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RESUMEN

La implantacion del embrion es un proceso clave y crucial de la gestacion, ya
que involucra la primera interaccion importante entre el endometrio materno y
el embrion. Para que esta etapa se lleve a cabo es necesario que el embrién haya
alcanzado la fase de blastocisto y que en el endometrio materno se presenten los
cambios morfologicos y bioquimicos que lo conducen a la fase de receptividad.
Una de las manifestaciones mis tempranas de la receptividad uterina es el
aumento de permeabilidad vascular, propiedad que ha sido utilizada
experimentalmente para demostrar las zonas del endometrio preparadas para
recibir al blastocisto.

Muchas son las moléculas involucradas en la receptividad uterina y el aumento
de permeabilidad, como la histamina y las prostaglandinas, sin embargo, el
mecanismo por el cual estos compuestos provocan estos efectos se desconoce. Es
probable que el 6xido nitrico este involucrado en el aumento de permeabilidad y
la subsiguiente implantacion del embrion. El éxido nitrico ("NO) o monoxido de
nitrégeno es producido enzimaticamente, junto con citrulina, a partir de la L-
arginina por la mayoria de las células del organismo. La familia de enzimas que
sintetizan al "NO, 6xido nitrico sintasas, se clasifica en dos grandes grupos; el de
enzimas inducibles por citocinas y caracteristicas de los macréfagos, y el de
enzimas constitutivas tipicas de los endotelios. La isoforma inducible sintetiza
grandes cantidades de 6xido nitrico después de un estimulo inmune, en tanto que
la constitutiva produce pequefias cantidades pero de manera constante. El "NO
sintetizado por la isoenzima inducible tiene diferente destino metabdlico que el
de la constitutiva, mientras que el primero reacciona y se inactiva con el anién
superdxido, el segundo tiene un papel fisioldgico muy importante sobre la
regulacion de muchas enzimas. EI “NO reacciona con el grupo hemo de la
enzima guanilato ciclasa y produce un cambio conformacional de esta que la
conduce a su activacion con el aumento en la concentracion de GMP ciclico y
la relajacion del musculo liso. La sintesis de "NO puede inhibirse mediante
analogos de la L-arginina, como la L-nitro-arginina metilester o L-NAME, que
es ampliamente utilizado para determinar la participacion del “NO en los
procesos fisiologicos.

Durante la prefiez, el "NO participa manteniendo el tono vasodilatado, fenomeno
regulado por estrogenos. A medida que evoluciona la prefiez aumenta la
concentracion de ‘NO y poco antes de acercarse el parto su concentracion
declina para favorecer las contracciones uterinas. Ademas, la administracion de
los inhibidores de su sintesis provoca en animales hipertension y signos y
sintomas parecidos a los de preeclampsia.



Aunque poco se sabe acerca de la participacion del *NO en tejidos diferentes al
endotelio vascular, se ha encontrado elevada la concentracion de la oxido nitrico
sintasa en el corazon, rifién, misculo esquelético, eséfago y ttero de cobayas
gestantes. En el utero, el aumento de permeabilidad vascular durante la
implantacion, inducido por prostaglandinas o histamina, probablemente es
mediado por NO, ya que en los sitios de implantacién se ha encontrado mas
elevada la concentracion de este radical que en las zonas uterinas aledaiias.

En el presente trabajo nos propusimos analizar si la sintesis de "NO y la
presencia de GMP ciclico en el tejido uterino al 5° dia de prefiez en la rata, estan
relacionadas con el aumento de permeabilidad uterina, la implantacién y/o la
viabilidad embrionaria. Adicionalmente, si estas alteraciones estdn relacionadas
con algunos signos relacionados con preeclampsia, como temperatura, frecuencia
cardiaca y eliminacién de metabolitos en orina.

Metodologia: Se utilizaron 60 ratas hembra de la cepa Sprague Dowley al 5°
dia de gestacion, se dividieron en tres grupos de 20 cada uno y todas recibieron
intraluminalmente en el cuerno uterino derecho los siguientes compuestos: las
del grupo “1”, 114 nanomoles de Nitro-L-arginina, del grupo “2”, 114
nanomoles de Nitro-L-arginina + 342 nanomoles de L-arginina (sustrato
especifico para la sintesis de 6xido nitrico) y los del grupo “3”, 114 nanomoles
de D-arginina (enantiémero inactivo de la L-arginina). En el cuerno izquierdo
(control) de todas las ratas se administraron 114 nanomoles de D-arginina.
Veinticuatro horas después de la cirugia, (6° dia de gestacién), la mitad de las
ratas de cada grupo (10) recibié por via intravenosa azul de tripan al 1% en
solucion salina fisiologica y una hora después fueron sacrificadas. Los sitios de
implantacion en el Utero fueron reconocidos por su tincién con el colorante y se
contaron los cuerpos liteos. Los uteros fueron extraidos, limpiados de grasa y
tejido conectivo, y seccionados transversalmente para separar los sitios de
implantacion del resto del utero (no sitios). En cada fragmento de utero, el
epitelio y el estroma se separaron por el método de Fagg, (1979). Las muestras
asi obtenidas se homogeneizaron al 10 % en un amortiguador de TRIS pH 7.5 y
el sobrenadante obtenido después de centrifugar a 18000 rpm fue utilizado para
las determinaciones bioquimicas de GMP ciclico, proteinas y DNA. La
determinacion de GMP ciclico se realizd por radioinmunoensayo. Los
parametros de referencia, proteinas y DNA, se determinaron por el método de
Lowry (1951) y el de Giles (1965) respectivamente. En las 10 ratas restantes de
cada grupo, los dias 7, 13 y 19 de gestacion, se midieron la frecuencia cardiaca,
temperatura rectal y se realizé el general de orina. El dia 19, después del
sacrificio, la viabilidad embrionaria se determiné por observacion macroscopica,
ademds, los nddulos de reabsorcion (embriones implantados que no
evolucionaron), los fetos y las placentas se contaron y pesaron.



