ha reportado la presencia de la actividad de
la SON dependiente de calcio/calmodulina, lo cual indica que la SON
involucrada es la endotelial con principios funcionales para generar

vasodilatacién (Buhimschiy col., 1998).

Como se mencion0 previamente, la evidencia indica que en el embarazo
normal existe una adaptacion fisiologica vascular, que comprende un
incremento en el volumen sanguineo, un aumento del gasto cardiaco y una
disminucion de la resistencia vascular periférica, acompafiada por un
incremento endogeno de la produccidn de NO, y de una respuesta vascular
dependiente del endotelio intacto (Buhimschi y col., 1998). Este incremento del
gasto cardiaco observado en mujeres embarazadas, es de un 30 - 40% con

respecto a las mujeres no embarazadas, que se produce como consecuencia
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de una sobrecarga de volumen y/o por el descenso de la vasodilatacion
periférica, y asociada a una disminucién de la produccion de prostaciclina y
NO. Recientemente, se encontro que la produccion de NO endotelial detectada
en el suero, estaba involucrada con la vasodilatacion observada en mujeres
embarazadas y multiples estudios demostraron que el incremento de la
produccion de NO en la viabilidad vascular y endotelial, son mecanismos
criticos para explicar las adaptaciones hemodinamicas en el embarazo. Se ha
empleado la cuantificacion de los niveles séricos de NO; (nitritos) y NOg3
(nitratos), como indice de produccion de NO, mientras que la bioactividad del
NO, ha sido evaluada por los niveles en fluidos biologicos de GMPc (L6pez-

Jaramillo y col., 2008).

El Oxido nitrico y la preeclampsia

Actualmente, no existen dudas que el incremento de la produccion de NO en el
endotelio vascular y su bioactividad normal constituyen mecanismos criticos
gue explican la adaptacion hemodinamica en el embarazo normal (Lépez-

Jaramillo y col., 2008).

Por otra parte, la caracteristica mas importante observada en la PE es la
vasoconstriccion generalizada. Debido a ello, se ha propuesto la existencia de
una alteracion endotelial en la sintesis de NO en la patogenia de éste
sindrome. Por otra parte, debido a la alta reactividad del NO en transformarse
en nitratos y nitritos, se postula la probabilidad de la existencia de una baja

bioactividad del mismo en la PE. En este sentido, muchos investigadores han
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realizado estudios clinicos en mujeres embarazadas con PE versus mujeres
embarazadas controles, para evaluar la concentracion plasmatica y sérica de
nitratos y nitritos y los hallazgos, ain cuando son controversiales, demuestran
definitivamente que durante la PE ocurre una reduccion de la concentracion de
nitratos y nitritos, asociada a una disminucion de los niveles de GMPc, cuando
se compara con pacientes controles. Esto sugiere una disminucion de la
biodisponibilidad del NO, posiblemente mediado por un incremento del estrés
oxidativo y que explicaria la vasoconstriccion periférica, la disfuncion endotelial

y las manifestaciones clinicas de esta patologia (Lépez-Jaramillo y col., 2008).

La baja produccion de nitratos y nitritos en la PE ha sido adjudicada a la
alteracion en la via de L-arginina-NO a diferentes niveles de la misma. Entre
dichas alteraciones que comprometen al NO se han sugerido deficiencias en el
sustrato de L-arginina o en su transporte (McCord y col., 2006; Neri y col.,
2006); o deplecion de L-arginina producida por la sobre expresion de arginasa
II, (la enzima que metaboliza a la L-arginina, y que puede orientar a la SON, a
generar especies reactivas de oxigeno) (Lépez-Jaramillo y col.,, 2008;
Buhimschi y col., 1998), reduccion de la produccién de NO por deficiencia en
los cofactores requeridos para el buen funcionamiento de la SONe, como son
el idn calcio (Lopez-Jaramillo, 2008) y la BH4 (Toth, 2002). La acumulacion de
un inhibidor enddégeno de la SON, como es la dimetilarginina asimétrica
(ADMA), que se encuentra en concentraciones elevadas en PE (LaMarca y
col., 2008) y finalmente, la alteracion polimorfica de la SONe que resulta en la

disminucién de su actividad enzimatica (Serrano y col., 2004).
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Ahora bien, en aquellos casos de mujeres embarazadas con PE que muestran
mas bien un aumento de la produccion de NO y niveles de nitritos y nitratos
incrementados o normales, se ha postulado que a pesar del incremento en la
produccion de NO tambien se incrementa su degradacion, por lo que la
bioactividad del NO estaria reducida. Se ha sugerido que el incremento del
estrés oxidativo que ocurre en la PE es el responsable de la rapida
degradacion del NO, especialmente debido a la gran reactividad del NO y el

anion superoxido para formar peroxinitrito.

Estrés Oxidativo y la preeclampsia

El estrés oxidativo es una condicién que describe la produccion de radicales
libres méas alla del umbral de su neutralizacion por un agente antioxidante
(Flora, 2009). Aunque la definicibn mas comun, lo sefiala como un desbalance
entre la produccién y la eliminacion de moléculas oxidantes y antioxidantes, a
favor de los oxidantes, en donde se ha generado un incremento de la tasa de
la sintesis de radicales libres. En la actualidad, existe una gran variedad de
radicales libres dentro de la biologia, sin embargo, entre la categoria mas
amplia se encuentran las especies reactivas de oxigeno (EROs) (Hubel, 1999).
Las EROs constituyen los mediadores mas importantes en la produccion de
dafio celular que incluyen a los lipidos y membranas, proteinas y acidos
nucléicos. Sin embargo, éstos efectos nocivos de las EROs pueden ser
neutralizados o equilibrados por la accion de moléculas antioxidantes no

enzimaticas ademas de las enzimas antioxidantes endégenas (Flora, 2009).
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Se considera un radical libre a una molécula que contenga uno o0 mas
electrones desapareados que ocupan la Ultima capa de sus orbitales, siendo
los mas comunes, aquellos agentes derivados de las EROs, y dicha formacién
requiere de la catalisis de algunas enzimas para su produccion. Estos radicales
libres, derivados de las EROs, pueden provenir de diferentes vias, como los
resultantes de la irradiacion por la luz ultravioleta y los rayos gamma, los
productos catalizados por metales en otras reacciones, los presentes en la
atmosfera, los producidos por neutrofilos y macréfagos durante la inflamacion,
y los productos de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria.

Entre los radicales libres derivados de oxigeno se encuentran el anién hidroxilo
(OH), el anién superdxido (O,7), y el 6xido nitrico (NO), pero también existen
moléculas que no contienen electrones desapareados y que forman parte de la
familia de moléculas altamente reactivas, tales como el peroxido de hidrogeno
(H20,), el acido hipocloroso (HOCI), y el anién peroxinitrito (ONOQ), los cuales
son altamente reactivos para la formacion de los productos primarios de la
peroxidacion lipidica, hidroperéxidos lipidicos, formados cuando el radical libre
ataca a los acidos grasos poliinsaturados o al colesterol en la membrana o
lipoproteinas. Alternativamente, tambien pueden ser formados por
cicloxigenasas o lipoxigenasas, donde estos hidroperdxidos podrian participar
en la regulacion de los genes sensibles al estado redox y finalmente, los
radicales que atacan a biomoléculas incluyendo, ADN, tioles, aminoacidos, y
metales que permiten reacciones de oxidacion y de nitracion. Los elevados

niveles de aniones NO daran como resultado especies nitradas, que interferiran
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en las funciones de las proteinas alteradas, alteraciones de la integridad de la

membrana, mutaciones del ADN, y muerte celular por apoptosis 0 por necrosis.

Una de las reacciones involucradas es la del NO con el radical superoxido para
formar el peroxinitrito (ONOQO™) (figura 2), el cual es fuertemente oxidante y es
la molécula responsable de la nitracion de proteinas que contiene residuos de
tirosina, de la oxidacion de tioles, ya que dichas reacciones contribuyen al dafio
oxidativo, de procesos inflamatorios y del incremento de la sintesis de
prostaglandinas como producto de la oxidacion del &cido araquiddnico en las
membranas lipidicas, con el subsecuente bloqueo de la relajacién vascular e
incremento de la vasoconstriccidon, lo que genera hipertension (Gilbert, 2008;

Hubel 1999; Eiserich y col., 1998; Patel y col., 1998).

Una sustancia antioxidante, es aquella que es capaz de prevenir que otra
sustancia se oxide. Generalmente, un antioxidante puede proteger de la
toxicidad de metales al atrapar a los radicales libres por iones metalicos
guelantes, e impidiendo la propagacién de la reaccion en cadena que ellos
inician; asi como tambien agentes que permitan mantener el estado redox, lo
que se traduce en la reduccion del compromiso del oxigeno molecular (Flora,
2009). Los sistemas antioxidantes que actuan en la célula pueden ser
enddgenos y exogenos, los cuales limitan la actividad y la produccion de las
EROs, manteniendo el sistema controlado (Biri y col., 2007). Actualmente, los
antioxidantes han sido caracterizados como todas aquellas sustancias que

pueden prevenir o desacelerar la oxidacion de otras moléculas Estas
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sustancias que protegen a biomoléculas de los radicales libres han demostrado
su fiel funcionalmiento tanto in vivo como in vitro. Los antioxidantes enddégenos
y enzimaticos mas importantes son las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT), la glutation reductasa (GRX) y la glutation peroxidasa (GPXx).
Entre los sistemas antioxidantes exdgenos, y clasificados como no enzimaticos
mas significativos se encuentran: los carotenoides (licopenos, RR-carotenos,
luteinas) las vitaminas A, C, E, acido ascérbico, tocoferoles; quimicos
asociados a lipidos (ubiquinol-10, n-acetilcisteina, acido lipdico) antioxidantes
fendlicos (quercetinas, catequinas; flavonoides) hormonas (melatonina y
oestrogenos) esteroides y saponinas (cortisol, estradiol, estriol) y algunos
minerales como el selenio, zinc y cobre que actian como cofactores de la

enzima glutation peroxidasa (Tanira y col., 2005; Sharma y col., 2006).

-t HO + Peroxidasa ———F . NO2
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FIGURA 2. VIAS DE FORMACION Y METABOLISMO DEL OXIDO NITRICO. O,
anion superoxido; NO, 6xido nitrico; ONOOCO,’, nitroso peroxocarboxilato; ONOOH,
acido peroxinitroso; ‘OH, radicales hidroxilo; CO,, dioxido de carbono; CO;",
carbonato; NO,', nitrito; H,O,, peréxido de hidrogeno (Woon-Seok Yeo y col., 2008).
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En un estado de enfermedad, un desbalance de sustancias prooxidantes y de
sustancias antioxidantes, puede resultar entre otras alteraciones en
disfuncion endotelial, donde ejerce acciones directamente sobre el musculo
liso vascular, o en la liberacion de sustancias vasoactivas (Hung, 2007). En la
PE el estrés oxidativo puede resultar por interacciones de componentes
maternos preexistentes, tales como la obesidad, la diabetes, la hiperlipidemia
y componentes placentarios que involucran la secrecion de peroxidos
lipidicos. Mas aun, el estrés oxidativo puede mediar la disfuncién endotelial
especialmente los que contribuyen a la fisiopatologia de la PE, ya que existe
evidencia de un incremento de sustancias prooxidantes y disminucion de

sustancias antioxidantes (LaMarca y col., 2008).

Normalmente, en el embarazo se establece un desarrollo placentario que
permite que las arterias espirales placentarias presenten una baja resistencia.
Cuando ocurre la PE, se postula que se produce una adaptacion andmala de
la invasion trofoblastica que genera un desbalance en el microambiente
placentario dando como origen la teoria del inicio del desarrollo de la PE.
Recientemente, se demostrd que en el embarazo normal a las doce semanas
ocurre un incremento en la tension de oxigeno, paralelo a la elevacion de la
expresion y actividad de las enzimas antioxidantes (Gerretsen y col., 1981).
La disminucién de la respuesta antioxidante puede estar influenciada por un
estimulo que podria resultar en estrés oxidativo permitiendo ain mas, la
degeneracion trofoblastica y una disminucién en el remodelaje de las arterias

espirales, efecto tipico de la PE.
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Muchas son las causas que parecen estan involucradas en el incremento del
estrés oxidativo en la PE. Se ha postulado que el incremento del estrés
oxidativo por una sobreproducciéon del anion superodxido (Biri y col., 2007), se
asocia a la presencia de un anticuerpo agonista anti-receptor AT; de la
angiotensina Il (Xia y col., 2003), a una placentacion temprana anormal con
isquemia e hipoxia placentaria que favorece a la liberacién de factores que
conducen a la disfuncién endotelial, entre ellos los radicales libres (Gilbert y
col., 2008); a alteraciones en el metabolismo de carbohidratos asociado a la
resistencia a la insulina con sobrepeso y obesidad (Joffe y col., 1998) y a la
presencia de infecciones subclinicas en la vagina, en el sistema urinario, asi
como enfermedad periodontal (Herrera y col., 2007). Todas estas alteraciones
conducen a una reaccion inflamatoria intravascular generalizada y a un
estado de estrés oxidativo que produce disfuncion endotelial, y que

predispone a la mujer embarazada a desarrollar PE (Herrera y col., 2001).

Se sabe que uno de los procesos asociados a la generacion de los radicales
libres es la peroxidacion lipidica la cual ocurre en los tejidos y en las células
continuamente en condiciones normales. Esto incluye la conversién de acidos
grasos no insaturados a hidroperéxidos lipidicos. Dicho proceso es iniciado
por la interaccion entre un radical libre y una molécula lipidica. Esta
peroxidacion perpetlda a la misma molécula, con hidroperéxidos lipidicos a la
formacion de mayor cantidad de hidroperéxidos. La evidencia indica que en
las mujeres con hipertension inducida por el embarazo ocurren incrementos

de estrés oxidativo, ya que se ha reportado aumento de los niveles de
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productos que reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARS), el cual es un
marcador de peroxidacion lipidica, debido a la reaccion del malondialdehido
(MDA) un producto de la peroxidacion lipidica, con el &cido tiobarbitarico

(TBA).

Aunado a lo anterior se ha reportado un incremento de lipoproteinas de baja
densidad asi como un aumento de la formacion de radicales libres, lo que
favorece a la agregacion plaquetaria, y al dafio endotelial, todos éstos

factores involucrados en la PE (Adiga y col., 2007).

El organismo normalmente contiene mecanismos enzimaticos antioxidantes
gue limitan este proceso. Mas aun, en el organismo se requieren bajas
concentraciones de estos hidroperéxidos puesto que participan en sefales
como mensajeros intracelulares endégenos (Slater, 1987). Sin embargo, en
ciertas circunstancias estos mecanismos regulatorios no pueden controlar el
balance redox intracelular, generando elevadas concentraciones de peroxidos

lipidicos (Buhimschi y col., 1998).

Otra fuente generadora de anion susperoxido y, por ende de las EROs que
podria estar relacionada con la PE es la NAD(P)H oxidasa. En efecto, se ha
demostrado que la NAD(P)H se encuentra en neutrofilos y en células
endoteliales, asi como tambien se ha encontrado la presencia de esta enzima

en trofoblasto humano (Barbieri y col., 2004).

26



La NAD(P)H oxidasa es un complejo multimérico consistente de varias
subunidades, dos subunidades unidas a la membrana plasmatica
(gp91P"*+p22P"™) y tres subunidades citoplasmaticas (p47°"%, p67°"™* y las
proteinas Rac, que unen GTP). En en el momento de la activacion, estas
dltimas se translocan a la membrana, tras ser fosforilados ciertos dominios
dentro de estas unidades (Vignais, 2002). El nucleo catalitico de la NAD(P)H
oxidasa es un flavocitocromo bssg que es una proteina con un potencial redox
bajo que se encuentra anclado a la membrana por una serie de segmentos
transmembranales hidrofébicos y forma un enlace no covalente con las
subunidades p22phox y gp9lphox en una relacion molar de uno a uno
(Biberstine-Kinkade y col., 2001). Se sabe que la subunidad gp91phox es el

real componente catalitico del ndcleo.

La hipotesis planteada hasta este momento es que la p47phox es la
subunidad responsable de la activacién y translocacion de los diferentes
componentes que se encuentran del citosol hacia la membrana. Estudios
realizados en neutréfilos deficientes de p47phox y p67phox, demostraron la
importancia de la subunidad p47phox en el proceso de translocacion de todas
las subunidades del citoplasma a la membrana después de una estimulacion.
Esto fue evidenciado al estimular los neutréfilos deficientes de p67phox, que
lograban realizar translocaciones normales a diferencia de los deficientes de

p47phox que eran incapaces de realizar la translocacion (Vignais, 2002).
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Ahora bien, se ha encontrado un incremento de la actividad de la NAD(P)H
oxidasa en el tejido trofoblastico, en los neutréfilos y en los vasos placentarios
en mujeres con PE. Mas aun, se ha reportado que la NAD(P)H oxidasa esta
expresada en la placenta y en el trofoblasto de mujeres con PE. Igualmente,
se ha reportado la presencia de alta expresion de subunidades (p22phox,
p47phox, p67phox) de la NAD(P)H oxidasa en placentas de mujeres con PE
temprana con respecto a las mujeres que desarrollaron PE tardia, sugiriendo
gue la NAD(P)H oxidasa juega un papel importante en la disfuncion endotelial
asociada con el estrés oxidativo en la PE (LaMarca y col., 2008). Sin
embargo, se ha planteado que el estimulo potencial para la activacién de la
NAD(P)H oxidasa en la PE incluye el estrés forzado en la unidad vascular
feto-placentaria, una elevada concentracion de citoquinas plasmaticas y un
incremento en la sensibilidad a la angiotensina Il (Raijmakers y col.,2004).
Esto trae como consecuencia que en la PE se produzca una mayor cantidad
de EROs, agravando aun mas la disfuncion endotelial, generando una mayor
disminucién del NO y un aumento de los factores contractiles que afectan a la

patogenia de la PE (Pacheco, 2003).

Enzimas Antioxidantes

Las enzimas antioxidantes son muy importantes para mantener el balance
critico redox a nivel intra y extracelular. El desbalance entre las EROs vy la
defensa antioxidante ha sido implicada en la patogénesis de la PE, la cual se
asocia a la disfuncién endotelial generalizada debido a la accion de los

radicales libres sobre las células endoteliales (Llurba y col., 2004).
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Efectivamente, en la PE se ha demostrado un incremento en los
hidroperoxidos lipidicos, como el principal marcador de las reacciones
iniciales de la peroxidacion lipidica, el cual resulta del ataque de los radicales
libres a las membranas lipidicas en conjunto con una débil participacion de la

defensa antioxidante.

Las EROs son generadas bajo una compartamentalizacion intracelular
especifica y las enzimas antioxidantes se encuentran selectivamente
distribuidas dentro de las células en regiones subcelulares acorde con su
funcién, un ejemplo de esto son las tres isoformas de la SOD que se localizan
en diferentes lugares de la célula (Beyer y col.,, 1991). Cada una de ellas
media la rapida conversion del anidn superoxido en peroxido de hidrégeno, la
CAT y la GPx que se encuentran en los peroxisomas Yy el citoplasma vy, se
encargan de la eliminacion del peréxido de hidrégeno convirtiéndolo en agua

y oxigeno (Rees y col., 2008).

Las SOD son metaloenzimas que catalizan la conversién del anidn superéxido

para dar oxigeno molecular y H,O; (Biri y col., 2007).

Oz + Oye- + 2H" — H,0, + O,

Esta enzima fue descubierta por McCord y Fridovich (1969). En las células

eucariotas existen tres isoenzimas de las SOD, todas productos de genes
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nucleares diferentes y son sintetizadas en los ribosomas citoplasmaticos (Ho
y col., 1991). Dos de estas isoformas contienen cobre y zinc (Cu,Zn-SOD en
su sitio activo), y la tercera contiene manganeso (Mn-SOD). Una de las
isoformas de CuZn-SOD se localiza principalmente en el citosol aunque
también se encuentran en los lisosomas, en el nucleo y en menor cantidad en
los peroxisomas y en el espacio intermembranoso mitocondrial (Weisiger y
col., 1973), su estructura es un dimero, con un peso de 17 kDa por subunidad
(Hsu y col., 1992; Crapo y col., 1992). La otra isoforma de Cu,Zn-SOD es
extracelular (EC-SOD), en el humano su peso molecular es de 104 kDa y
tiene estructura tetramérica (Oury y col., 1996), se localiza en fluidos como en
el plasma, el liquido sinovial y la linfa. Se ha sugerido que su sitio de sintesis
son las células endoteliales y cuando esta unida a ellas funciona como una
cubierta protectora; posee afinidad por la heparina y por los proteoglicanos de
heparan sulfato (Carlsson y col., 1996), y contribuye de un 0,5 a un 20% de la
actividad de la SOD total (Oury y col., 1996). En la rata, esta isoforma esta
constituida por dos subunidades; su peso molecular es de 85 kDa vy, a
diferencia de la forma tetramérica, no posee afinidad por la heparina
(Carlsson y col., 1996). La Mn-SOD también es un tetramero con un peso de
80 kDa, contiene 2 atomos de manganeso por dimero y se localiza en la

matriz mitocondrial (Weisiger y col., 1973).

Otra de las enzimas antioxidantes encargada de la degradacion de EROs es

la glutation peroxidasa (GPx), descubierta por Mills (1957). Esta enzima
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cataliza la descomposicion del H,O, o de otros peroxidos organicos a H,O
con la concomitante oxidacion del glutation reducido (GSH), el que se
transforma en glutation oxidado (GSSG) (1) (Chu y col.,1993). El GSSG es, a
su vez, reducido a GSH por la glutation reductasa (GSH-Rx) en presencia de
NAD(P)H formando un ciclo redox, impidiendo que se agoten las reservas de
GSH (Harris 1992; Ichikawa y col., 1994) (2). Los niveles de NAD(P)H son
regenerados por la accion de las enzimas malica y glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.

GSH-Px

ROOH + 2GSH » ROH + H,O + GSSG (1)
GSH-Rx

GSSG + NADPH + H”* » 2 GSH + NADP* (2

Se conoce una isoforma de esta enzima GSH-Px citosolica (cGPx) que
contiene en su sitio activo un atomo de selenio. Esta enzima es tetrameérica
(Arthur y col., 1994), y sélo tiene actividad antioxidante en casos de un
incremento de H,O, y de hidroperdxidos de lipidos, pero muestra una baja
actividad sobre los hidroperéxidos de fosfolipidos y de colesterol. La GSH-Px
extracelular (pIGPx) es una enzima glicosilada, que se sintetiza en el rifidén y
en el pulmon, su ARNm se ha encontrado en células del epitelio tubular
proximal y en células parietales de la capsula de Bowman. Se piensa que
tiene un papel importante en la proteccion del rindn durante el dafio oxidativo

(Maser y col., 1994); sin embargo, su funcion no ha sido bien establecida, ya
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que su sustrato (GSH), esta en muy bajas concentraciones 0,3 uM en el
plasma (Avissar y col., 1994; Arthur y col., 1994). Esta enzima puede estar

presente en la circulacion como un homotetrdmero (Yoshimuray col., 1991).

Por otra parte, el peréxido de hidrégeno es uno de los residuos del
metabolismo celular de muchos organismos vivos, ademas de ser un
importante segundo mensajero implicado en procesos de fagocitosis de
microorganismos patdégenos, principalmente anaerobios, pero dada su

toxicidad debe transformarse rdpidamente en compuestos menos peligrosos.

Esta funcion la efectla la catalasa, enzima que cataliza la descomposicion del

perdxido de hidrégeno (H20,) en oxigeno y agua (Prego y col., 1997).

H202 > Hzo + 02 (1)

ROOH +AH, ——» H,O + ROH + A ()

La catalasa es una enzima perteneciente a la familia de las Fe-protoporfirinas
IX, y se encuentra presente en muchos tipos de células. Su funcion es
proteger a las células del efecto toxico del peroxido de hidrégeno producido
en distintas reacciones redox del metabolismo celular. La catalasa fue una de
las primeras enzimas purificadas y ha sido muy estudiada (Deisseroth y
Dounce, 1970). Es una de las enzimas mas eficientes con una velocidad de

aproximadamente 200.000 tranformaciones/segundo. Esta enzima esta
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formada por un tetrdmero con cuatro subunidades idénticas (350,000 kD).
Cada mondmero contiene un grupo prostético hem en el ndcleo catalitico de
la enzima. En algunas especies animales también contiene una molécula de
NAD(P) por subunidad cuya funcion es proteger a la enzima de la oxidacion

por su sustrato H,O; (lvancich y col., 1997).

Mas comunmente se puede encontrar en los peroxisomas, que contienen
oxidasas y catalasas. En los peroxisomas se degradan las purinas y otros
compuestos. En los peroxisomas se produce H,O,, compuesto que es

degradado rapidamente por la catalasa (Chance y Oshino, 1971).

El mecanismo completo mediante el cual actda la catalasa no se conoce del
todo; sin embargo, en la actualidad se sabe que la reacciébn quimica se
produce en dos etapas, en donde Fe-E representa el nucleo de hierro del
grupo hemo unido a la enzima que actian como cofactores (Vetrano y col.,
2005). Esta enzima puede actuar como una peroxidasa (con el consumo de 1
mol de peroxido de hidréogeno), para muchas sustancias organicas
especialmente para el etanol, que actia como donante de hidrégeno. Las
enzimas de muchos microrganismos, como el Penicilium simplissimun que
exhiben actividad de catalasa y peroxidasa, son frecuentemente llamadas
catalasas-peroxidasas (Kehrer, 1993, Tanira y col., 2005).

