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EFECTOS DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DEL OXIDO NITRICO
SOBRE LA IMPLANTACION, LA CONCENTRACION DE GMPc Y LA
PEROXIDACION DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

M. en C. Genoveva Duran Reyes

RESUMEN

Recientemente, el éxido nitrico ("NO) ha adquirido gran interés clinico- debido a su
efecto como relajante del masculo liso. Dicha informacién cubre las principales areas
de las complicaciones de [a prefiez, principalmente nacimientos prematuros,
preclampsia, retardo del crecimiento intrauterino y las de la implantacién.

E! *NO es una molécula sin carga que posee siete electrones del nitrégeno y ocho del
oxigeno. Ya que los orbitales contienen un maximo de 2 electrones, el Gltimo orbital
contiene un electrén desapareado.

El *NO se produce in vivo durante la conversion de L-arginina a citrulina por una
reaccion catalizada por la oxido nitrico sintasa (NOS). De esta enzima han sido
clasificadas dos isoformas en base a su mecanismo de regulacion. La NOS
constitutiva (NOSc), presente en las células endoteliales y neuronales y regulada por
Ca®* y la inducible (NOSI) detectada principalmente en los macréfagos y los
neutréfilos, es Ca®* independiente y es regulada a nivel transcripcional. Las NOS
pueden ser inhibidas selectivamente por analogos de la L-arginina. Compuestos
como la L-nitro-arginina ((L-NA), L-nitro-monometilL-arginina (L-NMMA) y L-arginina
metil-ester (L-NAME) inhiben competitivamente a la NOS. La accién de estos
analogos puede ser competitivamente revertida por la adicibn de altas
concentraciones de L-arginina y donadores del *‘NO. :

La bioquimica del 6xido nitrico ha sido definida como ia quimica de este radical libre
que involucra a sus blancos biolégicos y sus efectos han sido clasificados en directos
e indirectos. Los efectos directos son el resultado de la reaccion entre ‘el-*NO y
biomoléculas especificas. Los indirectos son aquellos que resultan de las reacciones
de especies reactivas del "NO (RNOS) (derivadas de la autoxidacién dol oxido
nitrico) con varios blancos biol6gicos.

Las reacciones directas (efectos directos) con centros metalicos son cruciales para el
comportamiento del éxido nitrico como molécula de sefalizacién intracelular. Por
ejemplo la reacciéh-entre el *NO y los cofactores hemo dentro de las proteinas es
importante en la regulacion de la actividad de la guanilil ciclasa. El *NO de esta forma
estimula la convarsion de GTP a GMPc.

Los efectos indiféctos son el resultado de las reacciones entre el *NO y el oxigeno
(O) o el anion superoxido (O2™) para formar éxidos de nitrégeno {NO,) o peroxinitrito
(ONOO-). El peroxinitrito es un potente oxidante que reacciona con la mayoria de las




biomoléculas. Ya que el "NO es una moiécula con una vida media muy corta, es
probable que su accion se efectie a través del efecto oxidante de sus metabolitos,
como el ONOO-.

El "NO ha sido implicado en procesos fisioldgicos y patoldgicos; ya que puede actuar
como molécula de sefializacidén, agente anti-infeccioso o antioxidante. La primera
accion descrita del "NO esta relacionada con su efecto sobre la circulacién y la
presién sanguinea; la reaccion del 6xido nitrico con la guanilil ciclasa aumenta la
concentracion de GMPc y provoca vasorelajacion. Por este mecanismo, el oxido
nitrico inhibe la agregacion plaquetaria, participa en la ereccion peniana y en el
sistema nervioso, regula la liberacion de neurotransmisores.

La implantacién del embridn, un evento que en Ia rata inicia en la noche del 5° dia, es
precedida por la diferenciacion de un endometrio no receptivo a uno receptivo. Esta
transformacién implica un incremento en la permeabilidad vascular, la formaciéon de
edema y la subsecuente formacion del tejido decidual en el sitio donde el blastocisto
se implantara. '

Aunque se ha demostrado que el aumento en la permeabilidad vascular que se
presenta en el Gtero durante la implantacion puede ser inducida por prostaglandinas
o histamina, no se conocen los factores que regulan este fendbmeno. Estudios
recientes han establecido que el °*NO regula la produccibn de GMPc vy
prostaglandinas por medio de su efecto estimulador sobre la guanilil ciclasa y la
ciclooxigenasa.

Nosotros proponemos que el *NO es indispensable en el sitio de implantacion del
embrién, contribuyendo por medio del GMPc con el aumento de la fluidez de la
membrana y la permeabilidad vascular necesarias para la formacién del edema.
Ademas, por medio de sus efectos indirectos, aportando el nivel de peroxidacion de
biomoléculas adecuado para la implantacion. '
En nuestro modelo experimental utilizamos 4 grupos de 10 ratas cada uno: A, B, Cy
D. A las ratas del grupo “A” se les administré en el cuerno uterino derecho 114
nmoles de L-nitro-arginina, a las del grupo “B”, la misma concentracion .de L-
nitroarginina + 228 nmoles de nitroso glutation, a las del grupo “C” igual
concentracion de L-nitroarginina + 342 moles de L-arginina y al grupo “D” 114
nmomoles de D-arginina. Como control, a todas las ratas se les administraron 114
nmoles de D-arginina en el cuerno uterino izquierdo. Cinco ratas de cada grupo
fueron sacrificadas al 6° dia de prefiez con la finalidad de evaluar el nimero de sitios
y no sitios de implantacién-y obtener el tejido para las determinaciones de GMPc,
carbonilos y peroxidacian de lipidos. Las otras 5 ratas se dejaron evolucionar hasta el
dia 19 de la prefiez con la finalidad de observar si los embriones pueden liegar vivos
hasta esta etapa.

Con este trabajo ‘encontramos que la inhibicion de la sintesis del "NO en el Gtero de
la rata suprime la implantacion, disminuye la concentracion de GMPC y disminuye la
peroxidacion de%)roteinas y aumenta la lipoperoxidacién, por lo que suponemos que
durante esta effpa el 6xido nitrico participa por medio de sus efectos: directos,
activando a la guanilil ciclasa, e indirectos, por medio del peroxinitrito, aumentando el
nivel de peroxidacion de biomeléculas.




SUMMARY

The nitric oxide ("NO) recently becomes of clinical interest because of its relaxant
effects on smooth muscle. The potential clinical interest of such information covers
the main areas of pregnancy complications, namely preterm delivery, preeclampsia,
intrauterine growth retardation and implantation.

Nitric oxide is an uncharged molecule composed of seven electrons from nitrogen
and eight from oxygen. Due to each orbital can contain a maximum of two electrons,
the highest occupied orbital in nitric oxide must contain an unpaired electron

In vivo nitric oxide is produced in vivo during the conversion of L-arginine to L-
citruline by a reaction catalyzed by nitric oxide synthases enzymes (NOS): Two
classes of NOS have been identified based on its mechanism of regulation. The
constitutive NOS (cNOS), present in the endothelial and neuronal cells, is regulated
by [Ca?*], whereas the inducible NOS (iNOS) is mainly detectable in macrophages,
and neutrophils and is regulated at transcriptional level. Nitric oxide synthase can be -
. selectively inhibited by L-arginine analogs. Analogues of L-arginine such as L-nitro-
arginine (L-NA), L-nitro-monometil-L-arginine and L-nitro-arginine metil ester (L-
NAME) inhibit the synthesis of *NO. They act by competing with L-arginine at the
NOS active site. The action of these analogues can be competitively reversed by the
addition of higher concentrations of L-arginine and *‘NO donors.

The chemical biology of "NO has been defined as the specific chemistry of "NO -
involving biological targets and this has been categorized into direct and indirect
effects. Direct effects results from reactions between ‘NO and specific biological
molecules. Indirect effects are defined as those resulting from the reactions of
reactive nitrogen oxide species (RNOS: which are derived from *NO autoxidation)
with various biological targets.

Direct reactions (direct effects) with metal centers are crucial to understanding the
bioregulatory behavior of “NO and why this molecule can serve as a signaling agent.
For instance, the reaction between NO and heme cofactors within the protein is
important in the regulation of guanylate cyclase activity. Nitric oxide has been shown
to bind to the heme moiety of this thereby stimulating the conversion of GTP o cGMP.
Indirect effects are caused as resulting from reactions between ‘NO and oxygen (O5)
or superoxide (0O,") to form nitrogen oxides (NOyx) or peroxynitrite (ONOO-).
Peroxynitrite reacts relatively slowly with most biological molecules, making
peroxynitrite a potent oxidant. ‘Nonetheless, since “NO is a-molecule with a very short
half-life, it is probable that its mechanism of action also takes place through the
oxidative effect of its metabolites, as peroxinitrite (-ONOO), on certain
macromolecules, . -

Embryo implanté,ﬁion, an event that in the rat starts on the evening of the fifth day of
pregnancy, is preceded by the diferentiation of a non-receptive endometrium into a
receptive one. This transformation implies an increase in vascular permeability, the
presence of edema and the subsequent of decidual tissue formation at the site where
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the blastocyst will be implanted. In addition, in this same specie, blastocyst adhesion
to the maternal epithelium implies the displacement of this tissue though its planed
cellular death or apoptosis.

Although it has been demonstrated that the increase in vascular permeability seen in
the uterus during implantation can be induced by prostaglandins or histamine, it is
unknown what factors regulate this phenomenon. Recent studies have established
that “NO regulates the production of cGMP and prostaglandins by means of this free
radical’s stimulating effect on the enzymes guanilyl cyclase and cycooxygenase. We
propose that the presence of *"NO and cGMP are required at the embryo implantation
site during the stage of maximum receptivity in order to increase the membrane
fluidity and vascular permeability necessary for the formation of edema. In addition,
the synthesis of cGMP is regulated by *‘NO.

The effect of L-nitro-arginine on embryonic implantation and cGMP protein
peroxidation and lipid peroxidation was assessed in the implantation site. The
intraluminal administration of 114 nmoles of L-nitro-arginine inhibited implantation in
34 % and embryo survival (100%), while in addition, decreasing cGMP concentration
both at the site as well non implantation site. Carbonyl groups concentration was
considerably less at the implantation site treated with L-nitro-arginine than in the
control. Level lipid peroxidation was higher at the uterine corn treated with L-nitro-
arginine than in the control

In the present study, we demonstrated that the inhibition of *NO synthesis in the rat
endometrium suppresses implantation, decreases tisular cGMP concentration and
alters the levels of protein peroxidation and lipoperoxidation.




INTRODUCCION

Caracteristicas bioquimicas del o6xido nitrico ("NO)

El éxido nitrico, cuya formula es *N=0 y se representa habitualmente 6omo ‘NO, es
un gas cuya molécula es muy reactiva por tener un electrén no apareado. La
molécula posee 7 electrones del ni_trégeno y 8 del oxigeno; ya que cada orbital solo
puede contener un maximo de dos electrones, el Gltimo orbital del nitrébgeno contiene
un electrén desapareado (falta un electron con spin contrario para formar el par del
orbital), por lo que se le considera como un radical libre. No obstante, a pesar de ser
esta molécula un radical libre, no reacciona tan facilmente con las biomoléculas
debido a que la mayoria de éstas contiene enlaces estables con dos electrones, lo
cual las hace poco reactivas con el 'NO (Moncada y cols, 1991 y Beckman y
Koppenol, 1996).

El *NO se forma enzimaticamente en la mayoria de las células de los eucariontes por-
la familia de enzimas denominada 6xido-nitrico-sintasas (NOS) (L-arginina, NADPH
oxidoreductasa: EC.1.14.13.39). Estas oxidan al grupo guanidino de la L—arginina en
un proceso que consume 5 eléctrones y requiere de la presencia de NADPH,
calmodulina (algunas isoformas) y tetrahidrobiopterina (BH4) para dar origen al ‘NO y
a la citrulina en cantidades equimolares (figura 1). El mecanismo de la reaccién
enzimatica puede’ ser di/vidida en dos pasos principales: la hidroxilacion inicial de la
L-arginina a hidroi?i-’ll—'aﬁginina (L-HA) y su subsecuente oxigenacion de L-HA para
formar "NO y cn}ﬁlll/na (Leone y cols, 1991). Bajo condiciones anaerobias estrictas el

‘NO es estable, pero en presencia de oxigeno presenta una vida media de fraccion




de segundo; ya que es rapidamente oxidado para formar nitritos y nitratos (NOz,

NO3)

} H
Hz‘Y*Hz , H; H,
12 NADPH
! /NAD ”H\A» 7—? + °NO
0, H0 0, H,0
H;'N  COO H;*N  COOr H;I'\I .COO‘
arginina hidroxi-arginina citrulina

Figura 1: Secuencia de la reaccion catalizada por la 6xido nitrico sintasa

La familia de las oOxido nitrico sintasas consiste de tres isoformas: la neuronal
constitutiva, la endotelial constitutiva y la inducible. Aunque la neuronal y la endotelial
pueden ser inducidas bajo circunstancias especiales (Dawson y Snyder, 1994) y ser
también cbntroladas trangcripcionalmente, la connotacién “ir:d-ucible", que implica que
la enzima debe ser sintéﬁzada de novo (Hicks, en prensa), es utilizada para referirse

a la isoforma sinte:t_i';_a‘da por los macréfagos e inducida por citocinas. Las isoformas

constitutivas sorneestrictamente dependientes de Ca®*, mientras que la inducible no,

-

e

aunque la calfiodulina es necesaria para la actividad de las tres isoformas. En

cuanto a su localizacion intracelular, aunque hay evidencias de que la endotelial
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puede asociarse a la membrana, en general se les considera citosolicas (Nathan y
Xie, 1994).

El estudio de las caracteristicas intimas de la sintesis del *NO se ha facilitado con la
utilizacién de inhibidores de la enzima. La inhibicion de la sintesis de "NO se puede

efectuar a diferentes niveles: de manera competitiva utilizando analogos del sustrato,
con compuestos que compiten con el cofactor NADPH o con la caimoduiina, con
inhibidores de la sintesis de tetrahidrobiopterina y con el mismo *NO, aunque esta
Gltima ésta poco estudiada. De estos los mas ampliamente utilizados son los
analogos de la L-arginina por ser muy especificos (enantiomero-especificos). Entre
estos compuestos se encuentran la Nw-L-nitro-monometil-arginina (L-NMMA), Nw-L-
nitro-arginina (L-NNA) y la L-nitro-arginina metil-ester (L-NAME). Su accién puede ser
revertida competitivamente al afadir altas cantidades de L-arginina (Palm.er:‘y cols,
1988; Knowles y Moncada, 1994) (Tabla l). En sistemas experimentales el ‘NO
puede también ser inhibido por la adicion de oxihemoglobina o los efectos del "NO
sobre la guanilil ciclasa pueden ser bloqueados por el azul de metileno.

Los analogos de la arginina inducen vasoconstriccion en anillos de aorta de conejo e
inhiben la relajacién dependiente del endotelio inducida por acetolcolina en la arteria
pulmonar del cobayo, arterias cerebrales de perros y arterias y venas de humanos.
Todos estos efectos 30;1 enantidmero-especificos y revertidos por la L-arginina pero
no por la D-arginir:i;'ai'{' In vivo, la administracién intravenosa del L-NMMA pero no del
D-NMMA, mduc/e;un incremento en la presiéon sanguinea que puede ser revertido por

L-arginina pero no por D-arginina, y que se asocia con disminucion en la liberaciéon




de "NO desde segmentos aorticos obtenidos de los animales tratados. Lo cual es
revertido por la infusion de L-arginina a través del segmento adrtico. De esta manera,
la liberacion basal de *NO derivado de la L-arginina juega un papel importante en la

regulacion de la presién sanguinea.

TABLA |

Diferentes tipos de inhibidores de la NOs

Tipo de inhibidor - Tipo de inhibicion . Comentarios
Analogos de la arginina /‘ Competitiva con arginina Selectivo
(ej. L-NMMA L-NAME y L-
NNA)
Difenileneidonium Competitiva con NADPH También inhibe otras
enzimas dependientes de
NADPH
Antagonistas de Competitiva con Solo inhibe algunas NOs,
calmodulina (ej. calmodulina también inhibe otras
triffuoperazina) enzimas dependientes de
calmodulina
Inhibidores de la sintesis de Indirecta
tetrahidrobiopterina (BH4)
‘NO, CO No se conoce Probablemente inhiben por
interactuar con el grupo
~hemo de la NOs

Tomado de Knowles y Moncada. Biochem J. 1994,298:249-258.

La biologia del NOha sido sujeto de numerosas investigaciones. Esta molécula

diatomica, previaménte asociada con sus efectos toxicos, se forma endégenamente y
-

- . "’/’ - .
participa en numerosas funciones en el organismo, por lo que cabe la pregunta, “el

‘NO es bueno o malo”. La bioquimica del ‘NO se ha definido como la quimica




especifica involucrada en la interaccion del *NO con sus blancos blOlOgICOS y sus
efectos se han categonzado en primarios (dlrectos) y secundarios (mdlrectos) Los
primeros implica aquellas reacciones en las cuales el *NO interactua directamente
con las biomoléculas. Este tipo de reacciones ocurren con pequenas
concentraciones de *NO. En contraste, los efectos indirectos son los derivados de las
reacciones del "NO con otras moléculas, como el anién superdxido (O2™) o el oxigeno
(Oy). Posteriormente en una siguiente reaccion se forma el reactante que afecta a las
biomoléculas (peroxinitrito). Las reacciones indirectas requieren de gran formacion
de °NO, el que posteriormente da origen a otros radicales libres o especies reactivas

del nitrégeno (RNOS) (figura 2) (Wink y Mitchell, 1998).

Hemoglobina/mioglobina
Guanilato ciclasa
Citocromo P450

. Complejos
metélicos

Efectos directos
w‘ Efectos indirectos
| Especies reactivas
del °NO

T N

Productos Productos Productos
Nitrosaminas Lipoperoxidaciones Nitrotirosina
=S-nitrosotioles Oxidacion de proteinas

Hidroxilacion

‘%‘ \V“ s
\\ HENE ‘

Figura 2.- Efectos directos e indirectos del "NO




Efectos directos del "NO

Las reacciones directas del "NO mas relevantes, desde el punto de vista fisiolégico,
son aquellas en las que este radical libre interacciona directamente con centros
metdlicos; ya que por medio de este mecanismo, el radical funciona como agente de
sefialamiento intracelular. La reaccion del *NO con algunos complejos que contienen
metales de transicion, resulta en la formacion de complejos metal-nitrosilo. Por
ejemplo, la reaccion entre el ion ferroso y el ‘NO para formar un ion Fe-nitrosil

(ecuacién 1).

Fe* + 'NO —> Fe(H,0)5NO*

Ecuacion 1

En general, los complejos con ligandos porfirinicos tienen gran afinidad por el °NO,
por lo que las hemo-proteinas son importantes en la biologia del *NO. En ellas se
lleva a cabo la reaccion entre el ‘NO con metales en los sistemas biologicos,
incluyendo proteinas hemo como la guanilil ciclasa, la citocromo P450 y la 6xido
nitrico sintasa.

La reaccion entre el NO y la guanilil ciclasa produce un complejo Fe-nitrosil capaz de
activar a la enzim‘é -con:la produccion y el aumento en la concentracion del GMPc, un
segundo mensi];e/ro que regula numerosas funciones. La concentracion de °*NO

i

requerida para activar a [a guanilato ciclasa es relativamente baja, 100nM




(Forster_man, 1996), Lo anterior es un ejemplo de un importante efecto directo que
puede ser causado por el "NO derivado de la 6xido nitrico sintasa constitutiva. La
influencia del *“NO sobre la guanilil ciclasa soluble tiene profundos efectos sobre el
tono vascular, la funcic’m plaquetaria, la neurotransmisién y otras interacciones
intercelulares.

Otra importante reaccion directa del "NO es su interaccion con el citocromo P450.
Este ultimo esta constituido por un complejo integrado por varias enzimas que estan
involucrada en la sintesis y- el catabolismo de numerosas biomoléculas tales como
' 4cidos grasos, esteroides, prostaglandinas, leucotrienos y diversos xenobidticos.
‘Algunos estudlos (Wink y cols, 1996) han demostrado que el "NO inhibe al citocromo
P450 de mamiferos. El mecanismo propuesto para ello parece ser la formacbn de un
complejo Fe-NO, el cual impide la unién del oxigeno de manera similar al mecanismo
de inhibicién por CO (Wink y cols, 1993). Ademas, esta inhibicion es 100 veces mas
potente que la ”provocada bor el mondxido de carbono. La inhibicion del _citocromo
P450 puede ejercer importantes consecuencias fisiopatolégicas. Durante la infeccion
cronica o choque séptico, el *NO puede ser producido en cantidades importantes,
debido a la activacién de los leucocitos para que produzcan durante el:estallido
respiratorio tanto radicales libres de oxigeno como O6xido nitrico. La inhibicién del
Citocrbmo P450-hepétiéo, por lo tanto puede suprimir el metabolismo de los farmacos
utilizados para trafarv‘la'finfeccién y en consecuencia disminuir la destoxificacion (Wink
y cols, 1993). Fipir/otro lado, en contraste, otros autores han demostrado que el *NO

e
también tiene un papel protector durante los procesos infecciosos. Este activa a la




hemooxigenasa en hepatocitos, una enzima que sirve como un mecanismo protector
contra una variedad de condiciones fisipatolégicas (Wink y cols, 1998).

El mecanismo principal de control de la concentracion del *NO in vivo es la reaccion
directa del *"NO con metaloproteinas. El *NO reacciona con la oxihemoglobina (HbO,)
ola éximioglobin'a para formar metahemoglobina (MetHb) o metamiogiobina (Doyle y
Hoekstra, 1981 y Freelisch 1991). Esta reaccion ha sido propuesta como un tipo de

mecanismo de control del *NO in vivo (ecuacion 2).

Hb(Fe-O;) + *"NO —> MetHb(Felll) + NO;

Ecuacion 2

La hemoproteina éxido-nitrico-sintasa, responsable de la formacion enddgena de
*NO, también puede ser inhibida por éste, de manera similar al citocromo P450,
(Griscavage y cols, 1994; Abu-Soud y cols, 1995; Hurshman y Marletta, 1995 y
Griscavage y cols, 1995), ejerciendo de esta forma una retroalimentacién negativa
para su propia sintesis. La isoforma constitutiva de esta enzima es mas susceptible a
fa inhibicién por *"NO. Con respecto a esta linea de trabajo‘a.un héy poca informacion
y muchas interro‘gantes:por resolver.

Otra de las reac'cilgr’jesvudirectas del *°NO con los metales eﬁ sistemas biologicos, es la
reaccion del 'I\(L_Q/con .icomplejos metalicos polivalentes derivados de Fe**, Cu?* ¢
AP*). Estas eéfécies oxo-metdlicas se forman de la oxidacion de compuestos

metalicos o complejos meta-oxigeno por agentes como el peréxido de hidrogeno




(H20,) y son oxidantes potentes que pueden producir dafic celular como
lipoperoxidacion (Puppo y Halliwell, 1988). ElI "NO rapidamente reacciona muy
eficientemente con estos complejos para abatir su capacidad oxidativa (Wink y cols,
1994; Kanner y cols, 1991 y Gorbunov y cols, 1995) (ecuacione 4). Este es un
importante mecanismo por el cual el "NO protege o repara al organismo del dafio
causado por el H,0O, Es importante recordar que el perdoxido de hidrégeno en
presencia del par (Fe?*-Fe**) puede llevar al cabo la reaccion de Fenton prodticiendo
el radical hidroxilo ("OH), que el la especie mas reactiva del oxigeno para inducir

peroxidacion de biomoéculas.