Resultados. La administracion intrauterina del inhibidor L-nitro-arginina no
tuvo efecto sobre el aumento en la permeabilidad vascular en los sitios de
implantacion.

La administracion del inhibidor evité al 100% la presencia de embriones el dia
19 de la gestacion, pero la administracion del inhibidor junto con el sustrato L-
arginina restablecié la presencia de embriones vivos en 84.8 %. Durante los 19
dias, estos animales tuvieron aumentadas la temperatura (37.1 £ 0.8°C vs 36.6 =
0.4°C) y la frecuencia cardiaca (85.6 + 0.8 puls./minuto vs 82.1 £ 0.9
puls./minuto) en comparacién con el control. El efecto Nitro-L-arginina no se
manifest6 al administrarlo con L-arginina.

En el epitelio uterino del sitio de implantacién la concentracion de GMP
ciclico/mg de proteina fue significativamente menor en el cuemno tratado con
Nitro-L-arginina que en el tratado con D-arginina 1102.3 £+ 150 vs 1664.2 + 105
picomoles GMP ciclico/mg de proteina, en cambio en el no sitio el efecto fue
opuesto, 643.4 £ 140 vs 201.6 £ 144 picomoles GMP ciclico/mg de proteina en
el control. Cuando el parametro de referencia fue el DNA, los valores fueron
menores tanto para el sitio como en el no sitio, en el cuerno uterino tratado con
Nitro-L-arginina comparados con el control, 5409 + 950 vs 7674 + 1600 del sitio
.y 3880 + 1100 vs 9799 + 890 picomoles de GMPc/mg de DNA del no sitio.

En el estroma uterino, el sitio y no sitio de implantacion respondieron de la
misma manera al efecto del inhibidor Nitro-L-arginina. Para el sitio, la
concentracion de GMP ciclico (pmoles/mg de proteina) fue menor en el tratado
que en el control: 219.2 + 98 vs 300.8 + 105 y para el no sitio: 136.8 + 89 vs
384.6 + 130. Dividiendo entre el DNA se observé el mismo comportamiento,
218 + 170 vs 448 + 190 para el sitio y 755 + 160 vs 1283 * 198 picomoles de
GMPc/mg de DNA para el no sitio. '
Discusion y conclusiones. El inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico, Nitro-L-
arginina, no suprimié la permeabilidad vascular ni la implantaci6n, quiza debido
a la poza de NO en forma de nitrosotioles. Por otro lado, el inhibidor suprimi6 al
100% la presencia de embriones de 19 dias, manifestandose en su lugar la
presencia de nédulos de reabsorcion. Esto indica que el efecto fue tardio y
seguramente acumulativo; la disminucion en la sintesis de 6xido nitrico favorece
las condiciones hipoxicas con aumento de anién superdxido y peroxinitrito los
cuales tienen gran poder peroxidativo sobre la mayoria de las biomoléculas, todo
esto finalmente conduce a la involucién del embrién formando un noédulo de
reabsorcion.

El tejido endometrial, (epitelio y estroma), del cuerno uterino tratado con el
inhibidor tuvo menor concentracion de GMP ciclico que el control, este
comportamiento lo presentaron- el sitio y el no sitio. E} GMP ciclico es un
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importante modulador de funciones celulares como la permeabilidad vascular,
ademds de considerarse como un marcador de la presencia de NO. Se ha
demostrado que la concentracién de NO se encuentra aumentada en el sitio de
implantacion. Es probable que la disminucion en la concentracion de GMP
ciclico también sea una de las causas de la reabsorcién del embrién.

Las alteraciones en la temperatura y la frecuencia cardiaca, asi como el general
de orina nos indica que el efecto del inhibidor también fue sistémico. Otros
autores han encontrado que la administracién de L-NAME, provoca en los
animales de experimentacion aumento de la presién sanguinea, la temperatura, la
frecuencia cardiaca y en algunos casos aborto.

En conclusion, la administracién del inhibidor de la sintesis de NO en el lumen
uterino durante la implantacién, disminuye en el tejido uterino la concentracion
de GMP ciclico, suprime la presencia de embriones el dia 19 de gestacion, sin
afectar la permeabilidad vascular uterina y la implantacién. Ademés, las ratas
presentan aumento en la excrecion de metabolitos urinarios.



INTRODUCCION
Implantacion

La evolucién de la viviparidad en los mamiferos ha sido posible gracias al
desarrollo de la implantacion del embrion y la plaéentacién, las cuales inician y
establecen la interaccion de dos tejidos (materno y fetal) y la subsiguiente
aposicion de sus sistemas vasculares, con el fin de permitir intercambios
fisiologicos entre los dos (Enders y Schlafke, 1974; Enders, 1976; Gil-Recasens y
cols, 1978).

La implantacion es una etapa de la gestacion temprana de los mamiferos euterios,
cuyo inicio duracion y caracteristicas varian dependiendo de la especie. El término
implantaciéon se refiere al establecimiento de la intima asociacién entre el
blastocisto y los tejidos uterinos. Este fendmeno requiere de una perfecta
sincronizacion entre el blastocisto y el atero para permitir la adhesién de las
células del trofectodermo al epitelio endometrial. Después de la adhesion,
sobreviene la penetracion del endometrio uterino, cuyo grado varia dependiendo
de las especies y puede ser desde la simple adhesion al epitelio hasta la
penetracion profunda del estroma endometrial (Enders y Schlafke, 1974 y 1977,
Abrahamshon y Zorn 1993; Applin, 1996).