Por dltimo, la glutation reductasa (GRx), que es una enzima que requiere el
cofactor NAD(P)H y que cataliza la conversion de glutation oxidado (GSSG) a

glutation reducido (GSH) por medio de las siguientes reacciones:
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GSSG + GR-(SH)2 — 2 GSH + GR-S2

GR-S2 + NADPH + H* > GR-(SH)2 + NADP"

En donde GR-(SH)2 y GR-S2 corresponden a las formas reducidas (ditiol) y
oxidadas (disulfuro) de la glutation reductasa. Las peroxidasas y las glutatién
transferasas son enzimas que catalizan el ataque nucleofilico del glutation
reducido 6 GSH (g-Glu-Cys-Gly) sobre el centro electréfilo de un gran nimero
de estructuras toxicas) durante la detoxificacion de perdxidos organicos y en
el metabolismo de xenobibticos o substancias nocivas para las células (Tanira

y col., 2005).

Por otra parte, se ha postulado que muchos sistemas antioxidantes estan
involucrados en el desarrollo de enfermedades, donde el grupo tiol y el
glutation son reducidos (Tanira y col., 2005). Tal y como se ha indicado
anteriormente, se ha demostrado que el incremento del estrés oxidativo ejerce
un papel importante en la PE, el cual se asocia a un aumento de la
peroxidacion lipidica, asi como a una disminucién significativa de la actividad
de las enzimas antioxidantes como la SOD, la CAT, la GPx y la GSR, y de los
antioxidantes no enziméticos (vitamina C, vitamina E, betacarotenos) (Tanira

y col., 2005).
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Efectivamente, se ha demostrado una disminucion tanto de la actividad como
de la expresion de la SOD a nivel placentario en la mujer embarazada con
PE, lo cual conduce a la activacion de la liberacion de neutréfilos a partir de la
placenta de la mujer preeclamptica, favoreciendo a la generacion de EROs.
Asi, se ha demostrado una disminucion de la actividad SOD total en
homogenizado de placenta, especialmente en la fraccion mitocondrial y
citosdlica proveniente de mujeres con PE (Poranen y col., 1996). Igualmente,
se ha evidenciado una disminucion de la actividad y de la expresion de la
enzima Cu,Zn-SOD en tejido placentario (Wang y Walsh, 1998). AlUn mas, se
ha demostrado una reduccion de la actividad de la SOD en los glébulos rojos
y en los glébulos blancos proveniente de mujeres con PE comparado con las

embarazadas normales (Cheny col., 1994).

El Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

El sistema renina-angiotensina-aldosterona juega un papel funcional muy
importante en el mantenimiento de la homeostasis del medio interno y de la
PA. Este sistema hormonal, cuyo péptido activo es la angiotensina Il, esta
constituido por dos componentes segun el sitio de origen: el sistema renina
angiotensina endocrino renal o sistémico y, el sistema renina angiotensina
paracrino o autocrino, el cual cumple funciones locales o tisulares (Dinh y col.,
2001).

El SRA esta constituido por una cascada enzimatica necesaria para la
generacion de angiotensina 1l (ANG 1l), dichos constituyentes son el

angiotensindgeno, la renina y la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
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Los 6rganos y tejidos que disponen de estos elementos, pueden producir
ANG II. Esta hormona desarrolla sus funciones a través de su interaccion con

receptores especificos (AT1 y AT,) (Dinh y col., 2001).

La renina, es sintetizada y liberada por las células yuxtaglomerulares del
riion, localizadas en las arteriolas aferentes renales y es liberada a la
circulacién ante estimulos tales como la hiponatremia, la hipovolemia, la
hiperkalemia y por, niveles elevados de ANG II. El sustrato de la renina es
una alfa 2-globulina plasmatica, sintetizada en el higado, el angiotensinégeno.
La renina escinde enzimaticamente al angiotensinégeno liberado desde las
células hepaticas para formar un decapéptido la angiotensina I, el cual es
convertido bajo su forma activa en el lecho vascular pulmonar, por la accion
de la ECA, a ANG Il un octapéptido (un potente vasoconstrictor).
Adicionalmente, en la circulacion sistémica, el SRA se encuentra presente es
muchos tejidos incluyendo el vascular, el corazon, el rifidn y el cerebro, donde
es capaz de producir ANG Il para ejercer efectos autocrinos, intracrinos y
paracrinos. La ANG Il puede formarse ademas por una via no mediada por la
ECA, donde incluye proteinas como la quimasa, la catepsina G, y la enzima

generadora de ANG Il sensible a la quimiostatina (Dinh y col., 2001) (figura 3).
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FIGURA 3. ESQUEMA CLASICO DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA)
CIRCULANTE. La molécula clave del SRA es la ANG IlI, como un potente
vasoconstrictor, los receptores AT; incrementan la presion arterial. Abreviaturas:
ADH: hormona antidiurética. ANG Il: angiotensina Il, AT; RECEPTOR: receptor AT,
(Reyna-Villasmil y Bricefio-Pérez, 2011).

El SRA juega un papel fundamental en la homeostasis cardiovascular. La
sobreactividad del SRA ha sido implicada en mudltiples enfermedades
cardiovasculares como la hipertension, la insuficiencia cardiaca congestiva, la

insuficiencia renal y la PE (Dinh y col., 2001).

Los efectos fisiologicos conocidos de la ANG Il estan mediados por la
activacion del receptor ATy, el cual se expresa en las células musculares lisas,
el rindn y en la glandula suprarrenal, entre otros. Los receptores AT; estan

acoplados a la proteina Gqg, donde funcionalmente las vias de sefializacion
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incrementan la concentracion de calcio intracelular. Esta activacion promueve a
la vasoconstriccion, el incremento de la actividad simpéatica y la liberacion de
aldosterona. El receptor AT, esta altamente expresado en el rifion fetal y su
expresion es disminuida durante su periodo neonatal. En el adulto la expresion
del receptor AT; renal es mucho mayor que la expresion del receptor AT,. La
estimulacién del receptor AT, inhibe el crecimiento celular, incrementa la
apoptosis, causa vasodilatacion y esta involucrado en el desarrollo fetal (Dinh y

col., 2001; Irani y Xia, 2008).

El mecanismo de sefalizacion del receptor AT, esta constituido por cinco vias
clasicas: Activacion de las fosfolipasa A,, la fosfolipasa C y la fosfolipasa D,
apertura de canales de calcio tipo L, e inhibicion de la adenilil ciclasa. La
estimulacién de la fosfolipasa C-B, la cual esta acoplada a la proteina Gg/11,
es el mecanismo de sefalizacion intracelular mas descrito, en el cual los
segundos mensajeros inositol trisfosfato y diacilglicerol, se forman por la
hidrolisis del fosfatidilinositol-bifosfato. La activacién de la fosfolipasa A, y D
estimula la liberacion del acido araquidonico, el cual es el precursor de las
prostaglandinas. La ANG Il mediante la estimulacion del receptor AT, acoplado
a la proteina Gi/o que inhibe a la adenilil ciclasa en multiples tejidos, incluyendo
el higado, el rifion, el tejido glomerular, atenuando la produccion del segundo
mensajero AMPc. EI AMPc es un vasodilatador y su produccion es disminuida
por accion del receptor AT;, produciendo vasoconstriccion (Dinh y col., 2001)

(figura 4).
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Por su parte, el receptor AT, presenta una alta afinidad por compuestos
inhibidores AT, como el PD123319, PD123177, y CGP42112, y una muy baja
afinidad para el losartan y el candesartan. La sefializaciéon del receptor AT,
parece ser una via indirecta negativa acoplada a la guanilil ciclasa (por
inhibicion de la produccion de la GMPc), y a la inhibicion de canales de potasio
(figura 5). Se ha demostrado recientemente que el receptor AT, esta asociado
a la activacion de proteinas fosfatasas, como la tirosina fosfatasa, la MAP
quinasa 1 (MKP1), dominios que contienen fosfatasa 1-SH2, y serinal/treonina
fosfatasa 2A. Estas vias resultan en la inactivacion las quinasas reguladas por
sefales extracelulares ERK, la apertura de los canales de potasio y la
inhibicion de canales de calcio tipo T. Las MKP-1 juegan un papel importante

en la proliferacion celular (figura 5) (Dinh y col., 2001).

Se ha reportado que el receptor AT, se encuentra altamente expresado
durante el desarrollo fetal, pero declina rapidamente posterior al nacimiento. En
el adulto se ha encontrado la presencia del receptor AT, en el cerebro,
especificamente en areas relacionadas a las funciones sensoriales, incluyendo
el ndcleo talamico, el nucleo geniculado medial, el locus ceruleus y la oliva

inferior.
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FIGURA 4. MECANISMO DE SERNALIZACION Y FUNCIONES FISIOLOGICAS
MEDIADOS POR EL RECEPTOR AT; DE LA ANGIOTENSINA Il. PLA: fosfolipasa
A, PLC: fosfolipasa C, JAK: janus quinasa, STAT: sefial de transduccion y activacion
de transcripcion, 1Ps. fosfatidil tri-inositol, DAG: diacilglicerol (Dinh y col., 2001).

Utilizando técnicas de inmunohistoquimica se ha reportado una muy baja
densidad de receptores en el miocardio, en los vasos coronarios, en los
ventriculos y en la auricula. Por otra parte, se ha encontrado, que el receptor
AT, es altamente expresado en médula suprarrenal, en los tdbulos renales y
el glomérulo, tanto en ratas como en humanos. En el humano se ha

descubierto una alta densidad de receptores AT, en el miometrio uterino,
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posiblemente por la accion de las hormonas sexuales, en el ovario, en las
células granulosas foliculares y en el tejido fetal (Dinh y col., 2001; Irani y Xia,

2008; Cheny col., 2007).
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FIGURA 5. MECANISMO DE SENALIZACION Y EFECTOS FISIOLOGICOS
MEDIADOS POR EL RECEPTOR AT, DE LA ANGIOTENSINA Il (Dinhy col., 2001).

Regulacion del Sistema Renina Angiotensina en el embarazo normal

En el humano, junto con los cambios hemodinamicos que ocurren en el
embarazo se observan mecanismos adaptativos del SRA. El embarazo normal
se caracteriza por un incremento temprano de la renina, la cual parece ser
liberada desde los ovarios y la decidua materna. Ilgualmente, se ha reportado

un incremento en la sintesis de angiotensinégeno en el higado, como
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consecuencia de un aumento de la concentracion de estrégenos producidos
por la placenta. Mas aun, se observa un incremento de la actividad de la renina
plasmatica, los niveles séricos de ANG Il y de la aldosterona, lo cual puede
contribuir a una mayor retenciéon de sodio y agua. Esto ultimo explicaria el
mecanismo de expansion del volumen en el embarazo, sin un aumento
concomitante de la presion PA. El incremento de los niveles circulantes de
ANG Il sugeriria una accién sobre el sistema vascular para incrementar el tono
vasomotor, pero en el embarazo no se observa esta respuesta. En efecto, el
sistema vascular en el embarazo normal es refractario a la ANG |,
probablemente debido a la accion de la progesterona y de la prostaciclina

(Shah, 2005; Irani y Xia, 2008).

En relacion a la porcidn placentaria, se ha demostrado que las células
trofoblasticas son ricas en receptores ATy, los cuales responden a los cambios
frente a las concentraciones de ANG Il en el embarazo. Estudios recientes han
demostrado que el receptor AT; es capaz de regular mdiltiples genes,
incluyendo a las proteinas asociadas a la invasion trofoblastica (factor inhibidor
del plasminégeno-1, (PAI-I-) y la angiogénesis (receptor soluble similar a la fms
tirosina kinasa, sFlt-1). La ANG Il también activa la sefalizacion y la sintesis
del factor nuclear kappa B (NFkB) y la estimulacion de la NAD(P)H oxidasa en
las células trofoblasticas. La ANG II, a través del receptor AT;, es capaz de
disminuir el sistema transportador de aminoacidos A2 en fragmentos de
vellosidades de placenta humana. En adicion, se cree que la regulacion de

genes especificos involucrados en la unidad feto-placentaria es mediada por el
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SRA; esto facilita el flujo de oxigenacion adecuado en la circulacion fetal y
placentaria requerido para en el embarazo normal. Asimismo, Takimoto y col.
(1996) demostraron la activacion del gen de expresion de la renina en células
trofoblasticas en el embarazo tardio, asi como la liberacion de la renina desde
la placenta a la circulacion materna, hallazgos que indican que el SRA ejerce

un papel importante durante la gestacion (Irani y Xia, 2008).

Sistema Renina Angiotensina en la Preeclampsia

El SRA ha sido uno de los sistemas involucrados en la patogénesis de la PE.
Aunque las alteraciones del sistema renina-angiotensina contribuyen con la
hipertension asociada con el embarazo, la patogénesis de esta hipertension no
esta clara; sin embargo numerosos hallazgos relacionan a la PE con el SRA

(Nasir y col., 2010).

Existe evidencia que documenta acerca de una disminucion significativa de la
actividad de la renina plasmatica, de la concentracion de ANG Il y de la
aldosterona plasmatica en la mujer que desarrolla PE comparada con la
normotensa, lo cual conduce a una hemoconcentraciéon y a la vasoconstriccion
(Shah, 2005). Herse y col. (2007), encontraron que la actividad de la renina
plasmatica era tres veces menor en pacientes con PE con respecto a las
pacientes controles, lo que sugiere que en el embarazo normal existe un
incremento en la actividad de la aldosterona puesto que incrementa la renina
como sustrato, mientras que en la PE dicho sustrato esta suprimido (Herse y

col., 2007) (figura 6). Israel y Pecefio (2000), cuantificaron la actividad de la
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ECA y la concentracion de aldosterona en plasma de mujeres embarazadas
con PA normal o con PE, encontrando una reduccion significativa tanto de la
actividad de la ECA como de la concentracion de aldosterona plasmatica en las
pacientes con PE al ser comparadas con las pacientes normotensas.
Adicionalmente, se demostré una correlacion negativa y significativa entre los
niveles de ECA/aldosterona y la PA en todas las mujeres embarazadas,
sugiriendo que la alteracibn en estos parametros se correlaciona con la
alteracion de la PA. En otros estudios se reportdé una disminuciéon de la
angiotensina 1-7, en pacientes con PE siendo éste Uultimo un potente
vasodilatador perteneciente al SRA involucrando otras vias (Merrill y col., 2002)
(Tabla I1). Mientras que las mujeres embarazadas normales muestran una
disminucién en la sensibilidad vascular a la ANG Il en la PE, las mujeres
exhiben un aumento en la reactividad del sistema vascular a la ANG Il. Se ha
sugerido que esto se debe a la regulacién hacia arriba de la poblacion de
receptores vasculares en la PE. En apoyo a esto, se ha evidenciado una
regulacion hacia arriba del receptor AT, en las plaquetas de mujeres con PE
(Baker y col., 1992). Este fenbmeno, se ha tratado de explicar por el hecho que
el receptor AT, es capaz de dimerizar o alternativamente sufrir una
heterodimerizacion con el receptor de bradikinina (AT;1-B,) que contribuiria a la

hipersensibilizacion durante la PE (Xia y col., 2003).
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FIGURA 6. ACTIVIDAD DE LA RENINA PLASMATICA EN MUJERES CON
PREECLAMPSIA Y EN MUJERES EMBARAZADAS CONTROLES. Valores
expresados en pg/mL/h (Herse y col., 2007).

Componentes Séricos Embarazo con
Embarazo Normotenso )
del SRA Preeclampsia
Renina ++ +
Angiotensina | ++ +
ECA - =/-
Aldosterona ++ +
ANG (1-7) ++ -
Angiotensina ll ++ +
Sensibilidad a la ANG I - (Sistema Refractario) Elevada sensibilidad ++
AT-AA Ausente Presente
Produccién basal en Sobre-regulado en
Receptor AT, ) )
decidua materna decidua materna

TABLA Il. NIVELES SERICOS DE LOS COMPONENTES DEL SRA EN MUJERES
EMBARAZADAS NORMOTENSAS, VERSUS MUJERES CON PREECLAMPSIA.
Los niveles circulantes del sistema SRA estan mas incrementados en mujeres
embarazadas normales, versus mujeres con preeclampsia. Leyenda: ++ gran
incremento, sobre mujeres no embarazadas, + ligeramente incrementado sobre
mujeres no embarazadas., = igual que las mujeres no embarazadas, y — disminuidas
comparadas con mujeres no embarazadas (Modifado de Irani y Xia y col., 2008).
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Cambios del SRA uteroplacentario en la preeclampsia

Los cambios uteroplacentarios observados en el SRA son distintos, vy
probablemente opuestos, a los observados en la circulacion en pacientes con
PE. En efecto, se ha demostrado la existencia de cambios placentarios o
deciduales en la expresion de los componentes del SRA. Herse y col. (2007),
evaluaron la variacion uteroplacentaria de algunos de los componentes del
SRA en muestras de placenta humana control y muestras de placenta humana
con PE, considerando las unidades: feto-placentaria (denominada placenta) y
materno-placentaria (denominada decidua). En dicho estudio encontraron
sobre-expresion del receptor AT; en la decidua en mujeres con PE, lo cual no
sucedia con el grupo control, ni en la placenta de mujeres con preeclampsia
(figura 7). Esto estuvo acompafiado de una mayor expresion de los genes de
renina, ECA y angiotensinégeno en el lado decidual comparado con el
placentario, tanto en la mujer embarazada normal como la preeclamptica.
Ademas, determinaron mediante un bioensayo en cardiomiocitos neonatales la
presencia del anticuerpo agonista anti-receptor AT;, demostrando que el anti-
anticuerpo del receptor AT; se manifiesta tanto en la madre como en el feto
preeclamptico y que su efecto taquicardizante es abolido en presencia de
losartan, un bloqueante del receptor AT (figura 8), sugiriendo la importancia de
la regulaciéon del receptor AT, en la decidua en mujeres con PE que combinado
con una alteracion del SRA placentario, y la produccion de un anticuerpo
agonista anti-receptor AT, en la decidua, posiblemente podria estar involucrado

en la patogénesis de la PE. Esto podria deberse a que la decidua actuaria
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activamente como un SRA local participando asi en la regulacion de la presion
sanguinea materna, del flujo sanguineo y de la resistencia vascular
uteroplacentaria (Takimoto y col., 1996). La ANG Il producida localmente
entraria a la circulacion materna donde al ser secuestrada por ese sistema
incrementa la reactividad vascular observada en la PE (Irani y Xia, 2011).
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FIGURA 7. EXPRESION DEL RECEPTOR AT, EN LA DECIDUA PLACENTARIA EN
MUJERES EMBARAZADAS CONTROLES Y EN MUJERES CON PREECLAMPSIA

(Tomado de Herse y col., 2007).
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FIGURA 8. ANTICUERPO AGONISTA ANTI-RECEPTOR AT;, EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DEL BLOQUEANTE AT, EN TEJIDO MATERNO (DECIDUA) Y EN
TEJIDO UTERO-FETAL (PLACENTA) (Tomado de Herse y col., 2007).
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La Angiotensina Il y los Anticuerpos agonista anti- receptor AT; (AT1-AA)

El mayor avance en el conocimiento de la PE fue cuando Wallukat y col, (1999)
reportaron la presencia de anticuerpos contra el receptor AT; (AT1-AA) en la
circulacion de la mujer preeclamptica El AT;-AA es agonista del receptor AT; y
se une a una regidn que presenta una secuencia de siete aminoacidos
(AFHYESQ) en la segunda asa extracelular del receptor AT;. Esto ha llevado a
una extensa investigacion de la participacion de el AT:-AA en la patogénesis

de la PE (Irani y Xia Y, 2008).

Algunos investigadores demostraron los eventos de sefializacion de AT1-AA in
vitro que permitieron explicar la capacidad del AT;-AA de activar las células
vasculares y trofoblasticas (Herse y col., 2007). Asi, se demostr6é que los AT;-
AA son capaces de estimular a la NAD(P)H oxidasa e incrementar la
produccion de EROs intracelular. Consecuentemente, los AT;-AA son capaces
de actuar sobre blancos “corriente abajo” como la PKC, las ERK 1/2 y los
factores de transcripcion NF-kB y AP-1, por lo que contribuye al estado de
estrés oxidativo e inflamatorio de la preeclampsia. La presencia de AT31-AA en
pacientes con preeclampsia, activa factores nucleares que inician la via
extrinseca de coagulacion por formacion del complejo enzimético Vll/factor VII
activado. También el AT;-AA promueve un incremento y la secrecion del PAI,
(factor inhibitorio del activador del plasmindégeno), el cual es sobre-expresado
en placentas de mujeres con PE, resultando en la disminucion de la conversion
de plasminégeno a plasmina lo que induce a su vez a la inhibicion de la

digestion de la matriz extracelular, afectando negativamente la invasion
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trofoblastica en la decidua. La activacion del receptor AT, por el AT1-AA resulta
en una disminucion de la invasion trofoblastica demostrado en un sistema in

vitro (Irani y Xia, 2008) (figura 9).
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FIGURA 9. ANTICUERPO AGONISTA ANTI-RECEPTOR AT; EN LA
PLACENTACION NORMAL. El AT1-AA interactiia con los receptores AT, en células
trofoblasticas con actividad sinergistica a la angiotensina Il para deteriorar la
placentacién. El SRA normal funciona con el receptor AT, el cual es imperativo para la
placentacién normal. EI AT1-AA se encuentra en el suero de las mujeres con
preeclampsia, y funciona como la angiotensina lIl, interactuando con el receptor AT,
para producir factores como sFlt-1, PAI, y NAD(P)H oxidasa (Tomado de Irani y Xia,
2008).

Interacciéon de del AT;- AAy sFIt-1

La sFlt-1 es una forma truncada del receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular 1 (VEGF-R1), el cual contiene un dominio extracelular de
unién a un ligando. La sFlt-1 es capaz de unirse a ese dominio, evitando la
unién del receptor a su ligando (PLGF) el factor de crecimiento placentario y el
(VEGF) factor de crecimiento endotelial vascular. Es bien sabido que en la

placenta se producen un numero de factores angiogénicos VEGF, PLGF. En
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pacientes preeclampticas el incremento de sFlt-1 estd asociado con una

disminucién de VEGF y PLGF (Shah, 2005).

Se ha reportado que la sFlt-1 induce genes que generan hipoxia en la placenta
de mujeres embarazadas normotensas, y esta induccion de la sFlt-1 sucede en
células del sinciciotrofoblasto, y altera genéticamente la expresion de las
proteinas involucradas en el retardo de la invasion trofoblastica. Esto indica
que el factor inducible de hipoxia (HIF-1a) esta sobre-regulado en la PE
permitiendo el incremento de otros factores, como el factor transformante 3, el
cual limita la invasion trofoblastica a las arterias espirales y la decidua

generando condiciones de hipoxia (Hung y col., 2006).

Se ha encontrado la presencia de los AT;-AA en mujeres con PE, aun un afio
después del parto. Estas mujeres presentan concomitantemente, niveles
circulantes elevados de sFlt-1 y niveles circulantes reducidos de VEGF, asi
como valores altos de la resistencia a la insulina. Esta correlacion e interaccion

de factores puede ser importante en el riesgo cardiovascular.

Se ha postulado que la presencia AT;-AA y a su vez la hipoxia generada puede
contribuir con un exceso de la secrecion de sFlt-1 que, a su vez, puede
potenciar la hipoxia placentaria, reportada en las pacientes con PE. Todo ello
ademas, plantea la hipoétesis que la enorme expresion de sFlt-1 en la placenta
en la PE es debida a la activacion combinada del receptor AT, por la ANG Il 'y

el AT1-AA (Irani y Xia, 2008; Herse y col., 2007)
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Disfuncién Renal y Preeclampsia

La PE es un trastorno hipertensivo que ocurre principalmente por una mala
adaptacion placentaria, que involucra disfuncion endotelial, la cual afecta
consistentemente al rifidn (Shah, 2005). La disfuncion endotelial en el rifion en
la preeclampsia se manifiesta por la proteinuria, asi como evidencia
morfolégica de endoteliosis glomerular (Munkhaugen y Egil, 2009). Las
alteraciones a nivel renal incluyen disminucién del flujo plasmatico renal (FPR)
y de la tasa de filtracion glomerular (TFG), como también proteinuria que puede

estar en rango nefrotico.

Se ha planteado la hipétesis que la PE es como una variacion del modelo
Goldblatt de hipertension inducida “1clip-2 rifones” (Shah, 2005). En este
modelo se propone que la reduccion de la perfusion de la unidad
uteroplacentaria en la preeclampsia se comporta como si fuera el “rifidén
clipeado” y los rinones de la madre preeclamptica representarian los dos
rifones “sin-clip”; de manera que, la reduccion del flujo sanguineo intervelloso
en la placenta preeclamptica regularia al SRA uteroplacentario e induciria la
liberacién de factores y sustancias derivadas de la placenta (Karumanchi y col.,
2005). Asi, como consecuencia de una mala adaptacion placentaria, ocurre la
liberacion de sustancias vasoactivas y angiogénicas, como la angiotensina Il, el
AT1-AA y el sFlt-1, un antagonista del VEGF, el cual al reducir los niveles
circulantes de VEGF y PLGF, contribuye a la hipertension, a la disfuncion
endotelial y al dafo renal. ElI efecto del sFlt-1 fue evidenciado

experimentalmente en ratas prefladas a las que se les administro sFlt-1
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mediante la transferencia de un gen via adenovirus y se observo un cuadro
similar a la PE, con un incremento en la presion arterial y proteinuria en las
ratas y consecuentemente, una disminucion del factor angiogénico VEGF en el
plasma y del factor PLGF (LaMarca y col., 2008; Maynard y col., 2003). Se
sabe que el VEGF se sintetiza constitutivamente en los podocitos glomerulares
y es un factor critico para el mantenimiento adecuado del endotelio y
especialmente, de las fenestraciones. Asi que el incremento exagerado de sFlt-
1 reduce el VEGF causando lesiones glomerulares que inducen proteinuria. En
estudios de control en una muestra de mujeres embarazadas y seleccionadas
en forma aleatoria se ha medido la fraccion libre de sFltl, el PLGF y el VEGF, y
se ha demostrado la mayor elevacion progresiva y mas temprana en pacientes
gue desarrollaron preeclampsia que en el grupo control, lo que indica que el

sFltl actia en forma inhibitoria sobre PLGF (Levine y col., 2004).