Fe¥* + H,0, —> Fe“®* =0 + H,0 Ecuacion 3

Fe* =0 + 'NO — Fe** + NO, Ecuacién 4

Otro ejemplo muy interesante de la reacciéon directa del éxido nitrico, es su
interaccion del Fe(lli)-hemo de la catalasa, impidiendo con.esto la ruptura del H,O;

por la enzima. Esto es de particular interés; ya que la catalasa transforma al H,O, en

>

HOy O, con la finalidad de evitar efectos deletéreos ocasionados por el peroxido

de hidrégeno, como ya se menciond en el parrafo anterior (Burdon, 1995 y Wink y

Mitchell, 1998) __ -




Otro mas de los efectos directos del "NO y no menos importante, es su reaccion con
otros radicales libres. Los rgdicales alkoxilo o peroxilo, productos secuenciales de la
lipoperoxidacion, reaccionan con el °NO, lo cual evita la propagacion del dafio
peroxidativo (ecuacion 5) (Padmaja y Huie, 1993).

La ﬁpoperoxidacién es probablemente el dafio inducido por los radicales libres en las
biomoléculas mas ampliamente estudiado. La abundancia de fosfolipidos y
particularmente de acidos grasos insaturados en las membranas celulares, hace de
estas estructuras, blancos muy susceptibles al ataque por radicales libres,
principalmente especies reactivas de oxigeno (ROS) (Zentella y Saldafia, 1996 y

Loeckie y cols, 1999)

LOO* + °NO —> LOONO Ecuacién 5

Lipoperéxido termina la peroxidacién

La habilidad del *"NO para limitar la lipoperoxidacion, afecta en parte la biosintesis de

algunos derivados lipidicos tal como la formacion de autacoides como
prostaglandinas, leuco/y:ienos y troﬁwboxanos. El acido araquidonico liberado de los
fosfolipidos debii'do a la accion catalitica de la fosfolipasa A1, es metabolizado por
dos rutas que g)nducen a la formacion de leucotrienos o de prostaglandinas.

Mientras que J&- ciclooxigenasa conduce al acido araquidonico a la formacion de

prostaglandinas, tromboxano o prostaciclina, ia lipooxigenasa lo conduce a




leucotrienos (Vilar-Rojas, 1982b). Estos compuestos regulan importantes procesos

fisiolégicos y patoldgicos. Aunque, se ha demostrado que el *NO inhibe a la

lipoxigenasa al reaccionar con el Fe-nohemo que contiene esta enzima, estudios

recientes indican que la inhibicion se debe principalmente a la reaccion entre los

hidroperdxidos y el “NO, con los que tiene una mayor afinidad (Doudlas, 1995).

Efectos indirectos o secundarios del ‘NO

A diferencia de los efectos directos, los indirectos son mediados por especies

reactivas del éxido nitrico (RNOS) derivadas de su reaccion con el Oz o con el anion

superoéxido (O2™) (figura 3)

H,0, ¢ op. °NO
, v
Estrés por radicales OONO- — P> N,O,
de oxigeno
L2 y
Proteccion
A 2
. Estrés oxidativo Estrés nitrosativo
5 ’ Lipoperoxidacion Nitrosacion de tioles
Hidroxilacion
Oxidacion de
proteinas

e

Figura 3: Reaccién del °“NO con el O;” y con el O,




La reaccion del *NO con el Oy (‘NO/O;"), llamada también autoxidacion, es de
importancia‘en la atmosfera. El *NO es inestable en un medio aertbico y al
reaccionar facilmente con el O, formar RNOS (especies reactivas de 6xido nitrico),
tales como el dioxido de nitrogeno (NOy) y el tridxido de dinitrogeno (N2Os), los
cuales son perjudiciales para los tejidos biolégicos (ecuaciones 6 y 7) (Wink y

Mitchell, 1998).

2°NO + O, — 2NO,; Ecuacién 6

NO, + ‘NO —> N:0; Ecuacion 7

Tanto en solucién acuosa como en gas se forma N;Os, pero en agua este ultimo se

hidroliza para formar nitrito (ecuacion 8).

N,O; + H,O — 2HNO; Ecuacion 8

En los sistemas biologjcos, la autoxidacién del "NO es mayor en la capas lipidicas
(hidrofébicas) que en la fase acuosa, debido a qde el 'NO y el Oz son
aproximadamer;t;ZO veces mas solubles en la fraccién lipidica de la célula. Por lo

tanto, en |osﬁ’é}idos se forma predominantemente N>O; (Freelich, 1991) Las

reacciones de autoxidacion del *NO son de segundo orden con respecto a éste, 1o
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que significa que debe existir una alta concentracion de esta molécula para que se
realicen. El *NO generado en bajas concentraciones (por la isoforma constitutiva), es
captado predominantemente por los centros metalicos (Wink y cols, 1997). En
sistemas bioldgicos, la reaccion primaria del N,O; es la nitracién; este proceso
resulta en la formacion de nitrosaminas, mientras que fa nitracion de tioles conduce a
la de S-nitrosotioles. Esta Ultima, en las proteinas tiene diferentes consecuencias,
desde inhibir actividades enzimaticas hasta formar complejos S-nirosotioles que
regulan la transduccién de sefiales (Lander, 1995; Lander y cols, 1996).

Otro de los efectos indirectos del *NO es el originado por su reaccidén con el radical
0" ('NO/O;™) dando como resultado la formacion del peroxinitrito (ONOOY)

(Ecuacién 9) (Laval y cols, 1996).

‘N-O + -:0-0°(0;") —> ONOO’ Ecuacién 9

Se ha especulado que la formacién del ONOO- es el primer paso del metabolismo
del *NO. Esta reaccién depende de la concentracion de *NO y O,* y de la reaccion
de estos radicales con otros componentes bioldgicos, los c]ales limitan la formacién
del peroxinitrito. Bajo condiciones fisiolégicas, sin estrés oxidativo, la concentracion
de superoxido (Og) es infima, debido a que Ia superéxido dismutasa (SOD) lo
descompone egj{perc’)xido de hidrégeno y oxigeno, de tal manera que la

concentracién de ONOO- depende de la disponibilidad de O,” (Beckman y Smith,

1993 y Pryor y Squadrito, 1996).




La segunda limitante sobre la formacién de ONOO- son en conjunto la dismutacion
reacciones del O, * por la superéxido dismutasa y la reaccién del *NO con la
oxihemoglobina. Asi como la SOD reduce la disponibilidad de superdxido al
dismutarlo y formar perdxido de hidroégeno, la reaccion del *“NO con proteinas-hemo
reduce las concentraciones de ‘NO libres. La reaccién del éxido nitrico con la
hemoglobina es uno de los principales mecanismos de consumo de este radical, por
lo que limita las reacciones de *NO/O, y *NO/O,;" . Otro importante determinante de
la concentracion de *NO es su difusién desde el sitio de generacion, asi que su
reaccion con el superoxido solo ocurre en areas localizadas (Wink y Mitchell, 1998).
Se considera que el principal mecanismo del dafo asociado con Ial produccién de
*NO in vivo es a través del ONOO-. Lo que hace particularmente téxico al
peroxinitrito es su gran estabilidad como un anién a pH alcalino. Esta estabilidad le
da la oportunidad de difundir a través de la célula hasta encontrar a su blanco. A pH
7.4 (fisiolégico), aproximadamente el 20% del peroxinitrito se protona para formar el
acido peroxinitroso (HONOOQO). ElI que es capaz de oxidar a una variedad de
moléculas bioldgicas, cualquiera que pueda actuar como un nucleéfilo, o ser un
donador de uno o dos electrones. Entre estas moléculas se incluyen aminas, tioles,
algunas de las bases del DNA, ascorbato y otros agentes reductores {(Wink y
Mitchell, 1998). ’

Dos mecanismos s& han sugerido,.por los cuales actua el peroxinitrito, uno involucra

la formacién delgs radicales hidroxilo ("OH) y diéxido de nitrégeno ("NO,) (ecuacién
ra




10) y el otro la conversion del HOONO a una forma transitoria activada que actua

como radical “OH (Pryor y Squadrito 1996).

H* + 'OONO — HOONO —> °‘HO + °NO, Ecuacién 10

Los radicales libres, como el *OH, tienen la capacidad de causar dafio oxidativo en
las proteinas, via la conversion de grupos amino de cadenas laterales a los
}correspondientes derivados carbonilos. Un incremento en el contenido de carbonilos
en las proteinas generalmente se asocia con desordenes patologicos como artritis
reumatoide, enfermedad de Alzheimer, sindrome de Parkinson y arteriosclerosis
(Szabo y cols, 1997).

Los radicales libres, *OH y *NO,, también son capaces de producir peroxidacion en
los acidos grasos polinsaturados. Esta inicia cuando alguno de estos radicales libres
sustrae un hidrégeno de un grupo metileno de un &acido graso polinsaturado. La
formacién de las especies iniciadoras se acompana por el rearreglo en los enlaces
que resulta en la estabilizacién por dienos conjugados. El radical lipidico entonces
captura oxigeno para formar_ el radical peroxilo (Figura ii); La propagaciéon de la
reaccion permite la forp%acién de lipido-hidroperoxidos. Esta fase de propagacion
puede repetirse Jpor mucho tiempo mientras haya écidoé grasos polinsaturados y
oxigeno dispofr/_l‘ye. Ademés, la acumulacion de hidroperdéxidos y su

subsecuentemente de radicales peroxilo puede acelerar la reaccion en cadena de la




. peroxidacion de los acidos grasos polinsaturados, con el posterior dafio de las

membranas celulares (Loeckie y cols, 1999).

(acido graso) (radical libre)
H HHHHMHH H HHHHHH
-C-C=C-C-C=C-C- —» -€-C=C-C-C=C-C- + H,0 —>
H H H H ° H
1 T
‘OH O,
(radical peroxilo) ( otro acido graso)
H HHHHMHMH H HHHHHH
-C-C=C-C-C=C-C- + -C-C=C-C-C=C-C- —>
H 0 H H H H
0] .
(radical hidroperéxido) (otro radical libre)
HH HHHH H HHHHHHH
-C-C=C-C-C=C-~-C- + -C-C=C-C-C=C-C-
H o H H . H
(0]
H

-

Figura 4: Mecanismo bioquimico de la lipoperoxidacion

La peroxidacion de los lipidos de las membranas, disminuye su fluidez, altera la
permeabilidad, aggcta a las enzimas asociadas a su estructura, libera materiales de

componentes subcelulares y altera el transporte a través de ésta (Hicks, en prensa).
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La cuantificaciéon de la lipoperoxidacion puede determinarse por diferentes métodos;
aquellos que miden los productos primarios: del proceso como es el caso de los
hidroperoxidos y aquellos que miden los productos secundarios originados del
rompimiento de los hidroperéxidos tales como el malondialdehido, 4-hidroxinonenal e
hidrocarbonos volatiles como etano y pentano (Kneepkens y cols, 1994; Riely, 1974
y Frank y cols, 1980).

El malondialdehido (MDA) es el aldehido mas abundante que se produce de la
peroxidacion de lipidos y su determinacién, por medio del producto colorido formado
después de su reaccién con el acido tiobarbiturico (TBA), es el ensayc mas comun
para medir lipoperoxidacion. En la reaccion del TBA, una molécula de MDA
reacciona con dos de TBA con la produccidon de un pigmento colorido, cuya

absorcion maxima es a 532-535 nm (Sinnhuber 1958) (figura 5)

N N
N CHO OH -SH
NS OH S= OH-
+ cH, T . =CH-CH=CH- N
N
OH OH

OH HO
Acido biobarbitiirico . Malondialdehido Producto colorido

Figura‘ﬂ'Skf"Reaccién del acido tiobarbituarico con el malondialdehido




Por todo lo anterior se demuestra que el *“NO puede tener efectos protectores o

dafinos segun su concentraciéon y su origen, sin embargo, gun faltan muchos
-

estudios para determinar “en donde, cuando y como”, este radical libre es “bueno o

malo”.

Aspectos fisiologicas del ‘NO

El oxido nitrico (‘Nb) que es uno de los gases toxicos de la atmdsfera, ha sido
implicado tanto en procesos fisiologicos como patologicos (Moncada S. 1991. And
Lancaster J.R. 1992).

Desde 1987/88 se descubrid que las células del endotelio vascular eran capaces de
sintetizar *"NO a partir de la Léarginina como una sefal transcelular, ademas, se
demostré que las propiedades de este radical libre coincidian con aquellas que
presentaba el conocido como factor relajante derivado del endotelio (Ignafro y cols,
' 1987). Desde esta fecha, el nimero de trabajos sobre el papel fisiolégico del "NO en
las alteraciones vésculares de distintos sindromes descritos en la medicina ha
aumentado considerablemente ( Moncada y cols, 1991; Buhimmschi y cols, 1995;
Beckman y Koppenol, 1996; Duran-Reyes y cols, 1998 y Hicks y cols, en péénsa), no
obstante, el papel y el comportamiento bioquimico de esta molécula presenta aun un
campo fértil para el aporte de nueva informacién debido a la gran versatilidad de este
radical libre (Moncada y cols, 1991).

El *NO es una molécula que participa en funciones muy diversas, de manera directa

o por medio de sus metabolitos, como agente de sefialamiento, anti-infeccioso o
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antioxidante. El metabolismo del *NO produce una serie de compuestos
denominados especies reactivas del 6xido nitrico, las cuales _peseen sus propias
caracteristicas y funciones (Fantone y Ward, 1982). ST

El papel del "NO en los mecanismos de sefialamiento es pof f_hedio de la activacion
que éste ejerce sobre‘la guanilil ciclasa, cuyo producto’ el GMPC, regula diversas
funciones. La activacién de la guanilil ciclasa debida a Ié unién del *NO con su Fe?*-
hemo, es un ejemplo particular del principio por el cual el "NO produce la
vasorelajacion y la inhibicién de la agregacion plaquetaria (Freelisch y Noacfk,t19‘87 y
Radommsky y cols, 1987)

El *NO también regula numerosas funciones por medio de sus metabolitos. .Se ha
reportado que el anién peroxinitrito (-ONOQO) actua como agente inductor de dafo
celular'y apoptosis en una variedad de tipos celulares tales como timocitos, células
corticales y células HL-60 de leucemia, aunque el mecanismo de accion es
desconocido (Pryor y Squadrito, 1996). Diversas de condiciones patologicas que
tienen un componente inflamatorio, progresan a través de la apoptosis prov&cﬁé’da por

el —ONOO (Szabd y cols, 1997).

La primera acciéon descrita del oxido nitrico esta relacionada con su efecto sobre el
circulacion y la presiéon sanguinea. La reaccién del *NO con el grupo hemo de Ia
guanilil ciclasa soluble en las células del musculo liso vascular incrementa la
concentracibn de GMP ciclico y provoca vasorelajacién (Ress y cols,: 1995 vy

Vanhoute y cols, 1986). Esta relajacion es mas intensa en las arterias que en las
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venas, pero en las arterias coronarias aterosclerdticas al igual que en las de los
pacientes con hipertensién esencial y diabetes esta disminuida://l,o que sugiere que
una inapropiada. generacion y/o inactivacion del *NO pudiera tenfa:'f importancia en los
padecimientos que cursan con hipertension. Se ha podids comprobar que la
inhalacion de oxido ni;trico revierte la hipertension arterial pu’lfmonar relajando la
vasculatura de areas especificas, lo que facilita‘ la ventilacion. Bajas
concentraciones de *NO, entre 18 y 36 ppm (partes por millén), se han utilizado con
buenos resultados en la eliminacién de algunos sintomas del llamado “sindrome de
angustia respiratoria del adulto”.

El *NO inhibe la agregacion plaguetaria por un mecanismo que también es
claramente dependiente de GMP ciclico; las plaquetas por si mismas generan 6xido
nitrico, lo que podria tener relacion con su mecanismo de activacion.. No parece
haber duda del papel que juega el oxido nitrico como neurotransmisor tanto en el
sistema nervioso cj,entral como en el periférico. En el cerebro se han podido localizar
grupos neuronales discretos que contienen 6xido nitrico sintasas, pero no se
determinado con certeza su funcion. Neuronas positivas a la dxido nitrico sintasa
(NOS) pueden ser localizadas en el plexo mioentérico y a través de todo el tracto
gastrointestinal. La despolarizaciéon de las neuronas del plexo mioentérico provoca la
relajacién del musculo liso asociada a la peristalsis. El bloqueo de esta accion con
inhibidores de la 6xido nitrico sintasa indica que el Oxido nitric;)'f. es el
neurotransmisor en el intestino. En el proceso de la ereccion peniana el 6xido nitrico

actiia como neurotransmisor y también como un potente vasorelajador. Los nervios
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del plexo pélvico sintetizan y liberan *NO dentro del corpus cavernosum. En
respuesta, el misculo liso se relaja, lo que permite que en Ia”:g__orpora se acumule
sangre, se hinche y se produzca la ereccion. El "NO es sin duda’el neurotransmisor
de las terminaciones nerviosas que regulan la erecci()h dél ;fpene. En el sistema
nervioso central el _'NO\reguIa el flujo sanguineo que llega al cefébro, a través de su
liberacion, tanto por»c‘élulas endoteliales de los vasos del sistema hematoencefalico
como por los nervios auténomos dentro de la adventicia. El *NO aparentemente
también regula la liberacion de otros neurotransmisores, fenébmeno que involucra la
fosforilacion de las proteinas de las vesiculas sinapticas

En algunos ganglios sensoriales embrionarios de la rata, practicamente todas las
neuronas son positivas a la oxido nitrico sintasa. Después del nacimiento esta
condicion baja hasta menos del 1 % . Esta evidencia y la expresion y actividad
aumentadas de la actividad de la NOS en zonas especificas del cerebro en
desarrollo han llevado a la hipétesis de que el 6xido nitrico podria tener una
participacion importante en la morfogénesis del sistema nervioso. Sin embargo es
indispensable mas investigacion en este aspecto.

La oéxido nitrico sintasa de los macréfagos puede producir una cantidad
elevada de 6xido nitrico. Este es capaz de matar o de inhibir el crecimientdsa;évvarios
agentes patdgenos, asi como células tumorales y aun linfocitos. Existe evidencia de
la posible participacién del 6xido nitrico en el proceso inflamatorio agudo y crénico.
El tratamiento con inhibidores de la NOS reduce la inflamacién aguda en animales

de experimentacién, mientras que la L-arginina agudiza el proceso inflamatorio.
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También se han detectado concentraciones altas de nitritos en el plasma y el liquido

sinovial de pacientes con artritis reumatoide y osteoartritis.

e

En los Ultimos afios, se ha descubierto, in vivo, la participaci6r’ de tres moléculas
inhibidoras de la actividad de la (NOS), las cuales han sido conocidas por mucho
tiempo como parte intégral de la estructura primaria de diversas proteinas y son
metil derivados de la L-arginina como la L-N®- metilargiﬁina (monometil- L-arginina,
MMA), la N®-dimetilarginina ( arginina dimetilada asimétrica ,ADMA ) y L-N®-N®'-
dimetil arginina simétrica (SDMA) (figura 6). Estos derivados han sido también
encontrados como aminoacidos libres en varios tejidos y fluidos biolégicos de
mamiferos (Hicks, en prensa) . -

Aumento en las concentraciones de MMA y ADMA, libre en plasma y orina, han sido
reportadas en varios desordenes clinicos, como son la distrofia muscular, falla renal,
hipercolesterolemia, y esquizofrenia. Ha sido demostrado que los derivados
metilados de la L-arginina, MMA y ADMA, pero no SMDA, son inhibidores reversibles
de las oxido nitrico sintasas en mamiferos. Tomando en consideracion esta
capacidad inhibitoria, se ha sugerido (Moncada y cols, 1991) que pudieran funcionar
como reguladores endégenos de las oxido nitrico sintasas en los mamiferos. A partir
de la demostracion de que el MMA inhibe la formacién de "NO en las células
endoteliales, el potencial farmacoldgico de lag MMA y de la ADMA como inhibidores
de NOS fue reconocido. La presién arterial de perros con choque séptico causado
por endotoxinas, fue restablecida por la administracion intravendsa de MMA. En

ratas, la administracion intravenosa de ADMA, incrementé la presion arterial, pero la

dy
IR
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disminuyd cuando la administracion fue por via intraventricular en el cerebro (Hicks,

en prensa).

NH>

L-ARGININA

R

NH

C= "’N+ —CH3;

l \ CHj
NH,

L — DIMETIL ARGININA
ASIMETRICA (SDMA)

NH>

L- METIL-ARGININA
MMA

H

= wN+— CH3

— 0 —Z—2

“NH - CH;

L — DIMETIL-ARGININA
SIMETRICA (SDMA)

Figura 6 (tomado de Hicks, en prensa)

En los Ultimos afios se han utilizado otros inhibidores de las NOS, estos compuestos

han sido sintetizados con base a los haillazgos demostrados con los derivados
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metilados de L-arginina. En la actualidad se utilizan nitro-metil-ésteres de L-arginina
como inhibidores de las NO; precisamente utilizando L-nitro-argipina metil ester, se
logro aportar un importante hallazgo en ratas prefiadas; ya que/:lz inhibicidn de las
NOS indujo un aumento en la presién arterial y caracteri.sticé;muy similares a la
preclampsia humana, siNiendo como un excelente modelo (experi'r.’nental (Yallampalli
y Garfield, 1993). La preclampsia en la mujer se caracteriza entre otros _slignos y

sintomas, con una hipertension sostenida que se presenta generalmente en el tercer

trimestre del embarazo. Este incremento en la presion arterial es refractario a la

mayor parte de los vasorelajadores, por lo que se ha utilizado con relativa eficiencia
y por corto tiempo por su toxicidad (liberacién de cianuro, y posible generacion de
radicales "OH), el nitroprusiato de sodio', que es un donador de *NO con una relativa
potencia hipotensora.

Hace varios afos que fue purificada a partir del rifién la enzima L-No N;br-"dimetil
arginina dimetil-aminohidrolasa (también llamada dimetilarginasa. E.C. 3.5.3.18).
Esta enzima monomérica (masa molecular = 31 kDa) esta involucrada en la
| regulacion de las concentraciones de MMA Lmonometil-arginina) y ADMA (arginina
dimetilada asimétrica) libres en el organismo. La dimetilarginasa hidroliza MMA vy
ADMA, formando L- citrulina y dietilamina, mientras otros analogos de la L-arginina,

no pueden servir como sustratos (figura 7).
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Figura 7 (tomado de Hicks, en prensa)
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Recientemente, fue aislada en bovinos una dimetilarginasa, la cual fue sometida a
técnicas inmunoloégicas, cinéticas y de espectroscopia con eI fin de lograr una
adecuada caracterizacion. Técnicas de “Western blot” revelarorf que la enzima esta
libremente distribuida en el bovino, pero presenta una concentracién relativamente
alta en el cerebro y el rifién. La enzima es una proteina_monomérica globular (masa

molecular = 31.2kDa), conteniendo un i6n de Zn** débilmente unido, que funciona

-~

solo para mantener ia estructura sin participar en la funcién catalitica, es decir, la
dimetilarginasa no es una hidrolasa dependiente de Zn.