Durante la implantacion se pueden distinguir las siguientes etapas (figura 1):

1.- Orientacion: El blastocisto se sitia proximo y frente a la region del
endometrio en la que la implantacion tomara lugar; asi, en la rata, el blastocisto se
dirige hacia el epitelio de la zona antimesometrial. Durante esta etapa ocurre la

pérdida de la zona pelucida (Enders, 1970; Denker, 1993).
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ORIENTACION

DIA UNO FERTILIZACION

CONTACTO

ADHESION

MAXIMA

¥ PENETRACION

l RFCFPTIVIDAD

Dia cinco

A

Fig. 1 Descripcion de los diferentes procesos que ocurren durante fa
implantacién embrionaria,

nal uterino y puede ocurrir por diversos mecanismos:

2.-
Cont

acto

Apos
icion
Se
refie

e a

simp
le
yuxt
apos
icién
entre
el
trofo
blast
oy
el
epite
lio

lumi



a) Por envolvimiento: el hinchamiento del endometrio uterino permite que éste
rodee al blastocisto y se establezca el contacto del trofectodermo con el epitelio

uterino, lo cual ocurre en la rata y el raton (Enders, 1970; Psychoyos,1973).

b) Por expansion: el blastocisto incrementa su volumen llenando la luz uterina,
como en el conejo, los carnivoros y algunos monos (Enders,. 1970; Psychoyos,

1973; 1976; 1986; Abrahamsohn y Zorn, 1993).

¢) Por acercamiento activo del blastocisto: se establece por la aproximacién del
blastocisto a la mucosa uterina, tal como ocurre en el cobayo, el chimpancé y el

humano (Psychoyos, 1973; 1986; Abrahamsohn y Zorn 1993).

Durante esta fase de contacto ocurre la interdigitacion de las microvellosidades del
trofoblasto y del epitelio luminal. Ademas, el endometrio aumenta su
permeabilidad vascular y hay produccion de edema y extravasacion de proteinas

séricas (Enders, 1970; 1986; Abrahamsohn y Zorn 1993).

3.- Adhesion: Se establece la union trofoblasto-epitelio endometrial resistente a la
ruptura fisica, con el establecimiento de desmosomas e interaccidn estrecha entre
las superficies membranales (Enders, 1970). Son importantes en este proceso los
cambios de carga en la membrana, la presencia de moléculas de adhesién celular,
asi como grupos activos (SH, COO’, NH;, etc.) y compuestos de superficie entre
los que se encuentran los acidos sidlicos (Enders, 1976; Abrahamsohn y Zomn

1993).

4.- Penetracion: El blastocisto penetra a través del epitelio uterino por diversos
mecanismos: fagocitosis, desplazamiento mecanico o actividad enzimatica
(Enders, 1976). El grado de penetracion varia en las distintas especies, y va desde
la simple adhesioén al epitelio, hasta la penetracion de las capas profundas del

endometrio, de modo que las vellosidades coriénicas, originadas por el



trofoblasto, quedan bafiadas por la sangre materna (Abrahamsohn y Zorn, 1993;

Applin, 1996).

Se han descrito tres tipos de penetracion del trofoblasto al epitelio uterino: por
desplazamiento, por fusién y por invasion. En la penetracion por desplazamiento,
caracteristica de la rata y el ratén, la unién del trofoblasto a la membrana
plasmética apical del epitelio uterino es seguida por la degeneracion de grupos
completos de células uterinas, permitiendo de esta manera el avance del
trofoblasto hacia la lamina basal y al estroma uterino. En la penetracion por fusién
que presenta el conejo, los rumiantes y el hombre, las membranas plasmaticas
apicales de ciertas partes del trofoblasto se funden con las del epitelio uterino y
forman un sincicio que contiene nicleos de origen materno y embrionario. Este
sincicio revela su caracter invasivo al penetrar a través de la lamina basal y por
erosion comunicar a los vasos sanguineos maternos con el trofoblasto para formar
el contacto hemocorial. La penetracion de tipo invasiva, que presentan los
carnivoros, se caracteriza por la penetracion de pequefias prolongaciones del
citoplasma del sinciciotrofoblasto entre las células del epitelio uterino (Ljungkvist
y Nilson, 1974; Martell y Psychoyos, 1989; Aplin, 1996). Aunque para fines de
estudio se ha hecho esta clasificacion, se puede encontrar la combinacion de los

tres tipos en algunas especies.

Para que la implantacion se lleve a cabo, los tejidos embrionario y materno deben
haber presentédo los cambios caracteristicos que son el resultado de su mutua
interaccion (Abrahamsohn y Zorn, 1993, Applin, 1996). El embrién debe haber
alcanzado la etapa de blastocisto y el utero debe haber sufrido los cambios
morfologicos y bioquimicos que le permitan la implantacién del embrion. Esta
etapa en el tero se conoce como receptividad uterina, y en los roedores los

cambios responsables para esta condicion son desencadenados por estrogenos,



previa sensibilizacién con progesterona. Durante la prefiez temprana en los
roedores, el utero es receptivo o sensible a la presencia del blastocisto, inicamente
durante un periodo determinado de tiempo. La transicion de un endometrio
refractario (no receptivo) a uno receptivo, es un fenémeno complejo que esta
asociado a cambios tanto del epitelio como del estroma uterino en el sitio donde se
albergara el blastocisto. El epitelio uterino sufre cambio en la polaridad, en la
expresion de receptores de superficie y en la expresion de moléculas de adhesion,
de las cuales algunas también se expresan en tejidos neoplasicos malignos. Las
integrinas, la Mel-CAM, MUC 18, S-Endo-1 (Shih, 1999) son algunas de las
moléculas de adhesion caracterizadas y estudiadas recién. Durante el periodo
previo y posterior a la implantacion el epitelio también sintetiza moléculas anti-
adhesivas, en el ratén se ha caracterizado una proteina integrada a membrana
(MUC1) que tiene esta propiedad (Messenger y cols., 1998). En los roedores
probablemente por efecto de citocinas, las células del epitelio endometrial, asi
como las del estroma, aunque a diferentes tiempos y coordinacion, sufren
apoptosis para facilitar el anclaje del blastocisto. Durante la remocion del epitelio
y el estroma se ha demostrado y caracterizado la participacion de proteasas. Tres
familias de proteasas han sido involucradas en la degradacion de la matriz
requerida para la implantacion: cisteina, serina y metaloproteinasas (Salamonsen
LA, 1999). También produce enzimas y el estroma produce inhibidores. Durante
esta etapa también se induce la expresion de factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento insulinoide (IGF) (Porcu y cols, 2003), el factor liberador de
corticotrofina; de moléculas de adhesion y de matriz extracelular por el epitelio
materno y el blastocisto (Nardo y cols, 2003), también hay aumento tanto en
expresion como en actividad de metaloproteinasas (Pilka R y cols, 2003) y en

general aumento en la sintesis de RNA y proteinas (Beir y cols, 1991).