Paradéjicamente, en la PE se observa una disminucion de la actividad del SRA
renal, con concentraciones disminuidas de renina, ANG Il y aldosterona,
asociados a una hipersensibilidad a la aldosterona renal y un aumento en la
reactividad a la ANG Il, lo que trae como consecuencia un aumento exagerado
de la reabsorcion de sodio y agua, factores que favorecen la patogenia de la

PE (Shah, 2005).

En estudios de placentas de mujeres con PE en una comparacion de placentas
normales, se ha demostrado un aumento de la peroxidacion de lipidos mitocon-

driales y de la generacion de superoxidos, lo que podria contribuir y ser una
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fuente importante de estrés oxidativo en la placenta (Wang y Walsh, 1998).
Debido a este desbalance oxidativo de origen placentario, se ha postulado que
la hipoperfusion sanguinea mediada por la ANG II, la vasoconstriccion
sistémica y el estrés oxidativo placentario, son factores responsables de la
disfuncion endotelial vascular renal, y que contribuyen con el desarrollo de la

preeclampsia (Shah, 2005).

En la placenta ocurre también un desbalance entre las sustancias
vasodilatadoras (NO, prostaciclinas) y las sustancias vasoconstrictoras
(endotelina-1, tromboxanos), predominando la liberacibn de sustancias
vasoactivas. Este desbalance, a su vez, favorece a la activacion de vias
intrinsecas y extrinsecas de la coagulacion, y con ello se genera un incremento
de los tromboxanos, las citoquinas, el factor de necrosis tumoral que afecta
también la integridad endotelial vascular, como consecuencia al dafio endotelial
ocurrido en los vasos sanguineos; las EROs se incrementan, lo cual lleva a un
aumento de la reactividad vascular a la ANG Il periférica y al dafio renal (Shah,

2005).

Otro de los factores que influyen en dafo renal en la PE, es la disminucion de
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx placentarias y altos
niveles de TBARS, al incremento de los tromboxanos y los lipoperoxidos, los
cuales son mecanismos enzimaticos que defienden en situaciones de estrés

oxidativo, lo que sugiere que la desregulacion de su funcionalidad esta
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asociada a una baja proteccion oxidativa que favorece al desarrollo de la

insuficiencia renal que acompafa a la PE (Balal y col., 2003).

Se describe en la PE un marcado aumento en la resistencia vascular, que
induce un aumento de la PA. Como ya se ha mencionado, los mecanismos no
estan plenamente definidos, pero entre ellos se encuentra la sobreactividad
simpatica y niveles elevados de sustancias vasoactivas como las monoaminas,
en algunas pacientes que desarrollan preeclampsia (Schobel y col., 1996). Al
menos tres mecanismos potenciales pueden desencadenar esta activacion
simpatica, que podria deberse a una disminucion en los barorreceptores
mediada por sustancias inhibidoras centrales o bien, por mecanismos
neuronales centrales. También es posible que sustancias humorales o
paracrinas pudieran actuar a nivel central aumentando la actividad simpética y
por ultimo, se plantea que pudiera deberse a cambios en los barorreflejos
mediados por sustancias circulantes en mujeres con PE (Schobel y col., 1996).
La vasoconstriccion periférica, mediada por la actividad simpatica o por
sustancias vasoactivas, desencadena un mayor dafio en el endotelio
glomerular, debido a que la restriccion del flujo renal, genera gran liberacion de
sustancias vasoactivas que incrementan el dafio en tejidos inflamados. De esta
manera, la permeabilidad endotelial alterada, induce una mayor filtracion de

proteinas.
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Modelos animales de preeclampsia

Aln cuando existe evidencia acerca de la fisiopatologia de la PE, en la
actualidad no estan completamente elucidadas las causas o los factores que
inducen a esta alteracion que ocurre en humanos y en dos especies de
primates. Por esta razén, es imperativo el desarrollo de un modelo
experimental que pueda mimetizar los signos clinicos que en ella ocurren. Se
han hecho numerosos intentos para mimetizar o inducir PE en diferentes
animales incluyendo primates no-humanos. No obstante, un modelo animal
ideal de PE debe tomarse con cautela en relacibn a aspectos como la
accesibilidad al uso de animales pequefios, la confiabilidad y la
reproducibilidad, y la capacidad de predecir las propiedades potenciales de un
agente antihipertensivo lo cual podria ser util en la PE (Badyal y col., 2003).
Asi, se han descrito varios modelos experimentales con aproximaciones
diferentes, los cuales mimetizan parcialmente los signos de la preeclampsia.
Fundamentado en el concepto que la ingestidén cronica excesiva de sal produce
hipertension en las ratas, la cual mimetiza la hipertensiéon morfolégica humana,
Beauséjour y col, (2003) establecen un modelo de hipertensién inducida por el
embarazo, producido por la ingestion de NaCl al 1,8% durante el periodo de
embarazo, (Badyal y col., 2003). Un modelo similar es el que se produce por la
administracion conjunta de NaCl al 2% en el agua y la inyeccion de un
mineralocorticoide (DOCA-SAL). En este modelo, el incremento de la PA se
asocia con un aumento en la secrecion de vasopresina, hiperactividad
simpatica y del SRA, retencion de agua y vasoconstriccion generalizada

(Badyal y col., 2003). Por otro lado, con base en el concepto que la
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preeclampsia se debe a un defecto primario en la isquemia uteroplacentaria,
Ogden y col, (1940) desarrollaron un modelo de preeclampsia mediante la
induccion de isquemia uteroplacentaria, lo cual se produce por la reduccién
aguda del 50% de la presion de perfusion placentaria en perros anestesiados
(Woods y Brooks 1989), ratas (Clark y col., 1982), conejos (Losonczy, 1992), y
monos Rhesus (Combs y col.,, 1993) que incluye isquemia placentaria y
necrosis, asi como retardo en el crecimiento fetal (Alexander y col., 2001),
cambios histolégicos uteroplacentarios muy similares a la PE humana, e
inclusive muerte intrauterina en algunas especies, e hipertension (Woods y
Brooks, 1989; Alexander, 2001). Por otra parte, Carlstrom y col, (2009),
mediante el uso de un inhibidor de la angiogénesis, la suramina, desarrollaron
un modelo experimental de PE en donde se genera un defecto en la
placentacion y disfuncion endotelial, aparentemente relacionado con la
liberacion de mediadores inflamatorios en ratas prefiadas. En este modelo se
demostré que la inhibicibn de la angiogénesis uterina incrementa la PA
materna y compromete el desarrollo fetal y placentario, e incrementa los
niveles de renina y reduce de los niveles de sFlt-1, lo que indica que la hipoxia
placentaria y la subsiguiente activacion del SRA juegan un papel primordial en

la hipertension.

Por otro lado, se han desarrollado numerosos modelos de PE basados en la
estimulacién simpatica inducido por condiciones del estrés ambiental, fisico y
mental (Seely y Salomon, 2003). Asi, animales prefiados que son sometidos a

estrés cronico inducido por ruido intermitente, la superpoblacién en la jaula,
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prueba al frio, que causan aumento en los niveles de las catecolaminas
circulantes, de la presidon sanguinea, algunas veces esta asociada con una

alteracion en la invasion trofoblastica (Schobel y col., 1996).

Por otra parte, el embarazo normal se caracteriza por un estado inflamatorio
activado por los desechos placentarios y en donde la PE constituye la situacion
extrema. Asi, las citoquinas inflamatorias y los marcadores del estrés oxidativo
(peroxinitrito y nitrotirosina) estdn aumentados en la PE. Basados en este
concepto y mediante la administracion de una dosis ultra-baja lipopolisacaridos
en ratones prefiados, se induce hipertension, proteinuria, y trombosis
glomerular, asi como una disminucion del conteo plaquetario y una reduccién
de la invasion trofoblastica. AUn mas, en ratas, la administracion cronica del
factor de necrosis tumoral alfa, se traduce en una reduccion de la enzima 6xido
nitrico sintasa amplificando la reactividad vascular. También, el factor de
necrosis tumoral alfa se correlaciona con incrementos en la resistencia a la
insulina, sugiriendo que la inflamacion y la resistencia a la insulina, podrian
actuar sinergisticamente en los dafios observados en la PE humana (Podjarny

y col., 2004).

Finalmente, debido a la fuerte evidencia que indica el papel primordial del NO y
su desregulacion en la PE, en el presente trabajo se propuso caracterizar un
modelo experimental que resulte de la inhibicion cronica de la sintesis de NO
mediante la administracion de L-NAME a ratas prefiadas. Efectivamente, el

NO, un potente vasodilatador liberado por las células endoteliales, inhibe la
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agregacion plaquetaria y la adhesion al endotelio y, esta involucrado en el
control de la PA (Lyall y col., 1996). EI NO es producido en la circulacién
fetoplacentaria, contribuyendo al control del tono vascular y atenuando las
acciones de los vasoconstrictores (Myatt y col., 1992, Lyall y col., 1996). La NO
sintasa de la vasculatura vellosa placentaria corresponde a la isoforma
endotelial tipo Il dependiente calcio-calmodulina (Myatt y col., 1992), y esta
presente en las venas y arterias umbilicales, arterias y venas corionicas, y en el

sinciociotrofoblasto.

Desde el punto de vista fisiopatologico la PE se asocia con hipertension,
proteinuria y edema, factores que son reflejo de una vasoconstriccion
generalizada, como resultado de una funcién endotelial anormal. Existe
evidencia que en el endotelio vascular se produce un gran namero de agentes
vasoactivos que actian de forma paracrina o adjunta a la célula muscular lisa,
los cuales regulan el tono vascular. Entre estos factores se encuentran el NO y
las prostaciclinas. De manera que, un desbalance entre factores vasorelajantes
y vasoconstrictores, a favor de los ultimos, afecta de manera prominente la PA

sanguinea.

En este modelo las ratas prefiadas tratadas con L-NAME desarrollan
caracteristicas de la hipertension de manera dependiente de la dosis, y se
asocia a cambios fisiolégicos como la potenciacion de las respuestas presoras
a la ANG II, la vasopresina y la noradrenalina (Molnar y Hertelendy, 1992),

proteinuria y un incremento de la agregacion plaquetaria, similar a los cambios
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que ocurren en la PE humana. El tratamiento con L-NAME en ratas prefiadas
también disminuye el peso y el crecimiento fetal. También ocurre disfuncion
renal, vasoconstriccion de las arterias renales, y una disminucion en la TFG,
alteraciones en la placenta, y trombosis intravascular, de manera que la
deprivacion de 6xido nitrico en ratas prefiadas genera un buen modelo de PE
muy similar a la PE desarrollada en humanos (Pandhi y col., 2001). AlUn
cuando se conoce sobre las generalidades acerca de este modelo
experimental, se desconoce el papel y la relevancia del sistema renina
angiotensina, circulante y tisular, ni tampoco se ha caracterizado la
contribucion relativa del estrés oxidativo y de la actividad de las enzimas
antioxidantes en este modelo de PE por inhibicién crénica de la sintesis de

oxido nitrico en ratas prefiadas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar un modelo de preeclampsia experimental inducido mediante el
tratamiento crénico con la L-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME), un inhibidor de
la sintasa del 6xido nitrico. Establecer el papel del estrés oxidativo en la

disfuncion renal observado durante la preeclampsia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estandarizar un modelo reproducible de preeclampsia en ratas prefiadas

mediante la administracion cronica de L-NAME.

2) Establecer el curso temporal de las alteraciones en la presién arterial
sistdlica, diastdlica y media en ratas prefiadas controles y en ratas

prefiadas tratadas previamente L-NAME.

3) Establecer las posibles variaciones en el numero y peso de los fetos

provenientes de ratas prefiadas controles y tratadas con L-NAME.

4) Determinar la excrecion urinaria de proteinas totales, de los electrolitos
sodio y potasio, GMPc urinario, asi como la creatinina sérica y urinaria, en
ratas prefiadas controles y en ratas prefiadas tratadas previamente con el

L-NAME.
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5)

6)

7)

8)

9)

Evaluar la reactividad vascular en la aorta abdominal proveniente de ratas
prefiadas normales y en ratas prefiadas tratadas previamente con el L-

NAME.

Evaluar la actividad de la enzima convertidora de angiotensina Il (ECA)
plasmatica en ratas prefiadas normales y en ratas prefiadas tratadas

previamente con el L-NAME.

Determinar la concentracion de aldosterona y de renina plasmatica de las
ratas prefiadas controles y en las ratas prefiadas tratadas previamente con

el L-NAME.

Determinar la actividad de la glutation peroxidasa y la concentracion de
TBARS plasmético en ratas prefiadas controles y en ratas prefiadas

tratadas previamente con el L-NAME.

Evaluar la concentracién de aldosterona, actividad de la renina y glutation
peroxidasa en el liquido amnidtico en ratas prefiadas controles y en ratas

prefiadas previamente tratadas con el L-NAME.

10) Cuantificar la actividad de la sintasa Oxido nitrico en el rifidn de ratas

prefiadas controles y en ratas prefiadas previamente tratadas con L-

NAME.
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11) Evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes renales superoxido
dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa en las ratas prefiadas

controles y en las ratas prefiadas tratadas con L-NAME.

12) Realizar el estudio comparativo de los parametros antes mencionados
con el de las ratas no prefiadas controles y en ratas no prefiadas tratadas

previamente con el L-NAME.

13)Evaluar el efecto de la administracion del tempol sobre los parametros
previamente descritos en ratas prefiadas controles y en ratas prefiadas

tratadas previamente con L-NAME.

14) Evaluar el efecto de la administracion de apocinina sobre los parametros

previamente descritos en ratas embarazadas controles y en ratas

embarazadas tratadas previamente con el L-NAME.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y protocolos experimentales de induccion de PE

Se utilizaron ratas hembras primigestas, de la cepa Sprague-Dawley, de 12 a
15 semanas de edad, provenientes del Bioterio del Instituto de Medicina
Experimental (Caracas), mantenidos bajo libre acceso al agua y a la comida
(Ratarina®) hasta el momento del experimento, con ciclos controlados de luz-
oscuridad de 12 horas. Una vez verficada la etapa del ciclo estral de la rata
virgen mediante frotis vaginal, se aparearon las ratas hembras con machos
fértiles y al dia siguiente del apareamiento, la presencia de un tapén vaginal

en el frotis vaginal marco el dia 1 de la gestacion.

A partir del dia 13 de la gestacion, los animales se distribuyeron
aleatoriamente en dos grupos. Los animales del grupo I recibieron una dosis
de 50 mg/kg/dia de N®-nitro-L-arginina (L-NAME) administrada por via
intraperitoneal durante 7 dias. Al grupo II s6lo se le administr6 vehiculo
(Solucion Fisiolégica NaCl 0,9% a un volumen requisito de 0,1 mL por cada

100g de p.c.).

Todos los animales se pesaron dos veces a la semana hasta el final del
protocolo, y se les determin6 la PAS, PAD, y la frecuencia cardiaca (FC)
mediante el uso de un pletismégrafo digital de cola (LETICA® Scientific

Instruments, Barcelona, Espaia).
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Al dia 20 de la gestacion, los grupos experimentales fueron colocados en
jaulas metabdlicas individuales con acceso a agua en igual cantidad para
todos los grupos. Se recolectaron muestras de orina por un periodo de 24
horas, para la determinacibn de las proteinas totales en orina, la

cuantificacion de creatinina y la excrecion de sodio y potasio.

Inmediatamente después de la recoleccion de las muestras de orina, los
animales fueron sacrificados por decapitacion, se recolectaron muestras de
sangre de dos vias: (1 mL proveniente de la vena de la cola de larata, y 1 mL
proveniente del tronco, posterior a su decapitacidon), y de liquido amniotico,
asi como la extraccion de los rifiones y los fetos los cuales fueron colocados
inmediatamente en hielo, homogenizados y congelados a -20 °C, hasta su

posterior utilizacion en los ensayos respectivos.

La muestra de sangre proveniente de la cola se uso para determinar el
contaje de plaquetas; igualmente se recolectd sangre proveniente del tronco
del animal, en tubos Eppendorff® heparinizados (20 pl/mL de sangre), para
las determinaciones de la actividad de la ECA, de la concentracion de la
renina, y de la aldosterona plasmatica, actividad de la glutation peroxidasa
plasmatica y TBARS. Las muestras se centrifugaron a 10.000 r.p.m. por 10

min; se separ6 el plasma y se almacend a -20°C hasta su utilizacion.

En el momento del sacrificio de los animales de experimentacion, se recolectd
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el liquido amnidtico en frio mediante el uso de una jeringa estéril, con
precaucion de no contaminar la misma con residuos de sangre, dichas
muestran se congelaron a -20 °C hasta su posterior uso. Las muestras de
liquido amnio6tico de cada animal se utilizaron para la determinacion de la

concentracion de renina, aldosterona y la actividad de la glutation peroxidasa.

Se extrajeron los rifiones y se diseco la corteza renal en frio. Se peso y lavo el
tejido con Buffer fosfatos 10mM (PBS) y se diluyé (1:10 p/v) en solucién PBS
10mM. Posteriormente los tejidos fueron sonicados y centrifugados a 10.000
r.p.m. a una temperatura de -4°C, por 30 minutos. El sobrenadante de los
tejidos fueron inmediatamente congelado a -20 °C, hasta su posterior
utilizacion. Estas muestras fueron utlizadas, para la determinacién de la
actividad de la sintasa del 6xido nitrico (SON) y la actividad de las enzimas

antioxidantes.

Los fetos fueron extraidos de los sacos vitelinos maternos y, colocados

inmediatamente en frio para ser pesados individualmente.

Los procedimientos empleados en los experimentos fueron sometidos para su
aprobacion, al Comité de Bioética de la Facultad de Farmacia, Universidad
Central de Venezuela, Caracas, Venezuela. Todos los experimentos se
realizaron siguiendo las buenas practicas para el manejo de animales de

laboratorio (NIH Guide, 1996).
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Determinacion de la presion arterial (PA) y de la frecuencia cardiaca (FC)

Para la determinacion de la PA y FC se utilizé el método indirecto no invasivo
mediante el empleo de un pletismégrafo digital de cola (Digital Pressure Meter
LE 5000, LETICA y el Pressure Cylinder LE 5100, LETICA® Scientific
Instruments, Barcelona, Espafa). Este equipo emplea la sefial de pulso
transmitida a lo largo de la arteria caudal, la cual tiene su maxima intensidad
cuando la presion del manguito ubicado en la cola es cero. La sefial de pulso
desaparece cuando el manguito insuflado alcanza la presion sistolica y
comienza a aparecer cuando esta disminuye, obteniéndose de esta forma el
registro de una presion equivalente a la diastolica. Lo onda de pulso es
registrado por un traductor mecano eléctrico que utiliza un puente de

Wheaston montado sobre un anillo de cobre-berilio.

Para la determinacion de la PA y de la FC en el pletismégrafo digital de cola,
las ratas fueron sometidas a un perido de acostumbramiento durante tres dias
previos al experimento. Las ratas fueron calentadas en una estufa graduada a
42 °C durante 15 minutos, para producir una dilatacion de los vasos
sanguineos periféricos. Inmediatamente después, el animal se coloc6 en un
cepo (pequeiia camara de material acrilico) para inmovilizarlas, se coloco el
manguito en la cola del animal y, mediante el uso de un transductor de
presion arterial y frecuencia cardiaca se procedié a la determinacion de la
PAS, la PAD y la FC. Los parametros cardiovasculares se determinaron a la

misma hora del dia durante los periodos de entrenamiento y experimental.
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Los valores fueron expresados como presion arterial media (PAM) en
milimetros de mercurio (mmHg), valor obtenido aplicando la formula:

PAM=PAD+1/3(PAS-PAD) (Ganong, 1988).

Cuantificacion de la excrecion urinaria de proteinas totales

Consiste en un método colorimétrico basado en el método de Biuret, en el
cual se determina la cantidad de proteinas presentes en la orina mediante la
formacion de un quelato coloreado, donde ocurre una reaccion entre los iones

cupricos y los enlaces peptidicos.

El método se fundamenta en la co-precipitacion de proteinas totales de la
muestra, en presencia del reactivo de rojo Ponceau y la adicién del acido
tricloroacético. Previamente, las muestras fueron centrifugadas para eliminar
células tubulares y los oxalatos presentes que interfieren con el analisis.
Brevemente, a una muestra de 50 pl orina, se le adicionaron 500 pl del
reactivo de rojo Ponceau 40 g/L y acido tricloroacético 300 g/L, a temperatura
ambiente. Seguidamente se centrifugd con el uso de una centrifuga Sorval®
(RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifugue) a 12.000 r.p.m., durante 10
minutos. El precipitado formado se resuspendié mediante la adicion de 1,0 mL
de hidréxido de sodio (8 g/L) y la concentracion de proteinas urinarias se
cuantifico espectrofotométricamente con el uso de un equipo BIO-RAD®)
(microplate Reader Benchmark) a una longitud de onda de 560 nm (Pesce y

Strande, 1973).
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La concentracion de proteinas en orina se calcul6 mediante la utilizacion de
una curva estandar de albumina sérica de bovino en valores de
concentraciones decrecientes que van desde 8 a 0,125 mg/mL. Los
resultados se expresaron como mg de proteina/100 gramos de peso corporal

(Pesce y Strande, 1973).

Cuantificacion del dafio tubular y renal por microscopia de luz

Después de sacrificar las ratas, se extrajeron los rifiones inmediatamente y se
obtuvo un corte de la corteza, la cual se fijo en 1 mL de formaldehido 10% en
PBS. Posteriormente, este corte se deshidratdé gradualmente en etanol
absoluto seguido de xilol y se embebié en parafina. Con un microtomo se
obtuvieron cortes de 4 um de grosor y se tifieron con hematoxilina/eosina para

su posterior evaluacion histologica.

Determinacion de la creatinina sérica y urinaria
La determinacion de creatinina se fundamenta en la reaccion de Jaffé, en la
cual la creatinina forma un complejo coloreado con el picrato en medio

alcalino, que absorbe energia electromagnética a 510 nm.

Para ello se utiliz6 un kit comercial de creatinina directa (Laboratorios
Biogamma C.A., Caracas, Venezuela). Se prepar6 un tubo que contienia: 1,5
mL de solucidn saturada de acido picrico, 1,5 mL de soluciéon de NaOH y 0,2

mL de agua destilada para el blanco, 0,2 mL de creatinina (6 mg%) para el
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estandar y 0,2 mL de suero para la muestra. Se mezclo bien y se incubd a
37°C durante 15 minutos. Posteriormente se leyé a una longitud de onda de
510 nm en un espectrofotometro con el uso de un equipo BIO-RAD®

(microplate Reader Benchmark). Los resultados se expresaron en mg/dL.

La concentracion de creatinina en suero es un marcador de la funcion renal,
ya que que es un indice de la tasa de filtracion glomerular (Schor y col, 1981).
La concentracion de creatinina plasmatica y urinaria se calcul6 mediante la
interpolacibn en una curva estandar de creatinina. Los resultados se

expresaron en mg/dL.

Determinacién de la excrecion urinariade Na*y K*

La cantidad de sodio y potasio en las muestras de orina recolectadas, se
determind mediante fotometria de llama (Corning® 405 de Corning Medical
Instruments, Halsted, Essex, RU.) Los resultados se expresaron en pEg/mL

de orina y corregidos por 100 g de peso corporal.

Actividad de la glutation peroxidasa (GPx) plasmatica

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) plasmatica esta relacionada
principalmente con la sintesis y secrecion de esta enzima en los tubulos
renales, especialmente en el tibulo proximal, por lo que la medicién de sus
niveles en plasma ha sido empleada como un marcador de dafo tubular. La

determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa sérica es similar a la
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determinacién de la glutation peroxidada renal descrita en la metodologia

(Avissar y col., 1994).

Determinacion del contaje de plaguetas

El contaje de plaquetas se realiz6 mediante el uso de un kit comercial de
laboratorios Biogamma C.A. Caracas-Venezuela, el cual se fundamenta en el
uso de un diluente Biogamma suministrado en el recipiente mezclado (por
inversion durante varias veces) con la cantidad de sangre, que provee una
dilucion 1:1000. Posteriormente, se coloca la gota (con mezcla y sangre) en la
camara de Neubauer, y se procede a hacer el contaje de plaquetas presentes
en 5 cuadrados de la camara con el uso de un microscopio Ibermedic 2001 ®
binocular Olympus ch20 con un objetivo de 40x. El numero de plaquetas
contadas se multiplica por 5000 para obtener un resultado final de

concentracién de plaguetas por mm>.