Dos enzimas metal-ion-dependientes involucradas en catalisis similar a la
dimetilarginasa, son conocidas. Una de ellas es la arginina desiminasa (EC 3.5.3.6),
que convierte L-arginina en L-citrulina y NH3 (Fig. 3-6). La enzima es activada por
Mg®" y-Mn?*, y es fuertemente inhibida por Zn?*. El segundo grupo de enzimas son
arginasas (EC 3.5.3.1), que utilizan Mn2+ como cofactor, e hidrolizan L-arginina a L-
ornitina y Urea. Esta reaccidn representa la primera etapa en el ciclo de la urea..
Esta bien establecido que ocurren anormalidades en el metabolismo del Zinc
durante las enfermedades de Alzheimer y Parkinson. En estos pades'é}%ientos
incrementan los niveles cerebrales de Zinc. En consecuencia, una inhibicién de la
dimetilarginasa por Zinc, puede afectar el funcionamiento de las NOS bajo estas

condiciones. Sin embargo, se considera que se requieren mas estudios

estructurales, para entender la participacion fisiolégica de esta enzima (Hicks, en

prensa).
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Participacion del oxido nitrico en procesos patolégicos

Los efectos fisiopatolégicos relacionados con el 6xido nitric&_ Sse asocian a las
reacciones que se verifican entre esta molécula y los constituyérites bioquimicos de
la célula. La enorme afinidad del *NO con el fierro deriva en varias reacciones con
moléculas que contienén Fe' hemo, como en el caso del gr'uwpo prostético de la
guanilil ciclasa y la enzima ciclo-oxigenasa. Destacan témbién las reacciones con
moléculas que contiénen grupos Fe’-S y que intervienen en varios puntos qriticos de
las rutas metabéiicas principales, como son las enzimas cis-aconitasa y succinato-
NADH-oxidorreductasa que participan en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la
enzima NADH-ubiquinona que participa en la fosforilaciéon oxidativa. Se considera
que a través de un proceso de ribosilacion de la enzima gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasal el *"NO pudiera también interferir con la glicélisis. La influencia del
*NO con otras enzimas podria verificarse a través su reaccion directa con el glutation
( que puede ser nitrado por el oxido nitrico), en cuyo caso su concentracion
intracelular disminuye sensiblemente; pudiendo contribuir al establecimiento del
estrés oxidativo (Hicks, en prensa). Otra consecuencia de la disminucion del
glutation es la activacidon de la via de las pentosas. Del mismo modo, esta
modificacion podria tener influencia en enzimas glutation-dependientes, como la
glutatién peroxidasa. Otro blanco importante de la accion del “NO es la liberacién de
hierro cuando el 6xido nitrico interacciona con la proteina almacenadora ferritina. El

*NO puede también inhibir la sintesis de DNA a través de la reaccidén con la enzima

ribonucleotido reductasa.
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La influencia que el éxido nitrico puede tener en los procesos bioloégicos mas criticos
podria ser de control y regulacion. Sin embargo, se deben teggar presentes otras
reacciones abiertamente nocivas del 6xido nitrico, como Io,./éé' la desaminacion y
rompimiento de las cadenas de DNA. ’

Dada la gran dependehcia de calcio por parte de las oxidp nitrico sintasas (NOS), se
ha propuesto que el *NO podria estar relacionado con la ‘ neurotoxicidad del N-metil-
D-aspartato (NMDA)> (neurotoxicidad por exceso de glutamato). Algunos inhibidores
de la NOS pueden revertir el dafio. También actian como inhibidores de Ila
neurotoxicidad del glutamato los antagonistas de calmodulina y aun la hemoglobina
reducida, un conocido capturador de oxido nitrico. Se supone que el efecto nocivo
finalmente debe ser atribuido a la formacion de peroxinitrito. La superéxido
dismutasa tambien atenua el dafio neurotoxico por glutamato. La sobreproduccion
de Oxido nitrico puede jugar un papel de gran importancia en los procesos
.inflamatorios del sistema nervioso central, incluyendo aquellos derivados de

traumatismos. El "NO pudiera ser el responsable directo de la toxicidad de los

oligodendrocitos, las células productoras de mielina en el cerebro. Un exceso de
produccion de 6xido nitrico podria tener relacién con las secuelas de la meningitis,
asi como en la generacién del fenémeno doloroso en la migrafa.

En adicién a las interacciones moleculares del éxido nitrico con otras moléétjlas que
han sido previamente sefaladas, se ha propuesto un mecanismo de dafio celular
especifico para explicar la secuencia de eventos que llevan a la muerte celular. El

proceso inicia con la activaciéon de la NOS por un influjo repentino de calcio. La
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formacion de ‘NO se acompafa entonces de la presencia de otras especies
reactivas del oxigeno como el anion superoxido generado gg?siblemente por la
transformaciéon de la xantina-deshidrogenasa en xantina oxidéga, radical hidroxilo
("OH) y peroxinitrito (ONOO 7) entre otros. Aun persiste la duda de cuales son los
mecanismos por medio\de los cuales el oxido nitrico es cataboliéédo “in vivo”, por lo
que se debe estudiar la existencia y la significancia de Ia§ vias propuestas (Hicks, en

prensa).

El ’Ndy la prefez

El embarazo se caracteriza normalmente por la disminucion de la presion sanguinea,
reduccién dé Ia'\'resis:tencia vascular periférica e incremento del débito cardiaco. Se
acompana ademas de resistencia al efecto presor de sustancias vasoactiva':sv como la
angiotensina Il y la noradrenalina. Aunque se ha aceptado que estas alteraic‘i.‘c:r}wels se
- deben a una prevalencia de prostaciclinas sobre los troboxanos, reciéntemente se ha
propuesto que el *NO es la sustancia que mantiene el estado vasodilatado tipico de
la gestacion (Molnar y cols, 1994).

Desde 1989, Weiner y cols. observaron en segmentos de arteria uterina de cobayas
gestantes, que la concentracién del *NO era mayor que en las no embarazadas.
Otros autores (Kirk , 1993) encontraron en el plasma y orina de ratas gravidas, que
la concentracidon de nitratos, metabolitos estables del *NO, se elevé de 2 micromoles
hasta 6.5 al dia 15 de la prefiez, la cual declind hasta los valores iniciales al final de

la gestacién. Los mismos autores demostraron durante esta etapa, que la
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concentracion de nitratos siempre fue paralela a la produccion de GMPc y la

administracion del inhibidor especifico de la 6xido nitrico sintasa,, la L-nitroarginina,

-

suprimié esta elevacion (Kirk y Conrad, 1993). En el utero huméh’o se demostro que
la sintesis tanto del "NO como del GMPc aumenté después de ta administracion de la
L-arginina (el sustrato bara la sintesis de 6xido nitrico) o el dietil/’NO (donador de
*NO) y disminuyd con el inhibidor L—nitroarginina—metiliester. De esta manera se
confirmoé que el "NO es el responsable del aumento del GMPc y no la citrulina
(Buhimschi, 1995a,b).

Diversas evidencias indican que al acercarse el parto en la rata, la concentraci@n de
‘NO declina para dar lugar a las contracciones que prevalecen en ese periodo.
Stephen y col (1993). demostraron que la actividad de la éxido nitri(l:(‘)' sintasa
disminuyé de 6 pmoles/mg de proteina/min a 1pmole al acercarse el pérto. Se
sugiere que esta disminucidon de los compuestos vasodilatadores durante el
nacimiento permite la contraccion que domina durante este periodo. En apoyo a lo
anterior, Buhimshi y col. encontraron en el dtero humano que la concentracién de
*NO disminuy6 al acercarse el parto (Buhimmschi y cols, 1995b y Sladek y cols,
1993).

En otros érganos como el corazon, el rifion, el masculo esquelético y el esofago la
actividad de la 6xido nitrico sintasa aumenté a medida que la prefiez evoluciono
(Weiner y cols, 1994). Estos aumentos fueron paralelos a la concentracion de GMPc

(Weiner y cols, 1994) (tabla Il). Los mismos autores demostraron que en el corazén

pero no en otros érganos el tamoxifeno disminuyé la concentracion de la 6xido nitrico
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sintasa a los valores de animales no prefiadas, por lo que se supone que la actividad

de la 6xido nitrico sintasa puede estar regulada por estrogenos (Weiner y cols, 1994).
g

//;';;*'
TABLA I
_*NO en érganos de ratas prefiadas
Especie Organo Parametro Y, Cita
Cobayo Corazon, riion, [NOs y GMPc T, : Weiner C.P.
musculo esquelético Am.J.Ginecol
y-esofago 1994;171:838-43
Rata Plasma, orina NO, y GMPc? Conrad K.P. Am.J.
Physiol
1989;257:R847-
R853.
humano Placenta, trofoblasto[NOsy *NO T MyattL. Am. J.
y miometrio Obstet.Ginecol
1992;166:224-230
Yallampalli C. Am J.
Obstet Ginecol
1995;172:1577-84.
conejo Gtero NOs T Stephen M.Am. J.
Obstet Ginecol
1993;169::1285-91

NOS: ¢xido nitrico sintasa, GMPc: guanosil-monofosfato-ciclico, NO, : nitritos, 7. Estos
aumentos son comparados con no prefiadas.

Efecto de los inhibidores de la sintesis de "NO en ratas prefiadas

Estudios realizados en ratas y cobayos demostraron que la administracion crénica
del inhibidor de la sintesis de *“NO (L-nitroarginina-metilester: L-NAME) a partir del dia

1 de la gestacion hasta el ultimo tercio de la misma, aumenté la presion sistélica y
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disminuy6 el peso de los embriones. La administraciéon simultanea del inhibidor y del
sustrato revirti6 ambos efectos (Laloraya y Kumar, 1989). | o

‘En pacientes hipertensos (voluntarios), la administracién de L/a;ngnina disminuy?¢ la
presién sistdlica y diastélica con aumento en los niveleé pla‘s"'_méticos de citrulina y
GMPc (Neri y cols, ‘1995). Vale la pena mencionar quér el trinitro glicerol
(nitroglicerina), un donador de "NO, ha sido utilizado océsionalmente como relajante
uterino. Este compuésto se usé en forma de parches (Deponit 10, Schwarzpharma,
Germany) en mujeres con contracciones a pretérmino (Greenspoon, 1991 vy
Vanderford y cols, 1994).

La asociacién entre la sintesis de *NO y la presion sanguinea, ha conducido a varios
investigadores a postular que la preclampsia se debe a una produccion deficiente de
*NO (Molnar, 1984). Yallampalli y cols. (1993) demostraron que las ratas tratadas con
L-NAME desarrollaron presién sistolica elevada, disminucién del pesoc de sus
embriones e incremento de la mortalidad de los mismos, todo de manera
dependiente de la dosis. Ademas, Molnar y col (1984). enéontraroh” gue la
administracién del inhibidor L-NAME en ratas prefiadas les provocé albuminuria,
hipertensién y disminucion del peso de sus embriones, sin afectar la duracion de la
gestacion. Estos mismos autores demostraron que el efecto hipertensivo del L-NAME
no se presentd después del parto, en ratas virgenes o en ratas macho, por lo que se

sospech6 que la unidad fetoplacentaria tiene un papel muy importante en la sintesis

del 6xido nitrico (Molnar y cols, 1994).
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Recientemente Novaro y colaboradores (1996) encontraron que el L-NAME provoco
la disminucion de la sintesis de prostaglandinas E y F», en el tejigp uterino durante el
5° dia del embarazo en la rata, por lo que sospecharon que un;fé‘istema dependiente
de *NO modula la sintesis de prostaglandinas durante esté efaf)a. Otros trabajos han
establecido que el 'Nd puede estimular la actividad de {a ciclc')‘xigenasa, y de esta
manera aumentar |a‘ sintesis de prostaglandinas (Salvemini y cols, 1993). Es
probable que el *NO regule la decidualizacién endometrial por medio de su estimulo
sobre la sintesis de prostagladinas; ya que se ha demostrado que durante la
decidualizacién en la rata se elevan en forma simultanea los niveles de
prostaglandinas (E y Fa,) y de *NO (Kennedy y Lukash, 1982).

En contraste, Haddad y cols. (1995) encontraron que la pérdida temprana de los
embriones de la rata estaba asociada con la produccion de *NO proveniente de los
macroéfagos. Ademas, que la aminoguanidina, un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa
inducible, inhibié la produccion de *NO y redujo significativamente Ia pérdida de
embriones. Lo anterior apoya que el efecto del ‘NO depende del tipo celula;v:“del que
proviene; mientras el derivado del endotelio contribuye con el establecimiento de la
prefiez, el sintetizado por los macréfagos participa en el rechazo del embrién.

Uno de los mecanismos responsables de la preclampsia es la pérdida de la eficiencia
de la via L-arginina-6xido nitrico, dando como consecuencia la disminucion

plasmatica del GMPc encontrada durante este padecimiento (Kirk, 1993).
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Regulacion de la produccion de "NO.

Las regulacion de las dos principales isoformas de la c’)xidf_)hl_i.nitrico sintasa, la
inducible y la constitutiva, es completamente diferente, miéntras la primera es
inducida por citocinas o factores de crecimiento, la séguhda es estimulada por
hormonas (Moncada y cols, 1991). Liao y cols. (1996) éncontraron que la
progesterona, pero no el estradiol, revirtié el aumento dé presion sistélica provocado
en las ratas preﬁadaé después de la administracion del inhibidor L-NAME.- Ademas,
la administracién simultanea (con progesterona) del antiprogestageno RU486
(mifepristona) evité el efecto de la hormona. Lo anterior sugiere que el efecto del
*NO sobre la circulacion y la presion sanguinea es por medio de los receptores de
progesterona (Liao y cols, 1996).

Por su parte, Sugino y cols. (1996) descubrieron que la progesterona inhibid la
produccién de "NO generado por los fagocitos mononucleares del cuerpo Iutpeo de la
rata. Es posible que el efecto de la progesterona sobre la vasodilataL:fén del
embarazo se realice indirectamente; disminuyendo la produccién de *NO generado
por los macréfagos y permitiendo de esta manera que predomine la sintesis de ‘NO
generado por las células del endotelio (Sugino y cols, 1996). Aln no esta claro si el
*NO ejerce su accién por medio de la progésterona, o la progesterona estimula la
sintesis de 6xido nitrico, en lo personal pienso que se llevan a cabo los dos eventos y
que como se trata de dos isoenzimas (basicamente) el proceso- restilta ‘muy

complicado. Es necesario que primero se lleven a cabo estudios que determinen con
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exactitud cuando y en donde la progesterona estimula a la isoforma constitutiva e
inhibe a la inducible. .

En el cobayo (Weiner y cols, 1994) y la rata (Yalampalli y col$§71994) prefiadas se

encontré que los niveles séricos de 17p-estradiol aumentaron” paralelamente con la

actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial y que el gene qﬁe codifica para esta
enzima, tiene afinidad por el receptor de estrégenos. Ademas, el tratamiento de las

-~

células endoteliales con 173-estradiol aumento los niveles del RNAmensajero de la
oxido nitrico sintasa endotelial y el tamoxifeno (antiestrégeno) provoco el efecto
opuesto. Por lo anterior se sospecha que la expresion de la oxido nitrico sintasa
endotelial es regulada por estrogenos (Arnaly cols, 1996).

En contraste, Arnal y cols. (Arnal y cols, 1996) reportaron que los estrégenos
aumentaron la produccion biolégica del *“NO al disminuir la sintesis de suléé’féxido—
dismutasa. Es evidente que aun faltan estudios para poder definir con mas exactitud
el mecanismo por el cual los estrogenos y la progesterona regulan la sintesis de
‘NO.

Geller y col (1993) encontraron que los lipopolisacaridos, la Interleucina-1, el factor
de necrosis tumoral y el interferon gama aumentaron significativamente la
concentracion del RNAm de la éxido nitrico sintasa inducible de hepatocitos y la
dexametasona la disminuyd. La dexametasona es un glucocorticoide que tiene la
propiedad de impedir la labilizacién natural de las membranas (fluidez), de tal
manera, que aquellos procesos que requieran de la movilizacion de moléculas

pueden ser suprimidos (Hicks y cols, 1994; Duran-Reyes y cols, 1994).




Aunque el papel del "NO en la vasodilatacion durante la prefiez esta demostrado
(Laloraya y kumar, 1989; Stephen y cols, 1993; Weiner y cols, 1‘294 y Buhimmschi y
cols, 1995) su mecanismo de accion, origen tisular, efecto%{é:" sus metabolitos y
cuando se sintetiza ain no han sido completamente diIu:cidédé. Se ha considerado
qgue las alteraciones vaéculares de la prefiez se relacionan con uﬁa disminucion de la
concentracion de *‘NO en el endometrio, ocasionada‘por el aumento del anién

Ml

superéxido el cual se combina con el ‘NO inactivandolo (Gerda y cols, 1992).
Nosotros pensamos (Duran-Reyes y cols, 1998) que mas bien se deben a un
desequilibrio en la produccién de estos radicales libres, los cuales condqcen a una
disminucion en la relacion 6xido nitrico/peroxinitrito en la zona.

En la actualidad se ha demostrédo que el mecanismo de accién del "NO es por
medio del efecto de este radical sobre el grupo hemo de las enzimas guanilil ciclasa
(Buhimmschi y cols, 1995 y Yalampalli y cols, 1994) u oxigenasa (Salvemini y cols,
1993 y Frenchi y cols, 1994), no obstante, debido a que el *NO es una molécula con
una vida media muy corta, es probable que el mecanismo de accién de este radical
también se lleve a cabo por, medio del efecto oxidante del peroxinitrito (-ONOO)
sobre algunas macromoléculas. Los trabajos de Szabd y cols. (1997). demostraron
que el inhibidor de la éxido nitrico sintasa, N®-methyl-L-arginina, disminuyé la
oxidacion de gran nimero de proteinas provocada por el peroxinitrito generado
endégenamente en cultivo de tejidos (Szabo y cols, 1997). Por otro lado, también se
demostré que el peroxinitrito provoca una variedad de reacciones oxidativas en las

proteinas, como son la formacién de grupos carbonilos (Szab6 y cols, 1992), ademas

¢
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de apoptosis en cultivos de tejidos (Melkova y cols, 1997). Es probable que la
formacién de productos de peroxidacion de macromoléculas sea.un proceséinormal
e incluso indispensables en el proceso apoptético que se lleVa a cabo durante la
implantacion en el ttero (Parr, 1987). )

Trabajos realizados ‘de manera independiente han demostrado que las
concentraciones del *NO, anién superoxido y los productos de peroxidacién de
lipidos sé elevan en-el endometrio de la rata durante la implantacion del embrion

(Laloraya y cols, 1996 y Duran-Reyes y cols, 1998) pero se desconoce la relacion

que tienen estos productos entre si y sobre la peroxidacion de proteinas.

La implantacién del embrion

La reproduccién vivipara en los mamiferos demanda la coordinaciéon entre la
fisiologia materna y el desarrollo embrionario. Esto incluye la sincronizacién entre el
embriéon preimplantado y el epitelio preparado para la implantacién, el desarrollo
coordinado de las células maternas y fetales para la formacion de la plaéér;fa, los
requerimientos del parto y el desarrolio de la glandula mamaria para la lactancia.
Paraddjicamente, en el ratdén, la preparacién uterina para la implantacién, el
desarrollo del embrién preimplantado y el proceso de decidualizacidn pueden
proceder independientemente uno de otro. Asi, ovocitos fertilizados pueden ser
cultivados al estado de blastocistos en un medio definido y mas tarde ser transferidos

a recipientes pseudoprefiadas para completar el desarrollo en ellas. Similarmente,

ratonas ovariectomizadas no prefiadas pueden pseudoprefarse por la administracion
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de regimenes hormonales apropiados y ser inducidos a presentar decidualizacién por
un estimulo inerte tal como aceite aplicado en el lumen uterino. En los roedores, para
gue la implantacion tenga lugar, es esencial que haya urig@ sincronia entre el
desarrollo del embrién y la preparacién uterina. Este tiempo denominado “ventana de
la receptividad uterina” es relativamente corto (Glasser y cols, 1@91).

Reciéntemente, el término implantacién ha sido aplicado‘a una serie de everitos que
ocurren desde el iniéio de la interaccién del blastocisto con el endometrio hasta la
penetracién del blastocisto en él. Durante una serie de pasos exquisitamente
controlados, el blastocisto se implanta gradualmente en el estroma. La formacién de
la placenta completa al proceso de implantacién y establece un medio de soporte del
embrion hasta el término de la prefiez (Abrahamsohn y Zorn, 1993).

Ya que la implantacién es un proceso largo y complejo, algunos autores la han

E U

dividido en tres fases: en la fase 1, el blastocisto se encuentra libre dentro de la
cavidad endometrial y no ha interactuado con la superficie epitelial. En la fase 2 el
blastocisto se adhiere y penetra en la superficie del epitelio y subsecuentemente en
el estroma. Se sugiere que la fase 1 de la implantacion se inicia inmediatamente
después de la éntrada del embrién a la cavidad uterina y antes de la penetracion
activa del endometrio por el blastocisto. Durante esta etapa, el blastocisto madura y
pierde la zona pelucida (cubierta externa). La fase 2, incluye la unién del blastocisto a
la superficie del epitelio (fase de aposiciéon) seguida por la penetracién o el
desplazamiento del epitelio (fase de penetracion).

El contacto inicial se hace entre la membrana del trofoectodermo y la superficie

apical del epitelio. Las membranas plasmaticas de esas células se acomodan
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paralelas una de otra y quedan separadas por una distancia de aproximadamente
20nm. Esta fase de interaccion trofoblasto-endometrio, la cualfe;s también llamada
fase de aposicidn es seguida por la penetracion del epitelidf*’é’l trofoblasto en las
diferentes especies usa uno de los siguientes modos de :inva‘s"*lhén del endometrio: (i)
penetracién por desplézamiento, observada en el raton y Ia'}ata, en la cual las
células de la superficie epitelial degeneran y son fagocitadas por el trofoblasto; (ii)
penetracion por fusié:w: este tipo de invasidn endometrial se ve en el conejo, e
involucra células binucleadas en los rumiantes. El trofoblasto se funde con las células
epiteliales y forma un sincicio que penetra la membrana basal del epitelio; (iii)
penetracion por intrusién: este modo de invasidon endometrial es tipica de los
carnivoros, en ellas el trofoblasto penetra a través del epitelio y la memb.réar;; basal
del epitelio. La fase lll es la dltima fase de la implantacion, durante esta etapa
empieza la formacién de la placenta (Denker, 1993; y Abrahamsohn y Zorn, 1993).