En respuesta a sefiales enviadas por el blastocisto a través de diversas moléculas,
el estroma endometrial sensibilizado sufre el proceso de transformacion decidual.
Este fendmeno involucra proliferacion y diferenciacion celular y aumento de la
permeabilidad vascular en el sitio del endometrio en el que el conceptus sera
alojado (sitio de implantacion) (Haddad y cols, 1995). El aumento de
permeabilidad vascular, una de las reacciones mas tempranas del endometrio
durante la implantacion, ha sido de gran utilidad metodolégica, ya que en especies
como la rata y el raton (Psychoyos, 1986; Gil Recasens y cols, 1978) permite la
deteccién de zonas diferenciadas morfoldgica y funcionalmente, denominadas
sitios de implantacién. Cuando a los animales de laboratorio se les administra por
via intravenosa colorantes afines a la albimina logran extravasarse y acumularse
en los sitios de implantacion (Psychoyos, 1973 y Psychoyos, 1976) y de esta
manera es posible separar este tejido. Es en el dia cinco de gestacion en la rata,
contando como dia uno cuando se encuentran espermatozoides en el frotis vaginal,
cuando el blastocisto se ubica frente a la superficie antimesometrial del
endometrio, que el utero alcanza su estado de maxima receptividad y por lo tanto

es mas sensible a los estimulos del blastocisto (Denker, 1993).

Los mecanismos moleculares que inducen el aumento de permeabilidad vascular
y la subsiguiente reaccién decidual aun no estan bien establecidos. Se sabe que
las prostaglandinas juegan un papel importante, ya que la inhibicion de su
sintesis dismindye el nimero de sitios de implantacion (zonas con permeabilidad
vascular aumentada), ademas se ha encontrado que su concentracion esta
elevada en estos sitios. Es probable que las prostaglandinas lleven al cabo su
efecto por medio de otros compuestos con mas capacidad para difundir. El 6xido
nitrico, una molécula pequefia y de fécil difusion, puede estar implicado en el
aumento de permeabilidad vascular en el sitio de implantacion, ya que, por un

lado se encuentra en mayor concentracion en este sitio y por el otro esta bien



demostrado que uno de sus principales efectos es la vasorelajacion por medio de

la activacion de la guanilil ciclasa (Gagioti y cols, 2000; Kennedy,1977).

_El 6xido nitrico

El éxido nitrico (eNO), uno de los gases toxicos del smog, es un radical libre
gaseoso, de vida media muy corta y se genera en la mayoria de las células del
organismo (Bredt y Snyder, 1994; Nathan 1992, 1994; 1995). En 1987 El grupo de
Ignarro (Ignaro, 1987; Ignarro, 1990; Ignarro 1992) descubri6 que las células del
endotelio vascular eran capaces de sintetizarlo a partir de L-arginina, y ademas,
que las propiedades de este radical libre coincidian con las propiedades fisicas y
quimicas del factor relajante derivado del endotelio (EDRF) (Palmer y cols,
1988*%). A la fecha se ha comprobado que el EDRF y el eNO son el mismo
compuesto (Beckman y cols, 1990; Beckman, 1996).

En las células del endotelio, el eNO se sintetiza en una reaccién catalizada por la
isoforma constitutiva de la éxido nitrico sintasa (Knowles y Moncada, 1994), desde
donde difunde hacia el musculo liso vascular subyacente y en donde se puede unir
a la fraccion hemo de la guanilato ciclasa (Goretski y Hollocker, 1988; Melkova,
1997). La formacién del complejo eNO-guanilato ciclasa produce un cambio
conformacional de la enzima que conduce a su activacion, provocando asi un
aumento en la concentracion de GMPc y una disminucion en la concentracion de
calcio intracelular, lo que induce la relajaciéon del musculo liso. La administracion
de nitro-L-arginina, un analogo de la arginina y antagonista de la sintesis del eNO,
provoca en la circulacién dtero-placentaria de fetos de cordero un aumento
significativo en la presién asi como disminucion del flujo sanguineo umbilical

(Harald y cols, 1993).



Por otro lado, el eNO sintetizado a partir de los macréfagos, se produce en

mayor cantidad que el de origen endotelial y ademds con fines de defensa

inespecifica (Wood, 1990; Choudhuri y Wood, 1991). El eNO generado en estas

células proviene de la reaccion catalizada por la isoforma inducible de la 6xido

nitrico sintasa (Hunt, 1995; Cellek, 1997). EL eNO sintetizado de esta manera,

puede estimular también a la guanilato ciclasa, pero primordialmente tiene

efectos toxicos tales como la inhibicion de la respiraciéon mitocondrial, la unién a

otras enzimas con centro hemo y dafios al DNA (Haddad y cols, 1995).

El eNO dificilmente se encuentra libre, ya que reacciona rdpidamente con un
grupo especifico de moléculas que tienen orbitales con electrones desapareados,
que también son radicales libres, o con metales de transicion como el fierro y el
cobre (Giuseppe y cols,1998; Halliwell y Gutterige, 1985 y Halliwell y Gutterige
1988). La vida media de este radical es de 1 a 2 segundos, ya que in vivo
reacciona rapidamente con la oxihemoglobina para formar metahemoglobina y
nitratos, metabolito estable de eNO (Ignarro, 1990 ). Sin embargo, cuando el eNO
se produce en grandes cantidades y en presencia del anién superdxido (Oey—-),
como en los procesos inflamatorios, da lugar a la formacion de peroxinitrito
(ONOO-), un anion altamente oxidante y capaz de producir estrés oxidativo

(Koppenol, 1998).