Determinacion de la reactividad vascular de anillos de aorta

La preparacion de las tiras de aorta fue realizada siguiendo el método descrito
por Furchgott (1955). Tras sacrificar el animal por dislocacion cervical,
inmediatamente se procedio a realizar una incision en el medio del torax, se
expuso la aorta toraxica exponiendo la misma en toda su extension mediante
la separacion de los pulmones, el corazon y las visceras abdominales.
Cuidadosamente, se removio la aorta en toda su extension y se coloco en
solucion fisiolégica burbujeada con gas carbogeno (95% de O, y 5% de CO.).

Seguidamente, se introdujo una varilla de vidrio (con los ganchos que sujetan
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el tejido) en el interior del érgano, y posteriormente se procedio a la remocion
del exceso de tejido conectivo que recubre externamente a la aorta y se

procedi6 a cortarla en forma de espiral.

La aorta fue cortada en secciones de 2 mm de largo y montados en soportes
horizontales de acero inoxidable. Luego fueron fijados por un extremo a un
bafio para organo aislado y por el otro a un transductor de fuerza
desplazamiento FT-03 (Grass Instruments, Mass) incubados en una solucion
de Krebs Henseleit de la siguiente composicion (mM): NaCl 118, KCI 4,7,
MgS0, H.0 1,2, CaCl, 2,5, NaH,P0, 1,2, NaHCO3; 25 y glucosa 11,1;
mantenida a 37°C y burbujeada con la mezcla gaseosa de 95% de oxigeno y
5% CO,. La preparacion se estabilizé por un periodo de dos horas antes de
iniciar los experimentos, lavando cada 10 minutos y manteniendo una tensién
basal de 2 gramos. La respuesta del tejido fue registrada en un poligrafo
Grass modelo 7400 (Grass Instruments Mass). Se prepararon 4 bafios con 4
secciones diferentes del mismo tejido y cada uno de los mismos fue

mantenido a una temperatura de 37,5°C y a un pH de 7,4.

Se usaron las siguientes drogas: fenilefrina (FE), carbamilcolina (CCh) y una
solucion de cloruro de potasio (KCI). Después de estabilizar el tejido durante 2
horas, se procedié a construir una curva dosis-respuesta con el agonista
(fenilefrina), hasta obtener una respuesta maxima (contraccion del anillo de la
aorta) seguidamente, se lavo el tejido varias veces con suficiente solucion de

Krebs-Henseleit. Se dejo estabilizar nuevamente la preparacion durante 30
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minutos, lavando cada 10 minutos. Después de este periodo se procedio a
construir curvas de dosis—respuesta acumulativa a la fenilefrina usando un
factor geométrico de 3 para el incremento de las concentraciones. La
relajacion dependiente del endotelio se realiz6 pre-contrayendo la aorta con
fenilefrina 10 uM seguido por curva dosis—respuesta acumulativa a
acetilcolina (CCh) (0,001 — 10 yM) y la relajacién independiente del endotelio
se estudio con nitroprusiato de sodio (NPS). (0,001 — 100 uM) en anillos de

aorta precontraidos con fenilefrina 10 yM.

Para preservar el endotelio se tuvo especial cuidado con la manipulacion de la

luz del vaso sanguineo.

Los resultados se expresaron como porcentaje de la respuesta maxima en las
arterias pre-contraidas con fenilefrina a tres dosis crecientes del agonista

(1x108, 1x10" y 1x10° M).

Ensayo de la actividad de la sintasa 6xido nitrico (SON)

La actividad de la SON se determin6 mediante la cuantificacion de la
conversion de arginina radiomarcada a [*Hlcitrulina, utilizando una
modificacion del método descrito por Bredt y Snyder (1990). Los tejidos
provenientes de la corteza renal de los animales de experimentacion fueron
mantenidos en Buffer Hepes 50 mM, pH 7 + EDTA 1 mM. Cada muestra fue
preincubada por 30 minutos a 37 °C en buffer Hepes 50 mM pH 7,1, que

contiene ditiotreitrol 1 mM, B-NADPH 0,5 mM; CaCl, 1,25 mM y 10 pg/ul de
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calmodulina, [*H]arginina 0,12 uM y arginina 0,3 UM y posteriormente,
sometidos a un periodo de incubacion de 10 minutos. La reaccion fue
detenida agregando buffer Hepes 20 mM, pH 5,5, EDTA 4mM, frio y luego
mediante el calentado durante 5 minutos a 90 °C. Las cortezas renales
extraidas fueron sonicadas y centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C, durante 4
minutos, con el uso de una centrifuga Sorval® (RC-5B Refrigerated
Superspeed centrifugue), y el sobrenadante obtenido fue colocado sobre una
columna de Dowex 50, forma Na* (BioRad). La [*H]citrulina fue eluida con 2
mL de agua y cuantificada mediante el uso de un contador de centelleo

liquido (Packard ®Tricarb 2700TR).

La identificacién de la [*H]citrulina se realizé utilizando cromatografia de papel
mediante comparacion del tiempo de retencion con un patron de citrulina no
radiomarcada. Los resultados se expresaron como picomoles de [*H]citrulina

formados/h/mg de proteina.

Determinacion del GMP ciclico urinario

Se recolectaron muestras de orina de 24 horas para la determinacion de la
excrecion urinaria de GMPc. ElI contenido de GMPc se cuantificd por
radioinmunoensayo (RIA) utilizando para ello un kit comercial (Amersham®
International plc, UK). El método se fundamenta en la competencia que se
establece entre el GMPc no marcado de la muestra y una cantidad fija de

GMPc marcado con °H, por la unién a un anticuerpo que posee alta
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especificidad para este nucleétido. La cantidad de GMPc unido al anticuerpo
es inversamente proporcional a la cantidad de GMPc presente en la muestra.

Brevemente, las muestras a una dilucién 1:75 en solucion Tris’/EDTA (50mM
Tris/HCI, 4mM EDTA, pH 7,5), se incubaron en hielo con 50 pL de anticuerpo
especifico para *H-GMPc y 50 pL del anticuerpo especifico para GMPc
durante 90 minutos (volumen final:200 pl). Luego, se separ6 el GMPc unido al
anticuerpo por precipitacion con (NH4),SO,y posterior centrifugacion (12000
rom/5 min, a 4°C). Se descartd el sobrenadante y el precipitado fue
reconstituido con 200 uL de agua destilada a la que se afiadié 1 mL de liquido
de centelleo. La radioactividad se cuantifico mediante el uso de un contador

de centelleo liquido (Packard ®Tricarb 2700TR).

La cantidad de GMPc presente en la muestra se determind utilizando una
curva estandar (rango de 0 a 4 pmol/tubo). Los resultados se expresaron en

picomoles por mililitro de orina por 100 gramo de peso corporal (pmol/mL/100

g.p.c.).

Determinacion de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
Il (ECA)

La determinacion de la actividad de la ECA se realiz6 mediante el método
radioenzimatico descrito por Rohrbach (1978) y modificado por Israel y col,
(1998), el cual consiste en la reaccidon enzimatica de un sustrato, el hipuril-

His-Leu[1-**C]-glicine (HHL) (1,33 mM, 2,9 Ci/mol, New England Nuclear,
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Boston, MA), en presencia de la ECA contenida en la muestra de plasma, la
cual pierde el grupo His-Leu transformandose cuantitativamente en un
derivado radioactivo, el acido hiptrico-**C. Brevemente, la muestra se incub6
con el sustrato HHL durante 60 minutos a 37 °C, una vez finalizado este
periodo se detuvo la reaccion con acido clorhidrico (0,1 N). El acido hipurico
radiomarcado generado se separd por extraccion con 1,5 mL de acetato de
etilo (saturado con agua). Se transfirio la fase organica a un vial de centelleo y
dejé evaporar la muestra en un horno a 80°C durante la noche. Se afiadio
liquido de centelleo a los viales y se cuantifico la radiactividad en un contador
de centelleo liquido (Packard ®Tricarb 2700TR). La actividad de la ECA se

expresé como el producto formado, por hora, por mL de plasma (pmol/h/mL).

Determinacion de la concentraciéon de renina plasmatica

El método se basa en la cuantificacion mediante radioinmunoensayo de la
angiotensina | producida a partir del angiotensindgeno enddégeno por accion
de la renina plasmética, bajo condiciones que previenen la degradacion de
Angiotensina | (presencia de inhibidores de peptidasas como el fluoruro de
fenilmetilsulfonil [PMSF]). El radioinmunoensayo se basa en la competencia
entre la angiotensina | radiomarcada y la angiotensina | contenida en los
estandares o en la muestra problema, por la union a un anticuerpo especifico.
La union de angiotensina | marcada al anticuerpo es inversamente

proporcional a la cantidad de angiotensina | no marcada en la muestra.
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El método consiste en tomar 500 pl de cada muestra se colocaron en los
tubos refrigerados en hielo, se le adicionaron 10 pl de PMSF y 50 pl de Buffer
fosfato pH 6, y se someti6é a agitacion. Se transfirieron 200 pl de la mezcla a
un segundo grupo de tubos, los cuales se incubaron en un bafio a 37°C por
90 minutos, tiempo después del cual se introdujeron en hielo como el primer
grupo de tubos no incubados. Los reactivos fueron afiadidos a temperatura

ambiente de acuerdo al siguiente protocolo:

Tubos Estandard Muestras y Angiotensina |
Blancos
Estandar 50l | e 500 ul
Muestra | -mmmemmmemeeeee 50 pl 500 pl
Blanco | - 50 pl 500 ul

Se incubaron a temperatura ambiente por 24 horas, después se aspird el
contenido de cada tubo y se determiné la radioactividad mediante el uso de
un contador de centelleo liquido (Packard ®Tricarb 2700TR). Los resultados

se expresaron en ng/mL de plasma.

Determinacion de la concentracién de aldosterona plasmatica

Para determinar la concentracion plasmatica se emple6 el método de
radioinmunoensayo de fase sélida: Aldosterone-Coat-A-Count® (Diagnostic
Products, Los Angeles, CA). Se utilizaron tubos recubiertos con anticuerpo y
aldosterona marcada con '%I. El método consiste en que la aldosterona de las
muestras compite con la aldosterona radiomarcada, por el sitio de los
anticuerpos, durante el periodo de incubacion. Para lo cual se tomaron 200 pl

de la muestra de plasma y se transfirieron en los tubos “cubiertos” a los que
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se les afiadi6 1 mL de aldosterona con **°| para su posterior incubacion a
37°C por tres horas. Luego se decanto el liquido dejando secar por 2 a 3
minutos para luego cuantificar la radioactividad mediante espectrofotometria

de centelleo liquido (Wallac 1470 Wizard).

La concentracion de aldosterona se calcul6 mediante la utilizacion de una
curva estandar (de 0 a 120 pg/mL). Los resultados fueron corregidos por mg
de proteinas, y los niveles de aldosterona se expresaron en pg/mg de

proteinas plasmaticas.

Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT)
La actividad de la catalasa fue determinada empleando una modificacion del
meétodo de Aebi (1984). Se basa en la disminucion de la absorbancia del H,0,

debido a su degradacion por la catalasa presente en la muestra.

En una celda de cuarzo se colocan 25 yL de homogenizado de corteza renal

diluido 1:10 en Buffer fosfato 10 mM (pH 7), se afadié 725 pyL de H,O, 10 mM

(para un volumen final de 750 uL) e inmediatamente después se midié el cambio

de absorbancia a 240 nm a los 15 y 30 segundos.

Para los calculos se utilizé la constante de reaccién de primer orden (k) como la

unidad de actividad de la CAT, la cual queda definida de acuerdo a la siguiente

formula: k = (1/t) (2,3 x log A1l / A2), donde t es el intervalo de tiempo medido
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(seg), A1 y A2 son las absorbacias del H,O, en los tiempos t1 y t2. Los

resultados se expresaron como k/mg de proteina (k= constante de reaccion).

Determinacion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se determindé mediante una modificacion del método de
Oberley y Spitz (1984). El método se fundamenta en la capacidad de esta de
inhibir la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones
superéxido generados en el sistema de la xantina-xantina oxidasa presente

en la mezcla de reacciéon (Oberley y Spitz, 1984).

Para ellos se prepara una mezcla de reaccién con la siguiente composicion:
xantina 0,122 mM, EDTA 0,122 mM, NBT 30,6 uyM, albumina 0,006% y
bicarbonato de carbonato de sodio 49 mM. Se colocan 2,45 mL de la mezcla
en tubos de enzayo y se mantienen a 27 °C. Se adiciona 500 yL de muestra,
diluida 1:10 en amortiguador de fosfatos 50 nM (pH 7) e inmediatamente
después, la reaccidon comienza con la adicion de 50 uL de xantina oxidasa
(8,4 unidades). Se prepar6 un blanco para cada muestra con los mismos
reactivos, pero sin xantina oxidasa. Asimismo, se preparo un tubo de 100% de
reduccion, el cual contenia xantina oxidasa sin muestra. Los tubos se
incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente, seguidamente se adiciono
1 mL de cloruro de cobre (II) 0,8 mM y se midi6 la absorbancia a 560 nM. Con
el uso de un espectrofotometro BIO-RAD®) (microplate Reader Benchmark).

Los resultados fueron expresados como U/mg de proteina.
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Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima requerida para
inhibir en un 50% la formacién de cristales de formazan (McCord y Fridovich,

1969).

Actividad de la Glutation Peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx fue determinada de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé (1984). La actividad de la GPx se cuantifica de manera
indirecta por una reaccién acoplada con la glutation reductasa (Lawrence y Burk,
1976) y se basa en la disminucion de la absorbancia a 340 nm debido a la
desaparicion de NAD(P)H. La GPx al reducir los hidroperoxidos consume
glutation reducido, el cual es regenerado por la glutation reductasa a partir de
glutation oxidado, proceso que consume NAD(P)H. Para ello, la muestra de
corteza renal es homogenizado en amortiguador de fosfatos (50 nM, pH 7,0) en
una relacién de concentracion de 1:10. Luego a 100 pyL de esta dilucion se le
adiciona 800 yL de una mezcla de reaccion que contiene: EDTA 1 mM, azida de
sodio 1 nM, NAD(P)H 0,2 nM, GSH 1 mM y 1 U de GR/mL en amortiguador de
fosfatos. De la misma manera, se preparé un tubo de actividad inespecifica con
100 pL de amortiguador de fosfatos. Los tubos se incubaron 5 minutos a
temperatura ambiente y su contenido se adicion6 a una celda de cuarzo que
contiene 100 pL de H,;0, 0,25 mM e inmediatamente se determind la
absorbancia a 340 nm cada minuto durante 3 minutos. La actividad de la GPx se
determin6 promediando los cambios de la absorbancia por minuto de la muestra
menos el promedio de los cambios de la absorbancia por minuto del inespecifico

y multiplicando este valor por 0,16 a 340 nm es de 6.22 mM™* cm™ y dividiendo el
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resultado entre los mg de proteina adicionados en el ensayo. Asi se obtuvo la
actividad especifica expresada en U/mg de proteina, donde 1 U = pmol de

NAD(P)H oxidado/min.

Determinacion de la concentracion de productos de peroxidacion lipidica
gue reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARS)

La concentracién de los productos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el
acido tiobarbitarico (TBARS) fue evaluada por un método colorimétrico descrito
por Ohkawa y col, (1979), el cual consiste en evaluar el efecto de las especies
reactivas de oxigeno sobre los lipidos, que resulta en la produccion de varias
sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico y que pueden ser medidas

por espectrofotometria.

Las muestras de plasma (100 pL) fueron tratadas con 200 pL de acido
tricloroacético al 10% en frio y centrifugadas a 1.600 g durante 15 min a 4°C
para precipitar las proteinas. Se transfirieron 200 pL del sobrenadante a otro
tubo de centrifuga y se le afiadié un volumen igual de acido tiobarbittrico 0,67%,
e inmediatamente después, se incubd la muestra en bafio de maria durante 10
minutos a 100°C. Posteriormente, se dejo enfriar la muestra y se procedio a leer
a una longitud de onda de 530 nm con el uso del espectrofotdmetro BIO-RAD®)
(microplate Reader Benchmark). Paralelamente se construyé una curva patrén
con malondialdehido. Se determiné la densidad Optica a 532 nm y la

concentracion de los productos de peroxidacion lipidica fueron calculados vy
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expresados como malondialdehido formado. Los resultados de los TBARS

fueron expresados como nmol/mL (Yagi, 1976; Satoh, 1978; Ohkawa, 1979).

Determinacion las proteinas tisulares

Las proteinas tisulares totales se determinaron por el método de Lowry y col.
(1951) utilizando albumina sérica de bovino como patrén. Con el uso del reactivo
A: Nap,COg3 al 2% en NaOH 0,1N y del reactivo B: solucion de Folin Ciocalteau

1:1 en agua destilada. Los resultados fueron expresados en pg/ml.

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media mas o menos el error
estdndar de la media (X + EEM). Las diferencias entre los grupos se
determinaron mediante el uso de la prueba de “t” de Student y el analisis de
varianza de una via (ANOVA). Un valor de p<0,05 se consider6 como

estadisticamente significativo (Steel y Torrie, 1960; Turner, 1965).
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE
PREECLAMPSIA EN RATAS MEDIANTE LA INHIBICION DE LA SINTESIS
OXIDO NITRICO CON L-NAME

Efecto del L-NAME sobre el numero de fetos, peso y reabsorcién fetal

Como se observa en la Tabla Ill, ain cuando no se observaron reducciones en
el numero de fetos después del tratamiento con L-NAME, si se produjo una
reduccion significativa en el peso promedio de los fetos asociada con

incremento de la reabsorcion fetal.

TABLA lIl. EFECTO DEL L-NAME SOBRE EL NUMEROS DE LOS FETOS, EL
PESO Y LA REABSORCION FETAL

CONTROL (N=21) L-NAME (N=38)
NUMERO DE FETOS
VIVOS 11,11+ 0,5 11,95+0,5
PESO (g) /No. DE FETOS
VIVOS 1,45+ 0,23 1,027 £ 0,09*
NUMERO DE FETOS
REABSORBIDOS 0 1,540, %%+

Los valores representan la media + EEM. *p=0,045 y ****p<0,0001 comparado con el
control.
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Efecto del L-NAME sobre el curso temporal de la presion arterial media
en ratas prefiadas

El tratamiento intraperitoneal con L-NAME durante 7 dias consecutivos a las
ratas prefiadas, produjo un incremento significativo de la presién arterial media
cuyos valores alcanzaron 143,8 £ 3,64 mmHg comparativamente con el grupo
control tratado con vehiculo: 1155 + 1,25 mmHg, los cuales fueron
significativamente mayores que los observados en las ratas controles tratadas

con (NaCl 0,9 %) (figura 10).
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FIGURA 10. CURSO TEMPORAL DE LA PRESION ARTERIAL MEDIA EN RATAS
PRENADAS TRATADAS CON L-NAME. Los grupos experimentales son (m) el grupo
Control que recibié NaCl 0,9% i.p., y (A) el grupo que recibié nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), 50 mg/Kg/dia durante 7 dias. Los valores representan la media +
EEM. N= 35 por grupo. **p<0,001 comparado con las ratas control.
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Efecto del L-NAME sobre el volumen urinario y la excrecién urinaria de
sodio y potasio en ratas prefiadas tratadas con L-NAME.

En la figura 11 se muestra el efecto del L-NAME sobre el volumen urinario y la
excrecion urinaria de sodio y potasio en ratas prefiadas tratadas durante 7 dias
con L-NAME. Como se observa en la figura 11, el tratamiento con L-NAME
logro disminuir significativamente el volumen urinario (Vehiculo: 5,79 + 0,21 vs
L-NAME: 3,05 + 0,19 mL/100 gr, p.c., p<0,0001). En relacién a la excrecion de
electrolitos, el tratamiento con L-NAME redujo significativamente la excrecion
urinaria de sodio (p= 0,0035) y de potasio (p<0,02) (Sodio= C: 166,96 *+ 24,65
vs L-NAME: 89,74 + 12,01 en pEQ/100 g p.c.) (potasio= C: 238,6+ 38,5 vs L-

NAME: 134,37 + 24,31 uEg/100 g p.c.).
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L-NAME L-NAME (N=8)

(N=21)

200' (N:ll)

(N=17)

(N=20)

100+

Volumen Urinario (mL/24 h/100 g p.c.)
*?
Excrecién de Na* y K* (uUEg/24 h/100 g p.c.)

+

Na K*

FIGURA 11. EFECTO DEL L-NAME SOBRE EL VOLUMEN URINARIO Y LA
EXCRECION URINARIA DE SODIO Y POTASIO EN RATAS PRENADAS
TRATADAS DURANTE SIETE DIAS. Control (NaCl 0,9% i.p.) barras vacias y barras
con lineas diagonales, tratadas con nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), 50
mg/Kg/dia, i.p., durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM. *p<0,02;
**p<0,003, ***p<0,0001 comparado con ratas tratadas con vehiculo.
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Excrecién urinaria de proteinas en ratas con preeclampsia experimental
inducida por el tratamiento con L-NAME durante siete dias.

En la figura 12, se presentan los valores de la excrecion de proteinas urinarias
totales excretados en 24 horas corregidos por 100 gramos de rata,
provenientes de ratas prefiadas controles y tratadas durante 7 dias con L-
NAME. Como se observa, el tratamiento agudo con el inhibidor de la oxido
nitrico sintasa, el L-NAME durante 7 dias, incrementd significativamente la
excrecion urinaria de proteinas totales, cuando se compara con las ratas
prefiadas controles (C: 10040,55 + 2100,00 vs L- NAME: 39136,42 + 12000,00
Mg proteinas/24 h/100 g p.c), lo que representa un 289% de incremento en la

excrecion urinaria de proteinas en las ratas tratadas.

Cuantificacion del dafio tubular mediante el estudio histolégico

En la figura 13, se muestra una foto representativa de un corte de corteza renal
de las ratas de un total de 6 cortes. En el panel (A) se muestra que el rifidén de
la rata control presenta tumefaccion turbia y edema glomerular; mientras que
en el rifndn proveniente de las ratas prefiadas y tratadas con L-NAME presenta
tumefaccion turbia de los epitelios tubulares, los focos hemorragicos y con

congestiéon de capilares glomerulares (panel B).

85



C— Control **
L-NAME

50000+

37500+

25000+

Excrecion urinaria de proteinas
(ng proteinas/24 h/100 g p.c.)

12500+

0

FIGURA 12. EXCRECION URINARIA DE PROTEINAS EN RATAS CON
PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-
NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 50
mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM. **p<0,001
comparado con ratas control.

FIGURA 13. MICROGRAFIA DE UN CORTE DE CORTEZA RENAL DE RATAS
PRENADAS TRATADAS CON L-NAME. A. RINON DE RATAS PRENADAS
CONTROL: tumefaccion turbia. Edema glomerular. B: RINON DE RATAS
TRATADAS CON L-NAME DURANTE 7 DIAS: tumefaccion turbia de los epitelios
tubulares, congestion de los capilares glomerulares y glomérulos de mayor volumen.
Tincién con hematoxilina y eosina.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON L-NAME SOBRE MARCADORES
CIRCULANTES Y RENALES DEL ESTRES OXIDATIVO.

Determinacion de la actividad de la sintasa de 6xido nitrico y de las
enzimas antioxidantes renales en ratas con preeclampsia experimental
inducida con L-NAME.

Como se observa en la figura 14, la actividad de la SON renal disminuyo
significativamente (21,5 % de reduccion) por el tratamiento del inhibidor de la
sintasa de oOxido nitrico (C: 785,34 + 80 y L-NAME: 616,17 + 34, *p<0,04)

comparado con las ratas controles.

Adicionalmente, se evalud la actividad de la glutatiébn peroxidasa plasmatica y
como se observa en la figura 15, se encontré una reduccion significativa de la
actividad de la glutation peroxidasa plasmatica de las ratas con preeclampsia
experimental con respecto a las ratas prefiadas control (C: 410,077 + 35,17 vs
L-NAME: 269,40 + 14,199, expresado como U/mg de proteina plasmatica

(p<0,00086).

En el mismo orden, al evaluar la actividad de la enzima glutation peroxidasa
presente en el liquido amniotico de las ratas se encontré una tendencia a la
reduccion de la actividad de la enzima en las ratas prefiadas tratadas cuando
se compara con las controles prefiadas (C: 43,6 + 17,1 vs L-NAME: 16,3 £ 4,1
nmol/ml); mas, sin embargo, este cambio no fue estadisticamente significativo

(p>0,05) (figura 16).
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Asimismo, al cuantificar la actividad de las enzimas antioxidantes: catalasa (C:
0,1459 + 0,01; L-NAME: 0,0963 * 0,01) (33,99% de reduccién) (p<0,05),
glutation peroxidasa (C: 3,529 + 0,2; L-NAME: 2,831 £ 0,1) (19,77% de
reduccion) (p<0,05), y superoxido dismutasa (C: 156,13 £ 16; L-NAME: 92,60
+ 10,19) (40,69% de reduccion) (p<0,05), se demostré que fueron
significativamente disminuidas en la corteza renal de las ratas con
preeclampsia experimental inducida por el tratamiento con L-NAME (figura

17).
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FIGURA 14. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA SINTASA DEL OXIDO NITRICO RENAL,
EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina
metil éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 diaS. Los valores representan la media *
EEM, *p<0,04 comparado con las ratas control.
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FIGURA 15. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA (GPx)
PLASMATICA EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA
POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-
arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias. Los valores representan la
media £ EEM. *p<0,05; ***p<0,0006 comparado con ratas controles.
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FIGURA 16. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA (GPx) EN
LIQUIDO AMNIOTICO DE RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias. Los valores
representan la media = EEM.
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FIGURA 17. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES RENALES:
SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD), CATALASA (CAT) GLUTATION PEROXIDASA
(GPx), EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina
metil éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM,
*p<0,05 comparado con ratas control.
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EVALUACION DE LA REACTIVIDAD VASCULAR EN RATAS CON
PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA MEDIANTE EL
TRATAMIENTO CON L-NAME

En la figura 18 se muestra la respuesta contractil frente a concentraciones
crecientes de fenilefrina, expresada en porcentaje de la contraccibn maxima
(1x 10 M), de anillos de la arteria aorta abdominal de las ratas prefiadas
controles o provenientes de ratas prefladas tratadas con L-NAME. Los
resultados muestran que la fenilefrina contrajo las tiras de la aorta abdominal
de manera dependiente de la dosis, y el tratamiento con L-NAME mostré una

tendencia a desplazar la curva dosis respuesta hacia la izquierda.