La preparacion uterina para la implantacion esta bajo la regulacion estricta de
progesterona y estrégenos. Los estrogenos ovaricos sintetizados de una manera
ciclica causan proliferaciéon celular uterina la cual se restringe al epitelio en sus
regiones luminal y glandular. En el ratén, si ocurre la copulacion, los cuerpos luteos
son mantenidos, crecen y sintetizan progesterona. La progesterona suprime la
proliferacion epitelial y prepara a las células estromales para responder al estrogeno
nidatorio entre los dias 3 y 4 de prefiez. El estrogeno nidatorio es absolutamente
requerido para la implantacién y la subsecuente proliferacion de las células

estromales. Hay un periodo receptivo relativamente corto durante el cual el

blastocisto puede atacar al epitelio uterino e implantarse (Psychoyos, 1986). Durante
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la implantaciéon, las células epiteliales mueren por apoptosis y hay una
transformacion de las células estromales a deciduales. La decidﬁalizacién, la cual es
estrictamente dependiente de la presencia de progesterona,/fﬁbluye una marcada
respuesta proliferativa y de diferenciacion de las células estromales uterinas para
dar lugar a la decidua due va a rodear al blastocisto (Psy.choyo's', 1960; 1973 y 1976
y Abrahamsohn y Zorn, 1993). ‘

La implantacién del émbrién de la rata, un evento que se inicia en la noche del 6° dia
de prefiez (dia 1, aquel en el que se encuentran espermatozoides en el frotis vaginal
en estro), es precedida por la diferenciacion del endometrio materno no rééébtivo a
uno receptivo. Esta transformacién implica un incremento en la permeabilidad
vascular, presencia de edema y la adquisicion de la capacidad de decidualizarse
(Kennedy, 1977'y Hicks, 1983). En respuesta a los estimulos embrionarios, hay un
aumento local en la permeabilidad vascular en los sitios donde se implantara el
blastocisto, este permite que se presente la extravasacion de albumina, fenédmeno
que ha sido utilizado para localizar macroscépicamente las zonas del endometrio en
las que se implantara el embrion, llamadas sitios de implantacién (Sl); ya que si se
administra por via endovenosa un colorante al animal embarazado, es factible
observar en el utero zonas coloridas que corresponden a los sitios de implantacion.
- El estimulo y los factores esenciales que se requieren para inducir este incremento
en la permeabilidad vascular no han sido dilucidados perfectamente. Este cambio y
la decidualizacion pueden ser inducidos por diversos mediadores proinflamatorios
tales como las prostaglandinas, los leucotrienos y el factor activador de Iaé Eprlez'aquetas

generados por el utero y/o los tejidos embrionarios. (Hiks, 1983). La produccién de
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estas sustancias es parcialmente dependiente de la actividad de fosfolipasa A;, una
enzima involucrada en la movilizacion dve acidos grasos (Hicks,w,j983; Johonson y
Dey, 1980 y Vilar-Rojas y Hicks, 1882a).

Diversos trabajos han establecido que el "NO puede estimular la actividad de la
ciclooxigenasa y de e‘sta manera incrementar la sintgsis de"prostaglandinas en
diferentes tejidos. Por otro lado, se conoce que las prostéglandinas E y F,, inducen
decidualizacién endoﬁwetrial (Vilar-Rojas y Hicks,1882b). |

La presencia de 6xido nitrico sintasas en el tejido uterino fue descubierta por Suburo
y Chaud (1995). En el utero, hay al menos dos isoenzimas de ésta; una constitutiva
dependiente de calcio presente en el endotelio y en el sistema nervioso y la otra,
citocina-inducible, calcio-independiente y encontrada en una variedad de tejidos y
celulas, inclﬁyendo las células endoteliales y los macréfagos (Suburo y haud, 1995).
Aunque la participacién de °NO ha sido demostrada en algunos. eventos
reproductivos, Ié ovulacién y el parto, su papel en la implantacion embrionaria aun es
desconocido (Shukovski y Tsafriri, 1994 y Yalampalli y Garfield, 1993).

Trabajos recientes han establecido que el "NO regula la produccion de cGMP y
prostaglandinas por medio del efecto estimulador de este radical libre sobre el grupo
hemo de las enzimas guanilil ciclasa (Ignarro ,1992) y la ciclooxigenasa (Salvemini y
cols, 1993). Considerando estas evidencias, proponemos que las presen“cia‘s y por
supuesto la participacion del ‘NO y el GMPc son imprescindibles en el ‘éitio de
implantacion del embrion durante la etapa de maxima receptividad contribuyendo en

el aumento de la fluidez de la membrana (Laloraya, 1990), asi como en el aumento
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de la permeabilidad vascular necesarias para la formacion del edema (Naoki y cols,
1997). La sintesis de cGMP es regulada por el *"NO. En estuyqi_os realizados en el
endometrio de la rata, Vilar y Hicks (1982a) demostraron quié';la concentracion de
GMPc asi como la hidratacibn se encuentran mas elevados en el sitio de
implantacién del embﬁén que en el tejido adyacente (no sitié). El aumento de la
hidratacién es una cgnsecuencia del aumento de la ﬂl.;idez de las membranas. Es
probable que la fluidez sea una de las consecuencias provocada por la peroxidacion
de biomoleculas dependiente de *NO.

En el presente trabajo se pretende investigar si la inhibicion de la sintesis del *NO en
el endometrio de la rata afecta la eficiencia de la implantacion por medio de una

disminuciéon en la concentracion de GMPc concomitante con alteraciones en la

peroxidacion de lipidos y la oxidacién de proteinas.
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JUSTIFICACION

La mayoria de las alteraciones vasculares descritas durante la prefiez se han
asociado con una disminucién de la produccién del relajante natural "NO en los
endotelios. Esta disfunciéon ocasiona un desequilibrio en las concentraciones del
*NO y O," a favor del dltimo. Por ello disminuye la concentracion de °NO y
desfavorece su union con el grupo hemo de enzimas como la guanilil ciclasa, en
cambio, favorece la reaccion entre el *NO y el O,". Bajo estas circunstancias, el
anién superoxido reacciona de manera preferente con el “NO. La unién de estos
dos radicales da como resultado la formacion de otras especies reactivas tanto del
oxigeno como del "NO, como es el caso del peroxinitrito, que tienen la habilidad de
provocar peroxidaciones en las diversas biomoléculas (Bolli, 1991).

La participacion del *"NO en aquellos procesos que involucran al GMPc .ha sido

demostrada en diversos o6rganos, asi como la participacibn de uno de sus
metabolitos, el peroxinitrito, en algunos de los procesos de muerte celular por
apoptosis. Durante la prefiez, pocos son los trabajos que se han realizado acerca

de la participacion de oxido nitrico y sus metabolitos y menos aidn durante la

implantacion.

Durante la implantacién del embrién, que es un proceso muy complejo en el cual

el utero debe aumentar su permeabilidad vascular para permitir la nutricion
adecuada del embrién, esta demostrado que la participaciéon de los radicales libres
del oxigeno es necesaria para que se modifique tanto la fluidez de las membranas

la aumento de 4@ permeabilidad vascular en el Utero durante la fase de aposicion

de la implantacion.
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Por otro lado, es probable que otro radical libre como es el "NO, participe en el

proceso de implantacién por medio de sus efectos directos, como es la activacion

de la guanilil ciclasa, e indirectos, como la peroxidacion de biomoléculas.

HIPOTESIS
El *NO (derivado de la arginna) y sus efectos indirectos o secundarios son

indispensables en el Utero para la implantacién.

OBJETIVO GENERAL
Investigar el efecto del inhibidor especifico de la dxido nitrico sintasa, la L-nitro-
arginina, sobre la implantacién del embrién y en el tejido uterino sobre la
concentracion de GMPc (efecto directo) y el grado de peroxidacién de lipidos y de

proteinas (efecto indirecto).

OBJETIVOS PARTICULARES _.
» Analizar el efecto de la L-nitroarginina sobre la concentracion del GMP ciclico
en el tejidove'ndoméytrial del sitio (SI) y no sitio de implantacion (NS) del cuerno
tratado y comparario con el control.

e
o Analizar el ;ejecto de la L-nitro-arginina sobre el grado de peroxidacion de

lipidos y proteinas en el mismo tejido.
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e Analizar el efecto de un donador de *NO, nitroso-glutation y el de un exceso del
“sustrato L-arginina sobre los parametros mencionados.
e Evaluar macroscopicamente en el dia 6 de prefiez, el nimero de sitios de
implantacion.

e Aldia 19 de prefiez evaluar el % de mortalidad de embriones.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico

Se utilizaron 40 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley, de 9-10 semanas de
edad, cdn un peso aproximado de 250g, mantenidas bajo condiciones controladas
de luz y temperatura y con alimentacién y agua ad libitum. Estas se aparearon por
el método dektrio (un macho y 2 hembras) con machos de fertilidad comprobaday
el resultado del apareo fue confirmado a la manana siguiente por la presencia de
espermatozoides en el frotis vaginal; ese dia se consideré como dia 1 de prefiez
(Reinius, 1967).

Las ratas se distribuyeron al azar en 4 grupos de 10 ratas cada uno: “A”, “B”, “C" y
“‘D”. A cada rata (grupo “A”) del 5° dia de prefiez se le administr6 (a las 12.00 h.)
en el lumen del cuerqb uterino derecho (tratado), 114 nmoles de Nw-nitro-L-
arginina (Kirk, 1993 y éuhimschi, 1995). (SIGMA CHEMICAL CO.) contenidos en
50ul de soluciéﬁ?ﬂsalir}‘ma al 0.85%. Los tratamientos fueron aplicados previa
anestesia con.;je%gdrobenzoperidol (6.5mg/Kg de peso) y ketamina (60mg/Kg de

peso) y laparotomia ventral media. En el cuerno izquierdo (control) se administro

49




la misma concentracion pero de D-arginina. De la misma manera, otros dos
grupos mas se trataron con las siguientes variantes solo en el cuerno derecho:
grupo “B”, se les administré 114 nmoles de Nw-nitro-L-arginina mas 228 nmoles
de nitroso-glutation (donador de °NO); grupo “C” fueron tratadas ademés del
inhibidor, con 342 nmoles del sustrato L-arginina. Para valorar el efecto de la
manipulacion experimental, un cuarto grupo (“D”) fue tratado en ambos cuernos

con 114 nmoles de D-arginina (tabla Il1).

Tabla Il

Tratamiento administrado a cada grupo el dia 5 de prefiez

grupo cuerno izquierdo cuerno derecho

A D-arginina L-nitro-arginina

B | D-arginina L-nitro-arginina+nitroso-
glutation

C ' D-arginina L-nitro-arginina+L-arginina

D D-arginina D-arginina

Después de la administracion intraluminal todas las ratas fueron suturadas.

A las 24 horas de la c'irugia (6° dia de prefiez; dia de la aposicion del embridn)
(Abrahamsohn, 1893) g cinco ratas de cada grupo fueron sacrificadas, previa
inyeccién intrav’é’q6sa de 0.8mi del colorante de azul de tripan al 1% en agua. Los

Uteros se extrajeron, el cuerno derecho (tratado) se separd del izquierdo (control),

ambos se liberaron de la grasa y los sitios de implantacién (Sl) tefidos con el
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colorante se separaron de los no tefidos o sitios de no implantacion (NS). Esfos
fragmentos se utilizaron para las determinaciones bioquimicas previa
homogeneizacion del tejido. Las 5 ratas restantes se dejaron evolucionar hasta el
dia 19 de prefiez, tiempo en el cual se sacrificaron para observar el nimero de

reabsorciones y embriones implantados.

Homogeneizacién

Los fragmentos correspondientes al Sl y NS se hdmogeneizaron por separado al
20% en un amortiguador de fosfato de sodio 20mM pH 7.4 con tubo y pistilo de
vidrio utilizando un homogeneizador “Caframo” Wiarton Ont Stirrer Tipo RZ’”IA.'\’”I‘-64.
Los homogeneizados se centrifugaron a 10000 rpm x 15 min y en los
sobrenadantes se realizaron las determinaciones bioquimicas. En todos los casos
se utilizé una centrifuga Beckman J2-HS y rotor JA 20.1 (Duran-Reyes y col,

1994).

Determinaciones bioquimicas

GMPc. La medicion de GMPciclico se realiz6 con una técnica de
radioinmunoensayo, utilizando un equipo de reactivos (AMERSHAM LIFE
PRODUCTS) de AMERSHAM. EI equipo contiene un estandar de GMPciclico, un
trazador del mismo maIrcado con 1'?® y dos anticuerpos contra él, uno de los cuales
contiene una péﬁfculé magnetizable que permite la separacién del conjugado
antigeno-anticiéf?b. El ensayo se basa en la competencia entre una cantidad

desconocida de GMPc¢ sin marca y una cantidad fija de GMPc marcado por un

ndmero limitado de sitios de unién en el anticuerpo especifico para GMPc.
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Se utilizaron 200ul de cada uno de los sobrenadantes, estos se precipitaron con
un volumen igual de acido tricloroacético al 10% p/v y el sobrenadante obtenido
después de centrifugar a 2000 g/15 min fue el que se utiliz6 en el sistema de
reaccion.

El equipo para la determinacion de GMPc contiene: 1) un amortiguador de acetato
de sodio 0.05M pH 5.8, 2) un estandar que contiene 128 fmoles de GMP¢/100ul de
amortiguador de acetato de sodio 0.05M pH 5.8 al cual se le realizan una se_rie de

6 diluciones 1:2 con el fin de tener 5 estandares de 64, 32, 16, 8,4y 2 fmoléé/fOO
pl para la curva ésténdar 3) un trazador que consiste de guanosina 3°, 5" acido
fosforico ciclico 2°-0-succinil 3-('?*l) iodotirosina metil-ester, 41KBq, 1 pCi
liofilizado el cual se reconstituye en amortiguador de acetato de sodio 0.05 M 4) un
antisuero de coﬁejo anti-GMPciclico. Este se reconstituye en amortiguador de
acetato de sodio y 5) un segundo anticuerpo Amerlex-M que viene listo para
usarse. |

En el sistema de reaccién se incluyen un tubo para cuentas totales, un estandar
cero (Bo), siete tubos para la curva estandar y un tubo para cada una de las

muestras problema. El sistema de reaccion es como se representa en la tabla IV.

-
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Tabla IV

Sistema de reaccion para GMP ciclico

Cuentas totales Estandar 0(Bo) Estandares Problemas
ul
Amortiguador - 100 - -
Estandar - - 100 -
Problema - - - 100
1° anticuerpo - 100 100 100

Incubar 30°C/1 H.
Trazador 100 100 100 100
Incubar 8°C/18 H.

2° anticuerpo - 500 500 500

Se incubd 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 10 minutos a 3000
rpm. Se decant6 el sobrenadante y en el sedimento se conté la radioactividad en
cuentas por minuto (cpm).

Para calcular los resultados de problemas vy esténdares‘y construir la curva de

calibraciéon se determina el % cpmBo/cpmTC con la siguiente férmula:

%Bo/TC = cpm de Bo/cpmTC x 100
En donde:
Bo = cuentas por minutin (cpm) del blanco y
TC = cpm totales:(del compuesto radioactivo)
También se deté’}ﬁina el % de B(cpm del problema o estandar)/Bo(cpm del blanco

<

con la siguiente formula:




%B/Bo = cpm del estandar o muestra/cpm Bo x 100

La curva estandar se construye colocando el %B/Bo en el eje de las “Y" y la
concentracion de GMPc o el logaritmo de dicha concentracién, para hacer.la .
funcion lineal, en el eje de las “X”. La concentraciéon de los problemas se lee

directamente interpolando en la curva.

Grupos carbonilos (para medir peroxidacién de proteinas): por medio de la técnica
con 2,4-dinitrofenilhidracina (DNFI) (Shacter y col, 1996). De cada uno de los
sobrenadantes obtenidos, se tomaron dos alicuotas de 600ul (0.7-1.0 mg de
proteina). Ambas muestras fueron precipitadas con 200ul de acido tricloroé‘ééfico
al 10% y centrifugadas a 3000 g/10 min. Uno de los sedimentos obtenidos fue
tratado con 300ul de HCI 2 N y el otro con igual volumen de DNFI al 0.2% p/v en
HCI 2N. Las dos muestras se incubaron a 25°C durante 60 min en un bafio con
agitacion y en seguida a cada una se les agregaron 400ul de una mezcla de etanol
y acetato de etilo 1:1(w/v). Posteriormente se centrifugaron a 3000 g/10 min y los
precipitados asi obtenidos se lavaron 6 veces mas con etanol-acetato de etilo: Los
sedimentos se secaron cuidadosamente y se disolvieron en 600 pl de guanidina 6
M HCI disuelta en fosf?to de sodio 20 mM pH de 6.5. Los restos insolubles se
eliminaron por ééntrifu;]acién a 3000g/10 min. La concentraciéon de hidrazonas
alifaticas formadas por la reaccion de la DNFI con los grupos carbonilos de las
proteinas se dﬂ’éii;;miné corriendo un espectro de 200 a 800 nm a las muestras

extraidas con guanidina. La diferencia de absorbencia en el pico maximo (376nm)
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entre la muestra tratada con DNFI y la control tratada con HCI se determiné y el
resultado fue expresado como nmoles de DNFI incorporados/mg de proteinas. Los
calculos se basaron en un coeficiente de extincion de 21.0 mM”' cm™ para la

mayoria de las hidrazonas alifaticas (Shacter y cols, 1996).

Malondialdehido (producto de lipoperoxidacién). A una alicuota de 200 pl de cada
uno de los sobrenadantes se le agregaron 360 ul de una mezcla de reaccion que
contenia 200 pl de SDS al 7%, 2ml de HCI 0.1M, 300 ul de acido fosfotunggtico al
10%, 1ml de acido tiobarbittrico (TBA) al 0.67% y para prevenir la propagé;ign de
la lipoperoxidacién durante el ensayo, se agregaron 100 pl de hidroxitolueno 0.2
mM. Hecha la mezcla se dejaron hervir los tubos por 30 minutos en un bafo de
agua, se enfriaron y el del TBA aducto se extrajo con 500ul de butanol. Para la
curva, estandares de malondialdehido, este se obtuvo por la hidrélisis acida de
1,1,3,3, tetraetoxipropano durante toda la noche en presencia de HCI 0.1M
(Sinnhuber,1958).

Como parametro de referencia se midieron proteinas por el método de Lowry
(1951).

Estadistica. Los resultados se expresaron como la mediatdesviacion estandar. El
analisis estadistico utiljiado para comparar entre grupos fue la prueba de ANOVA

y la prueba HSD de Tukey. Para comparar los porcentajés se utilizé la prueba de

ARCOSENO. l;g/IDSO.OS fue considerada significativa en todos los casos.
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'RESULTADOS

Efecto de la L-nitro-arginina sobre la implantacién v la mortalidad embrionaria (“A”)

El nimero de sitios de implantacién se consideré como el de zonas del Gtero que
al 6° dia de prefiez (dia de la implantacidn) se tifieron con el colorante de azul de
tripan, el nimero de embriones implantados correspondio a la suma de embriones
al dia 19 mas los nédulos de reabsorcidén, el por ciento de implantaciéon para cada
grupo se calculé tomando como 100% de implantacion al nimero de sus sitios de
implantacion y calculando que porcentaje tiene el numero de embriones
implantados. Como en la tabla se reportd como inhibiciéon de la implantacién, el

valor encontrado se le resta a 100. Por lo anterior se aplican la siguientes

formulas.

Embriones implantados = embriones al dia 19 + nédulos de reabsorcion.

% de inhibicion de la implantacién = 100 - [embriones implantados x 100 ]
sitios de implantacion .

-~

La mortalidad embrionaria se determin6 considerando como 100% al nimero de
embriones implantados’y calculando el porcentaje para los embriones al dia 19.
De aqui se aplica.la siguiente formula

=g

% de mortalidad embrionaria = 100 ~ [ (embriones al dia 19) x 100 ]
embriones implantados
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El numero de sitios de implantacion en el cuerno uterino tratado con L-nitro-
arginina fue de 4.9+1.3, no present6 diferencias significativas al compararse con el
control (5.1+0.8). Al dia 19 de prefiez en el mismo cuerno hubo cero embriones,
3.242.1 nbédulos de reabsorciéon, 3.2 embriones implantados, la implantaciéon se
inhibié en un 34.7% y la mortalidad embrionaria fue del 100%; estos valores fueron

significativamente diferentes a los del control (tabla V).

Efecto de la L-nitro-arginina + nitrosoglutation (grupo “B”) sobre la implantacion y

la mortalidad embrionaria

Entre el cuerno tratado con nitroso-glutation y el control no hubo  diferencias
significativas: 5.5+0.9 sitios de implantacién del derecho contra 5.1+0.8 del control;
2.9+0.4 embriones viables y 1.2+0.7 nédulos de reabsorciéon en el cuerno derecho
y en el control 3.2+0.5 y 1.1+0.7 respectivamente; 4.1 embriones implantados en
el derecho y 4.3 en el control; 18% inhibid.a la implantacién en el derecho y en-el
control 15.7, finalmente el por ciento de la mortalidad de embriones en el cuerno

derecho fue del 29.3% y del 25.6% en el control (tabla V).

Efecto de la nitro-L-arginina + L-arginina (grupo “C”) sobre la implantacion vy la

mortalidad embrionaria

Entre el cuerno :gj_erin}o tratado con nitro-L-arginina +\L—arginina y el ;cqntrol
tampoco hubo dj;g}fencia‘ls. Para el cuerno derecho 4.8+0.9 sitios de implantacion y
para el contro‘l’r‘g..14_ro.8, 3.1+0.8 embriones al dia 19 y 1.3+0.9 ndédulos de

reabsorcién para el derecho y 3.2+0.5 y 1.1+0. para el control, 4.4 embriones
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implantados en el derecho y 4.3 en el control, 8.4% inhibida la implantacic’:n en el
derecho y 15.7% en el control y finalmente del 29.5 % fue la mortalidad de
embriones en el tratado y 25.6% en el control. El propésito- de este grupo es
determinar si el sustrato, L-arginina, es capaz de revertir el efecto del inhibidor

(tabla V).

Efecto _de la D-Arginina {(grupo “D”) sobre la implantaciobn vy la mortalidad

embrionaria

Para valorar el efecto de la cirugia y la contaminacion posible del cuerno control
(izquierdo) con fos compuestos administrados en el derecho se dfseﬁo este grupo.
No se encontraron diferencias entre el cuerno izquierdo y el derecho tratados con
D-arginina.

Como el cuerno control izquierdo y el derecho respondieron de manera similar al
tratamiento con el analogo inactivo D-arginina, los resultados anteriores se

pudieron resumir en una sola tabla (tabla V)
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TablaV

tratamiento sitios de embriones al nbdulos de embriones % de % de
implantacion dia 19 reabsorcion  implantados inhibicion de  mortalidad
implantacion embrionaria

D-arginina | 5.1+0.8 3.2+0.5 1.1+0.7 4.31+0.6 15.745.1  25.615.5
(control:
grupo “D”)

L-nitro-arg.| 4.9+1.3 *0 *3.2+1.1 *3241  *34.749.3  *100+0
(grupo”A”)

L-nitro-arg
+nitroso- 5.5+0.9 2.9+04 1.2+0.7 4.1+0.5 18.0+£8.3 29.316.2
glutation

(grupo *B")

L-nitro-arg.| 4.8+0.9 3.1+0.9 1.3+0.9 4.4+0.9 8.4+5.4 29.5+7.3
+L-arg
(grupo “C")

En todos los casos N=10. X+DE. *Con ANOVA y prueba HSD deTukey diferente
con respecto al control con p<0.001. Para el % de inhibicién de la implantacién y
el % de mortalidad embrionaria por ARCOSENO hay diferencias entre el grupo “A”
y el “D” con una p<0.01, entre los otros grupos la p>0.05 (no hay diferencias).