El eNO se sintetiza dentro de las células a partir del aminoacido L-arginina
mediante una reaccion catalizada por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Esta
reaccion requiere de la participacion de varios cofactores como se muestra en la

figura 2 (Moncada y cols, 1991 *; Neri y cols, 1995).
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Fig. 2. Mecanismo de accion de la oxido nitrico sintasa (NOS): La
NOS oxida al grupo guanidino de la L-arginina en un proceso que
consume 5 electrones y resulta en la formacion de ¢ NO y de L—

citrulina. Durante este proceso se forma como producto intermediario

la L-hidroxiarginina.



El doble papel del eNO, bueno o deletéreo, en la comunicacién intercelular o en
los mecanismos de defensa inespecificos esta relacionado con su origen, mientras
el eNO derivado de la enzima constitutiva, tipica de los endotelios, activa a la
guanilato ciclasa para aumentar la vasorelajacion y la oxigenacion, el generado
por la isoforma inducible participa en la respuesta autoinmune por medio de la
destruccién de gérmenes. (Ress y cols, 1990; Richard y cols, 1994; Doyle, 1981).
La enzima constitutiva es dependiente de Ca'’-calmodulina y esta presente en el
endotelio, las plaquetas, ciertas neuronas, el miocardio y endocardio, y la
inducible que es independiente de Ca®* y se sintetiza principalmente en los
macréofagos después de la exposicion a endotoxinas bacterianas o citocinas, por lo
que se induce mediante un estimulo inmunolégico (Forsterman, 1988; Sessa y
cols, 1992), En la tabla I se enlistan las principales diferencias entre las dos
isoformas. Ambas son citosolicas y requieren NADPH como cofactor y
tetrahidrobiopterina. La enzima constitutiva sintetiza cantidades pequeiias, del
orden de picomoles, de eNO durante periodos breves en respuesta a elevaciones
transitorias de Ca”" intracelular que siguen a la activacion del receptor. La enzima
inducible produce cantidades mas elevadas de eNO (nanomolares) durante
periodos de tiempo més prolongados y su induccion es inhibida por

glucocorticoides (Bredt y Snyder, 1994; Garcia-Cerdefia y cols, 1998).

La sintesis del NOe puede inhibirse mediante anélogos de la L-arginina, como la
N-monometil-L-arginina (L-NMMA), la L-nitro-arginina metil ester (L-NAME)
y la L-nitro-arginina (L-NA), que compiten con la L-arginina (Ghislaine y cols,
1994). Estos inhibidores tienen la propiedad de ser enantiémero-especificos
(Palmer y cols, 1987 oy 1988*"; Anggard, 1994). Estos inhibidores se han

utilizado como herramientas experimentales para determinar la contribucién del



«NO en los procesos fisiologicos y fisiopatologicos tanto en animales como en el

hombre (Wink y Mitchell, 1998).

Los diferentes inhibidores de la NOS acttian no solo sobre ella, sino también sobre
el acoplamiento NOe-guanilato ciclasa. Es posible también que las condiciones
patolégicas en las que existe una disminucion en la sintesis o liberacion de eNO se
encuentren asociadas a un incremento en la respuesta a los nitrovasodilatadores

(Stamler 1992).

Los estudios en animales han mostrado que existe una disminucién en la
produccién de eNO o una sensibilidad reducida a su accién en la hipertension, la

diabetes, la ateroesclerosis y el vasoespasmo (Moncada y cols, 1991%).
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Tabla 1

Diferencias entre la NOS inducible y 1a constitutiva

Caracteristica NOS (constitutiva) NOS (inducible)
Tipo celular o tejido  [Célula endotelial Macrofagos
donde se encuentra  [Neuronas Células de Kupfer

[Plaquetas, miocardio,endocardio

ICélulas de musculo liso

Activadores ADP, trombina, acetilcolina, ICitocinas
glutamato, ionéforo de calcio,
estrés, presion sanguinea.
[nductores Ejercicio Lipopolisacaridos (LPS)

Interferén vy, Interleucinas

TNF v, lipoproteina de baja
densidad y oxidadas

IForma de liberacion

[Pulsos continuos, constantes y de

baja concentracion

Gran liberacién durante el
tiempo que dure el estimu-

-lo

Blancos moleculares

Hemoproteinas, guanilatociclasa
soluble y otras enzimas hemo, y
tioles.

Proteina Fe~S, tioles, anion

superoxido, hemoglobina

Funcion propuesta

Regulacién metabolica y

Transduccion de sefiales.

Defensa del huésped

(Tomado de Anggard, 1994).



El 6xido nitrico en la gestacion

El eNO ha sido involucrado en diversas enfermedades, como la artritis, la
ateroesclerosis, el céancer, la diabetes, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson y el infarto al miocardio; En estas enfermedades participa en las
reacciones de inmunidad inespecifica; como neurdtransmisor en el sistema
nervioso central y periférico; en la modulacion de la liberacion de hormonas y en
la vaso-relajacion del musculo liso (Wink, 1998). El eNO es considerado como el
relajante biolégico mas importante del musculo liso, por lo que las alteraciones en
su sintesis o preservacion conducen a hipertension (Sladek, 1997; Steeinhorn cols,

1995; Biondi 1990).

El eNO juega un papel importante en las sefializaciones celulares de muchos
sistemas, incluyendo el reproductivo; en este el *NO participa en la maduracion
del ovocito, la ovulacién, la fertilizacion y la implantacién (Thaler y cols, 2003).
Durante el embarazo los estrogenos regulan la generacion uterina de eNO y éste a
- su vez juega un papel como intermediario en los efectos inducidos por estrogenos
en el ttero (Biswas y cols, 1998). Sugino y su grupo (1996) demostraron que en el
corazén de ratas gestantes el tamoxifeno disminuy6 la concentracion de laNOS a
los valores encontrados en animales no gestantes, por lo que dedujeron que la
actividad de la NOS era regulada por estrogenos. En apoyo a lo anterior, Van
Buren (1992) informé que el inhibidor de la sintesis del eNO, el L-NAME, evitd
en el utero de las ovejas el aumento del flujo sanguineo inducido por los
estrogenos: de 139 ml/min lo bajo a 16 ml/min. Por otro lado, Magness (1992)
observé que este mismo inhibidor suprimi6 el aumento en la concentracion del

GMPc provocado por la administracion de las mismas hormonas, Por lo que se
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sugiere que el eNO y el GMPc juegan un papel muy importante en la regulacion

del flujo sanguineo durante el embarazo.