Se evalud6 la respuesta de la relajacion dependiente de endotelio utilizando
concentraciones crecientes de carbacol (CCh) y la relajacion no dependiente
de endotelio usando nitroprusiato de sodio (NPS). Los resultados se
expresaron como porcentaje de relajacion de la arteria pre-contraidas con
fenilefrina (figuras 19 y 20). Como se observa, el carbacol produjo relajacion,
dependiente de la dosis, de las tiras de aorta abdominal de rata pre-
contraidas con fenilefrina. El tratamiento con L- NAME in vivo dezplaz6 a la
derecha la curva de dosis respuesta al CCh. Por su parte, el nitroprusiato de
sodio fue capaz de relajar, de manera dependiente de la dosis, las tiras de
aorta pre-contraidas con fenilefrina, y el tratamiento con L-NAME in vivo

desplazé a la derecha la curva de dosis respuesta frente al NPS.
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FIGURA 18. EFECTO DE LA FENILEFRINA (Fe) EN ANILLOS DE AORTA
PROVENIENTES DE RATAS PRENADAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Dosis méxima de fenilefrina
(1x10™ M). (e) el grupo Control (NaCl 0.9% i.p.) y (m) el grupo nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia i.p, durante 7 dias. Este es un gréfico representativo
de N= 3.
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FIGURA 19. EFECTO DEL CARBACOL (CCh) SOBRE ANILLOS DE AORTA
ABDOMINAL PRECONTRAIDOS CON FENILEFRINA, PROVENIENTES DE
RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME. (e) el grupo Control (NaCl 0,9% i.p.) y (m) el grupo
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia i.p, durante 7 dias. Este es un
gréfico representativo de N= 3.
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FIGURA 20. EFECTO DEL NITROPRUSIATO DE SODIO SOBRE ANILLOS DE
AORTA ABDOMINAL PRECONTRAIDOS CON FENILEFRINA, PROVENIENTES
DE RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACION DE L-NAME. (e) el grupo Control (NaCl 0,9% i.p.) y (m) el grupo
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia i.p, durante 7 dias. Este es un
gréfico representativo de N= 3.
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MARCADORES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

El tratamiento con L-NAME a la dosis de 50 mg/Kg/dia durante 7 dias a las
ratas prefiadas redujo significativamente la actividad de la enzima convertidora
de angiotensina plasmatica cuando se compara con las ratas prefiadas
controles (C: 66,40 + 5,7 vs L-NAME: 20,75 *= 3,14 expresado en nmol/h/mg
proteina, p<0,0001) (figura 21). Esta reduccién fue de un 65,64%. Aun mas, al
cuantificar la concentracion de renina y aldosterona plasmatica, se encontro
una disminucion significativa en la concentracion de renina plasmatica en las
ratas tratadas con L-NAME comparada con las ratas prefiadas controles (-
24,84%, p<0,02) (C: 60,63 * 4,55 vs L-NAME: 45,54 + 2,4 en pg/mL). En
relacion a la aldosterona plasmatica, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos experimentales (C: 167,33 = 7,41 vs L-

NAME: 162,0 + 5,5 pg/mL) (figura 22).

Por otra parte, al cuantificar la concentracién de renina en el liquido amniético
en los grupos experimentales, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre las ratas prefladas controles y las ratas prefiadas tratadas
con L-NAME (C: 42,02 + 0,818 vs L-NAME: 40,675 + 10,175, en pg/mL). Sin
embargo, al determinar la concentracion de aldosterona en el liquido amnidtico
se evidencié una reduccion significativa del 41,44% (p<0,02) en las ratas
prefladas que recibieron tratamiento de L-NAME con respecto al grupo control

(C:157,0 £ 13,74 vs L-NAME: 92,10 + 29,07, en pg/mL) (figura 23).
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FIGURA 21. ACTIVIDAD PLASMATICA DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE
ANGIOTENSINA (ECA) EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias. Los valores
representan la media £ EEM. ***p<0,0001 comparado con ratas controles.
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EFECTOS COMPARATIVOS DEL TRATAMIENTO CON L- NAME ENTRE
RATAS PRENADAS Y NO PRENADAS

Cambios en la presion arterial media y excrecion urinaria de proteinas en
ratas no prefiadas (NP) y en ratas prefiadas (P) tratadas con L-NAME.

Como se muestra en la figura 24, el tratamiento de ratas prefiadas (P) y de
ratas no prefiadas (NP) con L-NAME durante 7 dias consecutivos produjo un
incremento significativo de la presion arterial media, cuyos valores alcanzaron
151,8 £ 60 mmHg en las ratas no prefiadas y de 154,3 + 50 mmHg en las ratas
prefiadas. En ambos casos los incrementos fueron significativamente mayores

comparados con los controles no tratados respectivos.
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FIGURA 24. EFECTO DEL L-NAME SOBRE EL CURSO TEMPORAL DE LA
PRESION ARTERIAL MEDIA EN RATAS PRENADAS (P) Y NO PRENADAS (NP).
('V): Control prefadas (NaCl 0,9% i.p.), (A) ratas prefnadas que recibieron nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia i.p., (m) grupo control de ratas no
prefiadas que recibié (NaCl 0,9% i.p.) y (#) las ratas no prefiadas que recibieron nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia i.p. N= 8 por grupo. Los valores
representan la media £ EEM. ***p<0,001 comparado con ratas controles.
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En relacion a la excrecion urinaria de proteinas totales, se demuestra que el
tratamiento con L-NAME incremento significativamente en las ratas prefiadas
(310% de incremento). Sin embargo, en las ratas no prefiadas (NP) este
incremento fue de apenas un 62%, sin llegar a ser significativo. (NP-Control:
11418,4 + 2321,3 vs NP-L-NAME: 18514,29 + 1500; P-Control: 10040,57 +
2132,6 vs P-L-NAME: 41218,83 + 8000, expresado en ug proteinas/ 24 h/ 100

g p.c.) (Figura 25).
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FIGURA 25. EFECTO DEL L-NAME DURANTE SIETE DIAS SOBRE LA
EXCRECION URINARIA DE PROTEINAS EN RATAS NO PRENADAS Y EN RATAS
PRENADAS. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50
mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, NP: ratas no prefiadas, y P: ratas prefiadas. Los
valores representan la media + EEM. *p<0,05 comparado con ratas controles
prefiadas.
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Por otra parte, cuando se cuantifico el volumen urinario en las ratas prefiadas y
en ratas no prefiadas tratadas con L-NAME, se observo que el volumen
urinario de las ratas no prefiadas control fue ligeramente mayor con respecto al
observado en las ratas prefiadas control. Ahora bien, el tratamiento con L-
NAME redujo significativamente el volumen urinario en la ratas P y produjo una
tendencia a la reduccion en las ratas NP (Control NP: 5,78 + 0,2550 vs L-
NAME-NP: 4,41 + 0,57; Control P: 3,93 + 0,32 vs L-NAME-P: 2,60 + 0,16, en

mL/ 24h/100 g p.c.) (Figura 26).

De igual forma al evaluar la excrecién urinaria de sodio en muestras de orina
de 24 horas, se encontr6 que el tratamiento con L-NAME increment6 la
excrecion de sodio de manera significativa en las ratas no prefiadas (Control
NP: 94,27 + 12,30 vs L-NAME NP: 186,02 + 36,07 pEg/24h/100 g p.c.; p<0,05)
y, contrariamente redujo la excrecidén urinaria de sodio significativamente en
las ratas prefiadas (Control P: 170,06 + 35,12 vs L-NAME P: 60,66 + 13,41

MEq/ 24 h/100 g p.c.; p<0,05) (figura 27).

La cuantificacion de la excrecion de potasio en muestras de orina de 24 horas,
logré evidenciar que el tratamiento no produjo cambios significativos en la
excrecion de potasio en las ratas no prefiadas, pero sin embargo se observo
una reduccion significativa en las ratas prefiadas (Control NP: 215,89 + 74 vs
L-NAME NP: 220,15 £ 50 yEqg/24 h/100 g p.c.), y (Control-P: 261,4 + 41,7 vs L-

NAME P: 135,5 + 20,2 en uEq/24 h/100 g p.c., p<0,05) (figura 28).
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FIGURA 26. EFECTO DEL L-NAME DURANTE SIETE DIAS SOBRE EL VOLUMEN
URINARIO EN RATAS NO PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P). Control
(NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7
dias. Los valores representan la media + EEM. *p<0,05 comparado con las ratas P
controles. #p<0,01 comparado con las ratas NP tratadas con L-NAME; &p<0,01
comparado con ratas control NP.
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FIGURA 27. EXCRECION URINARIA DE SODIO EN RATAS NO PRENADAS (NP) Y
EN RATAS PRENADAS (P) CONTROLES Y PREVIAMENTE TRATADAS CON L-
NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia
i.p., durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM. *p<0,05 comparado con
las ratas controles; #p<0,05 comparado con ratas L-NAME NP.
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FIGURA 28. EXCRECION URINARIA DE POTASIO EN RATAS NO PRENADAS
(NP) Y EN RATAS PRENADAS (P) TRATADAS CON L-NAME. Control (NaCl 0.9%
i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias. Los
valores representan la media + EEM. *p<0,05 comparado con ratas controles P.

Al evaluar la funcion renal utilizando como parametros la determinacion de la
creatinina urinaria, y la creatinina sérica se encontrg, que el tratamiento con L-
NAME no alteré significativamente los valores de creatinina urinaria en las
ratas no prefiadas (Control NP: 70,75 + 6,4 vs L-NAME NP: 78,40 + 5,3
mg/dL); sin embargo, las ratas prefiadas tratadas con L-NAME presentaron

una reduccién significativa en la concentracion de la creatinina urinaria,
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(Control P: 92,16 + 5,07 vs L-NAME P: 65,34 + 4,47 mg/dL, p<0,05) (figura 29).
Igualmente, se observé que la concentracion de creatinina urinaria en las ratas
prefiadas fue significativamente mayor que en las NP. El tratamiento con L-
NAME produjo cambios significativos en los valores de la creatinina plasmatica
en las ratas prefiadas, y una tendencia no significativa al incremento en las
ratas no prefladas (Control NP: 2,73 £+ 0,69 vs L-NAME NP: 5,67 = 0,88

mg/dL), (Control P: 2,42 + 0,61 vs L-NAME P: 8,04 = 2,23 mg/dL, p<0,05

(figura 30).
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FIGURA 29. DETERMINACION DE LA CREATININA URINARIA EN RATAS NO
PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P) TRATADAS CON L-NAME. Control
(NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7
dias. Los valores representan la media £+ EEM. *p<0,05 comparado con las ratas
prefiadas control. “p<0,05 comparado con las ratas control NP.
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FIGURA 30. DETERMINACION DE LA CREATININA PLASMATICA DE RATAS NO
PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P) TRATADAS CON L-NAME
DURANTE SIETE DIAS. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil
éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM.
*p<0,05 valores comparados con las ratas P control.

Se evaluo el posible efecto del tratamiento con L-NAME, a la dosis de 50
mg/Kg/100 g p.c., durante 7 dias sobre el contaje de plaquetas tanto en las
ratas no prefiadas (NP) como en las ratas prefiadas (P). Para ello, se
cuantifico el numero de plaguetas en ambos grupos experimentales,

encontrandose que el tratamiento con L-NAME no produjo cambios
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significativos en el numero de plaguetas en las ratas no prefiadas (Control NP:

1291000 * 42261 vs L-NAME NP: 1220000 + 72629, en plaquetas/cc).

Sin embargo, en las ratas prefiadas que recibieron el tratamiento con L-NAME
se produjo una reduccion significativa en el nimero de plaguetas comparado
con su grupo control (Control P: 1378571 + 59258 vs L-NAME P: 994000 +
69054, p<0,01) (siendo valores normales resportados para las ratas hembras

Sprague-Dawley de 1.262,2 + 278,4 plaguetas/cc).

Aln mas, se observo que el contaje de plaquetas en las ratas prefiadas
tratadas con L-NAME fue significativamente menor con repecto a las ratas NP

tratadas con L-NAME (figura 31).

Efecto del L-NAME sobre la actividad de la sintasa del 6xido nitrico y de
las enzimas antioxidantes renales, asi como la excrecién urinaria de
GMP ciclico, en ratas prefiadas y en ratas no prefiadas

Como se muestra en la figura 32, tanto en la corteza renal de las ratas no
prefiadas y de las ratas prefiadas, el tratamiento con L-NAME logro disminuir
significativamente la actividad de la sintasa Oxido nitrico (SON) (Control NP:
725,9 + 90,3 vs L-NAME NP: 443,65 + 18,7 en pmol/h/mg de proteinas,
p<0,05) (CP: 702,5 + 64,9 vs L-NAME P: 487,4 + 66,18 en pmol/h/mg de
proteina; p<0,05). Igualmente, al realizar la cuantificaciéon de la excrecion del
GMP ciclico urinario/24h, se observo una tendencia a la disminucion del GMPc

urinario en las ratas no prefiadas tratadas con L-NAME (NP= 49,77 %) (Control
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NP: 444,29 + 85,51 vs L-NAME NP: 233,23 + 28,69, en nmol/24h/100 g p.c.),
mientras que la disminucidbn en la ratas prefiladas fue estidisticamente
significativa (P= 49,41%) (Control P: 1431,29 *+ 156,53 vs L-NAME P: 724,08 +

133,81, en nmol/24h/100g p.c.; p<0,001) (figura 33).

Aln cuando, el L-NAME reduce porcentualmente similar la excrecion urinaria
de GMPc en ambos grupos, se observa que las ratas prefiadas presentan una

excrecion basal significativamente mayor que las ratas NP.
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FIGURA 31. DETERMINACION DEL NUMERO DE PLAQUETAS EN RATAS NO
PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P) TRATADAS CON L-NAME. Control
(NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7
dias. Los valores representan la media £+ EEM. **p<0,01 comparado con las ratas
controles prefiadas. “p<0,05 comparado con las ratas control NP.

109



900 — Control
L-NAME

(N=6)
c 800+ '|' (N=6)
700+ T
*
600+ (N=6)

500 - (N=6)
T
7

4004

:
%
o %
-

Actividad SON (pmol/h/mg protelna)

ol |

FIGURA 32. ACTIVIDAD DE LA SINTASA DE OXIDO NiTRICO (SON) RENAL EN
RATAS NO PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P) TRATADAS CON L-
NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia
i.p. durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM. *p<0,05 comparado con
las ratas control.
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FIGURA 33. EXCRECION URINARIA DE GMPc EN RATAS NO PRENADAS (NP)Y
PRENADAS (P) TRATADAS CON L-NAME DURANTE SIETE DIAS. Control (NaCl
0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias.
Los valores representan la media + EEM.***p<0,001 comparado con el grupo control
prefiadas. #p<0,05 comparado con el grupo NP L-NAME, *p<0,05, comparado con el
grupo L-NAME NP, ##p<0,001 comparado con el grupo control NP.
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EFECTO DEL L-NAME SOBRE LOS MARCADORES DEL SISTEMA
RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA PLASMATICA EN RATAS
PRENADAS Y NO PRENADAS.

Al cuantificar la concentracion de algunos de los marcadores del sistema
renina angiotensina aldosterona en ratas NP tratadas con L-NAME a la dosis
de 50 mg/Kg/dia durante 7 dias, se encontré que el tratamiento incremento
significativamente la concentracién de renina plasmatica cuando se compara
con el grupo control (Control NP: 24,27 + 1,54 vs L-NAME NP: 39,92 + 4,11
pg/mL, p<0,01), con un aumento de la concentracion de renina plasmatica en
un 64,48%. Asimismo, al cuantificar la concentracién de renina plasmética en
las ratas prefiadas tratadas con L-NAME durante 7 dias, se encontré una
disminucién significativa de un 24,84% en la concentraciébn de renina en
plasma comparada con las ratas prefiadas controles (Control P: 60,63 + 4,55
vs L-NAME P: 45,54 + 2,4 en pg/mL, p<0,01). Adicionalmente, se encontré un
incremento significativo (p<0,001) en la concentracion de la renina plasmatica
basal en ratas prefiadas controles cuando se compara con las ratas no

prefiadas controles.

Por otra parte, al evaluar el efecto del L-NAME como tratamiento cronico en
ratas no prefiadas sobre la concentracion de aldosterona plasmatica, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales tanto en la ratas no prefiadas (Control NP: 136,83 + 6,84 vs L-
NAME NP: 142,50 £ 6,38 pg/ml), como en la ratas prefiadas (Control P: 167,33

+ 7,41 vs L-NAME P: 162,0 = 5,5 en pg/ml). Sin embargo, se encontré un

112



de la aldosterona
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incremento significativo (p<0,05) en
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ntroles (figura 34).
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PAPEL DEL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS NO PRENADAS Y EN LA
PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL

Actividad de las enzimas antioxidantes plasméatica y renal vy
determinacion de la peroxidacion lipidica en ratas no prefiadas (NP), y
en ratas prefiadas (P), con y sin tratamiento con L-NAME

En la determinacion de la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx)
plasmética como indice de dafio tubular renal, se encontré que el tratamiento
con L-NAME en las ratas no prefladas no alter6 la actividad de la GPx
plasmatica (Control NP: 377,43 + 46,16 vs L-NAME NP: 386,11 + 31,36 en
U/mg proteina), mientras que en las ratas prefiadas tratadas con L-NAME se
observo una disminucién significativa de la actividad de la GPx plasmatica
cuando se compara con las ratas prefiadas controles (Control P: 376,39 +
26,13 vs L-NAME P: 255,52 + 10,53 en U/mg de proteina, p<0,05).
Adicionalmente, se observo que la actividad de la GPx plasmatica en las ratas
P tratadas con L-NAME fue significativamente menor que en las ratas NP

tratadas con L-NAME (figura 35).

Por otra parte, al cuantificar los productos de peroxidacion lipidica plasmatico,
que reaccionan con el acido tiobarbitirico, como medida de peroxidacion
lipidica expresado como TBARS en nmol/mL, se encontro que el
pretratamiento con L-NAME 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, no altero
significativamente la concentracion de TBARS en el plasma de las ratas no
prefiadas comparadas con las ratas no prefiadas controles (NP control: 30,57

*+ 6,32 vs NP L-NAME: 22,68 + 3,41 nmol/ml), mientras que en el modelo
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experimental de preeclampsia inducido por la administracion cronica de L-
NAME 50 mg/Kg/dia, se observé un incremento significativo de TBARS
cuando se compara con el grupo control de las ratas prefiadas (C: 27,94 +
4,38 vs L-NAME: 50,63 *= 6,41, valores expresados en nmol/ml, p<0,05).
Adicionalmente, se observé que la concentracion de TBARS en las ratas P
tratadas con L-NAME fue significativamente mayor que en las ratas NP

tratadas con L-NAME (figura 36).

Con relacion a las actividades de las enzimas antioxidantes renales, el
pretratamiento con L-NAME 50 mg/Kg/dia durante 7 dias a ratas no prefiadas
no alterd la actividad de las enzimas antioxidantes renales corticales (SOD=
Control NP: 213,67 + 25,92; L-NAME NP: 237,83 * 28,24), (CAT= Control NP:
0,4081 £ 0,04; L-NAME NP: 0,4320 + 0,05), (GPx= Control NP: 3,65, £ 0,18; L-
NAME NP: 3,29 + 0,28). En contraste, en ratas prefiadas, el tratamiento con L-
NAME redujo significativamente la actividad de las enzimas antioxidantes
cuando se compara con las ratas prefiadas controles (SOD= Control P: 196,76
+ 36,90; L-NAME P: 76,18 + 10,67; p<0,01) (CAT=Control P: 0,3568 + 0,05; L-
NAME P: 0,1987 = 0,03; p<0,05), (GPx=Control P: 3,82 + 0,34; L-NAME P:

2,69 * 0,25; p<0,05) (figura 37).
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FIGURA 35. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA (GPx)
PLASMATICA EN RATAS NO PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P)
TRATADAS CON L-NAME DURANTE SIETE DIAS. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias. Los valores
representan la media + EEM. *p<0,01 comparado con ratas controles P; *p<0,05
comparado con las ratas tratadas con L-NAME NP.
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FIGURA 36. CONCENTRACION DE LOS PRODUCTOS DE PEROXIDACION
LIPIDICA QUE REACCIONAN CON EL ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)
PLASMATICO EN RATAS NO PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P)
TRATADAS CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil
éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias. Los valores representan la media + EEM.
*p<0,01 comparado con ratas controles P. *p<0,05 comparado con las ratas tratadas
con L-NAME NP.
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FIGURA 37. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES RENALES EN
RATAS NO PRENADAS (NP) Y EN RATAS PRENADAS (P), TRATADAS CON L-
NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia
i.p., durante 7 dias. SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD): **p<0,01 comparadas con
ratas prefiadas controles,”p<0,01 comparadas con ratas no prefiadas tratadas con L-
NAME. CATALASA (CAT): *p<0,05 comparado con ratas prefiadas controles y
*p<0,05 comparado con ratas no prefiadas tratadas con L-NAME. GLUTATION

PEROXIDASA (GPx): *p<0,05 comparado con ratas prefiadas controles.
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EFECTO DEL TEMPOL Y LA APOCININA SOBRE LA REDUCCION DE LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE RENAL

Morfometria Fetal durante el tratamiento con TEMPOL

Tal y como se indica en la Tabla IV, aun cuando no se observé reduccion en el

namero de fetos vivos posterior al tratamiento con L-NAME de las ratas

prefiadas, se encontré una disminucion significativa del peso de los fetos que

estuvo asociado a alteraciones con varios grados de reabsorcion. El

tratamiento con tempol no fue capaz de prevenir la reduccion en el peso fetal

ni la reabsorcion fetal inducida por el tratamiento con L-NAME.

TABLA IV. MORFOMETRIA FETAL DURANTE EL TRATAMIENTO CON TEMPOL

CONTROL L-NAME TEMPOL L-NAME +
TEMPOL
NUMERO DE FETOS 10,11 +0,5 9,0+ 0,5 10,01+ 1,02 11,1+0,9
VIVOS
PESO /No. DE 3,24+0,2 1,95+0,1* 3,8+0,3 2,13+ 0,1##
FETOS VIVOS
(9)
NUMERO DE 0 1,5+ 0,1 0 0,33 * 0,02###
FETOS

REABSORBIDOS

Los valores representan la media + EEM. *p<0,05 y ***p<0,001 comparado con
control. #p<0,01 y **p<0,001 comparado con tempol. N=4.

119




Efecto del tempol sobre los cambios en la presién arterial renal en ratas
prefiadas tratadas con L-NAME.

El tratamiento con L-NAME durante 7 dias consecutivos a ratas prefiadas,
incremento significativamente la presion arterial media desde el dia 2 hasta el
dia 6 de tratamiento. El valor promedio maximo de PAM fue de 157,3 + 3
mmHg (p<0,001). El pretratamiento de las ratas prefiadas con tempol (20
mg/Kg/dia) no alterd el curso temporal de la PAM; sin embargo, en el dia 6 se
observd una reduccién significativa cuando se compara con el grupo control
(p<0,05). Por otra parte, el pretratamiento con tempol previno parcialmente el
incremento en la PAM inducido por la inhibicion de la sintesis del 6xido nitrico

en ratas prefiadas (p<0,01) (figura 38).
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FIGURA 38. CURSO TEMPORAL DEL EFECTO DEL TEMPOL (20 mg/kg/dia),
DURANTE SIETE DIAS, SOBRE EL INCREMENTO DE LA PRESION ARTERIAL
INDUCIDO POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME EN RATAS PRENADAS. (A)
Control (NaCl 0,9% i.p.), (A) nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia, (o)
Tempol: 20 mg mg/Kg/dia y () L-NAME+Tempol. Los valores representan la media +
EEM. N=4 por grupo. **p<0,001 comparado con ratas prefladas control; *p<0,05
comparado con ratas prefiadas Tempol. #p<0,05 comparada contra ratas prefiadas
control.
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Efecto del tempol sobre los cambios de la excrecion de proteinas
urinarias en ratas prefiadas tratadas con L-NAME

El tratamiento de ratas prefiadas con L-NAME durante siete dias continuos
incrementd significativamente la excrecién urinaria de proteinas (C: 9216,47 +
2440 vs L-NAME: 26626,5 + 7190, ug proteinas/24 h/100 g p.c.). El tratamiento
con tempol no altero la excrecion urinaria de proteinas basales, pero previno el
incremento inducido por la inhibicién de la sintesis de oxido nitrico (Tempol:
7695,3 £ 1580,5 vs L-NAME+Tempol: 12006,02 + 1180 pg proteinas/24 h/100

g p.c. (figura 39).
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FIGURA 39. EFECTO DEL TEMPOL (20 mg/kg/dia) DURANTE SIETE DIAS,
SOBRE LA EXCRECION URINARIA DE PROTEINAS EN RATAS CON
PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-
NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia
i.p., durante 7 dias. Tempol: 20 mg/Kg/dia. Los valores representan la media + EEM.
*p<0,05 comparado con ratas prefiadas controles. “p<0,05 comparado con ratas
prefiadas tratadas con L-NAME.
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Efecto del tempol sobre las alteraciones microscoOpicas observadas
durante el tratamiento con L-NAME en ratas prefiadas.