Concentracion de GMPciclico

LLos resultados de los problemas se calcularon en base a la curva de calibracion

de GMPc. La tabla VI muestra los resultados de las cuentas por minuto y los de

~

las relaciones de %B/C y %B/Bo, con estos se monté la curva estandar como se
g

indicé en la metodologid. La figura 8 representa la curva de calibracion de GMPc
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Tabla Vi

Reporte de la radioactividad en cuentas por minuto (cpm) para la curva de

GMPc

Tubo cpm %B/TC %B/Bo
Total de cuentas(1C) 14111 _ -
Fijacion inespecifica 279 1.9 -
Estandar O (Bo) 6112 43.3 ' 100
2 fmoles 5530 - 90.4
4 fmoles 5240 - 85.7
8 fmoles 4305 - : 70.4
16 fmoles 3640 - 59.5
32 fmoles 2470 - 40.4
64 fmoles 1680 - 27.4
128 fmoles 1140 - 18.6
homogeneizado 5150 - 84.2

Datos del ensayo de GMPciclico para obtener la curva de calibracion
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Figura 8

Curva estandar de GMPciclico

Para determinar la concentracion de cada problema, a las cpm se les determiné la
relacion %B/Bo. Por ejemplo, para una alicuota de homogeneizado que contuvo
3.04 mg de proteina y con una lectura en cpm de 5150 le correspondio una
relacion de %B/Bo de 84.2, que al interpolarse en Ia curva da un valor de 3.8
fmoles y al interpolarse\ en la recta da un valor de 3.77 (después de sabar el
antilogaritmo). E;t;_a resultado al reportarse por mg de pro;teina dio 1.23 fmoles de
GMPc/mgr de pr((g;lna |

I’A-(-’
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En los sitios de implantacién, la concentracion de GMPc fue significativamente
menor (p<0.01) en el cuerno derecho tratado con con nitro-L-arginina (1.243+0.30
fmoles GMPc/mg de proteina) que en el control izquierdo con D-arginina
(1.703+0.41 fmoles GMPc/mg de proteina). En los sitios de implantacion ge las
ratas tratadas con Nitro-L-Arginina + nitroso-glutation, la concentracion de GMPc
no varié significativamente con respecto a su control, D-Arg, 1.601+£0.32 vs
1.59940.29 fmoles GMPc/mg de proteina, lo mismo sucedi6é con el grupo de ratas
tratadas con nitro-L-arginina + L-arginina: 1.741+0.43 contra' 1.70£0.72. En el

grupo de ratas tratadas en ambos cuernos con D-arginina, tampoco hubo
diferencias significativas: 1.686+0.31 en el izquierdo y 1.711 fmoles GMPC/mg de

proteina en el derecho (figura 9).
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Figura 9
Efecto de la L-nitro-arginina (&) sobre la .concentracién de GMPc en el tejido
uterino del sitio de implantacion. D-arg:D-arginina, nitroso-
glu:nitrosoglutation. Control:cuerno izquierdo tratado con D-arginina.
Problema:cuerno der?e‘cho tratado con los compuestos indicados. *

diferencias sig’n{ivﬁcativas, p <0.01 por ANOVA y prueba HSD de Tukey.




En el no-sitio, el comportamiento fue similar, el cuerno tratado con L-nitro-arginina,
tuvo menor concentracion de GMPc que su control D-arginina: 0.780+0.23 vy
1.302+0.31 respectivamente. Los cuernos tratados con Lnitro-arginina + nitroso
glutation, nitro-L-arg + L-arg y D-arg no tuvieron diferencias significativas con
respecto a su control: 1.331+0.4 vs 1.29640.5, 1.250+0.31 vs 1.208+0.4 vy

1.355+0.55 vs 1.299+0.6 fmoles GMPc/mg de proteina (figura 10).
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Figura 10
Efecto de la L-nitro-arginina (&) sobre la concentracién de GMPC en el tejido
uterino  del no-sitio de implantacion. D-arg:D-arginina, nitroso-
glu:nitrosoglutation. Control:cuerno izquierdo tratado con D-arginina.
Problema:cuerno derecho tratado con los compLéstos indicados. *
diferencias sigqificatiﬁas, p<0.01 al comparar con su control por ANOVA y

prueba de HSD de Tukey.
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Al comparar la concentracion de GMPc entre el sitio y el no-sitio encontramos que

en todos los casos el sitio fue mayor significativamente con p<0.05 (tabla Vil y

figura 11).
TABLA VIl
GMPc:datos comparativos entre el sitio y el no-sitio
D-arg L-nitro-arg(&)  &+nitroso-glu &+L-arg
sitio Y. 1.70+0.6* 1.24+0.4* 1.60£0.5 1.74+0.7*
no-sitio 1.30+£0.3 0.78+0.2 1.3310.4 1.2540.5

X#DE. Diferencias significativas al comparar con el no-sitio. *p<0.05. N=10 por
ANOVA y prueba HSD de Tukey.

Peroxidacion de proteinas

Para determinar la peroxidacion de proteinas se corrieron en cada experimento
dos espectros multiples, uno para el cuerno uterino tratado con el inhibidor y otro
para el control tratado con D-arginina. Las fenilhidrazonas que se forman cuando
los grupos carbohilos reaccionan con la dinitrofenilhidracina (DNFH) absorben a
375 nm. Para cada probrema se metié un blanco de su teﬁdo, el que después se
resto, pero que no contiene DNFH, ademas, se corrioé un espectro de DNFH- (tabla

Villy figura 11).

66




TABLA VIII

No muestra absorbencia absorbencia absorbencia
del problema del Blanco real
(P) (B)
1 cuerno L-nitro- 0.05852 0.02325 .03527
arg.-sitio
2 cuerno L-nitro- 0.02579 0.00957 0.016_22 ;
arg.-no sitio
3 cuerno-D-arg.- 0.05797 0.01079 0.04718
sitio
4 Cuerno D-arg.-no 0.05429 0.00761 0.04668
sitio
5 DNFH 0.07901 - 0.07901

Absorcién a 376 nm. de cada uno de los problemas y sus blancos respectivos

(figura 11)
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En el sitio de implantacioén; la concentracion de carbonilos en el cuerno tratado con
nitro-L-arginina fue considerablemente menor que su control, 0.161+0.04 vy
0.46710.14 nmoles de carbonilos/mg de proteina. En el mismo tejido, los otros
grupos no presentaron diferencias significativas al compararse con su cuerno
control: 0.62+0.24 y 0.57+0.25 para nitro-L-arginina + nitroso-glutation, 0.55+0.14 y
0.45+0.16 para nitro-L-arginina + L-arginina y para D-arginina 0.46+0.17 y

0.4540.12 nmoles de carbonilos/mg de proteina (figura 12).
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Figura 12

Efecto de la L-nitro-arginina (&) sobre la peroxidacion de proteinas en el
tejido uterino del sitio de implantacién. D-arg:D-arginina, nitroso-
glu:nitrosoglutatién. Control: cuerno izquierdo tratado con D-arginina.

Problema: cuerno derc;cho tratado con los compuestos indicados *diferencia

por ANOVA Yy prueb_a HSD de Tukey al comparar con sﬁ control, p<0.001.
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En el tejido del no-sitic no hubo cambios significativos al comparar los cuernos

tratados con sus respectivos controles. nitro-L-arginina: 0.12+0.06 y 0.16x0.07,
nitro-L-arginina + nitroso-glutation: 0.14+0.04 y 0.16+0.05, nitro-L-arginina + L-
arginina: 0.19+0.04 y 0.15+0.03 y para D-arginina 0.16+0.04 y 0.15+0.03 (figura

13).
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Fikgura 13
Efecto de la L-nitro-arginina (&) sobre la peroxidacién de proteinés en el
tejido uterino del no-sitio de implantaciéon. D-arg:D-arginina, nitroso-
glu:nitrosoglutation. Control:cuerno izquierdo tratado con D-arginina.

Problema:cuerno derecho tratado con los compuestos indicados.

*diferencias CO;I respecto a su control, p<0.01 por ANOVA y HSD de Tukey.
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Al comparar la peroxidaciéon de proteinas entre sitio y no sitio las diferencias en
todos los casos fueron significativas con una p< 0.001 como se indica en la tabla
IXI.

Tabla IX

Peroxidacién de proteinas: datos comparativos entre el sitio y el no-sitio

D-arg L-nitro-arg(&)  &+nitroso-glu  &+L-nitro-arg
sitio *0.46+0.18 0.160+0.06 *0.62+0.22 *0.55+0.16
no-sitio 0.15+0.07 0.12+0.05 0.14+0.04 0.19+0.06

X#DE. Diferencias significativas al comparar con el no-sitio. *p<0.01. por ANOVA y
HSD de Tukey. N=10 para todos los grupos.

Peroxidacién de lipidos.

Para determinar la concentracién de malondialdehido, como una medida del grado
de lipoperoxidacién, se monté una curva estandar de 1,1,3,3,3

tetrametoxipropano, cuyos resultados aparecen en la figura 14
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Figura 14

Curva estandar de malondialdehido

Los resultados de los problemas se determinan interpolando las absorbancias de

los problemas en la curva y multiplicando por la dilucion de la muestra.

En el sitio de implantacion, el nivel de peroxidacion de lipidos fue
significativamente mayor (5.42+1.14 nmoles malondialdehido/mg de proteina) en
el cuerno uterino-tratado con nitro-L-arginina que en su control (3.59+0.71). Los

otros grupos no presentaron diferencias al comparar los cuernos problemas con

sus controles: H%L-arginina + nitroso-glutation: 3.24+0.91 y 3.65+1.03; nitro-L-
=

arginina + L-arginina: 3.36+0.71 y 3.09+0.85 y D-arginina: 3.77+1.42 y 3.65+1.52

(figura 15)
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Figura 15
Efecto de la L-nitro-arginina (&) sobre la lipoperoxidacién en el tejido uterino
del sitio de implantacion. D-arg:D-arginina, nitrose-glu:nitrosoglutation.
Control:cuerno izquie’r‘do tratado con D-arginfna. Problema:cuerno derecho

tratado con los compuestos indicados *diferencias al comparar con su

control por ANO:;V/A y HSD de Tukey p<0.01
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En el no-sitio de implantacion, no hubo diferencias significativas. nitro-L-arginina:
4.264+1.43 en el cuemo problema contra 3.590+1.24 nmoles de
malondialdehido/mg de proteina del control; nitro-L-arginina + nitroso-glutation:
3.131+0.99 contra 3.54+0.89; nitro-L-arginina + L-arginina: 3.24+1.4 y 3.48+0.61 y

D-arginina: 3.388+0.89 contra3.44+0.55 (figura 16).
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Efecto de la L-nitro-arginina (&) sobre lipoperoxidacion en el tejido uterino
del no-sitio de implantacion. D-arg:D-arginina, nitro§o-glu:nitrosoglutatién.
Control:cuerno izquierdo tratado con D-arginina. Problema:cuerno derecho

tratado con lo$ compuestos indicados. *diferencias con respecto al control,

~ por ANOVA y HSD de Tukey p<0.01.
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Al comparar el nivel de lipoperoxidacion entre el sitio y el no sitio solo se

encontraron diferencias en el tratado con L-nitro-arginina, como lo muestra la tabla

X.
TABLA X
Lipoperoxidacion: datos comparativos entre el sitio y el no sitio
D-arg L-nitro-arg(%) &+nitroso-glu  &+L-arg
sitio 3.7+1.1 5.42+1.8 3.24+1.2 3.36+1.5
No-sitio 3.4+1.1 4.26+1.7 3.13+1.2 3.80+1.1

X+DE. No hay diferencias por ANOVA y HSD Tukey al comparar con el no-sitio
con p<0.05. N=10.

Todas las determinaciones fueron reportadas por 1mg de proteina. La
determinacion de proteinas para cada homogeneizado se realizé interpolando la
densidad 6ptica de cada problema en una curva estandar de albimina bovina con

las concentraciones que se muestran en la figura 17.
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DISCUSION
En la actualidad se sabe que el "NO, via GMPc, es uno de los relajantes bioloégicos
mas importantes, hay evidencias que sugieren que el tono vasorelajado de la prefiez
se debe al ‘NO; ya que éste se encuentra elevado durante el embarazo y los
inhibidores de su sintesis producen hipertension y rechazo del embrién. La mayoria
de estos trabajos se han limitado a las determinaciones plasmaticas de *NO y GMPc
y son escasos los que han hecho las determinaciones in sifu y en una etapa definida
de la prefiez (Laloraya y Kumar, 1989 y Nathan, 1992).
La implantacién del embrion es un fenémeno clave en el establecimiento adecuado
de la prefiez, ya que significa la primera interaccion entre el endometrio materno y el
blastocisto y cualquier alteracién durante esta etapa resulta en un desarrollo anormal
de la gestacioén ¢ incluso el rechazo ‘del feto (Gerda y cols, 1992).
La implantacién del embrién en la rata, un evento regulado por estrogenos y
progesterona, ocurre al 6° dia de prefiez y es precedido por un incremento en la
permeabilidad vascular y la férmacién de edema. Estos procesos son esenciales
para la subsecuente formacion del tejido decidual en los sitios donde los blastocistos
se implantaran (Tabibzadeh y Babaknia, 1995). _
El incremento local en la permeabilidad. vascular (sitios de implantacion) puede ser
inducido por una _,diversi’aad de mediadores proinflamatorios que son producidos y
liberados bajo ia influencia de un estimulo embrionario, tales como prostaglandinas,
angiotensina, histamina, bradicinina y el factor activador de plaquetas gene:rézms' por

L

el Utero y los tejidos embrionarios. Se ha demostrado que esas sustancias inducen o
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modulan la generacién de ‘NO (Moncada y cols, 1991), por lo que se propone que el
*NO via GMPc tiene un papel importante en la transformacion de un endometrio -
refractario a uno receptivo. En otro trabajo realizado por nuestro grupo, se demostré
que la concentracion de GMPc se encuentré mas elevada en el sitio de implantacion
que en el no sitio, y que el aumento del GMPc se ha relacionado con la presencia del
edema (Vilar-Rojas y Hicks, 1982).

Nosotros encontramos que la administracion intraluminal del inhibidor especifico de
la 6xido nitrico sintasa, Nw-nitro-L-arginina, al 50 dia de prefiez en la tarde,
disminuyé la implantacién en un 34.7% y provoco la mortandad en el 100% de los
embriones al dia 19 de prefiez, no obstante, la permeabilidad vascular determinada
por el nUmero de zonas tefidas, no se vio afectada.

Cuando el inhibidor, L-nitro-arginina, fue administrado junto con el donador de *NO, el
nitroso-glutation, los efectos fueron revertidos, con lo que se demostré que el "NO es
necesario durante la implantacion y no la citruliﬁa. Cuando se administré el sustrato
L-arginina junto con la L-nitro-arginina los resultados también fueron semejantes a
los del controi (cuerno uterino izquierdo tratado con D-arginina), lo que confirma que
el "NO proviene de la arginina. -
Aunque la permeabilidad vascular no se vio afectada, si disminuyé la implantacion y
suprimié el desairrollo émbrionario. La concentracion de -GMPc en el tejido uterino
también disminuy6, por lo que nosotros pensamos que la presencia de la via

=7

arginina-’NO-Gn{[chuega un papel importante en el Utero durante la implantacion.
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Nuestros resultados parecen indicar que la implantacién y el desarrollo embrionario
temprano del embrién necesitan no solo de una prbduccién mayor de GMPciclico en
el Utero, sino también de un estado muy especial que requiere de un aumento de
radicales libres. Encontramos que el nivel de peroxidacion de proteinas en el sitio de
- implantacion se disminuyé al inhibir la sintesis de *NO, lo que nos hace pensar que el
*NO participa no solo por sus efectos directos sobre la guanilil ciclasa, sino que
también una parte del 6xido nitrico es indispensable para la formacién de especies
reactivas del *NO que finalmente también son importantes en el proceso.

Con respecto a los lipidos, encontramos que el nivel de peroxidacion se incremento
al inhibir la sintesis del *NO. Esto indica que el "NO puede estar regulando la
peroxidacién lipidica via anién superdxido (Hubel y cols, 1989). Laloraya y cols
(1989) demostraron en el Gtero de ratén al 5° dia de prefiez se encuentra éumentada
la produccion de O," y disminuida la de superdxido dismutasa con respecto a los
dias anteriores y posteriores. Estos mismos autores encontraron una correlacion
positiva entre los niveles de O," vy el estado de fluidez de la membrana y la polaridad
de las células endometriales (Laloraya, 1990 y Laloraya y cols, 1996).

Novaro y cols. (1996) demostraron en el tejido uterino de la rata, que la actividad de
la 6xido nitrico sintasa se eleva signiﬁcativamente al dia 5 de prefiez con un perfil
similar al de las p'rOStaglandinas E y Fy, por lo que ellos sugieren la existencia de un

sistema dependieﬁ{é del oxido nitrico el cual regula la produccion de prostaglandinas.

e
-

Se ha demostrade que las prostaglandinas E; y F2. son mediadores del efecto de los

estrogenos sobre el aumento de permeabilidad vascular que debe prevalecer en el
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sitio de implantacion y que un desequilibrio en la relacion de PGs Ex/F2, suprime la
respuesta vascular y la implantacion (Kennedy, 1977). Aqui se obseryé que la
permeabilidad vascular no se vio afectada al tratar con el inhibidor de la éxid‘o nitrico
sintasa (Nw-nitro-L-arginina), por lo que pensamos que durante la implantacion, el
4xido nitrico presenta al menos dos rutas de accién finamente sincronizadas en el
tiempo, una a través de la activacion que ejerce este radical libre sobre la
ciclooxigenasa (Salvemini y cols, 1993), y la otra sobre la guanilil ciclasa (Ignarro,
1992 y Traylor, 1992). Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con el
inhibidor, disminuye significativamente la concentracion de GMPc en el tejido uterino
al dia 6 de prefiez.

Es importante destacar, que la concentracion de GMPc aumentada en el sitio de
implantacion con respecto a los no sitios, lo que hace pensar en la participacion de
dos isoformas de la 6xido nitrico sintasa, que pbr un lado, pudieran inhibirse con la
Nw-nitro-L-arginina en diferente grado y por el otro tener diferente regulacion
hormonal. Van Buren y cols (1992) trabajando con ovejas, encontraron que la Nw-
nitro-L-arginina-metil-éster, un inhibidor de la sintesis de *‘NO, antagoniza er; él utero
el aumento del flujo sanguineo producido por los estrégenos, ademas, Mégnes y col
(1992) encontraron que este mismd inhibidor impide el aumento en la concentracién’
de GMPc provocado pér la administracién de las mismas hormonas. Por otro lado,
los estudios realizados hasta la fecha conducen a pensar que durante la implantacion
se activa e indu§é’Ta oxido nitrico constitutiva e inducible respectivamente; ya que se

P

trata de un prbceso que requiere del aumento de fluidez de las membranas y Ia

83




migracion de macréfagos al Gtero (Wood, 1990) y en donde los estrégéhds y la
progesterona juegan un papel muy importante en la formacion y destino del “NO. Con
respecto a lo Gltimo, Sugino. y cols (Sugino, 1996) reportaron que la progesterona

contribuye en el mantenimiento del *°NO al inhibir la produccién del anién superdxido.
Estos resultados y los nuestros sugieren que el ‘NO y el GMPc tienen un papel muy
importante en la regulacion del flujo sanguineo durante la implantacion (Palmer y
cols, 1987; Ignarro y cols, 1987; Marletta y cols, 1988 y Garthwaite y cols, 1988).
Recientemente Purcell y cols. (1999) demostraron por inmunohistoquimica que en el
sitio de implantacion del ratébn se encontraron mas elevadas tanto la isoforma
inducible como las constitutivas (endotelial y neuronal) que en el intersitio, por lo que
se supone que el "NO participa en diversas funciones, como son regulacién de la
inmunosupresion y vasoregulacién

El sitio de implantacién presenté mayor indice de peroxidaciéon de proteinas que el
_tejido adyacente (aproximadamente el triple), el no sitio, esta diferenc;;”puede
deberse a que durante la etapa de implantacion la membrana del endometrio se
fluidifica con el fin de que se liberen y expongan ciertos grupos que normalmente
estan ocultos (Hicks y cols, 1994 y Duran-Reyes y cols, 1994), o bien, que algunos
de los productos de la peroxidacion de las proteinas sean indispensables para la
formaciéon de Ia"decidila o la implantacién del embrion. Otros autores (Laloraya,
1990; Laloraya y ¢ols, 1996 y Sudhir y cols, 1993) descubrieron que la peroxidacion
de lipidos se erfc;igntra considerablemente mas elevada al 5° dia de implantantacion

&
en la rata (dia de la implantacion), y ellos suponen que la fluidez que presenta la
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membrana del endometrio durante esta etapa es una consecuencia de sus
resultados.

La menor peroxidacion de proteinas en el cuerno uterino tratado con Nw-nitro-L-
arginina nos conduce a suponer que disminuye la formacién de peroxinitrito (HOO-)
al no haber suficiente ‘"NO y en consecuencia no se pueden producir con tanta
eficiencia radicales "OH, que son los mas reactivos. El anién superdxido p‘r>o‘ducido
por los leucocitos induce una oxidacion de proteinas pobre o de otra manera
requeriria que la superdxido dismutasa (SOD) (Laloraya, 1989) produjera peréxido de
hidrogeno y este por medio de la reaccién de Fenton, radicales *OH, lo cual es poco
probable por la presencia de catalasa y peroxidasa en el utero durante la etapa de
maxima receptividad (Singh y cols, 1996 y Baiza y cols, 2000) .

Csaba y col (1992 y 1997) demostraron que la NG-methyl-L—arginine diéminuye la
oxidacion de proteinas inducida por lipolisacaridos en macréfagos por un mecanismo
dependiente de peroxinitrito y el grupo de Melkova y cols. (1997) encontraron que la
expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible estimula la apoptosis en cultivo
de tejidos. Por otro lado, se demostré que el éxido nitrico y el peroxinitrito juegan un
papel muy importante en la remocion de neutrofilos al estimular el proceso apoptético
en estas células (Morgan y cols, 1998). Es probable que el peroxinitrito y los
productos de peroxidaci;c'm participen en el proceso apoptético que se efectﬂg ﬁo solo
en el epitelio sino*también en los neutréfilos presentes en el endometrio durante ia

implantacion (Parr, 1987).

o
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En conclusiéon, la administracion del inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico, la Nw-
nitro-L-arginina, durante la etapa de maxima receptividad en la rata, disminuye el
porcentaje de.implantaci()n, suprime el desarrollo embrionario y en las células
endometriales disminuye las concentraciones de cGMP y grupos carbonilos
presentes en las proteinas, por lo que suponemos que el *NO ejerce sus efectos por

un lado activando a la guanilato y por el otro combinandose con el anién superdxido.