El eNO es un potente relajante del musculo liso del tracto gastrointestinal, el
sistema respiratorio y el miometrio. Este radical es producido en el tracto genital
femenino durante el embarazo, y una reduccién en su sintesis puede estar
involucrada con el inicio del trabajo de parto. Ademas, la administracion de
donadores de eNO puede ser util para inhibir las contracciones uterinas durante el

trabajo de parto a pretérmino (Norman, 1996).

Durante la gestacién se alteran diversos procesos fisiologicos en los que participa
el musculo liso tanto en el sistema gastrointestinal como del vascular; en éste
Gltimo se induce resistencia al efecto presor de sustancias vasoactivas como la
angiotensina I y la noradrenalina, lo que conduce a la disminucién de la presion
sanguinea y como consecuencia a un incremento del gasto cardiaco (Chesley,
1978). Aunque se ha demostrado que la prostaciclina interviene en estas
adaptaciones hemodinamicas, recién se propuso al eNO como la sustancia que
mantiene el tono vasodilatado que se observa durante el embarazo. Weiner y cols
(1994), observaron en segmentos de arteria uterina de cobayas, que la
concentracion del 6xido nitrico era mayor en hembras prefiadas que en no
gestantes y Moncada y cols (1991%), y Molnar y cols (1994), demostraron que la
inhibicién especifica de la sintesis de ®NO por nitro-L-arginina aumento6 la presion
arterial y disminuy6 el flujo sanguineo umbilical, por lo que sugirieron que el
6xido nitrico era el responsable del tono vasodilatado tipico de la prefiez en ratas

(Hwang y cols, 1995).

Otros autores (Kirk y col., 1993) encontraron en el plasma y la orina de ratas
gestantes que la concentracion de nitratos, metabolitos estables del oxido nitrico,

se elevo de 2 pmoles al inicio de la gestacion hasta un pico maximo de 6.5 pmoles



el dia 15 de prefiez o pseudoprefiez (75% de la gestacién); este pico maximo
declind hasta volver a alcanzar el valor inicial de 2 pmoles al final de la gestacion.
También demostraron que durante esta etapa la concentracion de nitratos en la
* orina siempre fue paralela a la produccién de GMPc, y la administracion del
inhibidor especifico de la NOS, la L-nitro-arginina, suprimi6 los resultados
obtenidos (Buhimschi y cols., 1995). En el fitero humano se demostré que la
produccién de eNO y GMPc aumentd después de la administracion de la L-
arginina (el sustrato para la sintesis de ®NO) o del dietil-0xido nitrico (donador del
6xido nitrico), ademas, el inhibidor L-nitro-arginina-metilester suprimié dicha
sintesis. De esta manera se confirmé que el NOe y no la citrulina, es el
responsable del aumento en la produccién del GMPc (Buhimschi y cols, 1995°)

(tabla II).

El grupo de Buhimschi encontré que la administracién crénica de la nitro-L-
arginina metil- ester (L-NAME) en las ratas a partir del dia uno de gestacion hasta
el altimo tercio de la misma, aument6 la presion sistélica materna y disminuy6 el
peso de los embriones, sin embargo, cuando el inhibidor se administr6 junto con el
sustrato, L-arginina, los- efectos no se manifestaron. Estos mismos autores

encontraron un comportamiento similar en los cobayos (Buhimschi® y cols, 1995)

Por otro lado, Molnar y su grupo (1994) al administrar continuamente el inhibidor
L-NAME a las ratas a partir del dia 18 de la gestacion hasta el primer dia después
del parto, enéontraron desarrollo de hipertension, albuminuria y disminucion del
peso de sus embriones sin afectar la duracién de la gestacion. Ellos mismos
demostraron que la hipertension provocada por el L-NAME en estas ratas declin6
hasta alcanzar valores normales después del parto. Ademas, cuando a las ratas
virgenes o a los machos se les administré el L-NAME, éste no tuvo efecto, por lo

que se sospechd que la unidad fetoplacentaria juega un papel muy importante en la



regulacion de la sintesis del 6xido nitrico (Baylis y cols, 1992). Estos mismos
autores encontraron trombocitopenia tanto en ratas prefiadas como en las no
prefiadas tratadas con L-NAME, seguramente debida a la agregacién plaquetaria

(tabla III).

Vale la pena mencionar que el trinitrato de glicerilo, un donador del eNO, ha sido
ocasionalmente utilizado como relajante uterino. Este compuesto se ha aplicado en
forma de parches (Deponit 10, Schwarzpharma, Germany) en mujeres gestantes a
pretérmino cursando con contracciones uterinas, para controlar el trabajo de parto

(Nerti y col, 1995).
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TABLA II

EFECTOS DE LOS INHIBIDORES ESPECIFICOS DE LA OXIDO
NITRICO SINTASA DURANTE LA PRENEZ

Efectos Citas bibliograficas
4 Presion sistélica ( rata ) Buhimschi y cols, 1995
Albuminuria, hipertension, Molnar y cols, 1994

| Peso de los embriones, trombocitopenia [Franchiy cols, 1994
(rata).

7T Las contracciones del ttero IBuhimshi y cols, 1995 ab

(rata y humano)

Se muestra la concentracion de L-NAME y nitro-L-arginina sobre algunos signos
clinicos relacionados con la vasorelajacion durante la prefiez. 1. aumento; 1 :
disminucion.