El tratamiento a ratas prefiadas con tempol (20 mg/kg/dia) durante 7 dias
consecutivos revirtio el efecto del L-NAME en las alteraciones renales
observadas por microscopia Optica. Efectivamente, la observacion al
microscopio de luz (figura 40) muestra que el rifidn de la rata prefiada sin
tratamiento presenta tumefaccion turbia y edema glomerular (CONTROL);
mientras que en el rifidn proveniente de las ratas prefiadas y tratadas con L-
NAME presenta tumefaccion turbia de los epitelios tubulares, focos
hemorragicos y congestion de los capilares glomerulares (L-NAME). Los
rifiones provenientes de animales tratados con tempol muestran tumefaccion
turbia del epitelio tubular, edema glomerular (Tempol); mientras que el
tratamiento simultaneo con L-NAME y tempol muestra rifiones con tumefaccion
turbia de epitelios tubulares, congestion de los capilares glomerulares v,
pequefios focos hemorragicos.

Efecto del tempol sobre el volumen urinario y la excreciéon de sodio y
potasio en ratas prefiadas con tratadas con L-NAME

En la figura 41 se muestra el efecto del tempol sobre el volumen urinario en
ratas prefiadas controles y tratadas durante 7 dias con L-NAME 50 mg/Kg/dias
Como se observa, el L-NAME redujo significativamente el volumen urinario y el
tratamiento con Tempol previno dicha reducccion (C: 6,19 * 0,6164; L-NAME:
3,52 £ 0,70; Tempol: 5,83 = 0,36 y L-NAME+Tempol: 4,69 + 0,62 en

mL/24h/100 g p.c.).
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FIGURA 40. MICROGRAFIA DE UN CORTE DE CORTEZA RENAL DE RATAS
CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR LA ADMINISTRACION
DE L-NAME PRETRATADAS CON TEMPOL. Rifién de ratas prefiadas tratadas
con vehiculo: tumefaccion turbia. Edema glomerular. Rifion de ratas tratadas con
L-NAME: tumefaccién turbia del epitelio tubular, focos hemorragicos, congestion de
los capilares glomerulares; Rifién de ratas tratadas con Tempol: tumefaccion turbia
de epitelios tubulares, edema glomerular; Rifion de ratas prefiadas tratadas con
Tempol+L-NAME: tumefaccion turbia del epitelio tubular, congestién de los capilares
glomerulares, pequefios focos hemorragicos. Tincién con eosina y hematoxilina.

En relacién a la excrecion de electrolitos, el tratamiento con L-NAME produjo
una tendencia a la reduccion, no significativa, de la excreciéon urinaria de sodio
y potasio; el tempol previno dicha tendencia (C: 175,138 + 14,51 vs L-NAME:
128,33 + 18,45 en pEQ/24h/100 g p.c.; Tempol: 176,36 + 39,94 vs L-

NAME+Tempol: 164,35 + 32,97 en uEQ/24h/100 g p.c.) (figuras 42 y 43).
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FIGURA 41. EFECTO DEL TEMPOL (20 mg/kg/dia) SOBRE EL VOLUMEN
URINARIO EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina
metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, Tempol 20 mg/Kg/dia. Los valores
representan la media + EEM. *p<0,05 comparado con ratas control. "p<0,05
comparado con ratas tratadas con L-NAME.
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FIGURA 42. EFECTO DEL TEMPOL (20 mg/kg/dia) SOBRE LA EXCRECION
URINARIA DE SODIO EN RATAS PRENADAS CON PREECLAMPSIA
EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl
0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p. durante 7 dias.
Tempol 20 mg/Kg/dia. Los valores representan la media + EEM.
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FIGURA 43. EFECTO DEL TEMPOL (20 mg/Kg/dia), SOBRE LA EXCRECION
URINARIA DE POTASIO EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias. Tempol 20
mg/Kg/dia. Los valores representan la media £+ EEM.
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Efecto del tempol sobre la actividad de las enzimas antioxidantes renales
en ratas con preeclampsia experimental inducido por la administracion
de L-NAME

En la figura 44, se muestra el efecto de la administracion de tempol, un agente
gue mimetiza la accion de la enzima superéxido disminutasa, a la dosis de 20
mg/Kg/dia sobre la actividad de las enzimas antioxidantes del tejido cortical
renal de ratas prefiadas controles y ratas prefiadas tratadas con L-NAME. El
tratamiento con L-NAME en las ratas prefiadas redujo significativamente la
actividad de las tres enzimas antioxidantes: catalasa, superéxido dismutasa y

glutatién peroxidasa (54,67; 59,87 y 55,85 % de reduccidn, respectivamente).

El tratamiento con Tempol no alterd, por si mismo, los valores basales de
actividad de las tres enzimas antioxidantes, pero fue capaz de prevenir
completamente la reduccion inducida por L-NAME en la actividad de estas tres
enzimas. Los valores obtenidos fueron: para la enzima superdxido dismutasa
renal, C: 174,03 £ 4,19 vs L-NAME: 78,88 = 10,47; Tempol: 223,59 + 23,72 vs
L-NAME+Tempol: 186,72 + 16,05 en U/mg de proteinas; para la catalasa renal,
C: 0,2278 £ 0,030 vs. L-NAME: 0,0914 £ 0,001; Tempol: 0,2340 + 0,04 vs L-
NAME+Tempol: 0,2304 = 0,04; K/mg de proteina, y para la glutation
peroxidasa renal, C: 4,78 + 0,37 vs L-NAME: 2,11 + 0,24; Tempol: 7,63 + 0,42

vs L-NAME+Tempol: 7,53 + 1,42 U/mg proteina.
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FIGURA 44. EFECTO DEL TEMPOL (20 mg/kg/dia) SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES RENALES: SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD),
CATALASA (CAT) Y GLUTATION PEROXIDASA (GPx) EN RATAS CON
PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-
NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia
i.p., durante 7 dias, Tempol 20 mg/Kg/dia. Los valores representan la media + EEM.
*p<0,05 y ***p<0,001 comparado con ratas prefiadas controles, *p<0,05, *p<0,01 Y
"%5<0,001 comparado con las ratas prefiadas tratadas con L-NAME.
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Efecto de la apocinina sobre la Morfometria fetal

Aln, cuando se observo que no hubo variaciones en el nimero de fetos vivos
posterior al tratamiento con L-NAME en las ratas prefiadas cuando se compara
con las ratas prefiadas controles, sin embargo se observo una disminucion
significativa del peso fetal asociada a la presencia de reabsorcion fetal. El
tratamiento con apocinina, no alteré los pardmetros evaluados; sin embargo,

redujo la reabsorcion fetal (Tabla V).

TABLA V. MORFOMETRIA FETAL DURANTE EL TRATAMIENTO CON
APOCININA

L-NAME +
CONTROL L-NAME APOCININA APOCININA
NUMERO DE FETOS| 10,5+0,5 10,65+0,5 | 10,75+£1,02| 11,0+0,9

VIVOS

PESOS /No. DE 264+02 | 2,0+0,05* | 288+0,12 | 1,98+0,08%
FETOS VIVOS(g)

NUMERO DE FETOS 0 1,66+0,33*** 0 0,55+0,28
REABSORBIDOS

**p<0,01 y ***p<0,001 comparado con el control. *p<0,01 comparado con APO. N= 4
por grupo.

Efecto de la apocinina sobre los cambios en la presion arterial mediay en
la excrecion urinaria de proteinas en ratas prefiadas tratadas con L-
NAME.

El tratamiento a ratas prefiadas con L-NAME durante 7 dias consecutivos,
incrementd la presién arterial media cuando se compara con las ratas
prefiadas controles. Los valores promedios de la PAM fueron: ratas prefiadas

controles: 107,41 £ 3,2 mmHg vs. L-NAME: 149,7 £+ 3 mmHg (p<0,001).El
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tratamiento de las ratas prefiadas con apocinina, un inhibidor de la NAD(P)H
oxidasa a la dosis de 33 ug/Kg/dia, por si mismo no alterd el curso temporal de
la presion arterial media; sin embargo, previno parcialmente el incremento de la
PAM inducida por la inhibicion de la sintesis del 6xido nitrico en las ratas

prefiadas (figura 45).

Por otra parte, al cuantificar el efecto de la apocinina sobre el incremento de
las proteinas totales excretadas en orina durante 24 horas en ratas prefiadas
tratadas con L-NAME, se observé que el tratamiento con L-NAME produjo un
incremento significativo de las proteinas totales urinarias y el tratamiento con
apocinina previno el incremento de la excrecion urinaria de proteinas inducido

por el L-NAME.

En el mismo orden, la APO por si misma, no afectd los niveles basales de
excrecion urinaria de proteinas (C: 17697,17 + 6576 vs L-NAME 42185,31 +
6003,4 y APO: 22373,28 + 5603,6 vs. L-NAME+APO: 12495,75 + 3266,4 ug

proteinas/24 h/100 g p.c.) (figura 46).
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FIGURA 45. CURSO TEMPORAL DEL EFECTO DE LA APOCININA (33 pg/Kg/dia),
SOBRE EL INCREMENTO DE LA PRESION ARTERIAL INDUCIDO POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME EN RATAS PRENADAS. (o) el grupo Control (NaCl
0,9% i.p.), (A) nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 50 mg/Kg/dia, (V) Apocinina: 33
pg/Kg/dia y (¢) L-NAME+APO. Los valores representan la media + EEM de N= 4 por
grupo. ***p<0,001 comparado con ratas control, APO y L-NAME+APO; **p<0,01
comparado con ratas tratadas con APO y *p<0,05 comparado con ratas tratadas con

APO.
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FIGURA 46. EFECTO DE LA APOCININA (33 pg/Kg/dia) SOBRE LA EXCRECION
URINARIA DE PROTEINAS EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, apocinina 33
Mg/Kg/dia. Los valores representan la media £ EEM. *p<0,05 comparado con ratas
prefiadas control. “p<0,05 comparado con ratas prefiadas tratadas con L-NAME.
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Efecto de la apocinina sobre las alteraciones microscopicas observadas
en ratas prefadas tratadas con L- NAME.

El tratamiento a ratas prefiadas con apocinina (33 ug/kg/dia) durante 7 dias
consecutivos revirtio el efecto del L-NAME en las alteraciones renales
observadas por microscopia Optica. Efectivamente, la observacion al
microscopio de luz (figura 47) ilustra que el rifién de la rata control no prefiada
no muestra lesiones, mientras que los rifiones provenientes de las ratas
prefiadas sin tratamiento presentan tumefaccion turbia y edema glomerular
leve; por su parte, el rinidn proveniente de las ratas prefiadas y tratadas con L-
NAME presenta tumefaccion turbia de las células epiteliales de los tubulos
renales y congestion leve de los glomérulos. Los riflones provenientes de
animales tratados con apocinina muestran tumefaccion turbia de epitelios
tubulares y edema glomerular leve. El tratamiento simultdneo con L-NAME y
apocinina muestra rifiones con tumefaccion turbia del epitelio tubular y edema

muy leve.

Efecto de la apocinina sobre el volumen urinario, y la excreciéon urinaria
de sodio y potasio en ratas prefiadas tratadas con L-NAME

En la figura 48, se muestra el efecto de la Apocinina 33ug/Kg/dia durante 7
dias consecutivos, sobre el volumen urinario en ratas prefiadas controles y
tratadas durante 7 dias con L-NAME 50 mg/Kg/dia i.p. Como se observa, el
tratamiento con apocinina redujo significativamente el volumen urinario y el

tratamiento con apocinina revirtid6 el efecto reductor del volumen urinario
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inducido por L-NAME (C: 3,74 + 0,27 vs L-NAME: 2,34 + 0,16 y APO: 4,22 +

0,27 vs. L-NAME+ APO: 3,95 + 0,15 mL).
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FIGURA 47. MICROGRAFIA DE UN CORTE DE CORTEZA RENAL DE RATAS
CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR LA ADMINISTRACION
DE L-NAME PRETRATADAS CON APOCININA. RINON DE RATAS NO
PRENADAS (CONTROL). RINON DE RATA PRENADA CONTROL: tumefaccion
turbia. Edema glomerular leve. RINON DE RATA PRENADA+L-NAME: tumefaccion
turbia de epitelios tubulares y congestion de capilares glomerulares; RINON DE RATA
PRENANADA+APO: tumefaccion turbia de epitelios tubulares, congestion leve de los
glomérulos. RINON DE RATA PRENADA+L-NAME+APO: tumefaccion turbia de
epitelios tubulares, congestion muy leve de glomérulos. Tincibn con eosina y
hematoxilina. Se muestra una seccion de rifion tipica por grupo experimental.
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En relacion a la excrecion de electrolitos, el tratamiento el tratamiento con L-
NAME redujo significativamente la excrecion urinaria de sodio y potasio. La
apocinina no alterd la excrecion urinaria de sodio y potasio basal, pero logro
prevenir la reduccion de la excrecion urinaria de sodio y potasio inducida por el
L-NAME (Sodio en pEq/24h/100 g p.c., C: 194,55 + 21,065 vs L-NAME: 100,62
+ 11,34, Sodio en pEg/mL, APO: 230,48 + 38,27 vs L-NAME+APO: 246,62 +
34,54. Potasio en uEQg/24h/100 g p.c., C: 258,73 + 21,68 vs. L-NAME: 132,58 +

15,66; APO: 195,72 + 39,22 vs L-NAME+APO: 243,82 + 21,04) (figuras 49 y

50).
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FIGURA 48. EFECTO DE LA APOCININA (33 pg/Kg/dia) SOBRE EL VOLUMEN
URINARIO EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina
metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, apocinina 33 ug/Kg/dia. Los valores
representan la media + EEM. ***p<0,001 comparado con el grupo control. *#p<0,001
comparado con el grupo tratado con L-NAME.
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FIGURA 49. EFECTO DE LA APOCININA (33 pg/Kg/dia) SOBRE LA EXCRECION
URINARIA DE SODIO EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, Apocinina 33
Mg/Kg/dia. Los valores representan la media £ EEM. *p<0,05 comparado con ratas
prefiadas control. “p<0,05 comparado con ratas prefiadas tratadas con L-NAME.
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FIGURA 50. EFECTO DE LA APOCININA SOBRE LA EXCRECION URINARIA DE
POTASIO EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL
TRATAMIENTO CON L-NAME. Control (NaCl 0,9% i.p.) y L-NAME: nitro-L-arginina
metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, Apocinina 33 ug/Kg/dia. Los valores
representan la media = EEM. *p<0,05 comparado con ratas prefiadas control. *p<0,05
comparado con ratas prefiadas tratadas con L-NAME.
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Efecto la apocinina sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
renales en ratas con preeclampsia experimental inducida con L-NAME

En la figura 51, se muestra el efecto de la administracién de la apocinina a la
dosis de 33 ug/Kg/dia sobre la actividad de las enzimas antioxidantes del tejido
cortical renal de ratas prefiladas controles y ratas prefiadas tratadas con L-
NAME. El tratamiento con L-NAME en las ratas prefiadas induce a una
reduccion significativa de la actividad renal de las tres enzimas antioxidantes,
catalasa, superéxido dismutasa y glutation peroxidasa. El tratamiento con
apocinina revirtié la reduccion de la actividad de las tres enzimas antioxidantes
inducida por el tratamiento con L-NAME. Asi, los valores fueron; para la SOD
en U/mg de proteinas: C: 214,66 = 13,85 vs L-NAME: 130,08 *+ 6,77; APO:
192,20 £+ 8,58 vs L-NAME+APO: 220,40 + 22,96); para la CAT en K/mg de
proteinas: C: 0,4020 + 0,004 vs L-NAME: 0,212 + 0,03; APO: 0,4842 £ 0,03 vs
L-NAME+APO: 0,362 £+ 0,1) y GPx en de U/mg de proteina: C: 3,92 + 0,36 L-

NAME: 2,83 £ 0,12, APO: 5,23 + 0,42 vs L-NAME+APO: 6,4 £ 0,28).
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FIGURA 51. EFECTO DE LA APOCININA (APO) SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS
ENZIMAS ANTIOXIDANTES RENALES: SUPEROXIDO DISMUTASA, CATALASA
Y GLUTATION PEROXIDASA, EN RATAS CON PREECLAMPSIA EXPERIMENTAL
INDUCIDA POR LA ADMINISTRACION DE L-NAME. Control (NaCl 0.9% i.p.) y L-
NAME: nitro-L-arginina metil éster 50 mg/Kg/dia i.p., durante 7 dias, Apocinina 33
pg/Kg/dia. Los valores representan la media £+ EEM.*p<0,05 comparado con ratas
prefiadas control. **p<0,01 comparado con ratas prefiadas control. **p<0,001
comparado con ratas prefiadas tratadas con L-NAME. *p<0,01 comparado con ratas
prefadas tratadas con L-NAME. #p<0,05 comparado con ratas prefiadas tratadas con

L-NAME.
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DISCUSION

En la actualidad se desconoce con exactitud la etiologia de la preeclampsia,
pero la evidencia de los ultimos afios apunta hacia nuevos mecanismos
potenciales que posiblemente media la patogénesis de la hipertension durante
la PE. Alun cuando se han implicado factores genéticos, inmunolégicos y
ambientales, el enfoque reciente establece una clara relacion entre la
disfunciéon endotelial y la hipertension inducida por el embarazo (Roberts y
col., 2003; Granger y col., 2001). Se ha propuesto que el proceso
fisiopatologico que subyace en la PE ocurre en dos estadios: el primero la
reduccion de la perfusién de la placenta y el segundo en los sindromes
clinicos maternos (Roberts y col.,, 2003; Roberts y col.,, 2005). La
isquemia/hipoxia de la placenta, a su vez, resulta en la liberacion de una
variedad de factores que ejercen efectos profundos sobre el flujo sanguineo y
la regulacion de la presion arterial (Roberts y col., 2003; Roberts y col., 2005;
Granger y col.,, 2001; Granger y col.,, 2002). Estos factores incluyen la
liberacién de un conjunto de moléculas como el receptor-1 soluble de VEGF
(sFlt-1), el auto-anticuerpo del receptor AT; de la angiotensina (AT1-AA) v,
citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) el cual, a su vez,
genera una disfuncion endotelial generalizada en la madre (Roberts y col.,
2003; Granger y col., 2002). Esta disfuncién, a su vez, se manifiesta a través
del incremento en la formacion de factores circulantes como la endotelina, las
especies reactivas de oxigeno (EROs), el tromboxano, el acido 20-hidroxi-

eicosatetaendico (20-HETE), y un aumento de la sensibilidad vascular a la
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ANG Il (Roberts y col., 2003; Granger y col., 2002). Mas aun, la PE se asocia
con una reduccion de la formacién de vasodilatadores como el éxido nitrico y
la prostaciclina (Roberts y col., 2003; Granger y col.,, 2002). Todas estas
alteraciones vasculares no solo llevan a la hipertension, sino a la disfuncion
de multiples 6rganos, entre ellos el riidn (Roberts y col., 2003, Roberts y col.,

2005, Granger y col., 2002).

El pretérmino inducido por la PE constituye, aun en el presente, una de las
causas principales de la muerte materna y de la morbilidad perinatal.
Recientemente se ha reconocido que la mujer que ha sufrido PE presenta un
mayor riesgo cardiovascular durante su vida. Es por ello que resulta de suma
importancia establecer la posible conexion entre la isquemia/hipoxia
placentaria y las anormalidades cardiovasculares y renales (Roberts y col.,
2003; Granger y col., 2001; Granger y col., 2002; Irgens y col., 2001). Por ésta
razon, pensamos que es imperativo el desarrollo de un modelo experimental

gue pueda mimetizar los signos clinicos que ocurren en la PE.

Se han hecho numerosos intentos para mimetizar o inducir preeclampsia en
diferentes animales incluyendo primates no-humanos. No obstante, un modelo
animal ideal de hipertension inducida por embarazo debe tomar con cautela
aspectos tales como: la accesibilidad al uso de animales pequefios, la
confiabilidad, la reproducibilidad y la capacidad de predecir las propiedades
potenciales de un posible agente antihipertensivo (Badyal y col., 2003). Asi, se

han descrito varios modelos experimentales con aproximaciones diferentes, los
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cuales mimetizan parcialmente los signos de la PE. Fundamentado en el
concepto que la ingestidon cronica de un exceso de sal produce hipertension en
la rata, la cual mimetiza la hipertension morfolégica humana, Badyal y col.,
(2003) establecieron un modelo de hipertension inducida por el embarazo, la
cual es producida por la ingestion de NaCl al 1-2 % durante la gestacion
(Badyal y col., 2003). Un modelo similar es en el que la hipertension se induce
mediante la administracién conjunta de NaCl al 2% el agua y la inyeccion de un
mineralocorticoide (DOCA-SAL). En este modelo el incremento de la presion
arterial se asocia con un incremento de la secrecidbn de vasopresina,
hiperactividad simpética y del SRA, retencion de agua y vasoconstriccion

generalizada (Badyal y col., 2003).

Por otro lado, basados en el concepto que la PE se debe a un defecto primario
debido a la isquemia uteroplacentaria, Ogden y col., (1940) desarrollaron un
modelo de preeclampsia en perros anestesiados mediante la induccion de
isquemia uteroplacentaria, por reduccion del flujo sanguineo mediante la
oclusion de la arteria aorta abdominal, esto produce la reduccién aguda de
50% de la presion de perfusién placentaria (Woods y Brooks 1989), ratas
(Clark y col., 1982). Este modelo tambien fue usado en conejos (Losonczy,
1992) y en monos Rhesus (Combs y col., 1993). El modelo incluye signos tales
como: isquemia placentaria y necrosis, retardo en el crecimiento fetal
(Alexander y col., 2001), cambios histologicos uteroplacentarios muy similares
a la preeclampsia humana, e inclusive, muerte intrauterina en algunas especies

e hipertension (Woods y Brooks, 1989; Alexander y col, 2001).
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Ahora bien, debido a que la enfermedad renal es un factor de riesgo para la
PE, Podjarny y col., (2004) disefiaron un modelo de PE donde superponen la
nefropatia inducida por la administracién intravenosa de adriamicina con el
embarazo en ratas. Asi, se genera un modelo similar a la preeclampsia el cual
se acomparfia con hipertension, proteinuria severa, y una disminucion relativa
de la filtracion glomerular renal, asi como de un aumento glomerular de la
relacion entre tromboxano B2/prostaglandina E2, similar a lo observado en la
hipertension inducida por el embarazo humano. Este modelo de PE
experimental es util para el estudio del deterioro irreversible que cursa en la
funcién renal durante la PE. Por otra parte, Carlstrom y col., (2009), mediante
el uso de un inhibidor de la angiogénesis, la suramina, desarrollaron un modelo
experimental de PE en donde se genera un defecto en la placentacién, ademas
de la disfuncion endotelial aparentemente relacionado con la liberacién de
mediadores inflamatorios en las ratas prefiadas. En este modelo se demostré
que la inhibicion de la angiogénesis uterina incrementa la PA materna y
compromete el desarrollo fetal y placentario, incrementa los niveles de renina y
reduce de los niveles de sFlt-1, lo que indica que la hipoxia placentaria y la

subsecuente activacion del SRA juegan un papel primordial en la hipertension.

Se han desarrollado numerosos modelos de PE basados en la estimulacion
simpatica inducidos por condiciones del estrés ambiental, fisico y mental, asi
como cambios en la postura y en los niveles de insulina (Seely y Salomon,

2003). Asi, animales prefiados que son sometido a estrés cronico inducido por
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ruido intermitente, la superpoblacion en la jaula, prueba al frio, que causan
aumento en los niveles de las catecolaminas circulantes, de la presion
sanguinea y que algunas veces se asocia con disminucién de la invasion del
trofoblasto y la presencia de congestion y depositos fibrinoides en la placenta

(Schobel y col., 1996).

El embarazo normal se caracteriza por un estado inflamatorio activado por los
desechos placentarios y en donde la PE constituye la situacion extrema en la
que las citoquinas inflamatorias y los marcadores de estrés oxidativo
(peroxinitrito y nitrotirosina) se encuentran incrementados. Basados en este
concepto y mediante la administracion de una dosis ultra-baja lipopolisacaridos
en ratones prefiados, que produce el desvio de la activacion de citoquinas
antiinflamatoria hacia las pro-inflamatorias, se induce hipertension, proteinuria,
y trombosis glomerular, bajo conteo plaquetario y una reduccién de la invasion
trofoblastica. AUn mas, en ratas la administracion crénica del factor de necrosis
tumoral alfa, se traduce en una reduccion de la enzima Oxido nitrico sintasa
amplificando la reactividad vascular. También el factor de necrosis tumoral alfa
se correlaciona con incrementos en la resistencia a la insulina, sugiriendo que
la inflamacién y la resistencia a la insulina, podrian actuar sinergisticamente en

los dafios observados en la PE (Podjarny y col., 2004).