CONCLUSION
La administracion intraluminat del inhibidor competitivo de la éxido nitrico sintasa, la
L-nitro-arginina, disminuye en un 35% la implantacion en la rata sin aiterar la
permeabilidad vascular y en aquellos embriones que se implantaron évité su
desarrollo. Ademas, en el tejido endometrial el inhibidor disminuye la concentracion
de GMPciclico, aumenta el nivel de peroxidacion de lipidos y disminuye la
peroxidacion de proteinas. El efecto del inhibidor especifico de la dxido nitrico sintasa
se manifiesta de manera creciente: la permeabilidad vascular no se ve afectada, la
implantacion es parcialmente suprimida y finalmente el embrién se reabsorbe. En el
sitio donde el embrion sera implantado se requiere de un estado vasodilatado
apropiado para permitir J]a nutricion y protecciéon del mismo. Esta demostrado que el
oxido nitrico es el res;:‘;onsab‘le es el responsable de esta condicion. En el sitio de
implantacion se [equie{re de una produccién balanceada de 6xido nitrico y anion
superoxido (Oz‘f§fsi ésta se pierde por la disminuciéon del primero predomina la
-

. k4
formacion del segundo. Cuando la relacién *NO/O," disminuye, predominan los
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efectos indirectos o secundarios del *NO y de esta manera la peroxidacion de
biomoléculas. Por otro lado, el efecto directo del *NO sobre la relajacién del musculo
liso disminuye. Bajo estas circunstancias las condiciones de hopéxia se van
incrementando de tal manera que después de un tiempo el embridn, aunque ya este
implantado, no cuenta con las condiciones de oxigenacion y nutricion adecuadas
que le permitan continuar con su desarrollo.

En resumen y apoyando Ia hipétesis, es indispensable la presencia del *"NO en el
tejido uterino durante la etapa de implantacién y se requieren de sus efectos directos
e indirectos; la peroxidacion de proteinas dependiente del peroxinitrito parece ser un
evento necesatrio.

El papel que juega el ‘NO durante la implantacion ain no esta bien establecido. Por
ejemplo seria interesante demostrar que tanto esta contribuyendo del bléstocisto en
la sintesis de este radical y también hacer un seguimiento de la sintesis de ‘NO en el

utero después de la implantacion para poder determinar en que momento empieza la

reabsorcion de los embriones.
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Summary

The effect of Nw-nitro-L-arginine on embryonic implantation and c¢GMP
carbonyl group concentration was assessed at the rat implantation site (IS) and
non-implamtation site (NIS). The intraluminal administration of 25 ug (2.3 mM)
of Nw-nitro-L-arginine inhibited implantation in 34.7% and embryo survival
(100%), while in addition, decreasing. cGMP concentration both at the site
(1664.2 + 333.8 pmoles/mg of protein for the control and 1321 + 384.3 for those
treated), as well as at the NIS (1203.7 + 200 to 780.2 + 168.5). Carbonyl group
concentration was considerably less at the implantation site treated with Nw-
nitro-L-arginine than in the control (0.062 % 0.012 nmoles/mg of protein and
0.45 + 0.1, respectively). Nonetheless, the NIS was not significantly different
(0.12 % 0.04 and 0.15 + 0.05). Our results show that a nitric oxide ( NO)
dependent system parallel to the formation of cGMP and protein' peroxidation
products is important at the blastocyst implantation site in order for the
endometrium to acquire the necessary properties for an adequate receptivity.

Key Words: nitric oxide, cGMP, protein peroxidation, implantation, embryonic development

Nitric oxide (NO) is one of many toxic gases found in "smog". It has been implicated in
physiologic, as well as pathologic processes (1, 2). NO is a free radical, biologically
synthesized from L-arginine through a reaction specifically catalized by the enzyme nitric oxide
synthase (NOs). This enzyme can be competitively inhibited by arginine analogues such as Nw-
nitro-L-arginine, NS-methyl-L-arginine or Nw-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME). This
inhibition has served as a magnificent tool for obtaining further information on 'NO (1, 3, 4).

In pregnant rats, it has been shown that the administration of NO synthesis inhibitors during the

- third trimester of pregnancy decreases the plasma concentration of cGMP and causes signs
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similar to pre-eclampsia (5, 6). In contrast, the administration of compounds that generate NO,
as well as its precursor, L-arginine, revert such effects (1). Although the role of NO in
vasodilation during pregnancy has been demonstrated (7, 8, 9), its mechanism of action, tissue

origin, effect of its metabolites, and moment of its synthesis have still to be explained. It is .~

thought that vascular changes occurring during pregnancy, such as pre-eclampsia, are related to

a decrease in ‘NO concentration in endothelial cells caused by an increase in the superoxide

anion, which combines with ‘NO and inactivates it (10).

Currently, it has been shown that nitric oxide’s mechanism of action is through this radical’s-
effect on the heme group of guanilyl cyclase (11, 12) and cyclooxygenase enzymes (13).
Nonetheless, since 'NO is a molecule with a very short half-life, it is probable that its
mechanism of action also takes place through the oxidating effect of its metabolites, as
peroxinitrite (<ONOO), on certain macromolecules. The -ONOQO is a very reactive oxidating
compound arising from the reaction between NO and the superoxide anion (0;7) (14).
Previous works by Szabé C and col. demonstrated that the nitric oxide synthase inhibitor, NC-
methyl-L-arginine, decreased the oxidation of a great number of- proteins, caused by the
peroxinitrite (-ON0O) endogenously generated in a tissue culture (15). On the other hand, it was
also shown that peroxinitrite causes a variety of oxidative reactions in proteins, such as the
formation of carbonyl groups (16), and induces apoptosis in tissue cultures (17). It is probable
that the peroxidation of macromolecules is a normal process and, in fact, indispensable in the
apoptotic process that takes place during implantation in the uterus. Independent studies
previously carried out, have shown that the concentrations of the ‘NO, superoxide anion and
lipid peroxidation products increase in the rat endometrium during the implantation of the
embryo (18, 19, 20), but the relationship between them and their relationship with protein
peroxidation is unknown.

. Embryo implantation, an event that in the rat starts on the evening of the fifth day of pregnancy,
is preceded by the differenciation of a non-receptive endometrium into a receptive one. This
transformation implies an increase in vascular permeability, the presence of edema, and the
subsequent formation of decidual tissue at the site where the blastocyst will be implanted (21,
22). In addition, in this same species, the adhesion of the blastocyst to the maternal epithelium
implies the displacement of this tissue through its planned cellular death or apoptosis (23).
Unfortunately, the mechanisms and stimuli behind this implantation event are still unknown.

Although it has been demonstrate that the vascular permeability seen in the uterus during
implantation can be induced by prostaglandins or histamine (18), it is unknown what factors
regulate this phenomenon. Recent studies have established that NO regulates the production of
¢GMP and prostaglandins by means of this free radical’s stimulating effect on the enzymes
guaninyl cyclase (11, 12) and cyclooxygenase (13). We propose that the presences of NO and
¢GMP are required at the embryo implantation site during the stage of maximum receptivity in
order for to increase the membrane fluidity (24) and vascular permeability necessary for the
formation of edema (25). In addition, the synthesis of cGMP is regulated by NO. In studies
carried out in the rat endometrium, Vilar and col demonstrated that cGMP concentration as well
as the aqueous content, is higher at the embryo implantation site than in the adjacent tissue
(non-site) (26). It is probable that the suppression of the NO synthesis during this stage is
related to the degree of protein peroxidation.
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erate ‘NO, & In the present study, we demonstrated that the inhibition of NO synthesis in the rat
of ‘NO in endometrium suppresses implantation, decreases cGMP concentration and alters the level of
jon, tissue protein peroxidation.
ned. Itis
: related to
superoxide - Methods

Biologic material :
_ Sprague-Dowley-strain-9 to-10-weeks-old female. rats were used, of an approximate weight of
s radical’s » 250 g, kept under light and temperature controlled conditions with feed and water ad libitum.
mes (13). " These rats were mated using the threesome method (one mgle and two females) with proven
le that its , fertility rats and the mating result was confirmed the following morning by the presence of
bolites, as spermatozoides in the vaginal smear. This day was considered as day 1 of pregnancy.
oxidating
0,9 (14). - ) '
ibitor, N¢- N At day five of pregnancy, a group of 10 rats, after midventral laparotomy under anesthesia (with
ed by the 5 droperidol 6.5 mg/Kg weight and ketalar 60 mg/Kg weight), received intrauterine
and, it was : administration by injection through the uterine wall in the right uterine horn (treated), 25 pg
1ch as the (2.3mM) of Nw-nitro-L-arginine (6, 7, 13, 18) (Sigma Chemical Co.) contained in 50 pl of
s probable " 0.85% saline solution. In the left horn (control), 25pug of D-arginine was administered. After
ible in the the surgical procedure, rats were sutured. Five rats from this group were sacrificed 24 hours
nt studies after surgery (6th day of pregnancy; day of the implantation), with a previous intravenous
anion and injection of 0.8 ml of tripane blue stain in 1% water. The uteri were extracted, the fat was
ion of the ' removed, and the uterine horns then flushed with PBS from the oviductal end. The flushings
ith protein were collected in a watch glass. Embryos were then morphologically assessed under the
: microscope. The right horn treated with Nw-nitro-L-arginine was separated from the left treated
with D-arginine (control) and the implantation sites (IS) stained with the coloring were
separated from those not stained or non-implantation sites (NIS). These fragments were used _
sregnancy, for biochemical testing with previous tissue homogenization. The remaining five rats were 1l
one. This =~ allowed to evolve to day 19 of pregnancy, time at which they were sacrificed to count the !
a, and the ~ number of embryos '
lanted (21,
epithelium A group of 10 rats, used as controls, were administered 75 pg of L-Arginine plus 25 pg of Nw-
tosis (23). nitro-L-arginine contained in 50 pL in the left uterine horn. Another group of 10 rats were
nown. administered 7 pmoles of vasopressin (27) (Sigma Chemical Co.). In both groups, the right
horn was injected with 25 pg of Nw-L-nitro-Arginine. :
rus during Homogenization
hat factors The fragments corresponding to the IS and NIS were separately homogenied at 20% in a 20 mM
sduction of sodium phosphate buffer solution at pH 7.4 with a glass tube using the "Caframo" Wiarton Ont
e enzymes : Stirrer Type RZRI-64 homogenizer. The homogenates were centrifuged at 3000 x g/15 min.
»f NO and The sediment was eliminated and the supernatant recentrifuged at 44000 g/30 min at 4° C (28).
:eptivity in This last supernatant was used to determine the proteins concentration by the Lowry method
ary for the (29) and the carbonyl groups (30). In all cases, a Beckman J2-HS centrifuge and rotor JA 20.1
In studies was used.
ion as well
cent tissue
is stage is Biochemical tests

CGMP: ¢cGMP quantification was done using a radioimmunoassay (RIA) technique employing
AMERSHAM equipment (AMERSHAM LIFE PRODUCTS). Tissue sections of IS and of NIS
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were rapidly frozen immediately after collection by immersion of the fresh tissue in.liquid
nitrogen at —196°C, so as to prevent alterations to cGMP and associated enzymes before
analysis. Frozen tissue was homogenized in cold 10% trichloroacetic acid at 4°C to give a 10%

w/v homogenate, which was centrifuged at 2000g for 15 minutes at 4°C and the supernatant.

was recovered. , =

The supernatant was washed 4 times with 5 volumenes of water saturated diethyl ether. The
upper ether layer was discarded after each wash. The aqueous extract was dried under a stream
of nitrogen at 60°C. The died estract was dissolved in a suitable volumen of assay buffer prior
to analysis. The cGMP quantification was done following the supplier’s instructions.

I

Carbonyl groups: using the 2,4-dinitrofenylhydrazine technique (DNFI) (30). From each of the
supernatants obtained after centrifuging at 44000 g, two 600 pl aliquots were obtained (0.7-1.0
mg of protein).  Both samples weré precipitated with 200 pl of 10% trichloracetic acid and
centrifuged at 3000 g/10 min. One of the two sediments obtained was treated with 300 pl of 2N
HCl and the other with a similar volume of 0.2% DNFI p/v in 2N HCI. The two samples were
incubated at 25° C for 60 min in a shaking bath. 400 pl of a mixture of ethanol and ethyl-
acetate (1:1) (v/v) was iimmediately added to each one. Afterwards, they were centrifuged at
3000 g/10 min and the precipitates obtained were washed 6 times more with ethanol-ethyl-
acetate. The sediments were carefully removed and dissolved in 600 ! of 6mM guanidine HCI
with 20 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5. The insoluble debris was removed by
centrifugation at 6000 g/10 min at 4°C. The difference spectrum, with a maximum peak at 376
nm, of DNFI treated sample versus HC! control was determined, and the results are expressed
as nmol of DNFI incorporated/mg of proteins based on an average absorptivity of 21.0 mM’
cm’! for the most aliphatic hidrazones (30).

Statistics. Results are expressed as mean £ S.E. mean. Comparisons between means were
made using Student’s unpaired t test. P < 0.05 was considered to be significant for all tests.

Results

The number of implantation sites in the treated uterine horn (4.9 + 1.3) showed no significant
differences when compared to the control (5.1 £ 0.8) or with the right uterine horn of a normal
rat (5.5 = 1.1). The number of implantation sites was considered as the number of endometrial
zones that on the sixth day of pregnancy (implantation) stained with tripane blue. The
intraluminal administration of 25pg (2.3mM) of Nw-Nitro-L-Arginine in the right uterine horn
(treated) caused the inhibition of implantation in 34.7% and of embryonic development in
100%. In the left horn (control), the inhibition of the implantation and embryonic development
was similar to those seen in the normal rat (Table I). The number of implantation sites observed
on the sixth day of pregnancy (stained zones) represent the total receptive zones for embryo
implantation. If this number is equal to the sum of the number of embryos on day 19 of
gestation plus the number of resorption nodules (the latter indicate implantation), the
implantation is considered to be 100%, often not even present under normal circumstances. For
example, for the control horn, 5.1 correspond to 100% implantation, while 4.3 (3.2 embryos
implanted + 1.1 resorption nodules) that represent the number of implanted embryos,
correspond to 84.3% implantation and the remaining 15.7% to implantation inhibition.

The total number of implanted embryos correspond to the sum of embryos present on day 19
plus the resorption nodules. In the control horn, 4.3 equals 100% of the implanted embryos and
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3.2 (viable embryos on day 19) is equivalent to 74.4%. The remaining 25.6% represents the
inhibition of the presence of embryos. The assessment of viable embryos was done by
physically observing their macroscopic morphological chatacteristics. In order to corroborate
whether the blastocysts were affected by the inhibitor, they were recovered from the uterine
lumen on the sixth day of pregnancy, with similar characteristics as the nomal ones.

Embryo weights (on day 19 of pregnancy) obtained from the control horns, as well as those of
the placenta, were similar to those obtained from the right uterine horns from a group of normal
rats. Similarly, the number of luteal bodies, both from the ovary of the control horn, as well as

from the treated horn was similar to the right horn of normal rats (Table 1). -

Table 1
Effect of Nw-Nitro-L-Arginine on Implantation and Embryonic Development
Uterine | Implantation | Embryos | Reabsorption | Implanted | Inhibition of | Inhibition of
Hom Site viables on Nodules Embryos | Implantation | Presence of
Day 6 day 19 Day 19 Day 19 % Embryos (%)
Control 5.1+0.8 3.240.5° 1.1+0.7° 4.3 15.7° 25.6°
Treated 49+1.3 0° 3.242.14 32 34.7 100
*(normal 5.5+1.1 3.7+0.4 1.0+0.8 47 145 213
rat)
In the 3 cases, N=24. X % SD. *Results obtained from the right uterine homn of a group of normal rats. ‘
"a" different from "b", "c" different from "d", "e" different from "f" and "g" different from "h". In all a8

cases p < 0.001. }

cGMP concentration/mg of protein was significantly less (p < 0.01) in the horns tréated with
‘Nw-nitro-L-arginine than in the control treated with D-arginine. This behavior was similar both
in the implantation site region (1321 =+ 384.3 pmoles of the treated horn vs 1664.2 + 333.8 of
the control horn), as well as that of the non-implantation site (780.2 £ 168.6 vs 1203.6 £ 200).
It is worth highlighting that the implantation site had a greater cGMP concentration than the

B Control
OTreated

fmoles of GMPc/mg of protein

Site Non-site

Fig. 1

Effect of Nw-L-Nitro-Arginine on GMPc concentration.
* p < 0,05 when compared whith the control. N = 8,
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non-site (Fig. 1).

At the implantation site, the level of protein peroxidation was seven times greater (p < 0.001) in,
the control than in the treated horn (0.45 % 0.1 vs. 0.062 + 0.012 nmoles of carbonyls/mg of
protein, respectively) (Fig. 2). At the non-site, the differences were not significant between the”
treated and control horn (0.12 £ 0.04 and 0.15 + 0.05) (Fig. 2).

The intraluminal administration of 75 pg of L-Arginine whit 25 pg of Nw-nitro-L-Arginine
reverts the obtained result: In adition, the administration of 7 pm of vasopressin was inefective..- -

H Control
OTreated

" nmoles of carbonys groupsl/mg of protein

Fig. 2

Effect of Nw-L-nitroarginine on protein peroxidation .
*p<0,001 when compared to the control. N = 8.

Discussion

The intralumnal administration of 25ug (2.3 mM) of the nitric oxide synthase specific inhibitor,
Nw-nitro-L-arginine on the afternoon of the fifth day. of pregnancy (period of maximum uterine
receptivity) decreased implantation in 34.7%, without having any affect on the morphological
aspect of the blastocysts, and inhibiting the presence of embryos by 100% on the nineteenth day
of pregnancy. (Table 1). Nonetheless, vascular permeability, determined by the number of
stained zones, was not affected. Biswas S. and col (31) administrated 5 mg of another specific
inhibitor, L-NAME on the fifth day of pregnancy, completely suppressing the vascular reaction
and retarding embryonic development. It is probable that this is mainly due to the dosis they
used, as well as the type of inhibitor. Although it is known that nitric oxide produces its effects
by two different mechanisms, one by linking to the heme group of guanylyl cyclase or
oxigenase and the other, through its metabolites as peroxinitrite, the mechanism of action
behind the implantation is unknown.
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Novaro V et al. in their interesting studies showed that in the uterine rat tissue, the activity of
nitric oxide synthase rose significantly on day 5. of pregnancy with a profile similar to that of
prostaglandins E; and F,, for which they suggest the existence of a system dependent of nitric
oxide regulating the production of prostaglandins (18).

It has been shown that prostaglandins E, and F,, are mediators of the effect of estrogens on the
increased vascular permeability that must prevalece at the implantation site, while an imbalance
in the ratio Eo/Fa4 PGs alters the vascular response and implantation (21, 32). We demonstrated
that vascular permeability is not affected when uterine horn is treated with the nitric oxide
synthase inhibitor (Nw-Nitro-L-arginine). We believe that during implantation, nitric oxide has
at least two finely synchronized action routes, one through the activation that this free radical
has on cyclooxygenase (13), and the other on guaninyl cyclase (11, 12). Our results show that
treatment on the day 5 of pregnancy with the inhibitor significantly decreases cGMP
concentration in uterine tissue on day 6 of pregnancy. :

It is important to point out that the increased cGMP concentration at the implantation site with
respect to the non-site, and the decrease of this nucleotide when the horn is treated with the
nitric oxide syntase inhibitor, leads us to believe that estrogens regulate the arginine-nitric
oxide-cGMP via at the site where the blastocyst will be implanted. Van Buren and col worked
with sheep, finding that the Nw-nitro-L-arginine methyl ester, an inhibitor of NO synthesis,
antagonizes blood flow in the uterus produced by estrogens (33). In addition, Magnes and col.
found that the same inhibitor suppresses the increase in cGMP concentration caused by the
administration of the same hormones (34).

We believe that during implantation constitutive and inducible nitric oxide synthases are

activated and induced, respectively, since this involves a process that requires an increase in
membrane fluidity (20), as well as the migration of macrophages to the uterus (35) and where
estrogens and progesterone play a very important role in the formation and destination of NO.
With respect to the latter, Sugino N. and col. (36) reported that progesterone contributes in
maintaining NO by inhibiting the production of the superoxide anion. These results and ours
suggest that 'NO and ¢cGMP play an important role en la regulacion del flujo sanguineo durante
la implantacion. Nowadays there has been the existence of two main isoforms of the nitric
oxide synthase, a constitutive one from the endothelial and neuronal cells regulated by
hormones, and the other inductible, mainly synthesized by macrophages (37, 38, 39, 40).

It is probable that the inhibition of implantation and embryonic development may be due to
decreases in the activity of guanylyl cyclase and cGMP concentration caused by a blockage in
the synthesis of nitric oxide. In our laboratory, we demonstrated that the concentration of
cGMP is higher at the implantation site than in the non-site, and that this increase is related to
the presence of edema (26).

The implantation site showed a greater index of protein peroxidation than that seen in adjacent
tissue, the non-implantation site. This difference could be due to the fact that during the
implantation stage the endometrial membrane fluidifies in order to free and expose certain
groups that would normally be hidden (40, 42) or that some protein peroxidation products are
necessary for the formation of the decidual or embryo implantation. Other authors (19, 24, 43)
discovered that lipid peroxidation is considerably higher on day 5 of implantation in the rat
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(implantation day), and they suppose that endometrial membrane fluidity during this stage is a
consequence of its results.

The lesser protein peroxidation in the uterine horn treated with Nw-nitro-L-arginine leads us'to
suppose that the formation of peroxinitrite (-ONOO) decreased when there were insufficient
amounts of ‘NO, and as a consequence OH radicals could not be efficiently produced, those
most reactive. The superoxide anion (O,.-) produced by the leukocytes induces a poor protein
peroxidation, unless the of superoxide dimutase (SOD) converts the O,.- into hidrogen peroxide
(8), which through the Fenton reaction produces -OH radicals. This is highly improbable due to
the presence of catalase (43) and peroxidase in the uterus during the maximum stage of
receptivity (44). Anyway ,there are few studies that demonstrate the mechanism’ which makes
the macromolecules peroxidation increase at implantation site.

—~

Szabo C. and col demonstrated that N®-methyl-L-arginine decreased protein oxidation induced
by polisaccharides in macrophages by a mechanism dependent on peroxinitrite (15, 16), while
the group comprised by Zora Melkova.S.B. and cols found that the expression of the inducible
nitric oxide synthase enzyme stimulates apoptosis in tissue cultures (17). On the other hand, it
has been demonstrated that nitric oxide and peroxinitrite play an important role in the removal
of neutrophils stimulating the apoptotic process in these cells (45). It is probable that
peroxinitrite and peroxidation products participate in the apoptotic process seen not only in the
epithelium, but also in neutrophils present in the endometrium during implantation.