Tabla III

Presencia de oxido nitrico en diversos 6rganos de hembras gestantes

ESPECIE ORGANO PARAMETRO | REFERENCIA
Cobayo \Corazon, rifiones, 4 NOS Weiner, 1994 V
musculo esquelético, $ GMPc
esofago
Rata Plasma, orina 4NO,, GMPc  |Sladek, 1997
Humano *Placenta, 4 NOS, *Myatt y cols.,1993
*sinciciotrofoblasto, |}eNO **Buhimschi y
**miometrio Yallampalli®® 1995
Conejo Utero $ NOS , Stephen y cols, 1997

‘NO, éxido nitrico; NOS, éxido nitrico sintasa; GMPc, guanosina monofosfato
ciclico y NO-, nitritos.



Diversas evidencias indican que al acercarse el parto en la rata, la concentracion
del NO declina; Stephen y colaboradores (1997) demostraron que la actividad de
la éxido nitrico sintasa disminuy6 de 6 pmoles de eNO/mg de proteina, a la mitad
del embarazo, hasta 1 pmol al acercarse al parto. Lo anterior se debe a que antes
del nacimiento los compuestos vasodilatadores deben disminuir para permitir las
contracciones que prevalecen durante este periodo. En apoyo a esto, Buhimshi y
colaboradores (1995“"’) demostraron que en el utero humano la concentracion del

oNO también disminuy? al acercarse el parto.

La concentracion de eNO en otros rganos también varia durante la prefiez; en el
corazén, rifiones, musculo esquelético y esofago de cobayas, la actividad de la
4xido nitrico sintasa aumenta a medida que transcurre la gestacion, de tal manera
que transcurrido el 75 % del embarazo la concentracién de la 6xido nitrico sintasa
es cuatro veces mayor que al inicio de la prefiez (Myatt y cols., 1993, Nathan y
Xie., 1994). Ademads, -estos aumentos fueron paralelos a cambios en la
concentracién del GMPc (Schimidt y Lohmann, 1993). Hasta ahora los estudios
han demostrado que el embarazo esta asociado con elevacion de la concentracion
de 6xido nitrico en diversos tejidos, y que la supresion de su sintesis en las etapas
tardias conlleva a alteraciones vasculares que evitan en la mayoria de los casos la
gestacion, sin embargo, es muy escasa la informacion que se tiene acerca del papel

de esta molécula en el ttero durante la implantacion.

Se ha demostrado que la permeabilidad vascular que se presenta en el utero
durante la implantaciéon puede ser inducida por prostaglandinas o histamina
(Laloraya y cols, 1989), pero se desconoce el mecanismo y los factores que
regulan este fendmeno. Trabajos realizados en la década de los 80s establecieron
que el eNO regula la produccion de GMPc y prostaglandinas por medio de un

efecto estimulador sobre el grupo hemo de las enzimas guanilil-ciclasa (Fantone y

28



Ward, 1982; Freelisch y Noack, 1987) y ciclooxigenasa; también se sabe que en el
sitio de implantacion del blastocisto la concentracion de eNO esta aumentada con

respecto al no sitio, asi como la presencia de macrofagos, importantes productores
de eNO y anidn superdxido (Oer—) (Hunt, 1995). En condiciones normales, la
produccion de estos dos radicales libres esta en equilibrio, no obstante, cuando la
concentracidon del Oer— es excesiva, éste destruye al 6xido nitrico, creando un

ambiente isquémico debido a la falta del relajante muscular eNO, lo que ocasiona
la pérdida del embrion o el desarrollo anormal del mismo (Gerda y cols, 1992).
Bajo condiciones patoldgicas, la union del trofoblasto fetal con el tejido materno
produce en el lecho uteroplacentario un aumento en la produccion de radicales
libres de oxigeno por las células linfoides deciduales; los radicales libres de
oxigeno y los lipoperoxidos formados disminuyen la liberacién de prostaciclina y
oxido nitrico e incrementan la concentraciéon de tromboxano A, y endotelina,
favoreciendo un medio hipéxico con la formacién de maés radicales libres y
finalmente un medio inhdspito para el embrion (Gerda y cols, 1992; Salvemini y

cols, 1993; Rubbo y cols, 1994; Szabo, 1997).

Novaro y Rettori (1996) encontraron que el L-NAME indujo disminucién de la
sintesis de prostaglandinas E2 y F,, en el tejido uterino durante el 5 dia de
embarazo en la rata. Dichos resultados sugieren la existencia de un sistema eNO-
dependiente que modula la sintesis de prostaglandina en el Gtero de este mamifero
durante la implantacién. Otros trabajos han establecido que el eNO puede
estimular la actividad de ciclooxigenasa, y de esta manera incrementar la sintesis
de prostaglandinas (Radommsky y cols, 1987; Salvemini y cols 1993, Franchi y
cols, 1994).
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En contraste, Hadad y cols (1995), encontraron que la pérdida temprana de los
embriones de rata se encuentra asociada con la produccion local del 6xido nitrico
proveniente de los macréfagos, informando ademas que la aminoguanidina, un
inhibidor con preferencia sobre la NOS inducible, inhibi6é en los macréfagos la
produccién in vitro de 6xido nitrico y redujo significativamente la pérdida de
embriones en ratones. Esto demuestra que el efecto del 6xido nitrico depende del
sitio donde se origine, ya que el derivado del endotelio contribuye en el
establecimiento de la prefiez, mientras que el sintetizado por los macréfagos
participa en el rechazo del embridn, debiendo considerarse que por ser el mismo
mensajero, la diferencia puede deberse a la cantidad del eNO producido asi como
por el sitio donde éste se origina. No obstante, en el establecimiento del embarazo
es indispensable un equilibrio en la produccion de las isoenzimas, constitutiva e
inducible. Mientras que el eNO formado a partir de la 6xido nitrico sintasa
constitutiva es importante en el mantenimiento del tono vascular durante la
prefiez, el formado a partir de la isoenzima inducible producida por los

macrofagos, participa en el rechazo del embrion (Sugino y cols, 1996).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios estudios han reportado que la inhibicion de la sintesis enzimatica del eNO
durante el 2° o 3° trimestre de la gestacion en la rata provoca signos parecidos a
los de la preeclampsia: pérdida espontanea del feto, aumento de la presion
arterial, elevacién de la temperatura y alteraciones de la funcién renal. Sin
embargo se desconoce en que tejido y en que momento se presenta la alteracion de

la sintesis del eNO.