Recientemente se ha podido establecer un modelo de PE genética espontanea
en ratdbn que resulta del apareamiento del raton de la cepa BPH5

genéticamente “borderline” hipertensa con el ratébn normotenso C57BL/6
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(Davisson y col., 2002). El ratbn hembra BPH5 prefiada después de su
apareamiento, presenta un cuadro similar a la PE que cursa con un incremento
constante de la PA, asociado con proteinuria gestacional, glomeruloesclerosis
progresiva y fetos significativamente menores. Este modelo ha sido propuesto
como el modelo animal que espontdneamente desarrolla un sindrome
semejante a la PE que podria tener un impacto en la compresion de la

fisiopatologia de este desorden (Davisson y col., 2002).

Ahora bien, debido a la fuerte evidencia que indica el papel primordial del NO y
su desregulacion en la PE en el presente trabajo se caracteriz6 un modelo
experimental que resulta de la inhibicion crénica de la sintesis de NO mediante
la administracion de L-NAME a ratas prefiadas. Efectivamente, el NO, es un
potente vasodilatador liberado por las células endoteliales, que inhibe la
agregacion plaquetaria y adhesién al endotelio y, esta involucrado en el control
de la presion arterial (Lyall y col., 1996). EI NO es producido en la circulacion
feto-placentaria y contribuye al control del tono vascular y atenua las acciones
de los vasoconstrictores (Myatt y col., 1992; Lyall y col., 1996). La NO sintasa
de la vasculatura vellosa placentaria corresponde a la isoforma endotelial tipo
[l dependiente calcio-calmodulina (Myatt y col., 1992), y esta presente en las
venas Yy arterias umbilicales, arterias y venas corionicas, y del
sinciociotrofoblasto.

La patogénesis de la PE, se asocia con hipertension, proteinuria y edema,
factores que reflejan una vasoconstriccion generalizada, como resultado de

una funcién endotelial anormal. Existe evidencia que en el endotelio vascular
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se produce un gran numero de agentes vasoactivos que regulan el tono
vascular. Entre estos factores se encuentran el NO y las prostaciclinas. De
manera que, un desbalance entre factores vasorelajantes y vasoconstrictores,
a favor de los ultimos, afecta significativamente la presion arterial sanguinea.

Actualmente no existen dudas que el incremento de la produccion de NO en el
endotelio vascular y su bioactividad normal constituyen mecanismos criticos
que explican la adaptacion hemodinamica en el embarazo normal (Lopez-

Jaramillo y col., 2008).

La caracteristica mas importante observada en la PE es la vasoconstriccion
generalizada. Debido a ello, se ha propuesto la existencia de una alteracion
endotelial en la sintesis de NO. Por otra parte, debido a la alta reactividad del
NO en transformarse en nitratos y nitritos, se postula que posiblemente exista
una baja bioactividad del mismo. Debido a ello, muchos investigadores han
realizado estudios clinicos en mujeres embarazadas con PE versus mujeres
embarazadas controles, para evaluar la concentracion plasmética y sérica de
nitratos y nitritos. Los hallazgos, ain cuando son controversiales, demuestran
definitivamente que durante la PE ocurre una disminucién de la concentracion
de nitratos y nitritos, asociada a disminucion de los niveles de GMPc, cuando
se compara con pacientes controles. Esto indica una disminucion de la
biodisponibilidad del NO, posiblemente mediado por un incremento del estrés
oxidativo y que explicaria la vasoconstriccion periférica, la disfuncion endotelial

y las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Lopez-Jaramillo y col., 2008).
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La baja produccion de nitratos y nitritos en la preeclampsia han sido
adjudicadas a la alteracion en diferentes niveles de la via de la L-arginina-NO.
Entre dichas alteraciones se han sugerido las que se enumeran a continuacion:
1. deficiencia en el sustrato de L-arginina o su transporte (McCord y col., 2006;
Neri y col., 2006); la deplecion de L-arginina causada por la sobre-expresion de
arginasa ll, la enzima que metaboliza a la L-arginina, que puede desviar a la
sintasa del Oxido nitrico a generar EROs (Lopez-Jaramillo y col., 2008;
Buhimschi y col., 1998). 2. Reduccion de la produccion de NO por deficiencia
en los cofactores requeridos para el buen funcionamiento de la SONe, como lo
son el i6n calcio (LOpez-Jaramillo, 2008) y la BH4 (To6th, 2002). 3. La
acumulacion de un inhibidor endégeno de la SON, como lo es la dimetil-
arginina asimétrica (ADMA), que se encuentra en concentraciones elevadas en
preeclampsia (LaMarca y col., 2008; LaMarca y col, 2009) y finalmente 4. La
alteracion polimorfica de la SONe que resulta de la disminucion de la actividad
enzimatica (Serrano y col., 2004). Si bien se ha reportado datos controversiales
de mujeres con PE que muestran mas bien un aumento de la produccién de
NO y niveles de nitritos y nitratos incrementados o normales, se ha postulado
gue los mismos se deben a aumentos en la degradacién del NO, pero con una
bioactividad reducida. Se ha sugerido que el incremento del estrés oxidativo
que ocurre en la PE es el responsable de la rapida degradacion del NO,
especialmente debido a la gran reactividad del NO y el anidon superéxido para
formar peroxinitrito.

Los resultados del presente trabajo estan en concordancia con la evidencia

acerca de un modelo experimental de PE que resulta de la inhibicion crénica
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de la sintesis de NO mediante la administracion de L-NAME a ratas prefiadas y
ratifican el papel primordial del NO y su desregulacion en la PE. En efecto, se
demostré que el tratamiento crénico con L-NAME, produjo un incremento
significativo de la PA que se asocia a cambios fisiolégicos como la
potenciacion de las respuestas presoras a la angiotensina Il, la vasopresina y
la noradrenalina, proteinuria e incremento de la agregacion plaquetaria, similar
a los cambios que ocurren en la preeclampsia humana (Molnar y Hertelendy,

1992).

Nuestros resultados apoyan este concepto ya que la PE inducida por la
inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico, mostré una disminucion significativa
de la actividad de la SON renal, de la produccion de GMPc urinario y de la
excrecion urinaria de sodio en ratas prefiadas la cual estuvo asociada a la
disfuncion endotelial en el rifidn. Esto se manifestd por una proteinuria
significativa, asi como por evidencia morfolégica de endoteliosis glomerular
(Munkhaugen y Egil, 2009). Asi, se observdé una lesiébn renal precisa,
identificable mediante microscopia de luz, caracterizada por tumefaccién
turbia de las células endoteliales tubulares, focos hemorragicos y congestion
de los capilares glomerulares, posibles responsables de las alteraciones de la
funcidén renal. Al respecto, se ha demostrado que en el embarazo normal
aumenta la tasa de filtracion glomerular (TFG) de un 40 a un 60%; ademas,
se presenta hiperfiltracion que incrementa el flujo plasmatico renal (FPR) de
un 50-85% atribuible a una profunda reduccion de la resistencia arteriolar

eferente y aferente.
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Se sabe que las hormonas ovaricas como el estrdgeno ejerce una pequefa
influencia sobre el flujo plasmatico renal y sobre la tasa de filtracion
glomerular, mientras que la progesterona incrementa el flujo plasmatico renal
y la tasa de filtracion glomerular. Ademas de otras hormonas como la relaxina,
gue incrementa la conversién de la endotelina grande a endotelina-1, y con
ello al interactuar con el receptor ETg, permite la vasodilatacion renal
mediante la produccion de éxido nitrico (Hubel, 1999; Merviel y col., 2004). Se
ha demostrado que el Oxido nitrico media la vasodilatacion renal, la
hiperfiltracién renal e inhibe la reactividad miogénica en las arterias renales

observadas en las ratas prefiadas (Kassab y col, 1998).

Por el contrario, se ha demostrado que en la PE las alteraciones funcionales a
nivel renal incluyen disminucion del flujo plasmético renal (FPR) como
consecuencia del incremento de la resistencia arteriolar aferente y/o
reduccion en el coeficiente de ultrafiltracion. Esta reduccion en el FPR,
permite una disminucion de la tasa de filtracién glomerular (TFG), y contribuye
a la disminucion del volumen plasmatico, lo cual favorece a un incremento en
la reabsorcion tubular proximal acoplada al sodio. Todo ello lleva al
incremento de la excrecion de proteinas urinarias en PE, la cual resulta de
alteracion secundaria del tamafio y/o selectividad de la carga en el filtrado
glomerular, que posiblemente incrementa la presion capilar, y con ello
compromete la reabsorcion tubular, generando proteinuria aun en rango

nefrético (Moran y col., 2003; Jeyabalan y Conrad, 2007).
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Al respecto, nuestros resultados revelan la disfunciéon renal al observarse que
la administracion cronica de L-NAME durante 7 dias consecutivos, genera una
prominente excrecion urinaria de proteinas totales, asociada a una reduccion
significativa en la excrecion urinaria de sodio y creatinina, acompafiada de un

incremento de la creatinina plasmatica.

Otro hallazgo significativo en este estudio fue la observacion de la
reproduccion de los signos clasicos de la PE en ratas. En efecto, nuestros
resultados demuestran que el tratamiento con L-NAME en las ratas prefiadas
disminuy6 el peso y el crecimiento fetal, e incremento la reabsorcion fetal en
forma significativa, signos que probablemente son debidos a Ia
vasoconstriccion y a la isquemia de la unidad feto-placentaria descrita en la
preeclampsia. De manera que, los signos observados en este modelo por la
deprivacién de 6xido nitrico en las ratas prefiadas podria apoyar alin mas su
similitud a la preeclampsia desarrollada en humanos (Pandhi y col., 2001).
Igualmente en ratas hembras Sprague-Dawley prefiadas el tratamiento con L-
NAME produjo una reduccion significativa del nimero de plaguetas por
centimetro cubico con respecto al grupo control de ratas prefiadas, lo cual
demuestra la existencia de una tendencia a la trombocitopenia, y sugiere una
activacion o consumo de plaquetas por deposicion de la fibrina mesangial,
proteinuria, necrosis placentaria, lo cual ha sido descrito en la PE (Podjarny y

col., 2004).
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La asociacion entre la disfuncidn renal y la inhibicion cronica de la sintesis de
oxido nitrico se ratifica en este modelo experimental por el hallazgo de la
reduccion significativa de la actividad de la SON renal y de la excrecion
urinaria de GMPc descrita en nuestros experimentos. La SON se encuentra
en abundancia en el rifidn, el glomérulo, la vasculatura, asi como en los
tubulos renales donde participa en el control de la tasa de filtracion, el flujo
sanguineo medular renal, la regulacién del manejo de sodio, el transporte
epitelial de sodio, y la produccion de varios factores como la renina, entre
otros (Zatz y Baylis, 1998). La reduccion de la excrecién urinaria del GMPc en
ratas prefiladas reportado en el presente estudio, confirma aun mas, el
bloqueo de la sintesis del NO y su asociacion a la disfuncion endotelial en el
riion, que se manifestd por la presencia de proteinuria, asi como evidencia
morfologica de endoteliosis glomerular, lo que confirma que la participacién de
la via NO-GMP ciclico no solo afecta la respuesta de la relajacion en el
muasculo liso vascular, sino también la regulacion de la funcion renal

(Munkhaugen y Egil, 2009, Alexander y col., 2001).

La actividad del sistema del NO también ha sido evaluada en otros modelos
experimentales como el de isquemia placentaria y exceso de citoquinas. Asi,
la isquemia placentaria en ratas prefiadas no afecta la excrecion urinaria de
nitratos y nitritos cuando se compara con las ratas controles (Alexander y col.,
2001%; Alexander y col., 2004); sin embargo los anillos de aorta provenientes
de ratas prefiadas con isquemia placentaria mostraron una reduccion

significativa en la liberacion basal y estimulada de NO (Crews y col., 2000), lo
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gue sugiere una desregulacion vascular del sistema del NO. Adicionalmente,
estudios de Orshal y Khalil (2004) demostraron una reduccion en la relajacion
vascular mediada por NO en ratas prefiadas infundidas con citoquinas

inflamatorias como la interleuquina-6 (IL-6).

Lo interesante de nuestros hallazgos constituye el hecho, que los resultados
obtenidos parecen ser especificos de una desregulacion durante el la
gestacién, y no un efecto inespecifico del tratamiento con L-NAME (Buhimschi
y col, 1998). Efectivamente, aun cuando el tratamiento con L-NAME en ratas
no prefiadas o prefiadas induce un incremento de la presion arterial de similar
magnitud, las alteraciones renales y de los marcadores circulantes resultan
exclusivos del modelo experimental de PE. Asi, observamos que asociado al
incremento similar de la PAM ocurre un incremento de la excrecion de
proteinas totales en orina tanto en las ratas prefiadas como en las no
prefiadas, sin embargo la magnitud de la proteinuria fue superior en las ratas
prefiadas que las no prefiadas (Molnar y Hertelendy, 1992; Khalil y col.,
1998). Este hecho ratifica la presencia de un trastorno de la funcién renal
evidenciado por una disminucion de la reabsorcion de las proteinas a nivel
glomerular que se acentla de forma prominente en las ratas prefiadas y que
apoya el papel fundamental del NO en la regulacion del flujo sanguineo renal,
la resistencia vascular renal, e inclusive en la tasa de filtracion glomerular y la
vasodilatacion materna. Aun mas, estas alteraciones observadas en nuestro

trabajo demuestran que las ratas prefladas conscientes presentan una
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alteracion en la funcion renal comparable a los cambios observados en la

mujer en estado de gravidez (Molnar y Hertelendy, 1992).

Otro hallazgo interesante es el hecho que aun cuando la reduccion de la
actividad de la SON renal y la excrecion urinaria de GMPc inducida por el L-
NAME fue similar entre ambos grupos experimentales (ratas prefiadas y no
prefiadas). El hecho de observarse un incremento de los niveles basales del
GMPc urinario en las ratas prefiadas cuando se compara con las ratas no
prefiadas, apoya el concepto que el embarazo normal existe una adaptacion
hemodindmica y renal, relacionada con un incremento de la sintesis del NO,
que permite disminuir la resistencia vascular periférica, asi como regular la
reactividad vascular. Igualmente se apoya el concepto que la deficiencia de la
sintesis del NO contribuye a la vasoconstriccion renal y con ello al aumento
del tono vascular renal, asi como en otros lechos vasculares en respuesta a
un embarazo anormal, y su deficiencia contribuye a una vasoconstriccion del
rion y otros lechos vasculares (corazén, pulmén, higado, musculo
esquelético, musculo liso entre otros) asi como el desarrollo de la PE (Kassab
y col., 1998; Danielson y Conrad, 1995). Al respecto, se ha reportado que la
reactividad vascular en ratas prefiadas tratadas con L-NAME es superior en
las ratas no prefiadas, lo cual sugiere que el L-NAME no solo bloquea la
sintesis de NO en las células endoteliales, sino que puede causar incremento
en la sensibilidad a los compuestos vasoactivos que podrian incrementar la
reactividad vascular contribuyendo aun mas, a la disfuncion endotelial

manifestada en la PE (Khalil y col., 1998; Gilbert y col., 2008).
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En relacion a la especificidad de la accidon del tratamiento con L-NAME como
inductor de un modelo experimental de PE, nuestros resultados estan en
concordancia con los relativos a la funcion renal en los que en primer lugar, se
demostré que el volumen urinario en las ratas no prefiadas (tratadas o no) fue
significativamente superior con respecto al volumen urinario de las ratas
prefiadas, lo que indica que la condicion del estado de gestacion involucra un
aumento de volumen plasmatico, asi como un aumento de la tasa de filtracion
glomerular en la nefrona, expansién del volumen plasmaético, por aumento de
la reabsorcion de agua, mecanismos importantes para la regulacion y
adaptacion hemodinamica, como consecuencia de los cambios hormonales
en las ratas prefladas (Jeyabalan y Conrad, 2007). En segundo lugar, la
cuantificacion de la excrecion de sodio en la orina mostré alteraciones
especificas en cada grupo experimental. Asi, se observé un incremento de la
excrecidn urinaria de sodio en las ratas no prefiadas, como consecuencia del
incremento de la PA y el no desplazamiento a la derecha de la curva
PA/natriuresis. Por el contrario, una reduccion de la excrecion urinaria de
sodio en las ratas prefiadas tratadas con L-NAME apoya el efecto selectivo de
retencion de sodio y alteracion renal observado en la PE, donde la reduccion
de la excrecion de sodio es debida a un aumento de la reabsorcion tubular de
sodio, que resulta en una disminucion de la presion de perfusion renal, un
incremento de la presion hidrostatica renal intersticial, una reduccion del flujo
plasmatico renal y, con ello, una disminucion de la tasa de filtracion

glomerular (Nakamuray col., 1993).
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Aunado a lo anterior, la observacién que el tratamiento con L-NAME a ratas
no prefiadas no altera el contaje plaquetario, mientras que reduce
significativamente el mismo en las ratas prefiadas, sugiere que la alteracion
en algunos de los parametros previamente evaluados esta relacionado con el
desarrollo de un modelo experimental de PE y no son consecuencia de una

accion inespecifica del tratamiento con el L-NAME.

El tono vascular juega un papel importante en la regulacion de la PA en el
embarazo. Asi, la gestacion normal se asocia con una significativa reduccion
de la PA y de la resistencia vascular periférica. Esta reduccién en la
resistencia periférica ha sido atribuida a diferentes mecanismos, los cuales
incluyen el aumento de los requerimientos metabdlicos maternos y del tejido
feto-placentario y/o a la disminucién de la reactividad vascular. Se ha
propuesto que la disminucion de la reactividad vascular durante la gestacion
normal se debe a la disminucién de la respuesta presora frente a los
vasoconstrictores, especificamente en la pared vascular y a un incremento en
la sintesis de 6xido nitrico y del GMPc, este ultimo segundo mensajero del NO
y mediador celular de la relajacion del muasculo liso vascular (Khalil y col.,

1998; Khalil y Granger, 2002).

Estos cambios hemodinamicos beneficiosos no ocurren en la PE, la cual mas
bien se caracteriza por un incremento de la PAM, vasoconstriccion

generalizada e incremento de la resistencia vascular periférica. Durante la PE,
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se ha demostrado un incremento de la respuesta presora a agentes
vasoactivos como la ANG Il y agentes agonistas alfa-adrenérgicos, los cuales
se han involucrado en la reduccion del flujo plasmatico renal y en la
disminucién de los mecanismos de vasorelajacion debido a la disfuncion
endotelial. Se han sugerido varios mecanismos para el incremento de la
reactividad vascular observada en la PE, entre ellos la reduccion de la sintesis
del NO y/o cambios en la afinidad o densidad de los receptores con los

agonistas vasoconstrictores.

Consistente con esto, estdn nuestros resultados preliminares sobre
reactividad vascular. En efecto, en anillos de aorta provenientes de ratas
prefiadas tratadas o no con L-NAME y estimuladas in vitro, la respuesta
contractil a la fenilefrina fue de mayor magnitud en las ratas con PE
experimental, al observarse un desplazamiento a la izquierda de la curva de
dosis-respuesta a la fenilefrina, lo que indica una mayor reactividad vascular.
En este mismo orden de ideas, demostramos que en anillos de aorta
precontraidas con fenilefrina, se observa una disminucién de la capacidad de
relajacion tanto por carbacol como por un donador de NO como el
nitroprusiato de sodio (NPS). Estos hallazgos demuestran que la inhibicion de
la sintesis de Oxido nitrico en las ratas prefiadas genera un modelo en el que
la hipertension se asocia con el incremento de la reactividad vascular. Los
resultados observados con el NPS indican que, ademas de los efectos de la
reduccion de la sintesis del 6xido nitrico hay que considerar que el incremento

de la PA se asocia frecuentemente con un aumento del grosor de la pared
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vascular, asi como un el dafio endotelial (Clark col., 1982; Cid y col., 1994)
que podria mediar, en parte, el efecto del NPS. Igualmente, estos resultados
sugieren que el tratamiento con L-NAME a las ratas prefiadas no solo bloquea
la sintesis de NO de las células endoteliales, sino que ademas podria causar
un aumento de la sintesis o de la sensibilidad a otros agentes vasoactivos
responsables del incremento de la reactividad vascular. Resultados similares
han sido reportados por Khalil y col. (1998) quienes demuestran que la
reduccion de la sintesis de NO en la gestacion se asocia a un ascenso de la
PA y de la sensibilidad vascular a la estimulacion alfa-adrenérgica
posiblemente debidos a un aumento de la entrada de calcio desde el espacio
extracelular; y Richer y col. (1996) mostraron que un dador de NO como la
molsidomina, administrado en ratas prefladas tratadas con L-NAME,
paradéjicamente incrementé aun mas la reactividad vascular; y, finalmente, en
otro modelo experimental como el de reducciéon de la perfusion intrauterina
(RUPP), Khalil y Granger (2002) demostraron una disminucion de la
vasorelajacion en anillos de aorta en presencia de acetilcolina, sugiriendo una
relajacion dependiente del endotelio. En la actualidad, el incremento de la
reactividad vascular se encuentra asociada a la liberacion de neutréfilos, que
a su vez liberan EROs, las cuales incrementan la reactividad vascular,
activado por la RhoA Kinasa, el factor de necrosis tumoral alfa, y el
incremento de la expresion de la metaloproteinasa-1 presentes en los vasos
sanguineos de mujeres con PE. Igualmente, en estudios en cultivo celular se
encontré una desregulacion de los genes de colageno en vasos sanguineos

de pacientes preeclampticas (Estrada y col., 2011), asi como la presencia de
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receptores solubles como VEGF, PLGF y el factor de crecimiento 1 y 3 que
causan disfuncion endotelial en los tejidos maternos (Beause y col., 2003;

Nugent y col., 2011).

El sistema renina angiotensina esta constituido por una cascada enzimatica
que se inicia con la liberacibn de la renina desde las células
yuxtaglomerulares del rifion, lo que finalmente genera un potente péptido
vasoactivo, la ANG Il. La ANG Il es una hormona circulante importante que
participa en la regulacion de la presion arterial y del balance hidromineral. La
ANG Il interactta con receptores de membranas del tipo AT1 y AT,, ubicados
en multiples tejidos del organismo, como lo son: el sistema nervioso central y
periférico, las células musculares lisas, las glandulas suprarrenales, el rifidn, y
la placenta (Irani y Xia, 2011). El papel del sistema renina angiotensina en la
PE aun no esta aun totalmente esclarecido. Se sabe que la ANG Il se produce
localmente en la placenta por una quinasa, que es una serina proteasa similar
a la quimotripsina, la cual se produce en las vellosidades del
sinciciotrofoblasto y que no es una enzima convertidora de angiotensina
(Taylor y col., 1990). La ANG II, a través del la estimulacién del receptor AT,
endotelial estimula la liberacion de NO a través de la activacion de NOSe
(Tyurin y col., 2001) asi como la sintesis de PGI2 (Vanhoutte, 1998), las
cuales se oponen a la accion vasoconstrictora de la ANG Il. La ANG Il a
través de la estimulacion del receptor AT,, promueve el remodelaje vascular y
la vasoconstriccion, ademas causa crecimiento vascular e inflamacion (Khalil,

2002).
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Se ha descrito la presencia de un agonista enddgeno en la mujer
preeclamptica, el anticuerpo agonista del receptor AT, (AT1-AA), el cual se
considera que constituye el vinculo entre la isquemia placentaria y la
hipertension inducida en el embarazo (Zhou y col., 2008). La presencia de
niveles incrementados del anticuerpo AT;-AA en el suero, se ha asociado con
el aumento de la concentracion intracelular de calcio, la movilizacion de
monocitos y la activacion de IL-6, asi como la estimulacion de la expresion de
sFlt-1 en células trofoblasticas, donde todos estos mecanismos convergen en
la induccion del desarrollo de la PE (LaMarca y col., 2008). Efectivamente,
AT;-AA activa la sefalizacion de las células vasculares y activa a la proteina-
1, la calcineurina y NFKB (Zhou y col., 2008). La administracion de AT1-AA a
ratas prefiadas incrementa los niveles circulantes de ET-1 en la corteza renal

y la placenta (LaMarca y col., 2009).

Se ha reportado que en la mujer con PE existe una mayor sensibilidad a la
ANG Il relativa a la mujer embarazada (Gant y col., 1973). Este aumento de la
sensibilidad a la ANG Il precede al desarrollo del incremento de la PA y podria
reflejar mecanismos parcialmente responsables de la PE (Broughton-Pipkin y
col., 1989: Wallenburg y col., 1986). Durante el embarazo normal, los niveles
de la actividad de renina plasmatica, asi como de la concentracion de ANG Il'y
de aldosterona plasmatica se encuentran elevados (Tapia y co0l.,1972),
mientras que la sensibilidad vascular a la ANG Il se encuentra muy reducida,

tan temprano como a las 14 semanas del embarazo (Gunther y col., 1980).
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Por otra parte, en la mujer que desarrolla PE se observa una reduccion en la
sensibilidad a la ANG Il en etapas tempranas del embarazo, pero esta
reduccion se pierde después de la semana 22 de gestacion y precede al
desarrollo de la PE (Gant, 1973). Los niveles elevados de los componentes
del SRA contribuyen a la retencion de sodio resultando en la retencion de
agua, que explica el mecanismo de expansion de volumen durante el
embarazo normal. (Shah, 2005). Al mismo tiempo, se observa un aumento
significativo en la sensibilidad vascular a la ANG II, la cual se asocia con un
incremento de la poblacion de receptores de ANG Il en las plaquetas (Graves
y col., 1992), cuya regulacion es paralela a la de los receptores de ANG II

vasculares.