Future studies should be conducted to show which of the nitric oxide synthases predominate
and how they are regulated . We believe that they are in high amounts at the implantation site
with respect to the non-implantation site. It is known: that the nitric oxide produced by the
constitutive isoform links directly to the enzyme heme group as in guanylyl cyclase, therefore
increasing cGMP, while the inductible isoform exerts its effects by means of the release of large
amounts of nitric oxide, that under these conditions, links rapidly to the superoxide anion and
forms peroxinitrite (46). ' :

In conclusion, the intrauterine administration of the nitric oxide synthesis inhibitor, Nw-nitro-L-

- arginine, during the greatest- stage of receptivity in the rat, decreases the percentage of
implantation, suppresses embryonary development, and in uterine cells, decreases the
concentrations of cGMP and carbony! groups present in proteins, for this reason, we suppose
that the production of NO is associated to guanylyl cyclase’s activity, as well as to the level of
protein peroxidation.
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El oxido nitrico como regulador
de los cambios hemodinamicos
en la gestacion

B M. en C. Genoveva Duran-Reyes*, Med. Cir. Maria del Rocio Gomez Meléndez”,

Dr. Juan José Hicks Gémez**

M RESUMEN ‘

El éxido nitrico (¢NO) producido por
la mayoria de las células animales,
ha sido considerado como un
segundo mensajero, ya que es el
resultado de un proceso de trans-
duccién celular inducido por un
primer estimulo externo. El ¢NO se
forma durante la conversiondela L_-
argininaal-citrulinaporunareaccion
catalizada porlaenzimadxidonitrico
sintasa. De esta enzima se ha
caracterizado dos isoenzimas; una
constitutiva activada por hormonas
es producida por las células del
endotelio y actua en el relajamiento
del musculo liso y la ofra inducible
cuya sintesis se estimula por
citocinas, es producida por los
macréfagos. A medida que el
embarazo evoluciona, las concen-
traciones de ¢NO, sus metabolitos,
nitratosynitritos, el GMPcylaenzima
que lo sintetiza, el oxido nitrico
sintasa,aumentanenformaparalela
hastaalcanzarun picoméaximo poco
antes del parto. Se considera que el
*NO eslamoléculaque mantiene el
tono vascular tipico de la prefiez, ya
que durante la preeclampsia, este
radicallibre asicomosusmetabolitos
se encuentran significativamente
disminuidos, ademas, la adminis-
tracion de donadores del «NO o de
su precursor, la L-arginina, revierte

Unidad de Investigacion Medica en Bioquimica
Hospita! de Especialidades. Centro Médico
Nacional Siglo XXI AP 12-855

Jefe de la Unidad de Investigacion de! Hospital -
Judrez de México

las alteraciones vasculares de ese
padecimiento. El mecanismo de
accion del eNO sobre el endotelio
vascular es por mediado por la
activacion de la enzima guanilil
ciclasa, ocasionandoelaumentoen
la concentracion de GMPc vy la
relajacion del musculo liso. En tanto
que el 6xidonitrico generado porlos
macréfagosactiacomomecanismo
de defensa al unirse con otros
radicales como el anién supe-

- roxido(O,).

(Duran R, G y col: El éxido nitrico
como regulador de los cambios .
hemodindamicos en la gestacién.

Ginec Obst Mex. 1999; 67: 29)

H SUMMARY

Nitric oxide (¢NO) produced by the
majority of animal cells, has been
considered a second messenger,
sinceitis the result of a transduction
process induced by a first stimulus.
Biochemically, *NO is produced
during the conversion of L-arginine
to L-citruline by a reaction catalized
by the enzyme nitric oxide syn-
thetase. Twoixoenzymeshave been
characterized from this enzyme: a
constitutive isoenzyme activated by
hormones produced by the endo-
thelial celfis and acting on smooth
muscle relaxing properties and the
other,aninducibleisoenzymewhose
synthesisis stimulated by cytokines,
and produced by macrophages. As

pregnancy progresses, the con-
centrations of eNQO, its metabolites,
nitrates and nitrites, CGMP and the
synthesizing enzyme, nitric oxide
synthetase, increase parallelly until
reaching a maximum peak before
birth. Itis considered that «NQ is the
molecule that maintains the typical
vasodilated tone during prgnancy.
During preeclampsia, this free
radical, aswellasits metabolites are
found to be significantly decreased,
inaddition, the administration of eNO
donors or of the precursor of L-
arginine reverts the vascular
abnormalities of this condition. The
mechanism of action behind *NO
onthe vascularendotheliumis by its
stimulating effect on the enzyme
cyclase guanilate, causing an
increase incGMP concentrationand
the relaxation of the smooth muscle.
The nitric oxide generates by
macrophages acts as a deféense
mechanism when linked with
other radicals as the superoxide
anion (O,).

(Duran R, G y col: Nitric oxide as a
regulater of hemodinamic chages in
gestation Ginec Obst Mex 1999;67:29;)

araddjicamente,el
éxidonitrico (*NO), quees

uno de los gases toxicos
del smog, es producido por la
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mayoria de las células animales,
osteoclastos, fibroblastos, células
musculares, macréfagos, neu-
ronas etc. El *NO hasido conside-
rado como unsegundo mensajero,
en otras palabras, la produccién
deestamoléculaeselresultadode
un proceso de transducciénindu-
cido por un primer estimulo, que
bien puede ser una molécula o un
cambio en la estabilidad mem-
- branal'?,

La molécula del *NO es consi-
derada un radical libre (tiene un
electron desapareado que le
confiere gran reactividad) con
propiedades fisiolégicas similares
a las del factor relajante derivado
del endotelio , con el que fue
relacionado; actualmente se consi-
dera que ambas moléculas corres-
ponden al mismo compuesto.
Bioquimicamente esteradical libre

se produce durante la conversién

de la L-arginina a L-citrulina por
unareaccion catalizada especifica-
mente por la enzima 6xido nitrica
sintasa®. Se han descrito dos
isoenzimas principales de esta
enzima, una constitutiva depen-
diente de calcio y cuya presencia
ha sido demostrada tanto en las
células endoteliales como en las
nerviosas es estimulada por
hormonas. La segunda isoenzima
es inducible, independiente del
calico y se ha detectado en
macréfagos respondiendo a la
estimulacién por citocinas.
Estudios recientes conducen a
pensar que la importancia fisiol6-
gica del 6xido nitrico depende del
tipo celular del que proviene; el
*NO derivado de las células
endoteliales funciona como vaso-
dilatador por medio de la acti-
vaciénqueejerce esteradicalsobre
las enzimas guanilil ciclasa y/o
ciclooxigenasay elsintetizado por
los macréfagos, que generalmente

se transforma en otros radicales
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libres mas reactivos como el
peroxinitrito (ONOO) que inter-
viene en los mecanismos de
defensa.

El estudio del «NO se realiza
indirectamente por medio de la
concentracién de sus metabolitos
estables, nitratos y nitritos, cuan-

tificando la liberacién de citrulina

marcada a partir de arginina,
midiendo la concentracién de
GMPc* intracelular y utilizando

- Inhibidores especificos de la oxido

nitricosintasa comosonla L-nitro-
arginina (L-NA) y la L-nitro-
argxmnametxlester (L-NAME). La
actividad de la enzima también se
utiliza con frecuencia para deter-
minar indirectamente la con-
centraciéon del NG

El 6xido nitrico y el embarazo

Durante la gestacion se alteran
diversas actividades en las que
participa el musculo liso como
efector expresando efectos en los
sistemas gastrointestinal y vascu-
lar; en este tltimo se produce una
relajacion que conduce a la dimi-
nucién de la presién sanguinea y
como consecuencia a una redu-
ccién de la resistencia vascular
periférica e incremento del gasto
cardiaco. Ademas, seinduceresis-
tenciaal efecto presor de sustancias
vasoactivas como la angiotensina
Il y la noradrenalina (Gant 1973).
Aunque se ha demostrado que la
prostaciclina interviene en estas
adaptaciones hemodinamicas,
recientemente se propuso al NO
como la sustancia que mantiene el
tono relajado que se observa
durante el embarazo.

Desde 1989 Weiner y col?
observaron en segmentos de
arteria uterinade cobayasembara-
zadas, que fa concentracién del
6xido nitrico era mayor en ges-
tantes que en no embarazadas.

Otros autores encontraron en el
plasma y orina de ratas gravidas
que la concentracién de nitratos,
metabolitos “estables del 6xido
nitrico, se elevé de 2umoles/24 h
al inicio de la gestacién hasta un
pico mdximo de 6.5umoles/14 h
al dia 15 de embarazo o pseu-
doprenez (75% de la gestacién);
este. pico maximo decliné hasta
volver alcanzar el valor inicial de
2umoles al final de la gestacién®.
Ademds Kirk y col demostraron

‘durante esta etapa que la concen-

tracién de nitratos siempre fue
paralelaalaproducciénde GMPc,
y la administracién del inhibidor
especifico de la éxido nitrico
sintasa,La L-nitro-arginina, supri-
mié los resultados obtenidos,
dichos resultados que porunlado
manifiesta sus efectos por medio
del GMPc. En el ttero humano se
demostré que la produccién tanto
del e NOcomo del GMPcaument6
después de la administracién de
la L-arginina (el sustrato para la
sintesis de *NO) y el dietil/6xido
nitrico (donador de 6xidonitrico),
ademds, el inhibidor L-nitro-
arginina-metilester suprimié
dicha sintesis’. De esta manera se
confirma que el *NO y no la
citrulina, es el responsable del
aumento en la produccién del
GMPc (Tabla I)

Diversas evidencias indican
queal acercarse el partoenlarata,
la concentracién del *NO declina
para dar lugar a las contracciones
que prevalecen en ese periodo.
Stephen y col® demostraron que la
actividad deladxidonitricosintasa
disminuye de 6 pmoles/mg de
proteina a 1 pmol al acercarse al
parto. Se sugiere que esta dismi-
nucién se debe a que durante el
nacimiento los compuestos vaso-
dilatadores deben disminuir para
permitir la contraccién que pre-

o4
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Durdn R. G. y col.

. »as organos de hembras

Cita
Carl P., Weiner MD., Richard G.,

Gynecol. 1994; 171: 838-43. '
Conrad KP., Vernier KA. Am J
Physiol. 1989; 257: R847-R853.
*Myatt L, Brockman DE.

placenta, 1993; 14: 373-383.
“*Myat L, Brewer AS, Am J Obstet
Gynecol, 1992; 166: 224-230.
“**Buhimschi 1. YallampalliC, Don
Y, Garfield RE. Am J Obstet Ginecol
1995; 172: 1577-84.

Stephen M., Sladek, Anne

C. Regenstein, MD. Lykins, MA.
Roberts JM. Am J Obstet Ginecol
1993; 169: 1285-91.
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tracién del GMPc provocado por
la administracién de las mismas
hormonas. Este antagonismo en
la vasodilatacién producida por
estrégenos, sugiere que el sNOy
el GMPc juegan un papel muy
importante en la regulacién del
flujo sanguineo durante el em-
barazo.

Changy col.?demostraron que
la inhibicién de la sintesis de NO
con nitro-L-arginina, aumento la
resistencia vascular y la presién
arterial, ademas, disminuyé el
flujo sanguineo umbilical, por lo
que sugieren que el 6xido nitrico
regula el tono vasodilatado tipico
del embarazo.

E! *NO en las alteraciones
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vasculares del embarazo

Preeclampsia-eclampsia, un de-
sorden hipertensivo de la prefiez
caracterizado por vaso espasmo,
proteinuria y edema es la causa
principal de morbilidad materna
y muerte fetal. Las mujeres con
preeclampsia se vuelven suscep-
tibles a agentes presores, particu-
-larmente angiotensina II, debido
probablemente a una inadecuada
regulacion de la resistencia vas-
cular. Aunque los mediadores de
esta resistencia vascular alterada
durante la preeclampsia estan
asociados con un desequilibrio
entre la prostaciclina y su anti-
gonista endégeno el tromboxano,
la administracién de estos com-
puestos no revierte las alte-
raciones ocurridas durante la
preeclampsia y los inhibidores de
su sintesis no provocan cambios
vasculares de importancia.'
Estudios en animales sugieren
que el 6xido nitrico sintetizado
por las células endoteliales tiene
un papel importante en la vasodi-
latacién gestacional. Buhimschiy
col demostraron que la adminis-
tracién crénica del inhibidor de la
sintesis del *NO (L-nitro-arginina
metil-ester) a partir del dia 1 de
embarazo hastael dltimoterciode
la misma, aumenta la presiéon
sist6lica y disminuye el peso de
los embriones. La administracién
simultdnea del inhibidor y del
sustrato, L-arginina, revierte
ambos efectos. Condiciones simi-
lares se han demostrado en
cobayos®®. En humanos volun-
tarios la infusién de L-arginina
disminuye las presiones sistélica
y diastélica, y lo hace maés eficaz-
mente en pacientes hipertensos,
dicha accion se asocia con una
aumento de los niveles plas-
maticos decitrulinay GMPc'®. Vale

Tabla il

EFECTOS DE LOS INHIBIDORES
ESPECIFICOS DE LA OXIDO NiTRICO

SINTASA

Efecto

Tde la presién sitdlica

Cita

Q-P Liao. Human Reprod 1996:11 (12): 277-84

(rata) Buhimsch{/. HumanReprod 1996;10(10):2723-30.

albuminuria, hipertension,

~ ldel peso de los embriones
trombocitopenia (rata)
Tlas contracciones del dtero

(rata y humano)

MolnarM AmJObstet Gynecol 1994;170:1458-66

Franchi AM Proc Natl Acad Sci 1994; 91: 543
Buhimshi. J Obstet Gynecol 1995; 172: 1577-84.

T: aumentada, {:disminuida.

la pena mencionar que el trinitrato
de glicerilo, un donador del «NO,
ha sido ocasionalmente utilizado
como relajante uterino, este com-
puesto fue aplicado en forma de
parches (Deponit 10, Schwar-
zpharma, Germany) en mujeres
con contracciones a pretérmino?.

La asociacién entre la sintesis
del éxido nitrico y la regulacién
de la presién sanguinea, ha
conducidoavariosinvestigadores
a postular que la preeclampsia se
debe a una produccién deficiente
delNO. Buhimschiy Yallampalli'®
demostraronque lasratastratadas
con L-NAME, desarrollaron pre-
sién sistélica elevada, dismi-
nuyeron el peso de sus embriones
e incrementaron la mortalidad de
los mismos de una manera depen-
dientedeladosis. Ademds, Molnér
y colaboradores administraron
continuamente el Inhibidor L-
NAME a las ratas desde el dia 18
de la gestacion hasta el primer dia
después del parto y encontraron
que éstas desarrollaron hiperten-
sién y albuminuria concomitante
aunadisminuciéndel pesodesus
embriones sin afectar la duracién

de la gestacién. El mismo autor®
demostré que la hipertensién
provocada por la administracién
de L-NME en las ratas preniadas
decliné a los valores normales
después del parto y no se presenté
cuando a las ratas virgenes se les

administréel compuesto. Ademas, -

en las ratas macho la admi-

- nistracién crénica de L-NAMEno

causa cambios significativos en la
presién arterial®, por lo que se
sospecha que la unidad feto-
placentaria tiene un papel muy
importante en la sintesis del 6xido
nitrico. Estos autores también
encontraron trombocitopenia
tanto en prefiadas como en no
prefiadas tratadas con L-NAME
(Tabla II).

Recientemente Novaro y cola-
boradores” encontraron que el L-
NAME induce disminucién de ia
sintesis de prostaglandinas Ey F,,
en el tejido uterino durante el 5°
dia de embarazoenlarata. Dichos
resultados sugieren la existencia
de un sistema *NO-dependiente,
el cual modula la sintesis de pros-
taglandina en el utero de este
mamifero durante la implan-
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tacion. Otros trabajos han estable-
cido que el *NO puede estimular
la actividad de cicloxigenasa, y de
estamanera incrementar lasintesis
de prostaglandinas®®#. Es pro-
bable que el 6xido nitrico module
la decidualizacion endometrial
por medio de su estimulo sobre la
sintesis de prostagiandinas, yaque
algunos autores demostraron que
durante la decidualizacién en la
rata se elevan en forma paralela
los niveles de las prostaglandinas
EyF2 yel eNO®

En contraste Haddad AJ%*

encontré que la pérdida temprana.

de los embriones de rata estd
asociada con la produccién local
del 6xido nitrico proveniente de
los macréfagos, informando ade-
mds que la aminoguanidina, un
inhibidor selectivo de la 6xido
nitricosintasainducible, inhibeen
los macréfagos la produccién in

vitro de 6xido nitrico y reduce
significativamente la pérdida de
embriones en ratones. Esto de-
muestra que el efecto del 6xido
nitrico depende del tipo celular
del cual proviene, mientras el
derivadodel endotelio contribuye
enel establecimiento dela prefiez,
el sintetizado por los macréfagos
participa en el rechazo del em-
brién, debiendo considerarse que
al tratarse del mismo mensajero,
la- diferencia puede estar sus-
tentada por la concentracién del
*NO producido por cada tipo de
células involucradas.

Parece ser que la fuente de
produccién del eNO es claveen a
determinaciénde su efecto. Mien-
tras que el *NO formado a partir
de la 6xido nitrico sintasa cons-
titutiva es importante en el

mantenimiento vasodilatador del

embarazo, el formado a partir de

la isoenzima inducible producida
por los macréfagos, participaenel
rechazo del embrién. Noobstante,
enel establecimiento delembarazo
es indispensable un equilibrio en
la produccién de las isoenzimas
constitutiva e inducible.
Unodelos mecanismos respon-
sables de la preeclampsia es la
pérdida delaeficienciadelaviaL-
arginina-6xido nitrico, dando
como consecuencialadisminucién
plasmaética de la concentracién de
3'-5'-guanosina monofosfato cicli-
coencontradaduranteeste padeci-
miento®. Muchoseha mencionado
acerca delos efectos del *NOsobre
la relajacién del misculo liso, sin
embargo su regulacién por hor-
monas o factores de crecimiento,
asi como su mecanismo de accién
e interaccién con otras moléculas
permanece poco estudiado.

Tabla Iil

Efecto de los estrogenos y la progesterona sobre Ia regulacion

del 6xido nitrico

Los estrégenos

Aumentan fa actividad biol6gica del NO al

incrementar la produccién de SOD

Arnal JF. Proc Natl Acad Sci USA 1996;93:4108-4113.

El gene que codifica para la eNOs tiene afinidad

por el receptor de estrégenos.

VenemaRC. Biochim Biophys Acta 1994,;1218:413-420.
Niyahora K.Eur J Biochem. 1994; 223: 719-726.

La progesterona

En la rata, inhibe la produccién de éxido nitrico

y radicales libres por los macréfagos

Sugino N. Endocrinology 1996;137(2): 749-754.

Enlas ratas prefiadas, no prefiadas y en machos,

revierte el aumento de presion sistélica

Los estrégenos disminuyen la motilidad en ratas

y aumentan la concentracién de NO y GMPc.

Franchi. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 539-543.

provocado por la L-nitro-arginina.

Q-P Liao. Human Reprod 1996; 11(12): 2777-84.

*NO: éxidc nitrico, SOD: superéxido dismutasa. eNOs 6xido nitrico sintasa endotelial.
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Efectos

Losefectossobrelavasodilatacién
durante el embarazo, se deben
principalmentealapropiedad que
tiene el *NO para unirse al grupo
. hemo de enzimas como la guanilil
ciclasa y/o la cicloxigenasa,
conduciendo al aumento del
GMPc o de la sintesis de pros-
taglandinas. Con respecto al
proceso de reproduccién hay

- trabajos que apoyan las hipétesis .

de que el papel benéfico del *NO
sobre la regulacién de la vasodi-
latacién se debe por un lado al
efecto de este radical sobre la
estimulacién de la sintesis de
prostaglandinas, la cual demostré
serparalela alaumento delas con-
tracciones del titero, y por el otro
sobre la sintesis del GMPc y el
aumento de la relajacién del
utero”. Franchi AM®demostréen
el ttero de rata, que el *NO
aumenté la produccién de dcido
araquidénico y sus metabolitos,
dicho aumento disminuy? signi-
ficativamente con los inhibidores
especificos de la 6xido nitrico
sintasaademds, en titeros tanto de
ratas®como de conejas® prefiadas,
se encontrdé que las concen-
traciones del *NO y el GMPc asi
como la relajacién del musculo
liso aumentaron durante toda la
prefiez’ pero disminuyeron al
acercarse el parto.

Por otro lado, Novaro y col®
demostraron que el inhibidor L-
NAME (inhibidor delaéxidonitrico
sintasa) suprimié la produccién de
las prostaglandinas E y F, en el
tejido uterino durante el 5° diadela
gestaciéon (implantacién), estos
resultados fueron paralelos a la
inhibiciéndelaactividad delaéxido
nitrico sintasa.

Todo parece indicar que tanto

la formaciéndel GMPccomolade
prostaglandinas inducidos por el
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*NO son importantes durante el
embarazo, sin embargo, debe
existir un control que segtn las
necesidadesdel organismodesen-
cadene una ruta y bloquee la otra.

Regulacion

La mayoria de los autores ha
estudiado la regulaciéon del *NO
por medio de la inhibicién especi-
fica de su enzima formadora, la
6xido nitrico sintasa. Las dos
isoenzimas mas estudiadas son la
6xido nitrico sintasa endotelial o
constitutiva y laproducida porlos
macréfagos oinducible. Laregula-
cién de estas dos isoformas es
diferente, de tal manera que la
primera es estimulada por hor-
monas, mientras que la segunda
por citocinas o/y factores de
crecimiento.

Liao Q-P y col® encontraron
que la progesterona, pero no el
estradiol, revierte el aumento de
presién sistélica provocado en las
ratas prefiadas después de la
administracién del inhibidor L-
NAME, ademds, elantiprogestageno
RU486]a aumenta nuevamente, por
lo que se sugiere que la accién de la
hormonasobrela presiénsanguinea
esmediadaatravésdesusreceptores.
Por su parte Sugino y col. des-
cubrieron que la progesterona
inhibe la produccién del ¢NO
generado por los fagocitos mono-
nucleares obtenidos del cuerpo
ldteoderatas (tablalll). Se propone
que la progesterona podria actuar
inhibiendola producciéndel eNO
vialosreceptores de estahormona,
ya que estos receptores se han
encontrado en células ricas en
macréfagos como son los neu-
trofilos y los eosindfilos del
pulmon de conejo. Es posible que
el efecto de la progesterona sobre
la vasodilatacién del embarazo se
efecttie indirectamente disminu-

yendo la produccién de *NO
generado por los macréfagos y
permitiendo.dé esta manera que
predomine la sintesis del ¢NO
generado por las células del
endotelio® -,

Por otro lado, se encontré
durante la prefiez en la rata® y el
cobayo®, que las concentraciones
de 17B-estradiol aumentaron
paralelamente con la actividad de
la 6xido nitrico sintasa endotelial
y que el gene que codifica para
este enzima tiene afinidad por el
receptor de estrégenos, por lo que
se sospecha que la expresién dela
6xido nitrico sintasa endotelial es
mediada por el receptor de estré-
genos. Ademas, el tratamiento de
las células endoteliales con el 17-
B-estradiol aumentdlosnivelesdel
ARNmM parala 6xidonitricosintasa
endotelial, un efecto queseinhibi6
con el pretratamiento con el
antiestrégeno tamoxifeno. No
obstante, estos descubrimientos
requieren de mas estudios, ya que
aun presentan mucha contro-
versia. Arnal y col. encontraron
que los estrégenos aumentaron la
actividad biolégica del 6xido
nitrico debido a que estas hor-
monas elevan la produccién de la
superéxido dismutasa, dismi-
nuyendodeestamaneralaconcen-
tracién del anién superéxido: el
anién superéxido diminuye Ia
concentracién del *NO al combi-
narse conel aniénsuperéxido para
formar el peroxinitrito®.

Geller y col.® encontraron que
los lipopolisacaridos, la inter-
leucina I(IL-1), el factor de
necrosis tumoral (YINF) y el
interferény (IFN-y) aumentan
significativamente la concen-
tracion del ARNm para la 6xido
nitrico sistasa indecible produ-
cida por los macréfagos. Los
mismos autores demostraronen
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hepatocitos de rata que la dexa-
metasona disminuye en 30% los
niveles de ARNm para la misma
enzima; esto puede deberse al
efecto estabilizador de las mem-
branas que posee este glu-
cocorticoide, el cual evita la
liberacién de moléculas indis-
pensables (algunas hidrolasas

lisosomales**) para los procesos
de transcripcién. Por lo anterior
se demuestra que la regulacién
de la isoenzima inducible es
diferente de la constitutiva
presente en las células en-
doteliales.