Adicional a estos cambios, existe evidencia acerca de una disminucion
significativa de la actividad de la renina plasmatica, de la concentracion de
ANG Il y de aldosterona plasmatica en la mujer con hipertension inducida por
el embarazo al compararla con su contraparte normotensa (Graves y col.,
1992; Israel y Pecefio, 2000). Estos hallazgos parecen indicar que el
incremento de la poblacidn de receptores para la angiotensina Il observado en
los 6rganos blanco en la PE es el reflejo de un mecanismo de regulacion
“hacia arriba” de los receptores debido a los niveles reducidos de la
angiotensina circulante.

Si los cambios observados en estos parametros bioquimicos en la mujer que
desarrolla PE estan relacionados con factores que regulan la sintesis o la

degradacion de la ANG II, o a otros factores, es una interrogante por resolver.
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Se ha sugerido que la reduccion de la sensibilidad a la ANG Il en el embarazo
normal se asocia a la expresion relativa de los subtipos de receptores, ATy y
AT,; asi que, la ausencia de los cambios adaptativos de la expresion de los
receptores de ANG Il podria contribuir a la PE (Anguiano-Robledo y col.,
2007). Se ha sugerido que durante el embarazo normal los monémeros del
receptor AT, son inactivados por las EROs conduciendo a la reduccion de la
sensibilidad a la ANG Il. Por el contrario, se ha reportado que en la PE los
receptores AT; de la angiotensina forman heterodimeros con el receptor B2
de la bradikinina, el cual es resistente a la accion inactivadora de las EROs y

mas bien se hace hiperactivo ante la ANG Il (AbdAlla y col., 2006).

La causa de la existencia de supersensibilidad a la ANG Il como compuesto
vascoactivo en la mujer con hipertensién inducida por el embarazo no se ha
establecido hasta el presente. Existe considerable evidencia que en este tipo
de pacientes se presenta una sintesis inadecuada de los vasodilatadores
eicosanoides. Igualmente, se han propuesto mecanismos que implican la
alteracion de la sintesis y/o del metabolismo de otros compuestos
vasoactivos. En relacion al SRA, se sabe que la ECA representa una enzima
clave en la regulacion de la sintesis del vasoconstrictor ANG II; ademas esta
enzima participa en la inactivacion de las bradiquininas, de conocida actividad
vasodilatadora. A su vez, se sabe que las bradiquininas regulan la produccion
de PGI1 y PGI2 (Crutchley, 1983). Es por ello que ha adquirido gran interés la

medicion de la actividad de la ECA en pacientes tanto con embarazo normal
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como en aquella que presentan PE, y de ésta manera investigar los posibles

mecanismos responsables de la elevacidn gestacional de la PA.

Los datos obtenidos de la literatura en relacion a la variacion de la actividad
de la ECA en la PE son contradictorios. Algunos estudios reportan que los
niveles séricos de actividad de la ECA en las pacientes con PE se encuentran
elevados en comparacion con las embarazadas normotensas (Sipes y col.,
1989; Cugini y col., 1990; Jin y col., 1992), mientras otros no encuentran
alteraciones en la actividad de dicha enzima circulante (Rasmussen y col.,
1983). En oposicién a éstos resultados nosotros sostenemos que si los
niveles plasmaticos de la ANG Il y de la actividad renina se encuentran
reducidos en el tercer trimestre en la mujer con PE, es plausible hipotetizar
gue la biosintesis de la ANG Il reflejada en la actividad de ECA, deberia estar

alterada en la misma direccion.

Con el fin de aclarar esta controversia, en el presente estudio cuantificamos
tres de los componentes del sistema renina angiotensina circulante: la
actividad de ECA plasmatica, y la concentracion plasmética de la aldosterona

y la renina en ratas prefiadas tratadas o no con L-NAME.

La cuantificacion de la ECA ha cobrado interés clinico desde que se ha
reportado incrementos en los niveles plasmaticos en pacientes con
sarcoidosis pulmonar (Lieberman, 1975) en enfermedades de origen

extrapulmonar como Diabetes Mellitus (Lieberman y Sastre, 1980) y, en
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pacientes con hipertension inducida por el embarazo (Li y col.,, 1992).
Nuestros resultados demuestran que tanto la actividad de la ECA plasmatica
como los niveles de renina plasmatica, se encuentran marcadamente
reducidos en las ratas prefiadas tratadas cronicamente con L-NAME, cuando
se comparan con las ratas prefiadas normotensas, siendo este efecto
nuevamente especifico para la condicion de gravidez y opuesto al observado
en la rata no prefiada. Igualmente, también se detecté una disminucién de la
concentracion de aldosterona en el liquido amniético. Estos hallazgos parecen
indicar que la hipertension inducida por el embarazo se caracteriza
bioquimicamente por la supresion de los componentes circulantes del SRA,
que se refleja en una disminucion de la actividad de la ECA y de la
concentracion plasmatica de la renina y de la aldosterona del liquido
amniético. Nuestros resultados concuerdan con estudios previos que reportan
menores niveles de actividad de la renina plasmatica, de la ANG Il y la
aldosterona en mujeres con hipertension inducida por el embarazo al
compararlas con sus contrapartes normotensas (Graves, 1992; Lubarsky y
col., 1997; Israel y Pecefo, 2000). Igualmente, en el modelo de preeclampsia
inducido por la administracién de marinobufagenina, un inhibidor endégeno de
la Na/K ATPasa, en el cual se demuestra también la reduccion de los
componentes SRA circulantes como son la renina activa, la renina y la ANG Il
(Uddin y col., 2010), similar a lo que ocurre en la PE humana (Shah, 2005).
Por ello, definitivamente en este modelo experimental de PE, al igual al cual
estamos desarrollando en el presente estudio se demuestra que el sistema

renina angiotensina circulante se encuentra regulado “hacia abajo”.
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Se ha sugerido que la PE se caracteriza por un desbalance en la velocidad de
produccion de algunos de los metabolitos del acido araquidonico. Se podria
entonces especular que la reduccion de la actividad de la ECA es, en parte el
responsable del desbalance entre los sistemas vasoconstrictores vy
vasodilatadores observados en la PE y, posiblemente, de algunos de los
sintomas de la PE. Aun mas, la supresion de la sintesis de la ANG Il y del
metabolismo de las bradiquininas podria ser el responsable del incremento de
la poblacion de receptores de ANG Il en los 6rganos blanco y por ende del
incremento de la sensibilidad vascular a la angiotensina exdgena observada
en mujeres con PE y en modelos experimentales de PE. En efecto, se ha
caracterizado la interaccion de la angiotensina con sus receptores en las
plaguetas de mujeres con hipertension inducida por el embarazo, y se ha
demostrado que ocurre un incremento significativo en la union especifica de
angiotensina a su receptor comparado con las plaquetas de mujeres

embarazadas normotensas (Graves y col., 1992).

Estudios previos han demostrado que los receptores de ANG Il en la plagueta
se regulan en forma paralela con los receptores del musculo liso vascular
(Gunther y col., 1980). Igualmente, se sabe que existe una relacion inversa
entre los receptores de angiotensina del musculo liso vascular y los niveles
circulantes de la angiotensina. En consecuencia, se puede establecer que en
nuestro modelo experimental inducido por la deprivacion de NO, existe una

actividad biosintética de ANG Il reducida, y por ende una regulaciéon “hacia
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arriba” del numero de receptores para la angiotensina Il, tal y como se ha
reportado en mujeres con hipertension inducida por el embarazo. AUn mas, la
actividad disminuida de la actividad plasmatica de la ECA, y la disminucién de
la concentracion de renina en la PE, asi como la concentracion de
aldosterona en liqguido amniético, podrian estar relacionada con la falta de
efecto terapéutico de los inhibidores de la ECA en el tratamiento de la PE

(Lindheimer y Katz, 1981).

En contraste a su accidon vasoconstrictora en la mayoria de los lechos
vasculares, se sabe que la angiotensina Il aumenta el flujo sanguineo uterino
en perros, conejos y monos prefiados (Watson y col., 1986; Brenner y col.,
1989). Se ha propuesto que debido a que la ANG Il aumenta la sintesis de
PGI2 en el utero, y esto causa un aumento del flujo sanguineo mediado por
un incremento de las prostaglandinas. Es por ello que los inhibidores de la
ECA disminuyen el flujo sanguineo uterino y disminuyen la sobrevida fetal en
animales prefiados y pueden ser la causa de la mortalidad fetal en mujeres

tratadas con éstas drogas durante la gestacion (Israel y Pecefio, 1998).

Nuestros resultados en el modelo experimental de PE concuerdan con los
reportados por Israel y Pecefio (2000) en la PE en humanos, en el que el SRA
plasmatico se encuentra regulado “hacia abajo” y existe una correlacion
negativa entre la actividad de la ECA y el incremento de la presion arterial,
sugiriendo que ésta alteracion podria contribuir con la etiologia del desarrollo

de la PE. Sin embargo, en la literatura existen reportes controversiales en los
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cuales se ha reportado que la actividad de la ECA no se altera (Rasmussen,
1983) 6 mas bien incrementa en las pacientes PE (Jin y col., 1992; Goldkran y
Fuentes, 1986; Sipes, 1989) si se comparan con las embarazadas
normotensas. Estas discrepancias podrian deberse a diferencias en la edad
gestacional, el tratamiento con antihipertensivos y a la metodologia empleada
para determinar la actividad de la ECA. En nuestro estudio y el realizado por
Israel y Pecefio (2000) la actividad de la ECA fue cuantificada en muestras de
plasma mediante un método radiométrico altamente sensible, mientras que en
los otros estudios se utiliz6 muestra de suero y el método para cuantificar la

actividad de la ECA fue colorimétrico.

Un hallazgo interesante y no reportado hasta el presente lo constituye la
reduccion significativa de los niveles de aldosterona en el liquido amniético
proveniente de ratas prefiadas tratadas con L-NAME cuando se compara con
las prefiadas no tratadas, mientras que la renina amniética aun cuando fue
detectable los niveles no estaban alterados. El papel del SRA en el liquido
amniético no ha sido establecido hasta el presente, pero podria ser uno de los
componentes importantes de SRA que participa en el transporte de nutrientes
y oxigeno entre la placenta y el feto, donde podria contribuir con el desarrollo
de la PE al no permitir una adecuada oxigenacion y circulacion de nutrientes
hacia el feto. Se piensa que la ANG Il en el liguido amniético podria derivar
tanto de la orina fetal o ser producto de reacciones enzimaticas del saco
amniético. Este ultimo dependeria de la presencia de la renina, de la ECA y

del angiotensinogeno local. Estos hallazgos de una reducciéon de la
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aldosterona del liquido amniético en nuestro modelo experimental, podria
tener un valor predictivo interesante. En efecto, aun cuando los niveles de
aldosterona se han asociado poco con la PE, en la actualidad su
cuantificacion se ha utilizado como diagnostico en complicaciones del
Sindrome de Bartter, un desorden autosdmico recesivo de hiperreninismo e
hiperaldosteronismo, en el cual se detectan niveles elevados de aldosterona
amniética (Nakanishi y col., 2005). En relacién a los valores reportados en
nuestro estudio, encontramos que Siegel en 1981 reportd valores similares a
los nuestros de renina y aldosterona en el liquido amniético en oveja prefiada.
Adicionalmente, Caragounis y col., (2000) determinaron que la rata Sprague
Dawley normotensa no contiene renina activa en el liquido amniético, mientras
qgue el liquido amniético de la rata Ren-2 se detectaron niveles elevados de
renina asociada a una reduccion del peso fetal. Lo que indica que la
sobreproduccion de renina podria jugar un papel en el crecimiento fetal y la

programacion prenatal de la hipertension.

El estrés oxidativo es un desbalance entre las fuerzas pro-oxidantes y anti-
oxidantes, asi se ha demostrado que en el embarazo con PE ocurre una
disminucion significativa de la proteccion antioxidante. Muchas son las causas
que parecen estar involucradas en el incremento del estrés oxidativo en la
preeclampsia. Se ha postulado que el incremento del estrés oxidativo y la
produccion de anion superéxido en la preeclampsia (Biri y col., 2007) se asocia
a una placentacion anormal temprana con isquemia placentaria e hipoxia

(Gilbert y col., 2008), a la presencia de anticuerpos agonista del receptor AT,
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de ANG Il (Xia y col., 2003), a alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos asociado a la resistencia a la insulina con sobrepeso y obesidad
(Joffe y col., 1998) y a la presencia de infecciones subclinicas en la vagina, el
sistema urinario y la enfermedad periodontal (Herrera y col., 2007). Todas
estas alteraciones conducen a una reaccion inflamatoria intravascular
generalizada y un estado de estrés oxidativo que produce disfuncidon endotelial
gue predispone a la mujer embarazada a desarrollar PE (Herrera y col., 2001).
En estudios de la placenta de mujeres con PE comparada con la placenta
normal, se demostr6 que las primeras presentaron un aumento de la
peroxidacion de lipidos mitocondriales y de la generacion del anién superoxido,
lo que podria contribuir y formar parte importante como fuente de estrés
oxidativo en la placenta (Wang y Walsh, 2001; Wang y Walsh, 1998;). Debido
a este desbalance oxidativo de origen placentario, se ha postulado que la
hipoperfusion sanguinea mediada por la ANG I, la vasoconstriccion sistémica
y el estrés oxidativo placentario, son factores responsables de la disfuncién
endotelial vascular renal, y que contribuye con el desarrollo de la PE (Shah,

2005).

Uno de los factores que podrian influir en dafio renal en la preeclampsia, es el
estrés oxidativo local que resultaria, entre otras causas, por la disminucion de
la actividad de las enzimas antioxidantes renales. Nuestros resultados apuntan
a esa direccion ya que la inhibicion de la sintesis de NO que genera un modelo
de PE experimental con endoteliosis glomerular, estuvo asociada a la

disminuciéon significativa de la actividad de las tres de las enzimas
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antioxidantes renales: la catalasa, la superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa. La disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes de la
corteza renal, las cuales son mecanismos enzimaticos que defienden en
situaciones de estrés oxidativo, en conjunto con la disminucién de la actividad
de la GPx plasmatica y la tendencia a la disminucion en el liquido amnidtico y
el simultaneo incremento de la concentracion de TBARS plasmaticos como
indice de peroxidacion lipidica, sugiere que la desregulacion de la
funcionalidad generalizada y renal local estan asociados a una baja proteccion
oxidativa durante la PE, que favorece a la insuficiencia renal (Balal y col.,
2003). Efectivamente, la disminuciéon de la actividad de las enzimas
antioxidantes se asocia a un aumento en la produccién de EROs ya que se
sabe que: primero, el peroxinitrito puede inactivar a la GPx (Padmaja y col.,
1998) y la Mn-SOD (MacMillan-Crow y Thompson, 1999) y, segundo el O,”
puede inactivar a la GPx (Blum y Fridovich, 1985) y a la catalasa (Rister y

Baehner, 1976).

La inactivacion de las enzimas antioxidantes por las EROs o por la especies
reactivas de nitrégeno como el peroxinitrito, puede deberse a la oxidacion o a
la nitracion de residuos especificos que forman parte del centro catalitico de la
enzima. Por ejemplo, la GPx contiene un aminoacido raro, la selenocisteina
(Sec4b), el cual es esencial para la actividad de la enzima y es mas reactiva
que los grupos tiol. En este contexto, se ha propuesto que la inactivacion de la
GPx por el peroxinitrito se debe a la modificacion de la Sec45, la cual puede

ocurrir a través de 2 vias: la nitracion del selenio o bien la formacién de un
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puente Se-S, entre la Sec45 y la Cys95, lo que daria como consecuencia la
inactivacion de la enzima (Asahi y col., 1997). Por otro lado, se ha observado
qgue la inactivacion de la SOD por peroxinitrito puede ocurrir a nivel de los
residuos de tirosina independientes del sitio activo de la enzima. La
modificacion de los residuos de tirosina, incluye no solo la nitracion de residuos
criticos para la actividad catalitica, sino también la oxidacién y la subsiguiente

formacion de residuos de ditirosina (MacMillan-Crow y Thompson, 1999).

La reduccion de la proteccion oxidativa incrementa la producciéon de EROs
como el H,O, (Guidet y Shah, 1989, Yang y col., 1995) y de O, (Cuzzocrea y
col., 2002), y estas EROs inducen la contraccion de las células mesangiales
del glomérulo (Duque y col.,, 1992; Martinez-Salgado y col., 2002). La
contraccion de estas células altera el area de superficie de filtracion y el
coeficiente de ultrafiltrado glomerular, factores que llevan a una disminucién de
la velocidad de filtracion glomerular tipico de la PE. Ademas, la disminucion en
la actividad de las enzimas antioxidantes encontradas en este estudio,
favoreceria el incremento en los niveles de O,". Se sabe que este radical
puede reaccionar con el O0xido nitrico para formar peroxinitrito, una especie
reactiva de nitrégeno citotoxica. Aun mas, la inactivacion del NO por el Oy~
llevaria a la disminucion de los niveles de este vasodilatador, lo que finalmente
también estaria asociado a la disminucion de la velocidad de filtracion

glomerular observada en la PE (Rivas-Cabafiero y col., 1995,1997).
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Lo que si queda claro del andlisis de nuestros resultados es que la
desregulacion de la proteccion oxidativa es un efecto especifico del modelo de
PE que se ha caracterizado, y no de una accion inespecifica del tratamiento
con L-NAME. Efectivamente, nuestros resultados demuestran que aun cuando
el tratamiento del L-NAME en ratas virgenes y prefiadas genera un aumento
de la presion arterial de similar magnitud, los marcadores de estrés oxidativo
se modifican en forma diferencial; asi, en primer lugar, el tratamiento con L-
NAME no afecto los niveles de las enzimas antioxidantes de la corteza renal
en las ratas virgenes, mientras que en las ratas prefiadas causo una reduccion
adicional a la producida por la gestacion misma. Todo ello, sumado al hecho
del incremento de la peroxidacion lipidica que se refleja con el aumento de la
concentracion de TBARS plasmatica y la reduccion selectiva de la GPx
plasmatica exclusivamente en la ratas prefiadas tratadas con L-NAME, sugiere
gue la PE constituye un estado de desregulacion de la proteccion antioxidante.
Estos hallazgos sustentan fuertemente, y por primera vez en la literatura, el
papel del estrés oxidativo en la PE y el potencial de este modelo experimental

de preeclampsia.

La peroxidacion lipidica es un proceso que ocurre normalmente en bajos
niveles en todas las células y tejidos. Durante el embarazo normal los
productos de la peroxidacion lipidica sérica se encuentran elevados, pero la
existencia de wun contrabalance del sistema antioxidante permite la
normalizacion del sistema y el control del estrés oxidativo. Multiples estudios

han reportado que la PE se asocia con hiperlipidemia comparativamente con
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el embarazo normal ya que existe evidencia que indica que el desequilibrio a
favor del estrés oxidativo en contra de la actividad antioxidante ocurre en la
preeclampsia, y que los &acidos grasos libres, y los triglicéridos son los
principales determinantes en la regulacion de los niveles y distribucion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y sus particulas son capaces de inducir

disfuncion endotelial (L6épez-Jaramillo, 2008).

Los productos de la peroxidaciéon lipidica como el MDA se encuentran
incrementados en las pacientes con PE. En la actualidad se ha establecido
que el inicio del desbalance de la actividad pro-oxidante y antioxidante
proveniente de la hipoxia en la placenta, es responsable de la peroxidacion
lipidica en modelos experimentales de PE en ratas. El hecho que en las ratas
prefiadas tratadas con L-NAME, y no asi la virgenes tratadas con L-NAME, se
produce un aumento de los niveles de TBARS plasmatico, confirma la
existencia de un desbalance entre factores oxidantes y antioxidantes en
nuestro modelo experimental y apoya nuestra propuesta de un efecto
selectivo en la rata prefiada similar a la patologia en ser el humano

(Buhimschi y col., 1998).

Tal y como hemos comentado previamente, se sabe que el organismo
normalmente contiene mecanismos enzimaticos antioxidantes que limitan este
proceso. Sin embargo, en ciertas circunstancias estos mecanismos
regulatorios no pueden controlar el balance redox intracelular, generando

elevadas concentraciones de peroxidos lipidicos (Buhimschi y col., 1998) y
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anion superoéxido, el cual es capaz de unirse al NO y formar peroxinitrito. Este
altimo, al unirse a las proteinas es altamente citotoxico; ademas, los niveles
elevados de peroxinitrito reducen la biodisponibilidad de NO con todos los

efectos perjudiciales que a nivel vascular y renal esto implica.

Si el incremento temprano del estrés oxidativo placentario, que cursa antes del
inicio de los sintomas maternos, juega un papel fundamental en la disfunciéon
endotelial generalizada y el dafio renal, nos planteamos que el tratamiento
temprano con antioxidantes o con inhibidores de la NAD(P)H oxidasa podria

interrumpir el proceso de este sindrome.

Nuestros resultados apoyan ésta posibilidad ya que demuestran que el
tratamiento crénico con un compuesto que mimetiza a la SOD, el tempol, o con
el desacoplante del ensamblaje de la NAD(P)H oxidasa como la apocinina,
fueron capaces de reducir significativamente los signos y sintomas inducidos
por el L-NAME. Igualmente ambos compuestos fueron capaces de prevenir
tanto las alteraciones de la morfometria fetal observadas en este modelo
experimental como la proteinuria promovida por la inhibicion de la sintesis de
NO. Aun mas, la inhibicién de la produccidén de especies reactivas de oxigeno
inducida por el L-NAME en ratas prefiadas previno el dafio renal observado
bajo microscopia de luz, asi como, la reduccion de la excrecidon urinaria de

sodio presente en la PE experimental.
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Lo mas interesante de nuestros hallazgos reportados por primera vez en la
literatura, es que el tempol y la apocinina fueron capaces de revertir la
disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal
inducida por el blogueo de la SON. El hecho que un reductor de los niveles del
anioén superoéxido y un desacoplante de la enzima productora de dicho anién
fueron capaces de prevenir los signos caracteristicos de la preeclampsia
experimental ratifican el papel determinante del estrés oxidativo en las
manifestaciones disfuncionales generales y renales en este modelo

experimental de la PE.

Aun cuando en el presente estudio no evaluamos el agonista responsable de
la estimulacion de la NAD(P)H oxidasa durante la PE y el posible mecanismo
de accién de la reversion por apocinina, existe evidencia en la literatura de la
posible mediacién de la ANG Il y/o del anticuerpo agonista del receptor AT,
(AT1-AA) en la fisiopatologia de la PE. Efectivamente, Dechend y col. (2003),
en células musculares lisas, en trofoblastos y en la placenta, demostraron que
tanto la ANG Il como los AT;-AA provenientes de la sangre de madres
preeclampticas fueron capaces de incrementar la produccion de EROs, los
componentes de la NAD(P)H oxidasa, p22, p47 y p67 cuantificado por Western
blot y la activacion de la NF-kB. Estos efectos fueron bloqueados por el
losartan, un bloqueante del receptor ATy, por el difenil-eneiodonio (DPI) un
inhibidor de la NAD(P)H oxidasa y por la administracion de un mimético de la
SOD. Por lo tanto, aun cuando no pudimos determinar en el presente estudio

la presencia de AT:-AA en el plasma de las ratas prefiadas tratadas con L-
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NAME, podriamos inferir que el efecto de la apocinina observado se podria
deber a la interferencia del efecto de este anti-anticuerpo en la activacion de la
NAD(P)H oxidasa a través de la activacion receptor AT;. Queda por determinar

en experimentos futuros la veracidad de esta aseveracion.

En apoyo a nuestros hallazgos se encuentran los descritos por Hoffmann y col.
(2008), quienes demostraron que el tempol es capaz de prevenir la
hipertension, la proteinuria y la funcion feto-placentaria en un modelo de
preeclampsia en ratén, el BPH/5, el cual desarrolla de forma espontanea las
caracteristicas clinicas de la preeclampsia humana. Esto sugiere que la
produccion de especies reactivas de oxigeno parece ejercer un efecto causal
importante en la disfuncion endotelial generalizada y del dafio renal, y por ello
el uso de terapéutico de los antioxidantes como tratamiento de la preeclampsia

parece ser prometedor.

En conclusion, la PE experimental inducida por la inhibicion crénica de la
sintesis del 6xido nitrico, reproduce los signos clasicos de la PE en humanos, y
se acompafa de una desregulacién del SRA y de disfuncion renal. Esto nos
permite aseverar que este un modelo experimental de PE constituye una
buena aproximacion de la PE humana. Se demuestra que el dafo renal
encontrado en éste modelo experimental, se asocia a una disminucion de los
mecanismos antioxidantes renales, que induce a un incremento del estrés
oxidativo, y conduce a una reduccion de la proteccion de la funcion renal.

Estos resultados indican que la sobreproduccion de EROs tanto placentaria
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como renal, son causa fundamental en la disfuncion endotelial generalizada y
del dafio renal. Finalmente, la inhibicion del estrés oxidativo mediante el uso de
agentes antioxidantes como el tempol o la apocinina, pudiesen ser uno de los
posibles blancos terapéuticos en el tratamiento de la hipertension inducida por
el embarazo humano y abren nuevos horizontes como estrategia terapéutica

en el tratamiento de este sindrome.
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