Los estudios realizados hasta
la fecha sugieren que durante el

embarazo los estrégenos aumen-
tan la vasodilatacién, por medio
del *NO generado por la éxido
nitrico sintasa de,origen endo-
telial; mientras que la pro-
gesterona inhibe la formaciénde
*NO proveniente de la accion
enzimatica de la éxido nitrico
sintasa inducible.
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Importancia de los radicales libres durante
el ciclo reproductor |

M EN C GENOVEVA DURAN REYES* MA. DEL ROCIO GOMEZ MELENDEZ**,
DR. JUAN JOSE HICKS GOMEZ

RESUMEN

Los productos dela peroxidacion, los radicales libres y los compuestos antioxidantes aumentan
notablemente durante la ovulacién, la implantacion y a medida que transcurre la gestacion. La
concentracion del radical anién superéxido (O,-) aumenta aproximadamente seis veces en el
proestro, mientras que su enzima reguladora,lasuperoéxido dismutasa, disminuye. La presencia
del radical superéxido esti relacionada con el edema y la proliferacién celular del estro. Este
radical también esta relacionado con el aumento de la fluidez y polaridad de las membranas
durante la implantacién. A medida que evoluciona la prefiez aumentan los productos de
lipoperoxidacion y los compuestos antioxidantes, sugiriendo que loslipoperoxidos durante esta
etapa evocan a los mecanismos de defensa, de tal manera que al final de la gestacion los
antioxidantes superan a los fendmenos peroxidativos. Por otro lado, el radical 6xido nitrico ha
cobrado gran importancia durante la gestaciéon, ya que es considerado como uno de los
relajantes mas potentes del misculo liso. La inhibicién de su sintesis provoca signos semejantes
a los de pre-eclampsia y su administracion logra revertir muchas alteraciones vasculares. El
papel de los radicales libres no se limita a efectos nocivos, sino que oportunamente y en
concentraciones adecuadas, éstos participan como inductores de factores de crecimiento o en
la fluidez de las membranas.

(Duran R. G: y col.: Importancia de los radicales libres durante el ciclo reproductor Ginec. Obst.
Mex. 1998; 66:371)

SuMMARY ‘

The peroxidation products, the free radicals, and the antioxidants compounds notable increase
durang ovulation, implantation, and pregnancy evolution. Superoxide anion (O,-) rise six time
more on the proestrous, than on other stages, while its regulation enzyme, the superoxide
dismutase (SOD), decreases. The presence of superoxide anion is related with the edema and
the cellular proliferation on the estrous. Superoxide anion is also connected with the increase
of fluidity and polarity of the membranes during the implantation. As the pregnancy elapse the
lipoperoxides products and the antioxidant compounds augment suggesting that lipoperoxides
evoke defense mechanism in a way that, at the end of the pregnancy, the antioxidants exceed
peroxidatives phenomena. By the other hand, the nitric oxide radical has gained great
importance during the pregnancy because it is considered one of the most powerful relaxants
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Importancia de los radicales libres durante el ciclo reproductor

of smooth muscle. The inhibition of its synthesis provokes similar signs to the pre-
eclampsia and tis administration can revert many vascular alterations. The role of free
radicals is not limited to dangerous effects, but it also, in adecuate concentrations,
includes the as stimulators of grown factors, and participants of the membranes

fluidity.

(Durédn R. G. y col: Importance of free radicals during the reporcutive cycle.Ginec. Obst_

Mex. 1998; 66:371).

En el humano los productos de la lipoperoxidacidn, la
presenciaderadicales libres y los compuestos antioxidantes
son notablemente marcados durante la ovulacién, la
implantaciéon y a medida que transcurre -la gestacion,
sugiriendo por lo tanto, que €stos juegan un papel muy
importante en el ciclo reproductor.

Un radical libre es una entidad quimica que contiene uno
_amds electrones desapareados. La presencia de electrones
desapareados modifica la reactividad quiiica de un dtomo
o molécula y lo hace generalmente mas reactivo que su
-correspondiente no radical. Sin embargo, la reactividad
quimicadeélos diferentes tipos de radicales es muy variable.

Los radicales libres pueden ser generados dentro de las
células como intermediarios de procesos bioquimicos, tal
comoaquelios que involucran enzimas redox y transferencia
de electrones. La mayorfade los radicales de interés parala
biologia o lamedicina son los derivados del oxigeno; de los
cuales, pueden mencionarse el radical superéxido (O,-), el
hidroxilo (OH) y el peréxido de hidrégeno (HZO,): que
aunque no esunradical libre, estaestrechamente relacionado
porque es el principal precursor del radical hidroxilo®.

Con el fin de controlar el efecto de los radicales libres los
organismos aerébicos han desarrollado mecanismos de
defensa centra el ataque de estos radicales; una linea de
defensa que actiia contra especies reactivas de oxigeno e
incluye lasuperéxido dismutasa (SOD), catalasay glutation
(GSH) peroxidasa, y otra segunda representada por
compuestos que minimizan la peroxidacién de las
membranas e incluye ala vitaminaE y la glutatién peroxidasa
que se encuentra unida a las membranas?.

Una amplia variedad de tipos celulares normales y
malignos generan y liberan anién superéxido (O,-) y
peréxido de hidrégeno (H,0,) en respuesta a factores de
crecimiento. Estos compuestos a concentraciones
submicromolares pueden actuar como mensajeros inter e
intracelulares capaces de promover respuestas de
crecimiento en cultivo. El mecanismo puede involucrar la
interaccién con receptores especificos u oxidacién de
moleculas de transduccién como las proteinas cinasas,
proteinas fosfatasas, factores de transcripcién o inhibidores
delos factores de transcripci6n®. Enel dtero, laconcentracién
del radical super6xido y los productos de lipoperoxidacién
sufren cambios ciclicos. que se correlacionan con los
fenémenos regulados por estrégenos.

Otroradical que ha cobrado importancia principalmente
en reproduccidn es el 6xido nitrico (NO), se piensa que
este compuesto equivale al clasificado como el factor
relajante derivado del endotelio (EDRF). Este radical es
un potente vasodilatador del musculo liso, que ademas
previene la agregacién de las plaquetas y su adhesién al
cndotclio. EI NO presente en los tejidos se descomponce
rdpidamente en presenciadelanion superéxido para formar

372
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¢l peroxinitrito (ONOO), un compuesto altamente reactivo
con propiedades similares a las:de! radical hidroxilo
(OH). Los macréfagos gesieran éxido nitrico y anién
superéxido durante sus actividades_en inflamacién, por
los que se sugiere que el daijo al tejido es viala formacién
de peroxinitrito. Durante la'gestacion, la concentraciénde
este radical se eleva en los momentos que se requiere de
mayor vascularizacién, como es la implantacién, y
disminuye cuando predomina la vasoconstriccién que
prevalece en el parto. Se piensa que la formacion del
6xido nitrico esta regulada por medio de la superéxido
dismutasa, ya que esta enzima descompone al anién
super6xido, el que a su vez inhibe la formacion del NO*.

Lalipoperoxidacién es uno de los efectos de los radicales
libres, y se define como la interaccién de estas moléculas
con los 4cidos grasos polienoicos de los fosfolipidos de las
membranas; tal ataque ocurre en los hidrégenos alilicos
sobre los dtomos de carbono entre dos dobles enlaces. Los
componentes fosfolipidicos de las membranas celulares
son blancos altamente vulnerables a daiio oxidativo debido
a la susceptibilidad que poseen sus cadenas de 4cidos
grasos polinsaturados para peroxidarse. De esta manera se
producen cambios en la fluidez y. permeabilidad de las
membranas. Durante las reacciones de lipoperoxidacién el
rompimentodelosenlaces de carbonodalugaralaformacién
de alkanales como el malondialdehido, el cual puede
reaccionar con grupos tioles y dar lugar a cromolipidos.
Estos compuestos se utilizan con frecuencia para medir el
dafio peroxidativo®.

Los lipoperéxidos se forman en procesoso biol6gicos
normales in vitro; el radical superéxido y otras especies
reactivas de oxigeno son producto de la accién de oxidasas
como xantina oxidasa, NADPH oxidasa, las enzimas del
citocromo P450 y la prostaglandina sintasa. La oxidacién
enzimdtica del dcido araquidénico (liberado a partir de
lipidos como un resultado de la activacion de la fosfolipasa
A,) durante la biosintesis de eicosanoides es acompafiada
por la generaci6n de hidroperéxidos y formacién de radicales
libres derivados del oxigeno®.

La lipoperoxidacion puede ser potencialmente daiiina,
debido a que la falta de control de este fenémeno conduce
al rompimiento de las membranas celulares. Ademads, este
fenémeno esta intimamente relacionado con procesos
degenerativos tales como cdncer, arteriosclerosis y pre-
eclampsia/eclampsia, no obstante, de manera controlada
dicho fenémeno es vital.

El propéstito de este trabajo, s revisar el perfil oxidante/
antioxidante que se presenta durante el ciclo estral. la
implantacioén y la gestacion, dando énfasis a los radicales
libres mds estudiados en este campo. Ademds, hacerhincapié
enque un desequilibrio en el sistema oxidante-antioxidante
conduce al bloqueo del embarazo.
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El ciclo estral
Durante el ciclo estral en el iitero de la rata, se ha encontrado
quelasconcentracionesdel anién superéxido(O,-) y superéxido
dismutasa(SOD), sufren cambiosciclicos. Durantecl proestro
laconcentraciéndel O,- se incrementaseis veces, mientrasque
la de su enzima dismutadora, la superdxido dismutasa,
disminuye en la misma proporcién’ (figura 1). Sc piensa que
el radical superéxido estd relacionado con la regulacion de los
cambios uterinos durante el ciclo estral. Se demostré que la
presencia del radical superéxido durante el proestro causa
edemay proliferacion celular, mientras que laSOD seencuentra
disminuidadurante esta etapa, pero aumenta durante el diestro
! y 2. Esto hace suponer que la pérdida del anién superoxido
y del edema® se deben a la regulacién de este radical por la
superéxidodismutasa. Resultainteresante saberque duranteel
ciclo estral en el ovario, la SOD y el anién superéxido sufren
cambios ciclicos, presentindose en este caso un aumentode la
SODdurante el proestro simultaneo aladisminuciéndel anién
super6zido’. La presencia de altos niveles de SGD durante el
proestro puede formar parte de una accién tiempo secuencial,
generando sufieciente peréxido de hidrégeno (H,0,), el cual
es el sustrato adecuado para la accién de la peroxidasa que se
encuentraelevadaen este Gganodurante el estro'?. Ademis, se
ha demostrado que la hormona luteinizante (LH) induce 30°
después de su administracién aumento en la actividad de la
SOD y tres horas después el aumento en la actividad de la
peroxidasa y la disminucién del ascorbato. Se piensa que el
‘O,_ tiene un papel benéfico en la esteroidogénesis litea por
medio de una reaccién de radicales libres que involucra
ascorbato para la oxidacién de pregnenolona a progesterona'®.

La implantacién

La implantacién es el fenémeno en donde las membranas
del blastocisto y el ttero sufren alteraciones bioffsicas que
favorecen la fusién de ambas membranas. Ademads, en

Figura 1

Perfil uterino de lipoperoxidacion durante
el ciclo estral en el Gtero de la rata
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nuestro laboratorio'' demostramos durante esta etapa, que
las membranas de orgdnulos como los lisosomas también
presentan alteraciones que permiten la liberacion selectiva
y hormono dependiente de hidrolasa lisosomales. Sc ha
demostrado que la fusién de las membranas es dependiente
la fluidez de la bicapa fosfolipidica. Laloraya y col'"?
encontraron disminucién delambiente polar de! endometrio
uterino de larata durante los primeros cuatrodias de prefiez.
Dichadisminucién, fue seguidade unaumento considerable
durante las primeras horas de dia 5 (implantacién) y una
nuevadisminuciénalas |0 AM. Ademds, descubrieron que
el comportameinto polar fue paralelo a la fluidez de las
membranas celulares. El incremento en la fluidez durante
la implantacién puede ser consecuencia de un incremento
delradical superéxido (O,-) durante este tiempo. Se encontrd
que el O,- estimula la peroxidacién de 4cidos grasos de la
membrana y eventualmente conduce a la pérdida total de la
integridad de la membrana®. Ademds, durante las primeras
cinco horas del dia de la implantacién, se encuentra
considerablemente elevado el malondialdehido (un producto
de laperoxidacién delipidos) y presenta un comportamiento
similar al del ani6n super6xido'>*(figura 2).

Los elevados niveles del O,- en el sitio de implantacién,
coinciden con el aumento de la permeabilidad vascular
presentada durante la etapa de implantacin, este
incremento permite el flujo de nutrientes de la madre al
embrién'®, También se sabe que la peroxidacién de las
membranas ocasiona la liberacién de hidrolasas
lisosomales, las que por un lado permiten la lisis del tejido
epitelial materno para favoerecer su unién al embrién, y
por el otro participan en la desrepresién del DNA durante
la implantacién!!. En nuestro laboratorio comprobamos
que ladexametasona, un compuesto que suprime la fluidez
de las membranas, evita la liberacién de hidrolasas e
impide la implantacién'®.

Figura 2

Perfil uterino de lipoperoxidacion
durante la perimplantacion en la rata
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Perfit de fluidez de la membrana (F: espectro), concentracion de
malonaldehido (MDA: nM/mg proteina/min), actividad de
superéxido dismutasa(SOD: u/mg peso secox10)y concentracion
de anion superdxido (O,- espectro X 10). * Laloraya M. Biochem
Biophys Res Commun (1990); 167 (2):561-567, ** Sudir J., Monzy
T., Pradeep K., Malini L. Biochem Biophys Res Commun.
(1993);195(2):574-580.""*Laloraya M., Kumar P., Manmohan M.
Biochem Biophys Res Cornmun (1993);161(2):762-770.
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Por sus propicdades bioquimicas, la presencia del anién
superéxido (O,-), resultaria sumamente téxica sin un
mecanismo de control. La enzima superéxido dismutasa
(SOD), presenta un comportamicnto inversamente
proporcional al del O,- (figura 1 y 2) sutiriendo que su
presenciaregulael proceso y que unaasincronfa entre estos
doscompuestos resultaria perjudicial parael establecimiento
de la preiiez.

Se sabe que durante la implantacién del blastocisto se
produce un aumento en la produccién de radicales libres de
oxigeno, los cuales, junto con los lipoperdxidos interfieren
con la fisiologia endotelial: ¢l anién superdxido regula la
concentracién de uno de los principales relajantes del
endotelio, el 6xido nitrico (NO). El radical libre éxido
nitrico esun compuestocuyo principalefectoes larelajacién
del misculo liso, por lo que durante la prefiez este juega un
papel muy importante en los cambios. vasculares. La
regulacién de la concentracidn de este radical es por medio
su reaccién con el O,- para dar origen a otro compuesto, el
peroxinitrito (ONOO"), un compuesto que tiene gran efecto
bacteriostatico. De esta manera una alteracién en la
concentracién de radicales libres puede ser la causa de las
alteraciones vasculares ocurridas durante la preclampsia/
eclampsia'’.

Ennuestro laboratorio pretendemos demostrar inhibiendo
lasintesisde NO, que este radical es indispensable paraque
elendometrioadquierala vasculanzacnon necesariadurante
la etapa de implantacién.

La preiiez

El progreso de la gestacion se acompaiia del aumentoen la
sintesis y contenido de fosfolipidos del tejido placentario,
asi como disminucién de la actividad de las enzimas
limitantes de las rutas glicolitica y gluconeogénica,
sugiriendo que dichas alteraciones son la expresién de su
senectud'®.

Los procesos de peroxidacién aumentan a medida que
avanza la prefiez. Dicho incremento peroxidativo evoca a
los mecanismos de defensa, de tal manera que al final de la
gestacién los mecanismos de proteccién son mds fuertes
que los de peroxidacién. Diamant S y col's encontraron en
el plasma humano, que la formacién de malondialdehido
aumentade 3.08 durante el 1" trimestre del embarazo hasta
6.9 nmoles/mg de proteina/30 min durante el 3 trimestre.
Por otro, lado Uotila J. y col' descubri6 en los tejidos de la
placenta, que las unidades de glutatién peroxidasa/g de
hemoglobina aumentan de 37.5 al inicio del embarazo
hasta 46.1 al final del mismo, el selenio de 143pg/la 151,
la vitamina E de 21.4 a 38.Immoles/l y el colesterol de 4.3
a6.9 nmoles/1. (figura 3). Se supone que la lipoperoxidacion
duarante laprefiezestaregulada por un sistemade peroxidasa
dependiente de NADPH, yaque la peroxidacién microsomal
y mitocondrial de la placenta es dependiente de esle
coofactor. Cabe mencionar que la peroxidacién lipidica en
la placenta de nacimientos efectuados por cesdrea es
considerablemente menor que aquella de partos normales,
csto puedce deberse a que ¢l mecanismo de iniciacién de
labor en nacimientos cspontdncos esta regulado
posiblemente por prostaglandinas® (el metabolismo del
dcido araquidénico produce radicales libres). Se suponc
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que el proceso de lipoperoxidacion normal durante la
prefiez se controla por unaadecuadarespuesta antioxidante.

Laconcentracién plasméticade los productos de oxidacion
de los radicales libres ¢s significativamente mds alta en
prefiez complicada por pre- ec,lampsiaque enpreiiez normal.
Se haencontrado que la presion sanguineay la presenciade
radicales libres aumentan en proporuén lineal, por lo que
se postula que la actividad de radicales-libres tiene efectos
patolégicos sobre la presion sanguinea. Esta hipétesis se
refuerza por el hecho de qué los-productos de radicales
libres tienen marcados efectos sobre el misculo liso y la
agregacion de las plaquetas, Katrina J y col*' demostraron
que un producto de la perozudacnon del 4cido linoléico
(dieno conjugado) se encuentra mds elevado en el plasma
de mujeres pre-ecldmpticasa partir de la semana 28 de la
gestacion que en las embarazadas normales, dichaelevacién
permaneciéhastael puerperioy se correlacionédirectamente
con la gravedad de la pre-eclampsia, incluyendo el aumento
de la presion diastélica.

Preeclampsia/eclampsia, la complicacién médica més
comin del embarazo, constituye el sindrome de
vasoconstriccién con elevada presion arterial, edema,
proteinuria y convulsiones. Aunque el concepto de que esta
patologia se debe principalmelnte a un desequilibrio en la
relacién prostaglandinas/tromboxanos, esta hipétesis no
aclara la etiologia del padecimiento.

La actividad de los radicales libres in vivo puede estar
relacionada con lasintesis de algunas prostaglandinas y sus
derivados vasoactivos. Un estudio demostré que la
concentracién de prostaglandina E, es baja, mientras que la
F aes altaen mujeres prefiadas. Ademds, en pre-eclampsia
severa la prostaciclina disminuy6 considerablemente y se
correlaciond inversamente con la presencia de productos
de lipoperoxidacion?.

Durante la prefiez normal en la mujer y otros mamiferos
como la rata, ocurre pronunciada vasodilatacién de la

Figura 3
Perfil de peroxidacién durante la prefiez en el humano
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vasculatura materna. Dichos cambios finalmente aseguran la
adecuada liberacién de oxigeno y nutrientes al feto. Se sabe
que el NO es uno de los principales relajantes del misculo
liso, y el bloqueo de su sintesis conduce a alteraciones tales
como pre-cclampsia e hipertension del recién nacido.

Conrad y col*. encontraron que en el plasma y orina de
ratas gravidas, la concentracion de 6xido nitrico aumentaa
partir del dia seis de prefiez hasta obtener un pico maximo
al dfa 13 cuyo valor es el doble del encontrado antes del
embarazo. Este aumento se mantiene hasta el términode la
preiiez y declina bruscamente el acercarse el parto. Se
piensa que el NO es un relajante endégeno que disminuye
al acercarse el parto probablemente con la finalidad de
favorecerel trabajo de labor necesario durante el nacimiento.
Por otro lado, un inhibidor competitivo de la enzima que
sintetiza el NO (6xido nitrico sintasa), la nitro-L- arginina,
suprime el aumento de NO producido durante el prefiez, por
lo que la produccién del NO se lleva a cabo a partir de L-
arginina. Se supone que el NO participa como relajante del
misculoliso activando a la guanil ciclasa y al GMPc, el que
posteriormente estimulael metabolismodel calcio. Ademads,
la concentracién de GMPc aumenta en forma paralela a la
produccién de NO*. En el itero de conejos se encontrd
actividad de éxido nitrico sintasa, y también se descubrié
que estaenzimadisminuye su actividad a80% el iltimo dia
delagestacién. Yaque el NO es un compuesto con una vida
mediamuy corta es de esperarse que el sitio en donde ejerce
su efecto es el mismo de su produccidn.

La participacién del NO durante la prefiez ha podido
demostrarse en otros 6rganos. Weiner CP y col encontraron
que a medida que progresa la gestacién en cobayos, la
actividad de la 6xido nitrico sintasa aumenta en rifién,
corazdén, miisculo esquelético y eséfago, sugiriendo que las

alteraciones caracteristicas de la prefiez como son el reflujo

esofdgico,elaumentoenel gastocardiacoy lapermeabilidad
glomerular son regulados por este radical. Ademds dichos
aumentos se suprimen al agregar un antiestrégeno, por lo
que esta hormona regula su produccién. La progesterona
demostré no tener algun efecto®.

Algunos autores han utilizado el NO como medida
terapéutica en el tratameinto de algunas alteraciones

vasculares de la prefiez. En ovejas, el NO inhalado en dosis

de 6-100 ppm dilata selectivamente la circulacién pulmonar
¢ incrementa la oxigenacién dentro de los dos minutos
después de su administracién. Ademds, cuando el 6xido
nitrico fue administrado por un periodo de 24 horas, los
cambios fueron sostenidos y la supervivencia aumenté®.

CoNcLUsION
Actualmente se sabe que el papel de los radicales libres no se
limitaaefectos deletéreos, sinoqueaconcentraciones nmolares
y bajoestimulos adecuados estos participan en laproliferacion
y mantenimiento celular. Sin embargo, una produccién
inadecuadadcestos compuestos provocareacciones encadena
y formacidn de otros radicales aun mds téxicos, como es el
caso del 6xido nitrico que en presencia del anidn superéxido
produce peroxinitrito,un potente bacleriostatico.

Durante el ciclo reproductor y la gestacion los radicales
libres y sus antioxidantes mantienen un perfil de
concentraciones {inamente regulado que si se piede puede
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conducir a alteraciones como las presentadas durante la
precclampsia, en la que la disminucién del NO ocasionada
seguramente por aumento del O,- provoca la disminuida
vasodilatacién caracteristica de este padecimiento.

Enlaactualidadel estudiodel 6xido nitricoen laregulacién
de la prefiez ha cobrado granimportanciano sélo anivel del
dterosinode otros érganos, por loque muchos investigadores
intentan demostrar su regulacién y mecanismo de accién
con et fin de poderlo utilizar como medida terapéutica. En
nuestro laboratorio nosotros pretendemos demostrar que la
supresidn de la sintesis de este compuesto desde las etapas
mds tempranas de la prefiez en la rata (implantacién) es
capaz de bloquear el desarrollo embrionario provocando
sintomas similares a los de pre-eclampsia.
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