Probablemente las alteraciones vasculares que se presentan durante la gestacion se

inician por una deficiencia en la produccién de 6xido nitrico en el sitio de
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implantacién, provocando un medio hipoxico desfavorable para el desarrollo del
embrion. Por otro lado, el aumento inicialmente local de radicales libres se

generaliza provocando en la madre alteraciones vasculares y disfuncion renal.

En el presente trabajo pretendemos demostrar que la inhibicion de la formacién
del eNO en el sitio de implantacién, disminuye el porcentaje de implantacion, y en
el tejido endometrial materno disminuye la concentracién de su efector directo
principal, el GMP-ciclico. Ademas, durante la gestacién en la madre provoca
alteraciones renales que se manifiestan por filtracién de moléculas como glucosa
(glucosuria), y proteinas (proteinuria), las cuales son consecuencia de la

disfuncién vascular.

HIPOTESIS

La supresion de la sintesis enzimatica de eNO en el ftero, suprime la
implantacion y disminuye la concentracion de GMP ciclico en el tejido del sitio

de implantacion.

OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto de la supresion en el utero, de la sintesis de 6xido nitrico el 5°
dia de gestacion, sobre la implantacion la viabilidad embrionaria, y la
concentraciéon de GMP ciclico en el endometrio. Ademas, determinar si por efecto
del inhibidor la madre presenta durante la gestacion aumento de la temperatura y

frecuencia cardiaca, proteinuria, albuminuria y glucosuria.
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OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto del inhibidor Nitro-L-arginina, del enantidomero
inactivo de la arginina D-arginina y del inhibidor mas el sustrato L-
arginina, administrados intraluminalmente el dia 5 de prefiez, sobre el
numero de sitios de implantacion del dia 6 de prefiez. Ademas, determinar

el nimero de embriones y nodulos de reabsorcion el dia 19 de la gestacion.

e Investigar el efecto del inhibidor sobre la concentracion de GMP ciclico en
el endometrio del sitio de implantacion (epitelio y estroma) y el resto del

utero el dia 6 de prenez.

e Investigar si la administracién del inhibidor de eNO provoca en la madre
durante el transcurso de la gestacion: elevacion de la temperatura,
alteracion de la frecuencia cardiaca y signos generales de funcién renal

medida por proteinuria, albuminuria y glucosuria.

METODOLOGIA

Modelo experimental. Se utilizaron 60 ratas hembras de la cepa Sprague- Dowley,
de 9-10 semanas de edad y con un peso entre 250-280 g, las cuales fueron
mantenidas bajo condiciones controladas de fotoperiodo y temperatura ambiente,
con agua y alimentacion ad libitum. Se aparearon mediante el método de trio (un
macho y dos hembras) con machos sanos de la misma cepa y con fertilidad
comprobada. El resultado del apareamiento se verificé mediante citologia vaginal
(realizada entre las 8:00 y 9:00 a.m. al dia posterior del apareamiento) y la
presencia de espermatozoides en el frotis vaginal fue indicativa de fecundacion.

Ese dia fue considerado el dia uno de la gestacion.
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Las ratas se dividieron en 3 grupos de 20 animales cada uno. Al quinto dia de
prefiez ellas fueron inyectadas por via parenteral con droperidol (6.5 mg/Kg) y 10
minutos después con ketalar (60 mg/kg). Posteriormente se les realizé una incision
suprapubica de aproximadamente 1.5 cm, para exponer el Gtero. A las ratas del
primer grupo se les administré en el lumen del cuerno uterino derecho 114 nmoles
de nitro-L-arginina contenidos en 50 ul de solucién salina al 0.85%, a las del
segundo grupo 114 nmoles de Nitro-L-arginina + 342 nmoles de L-arginina y a las
del tercer grupo 114 nmoles de D-arginina, el enantiomero inactivo de la .-
arginina. En el cuerno izquierdo de todas las ratas se inyectd 114 nmoles de D-
arginina. D-arginina es el sustrato inactivo de la oxido nitrico sintasa y ademas
resulta mejor control que la solucién salina por ser una molécula muy parecida al

inhibidor (Tabla IV).

TABLA 1V
Esquema del tratamiento que recibieron las ratas
grupo cuerno cuerno
izquierdo derecho
1 (N=20) D-arg Nitro-L-arg
2 (N=20) D-arg Nitro-L-arg + L-arg
3 (N=20) D-arg D-arg

Las ratas fueron suturadas y veinticuatro horas después (6° dia de prefiez, dia de la
implantacién), 10 ratas de cada grupo fueron sacrificadas por dislocacion cervical,
previa inyeccidn intravenosa en la vena caudal de 0.8 ml de azul de tripan al 1%

en solucién salina al 0.9%. Los tteros se extrajeron, se liberaron de la grasa, se

o
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separé el cuerno derecho del izquierdo y se abrieron longitudinalmente para
exponer el endometrio. Enseguida se separaron las zonas tefiidas, consideradas
como sitios de implantacién (sitios), de las no tefiidas (no sitios) y por separado
fueron sometidas a la agitacion con perlas de vidrio para fragmentar el epitelio del
estroma (Fagg y cols, 1979). Estos tejidos fueron utilizados para realizar las
determinaciones bioquimicas, previa homogeneizécién. En estos animales se
contaron los cuerpos lteos con la finalidad de verificar su coincidencia con el de
sitios de implantacion, ya que este dato nos puede dar informacion sobre el
porcentaje de fecundidad. Ademas, nos ayuda a tener una seleccion mas

homogénea de las ratas.

Las ratas que no se sacrificaron se dejaron evolucionar hasta el dia 19 (la
~gestacion en esta especie dura 21 6 22 dias) y durante este tiempo se midi6 cada
tercer dia la temperatura rectal, la frecuencia cardiaca y el peso, ademas se les .
* realizé los dias 7, 13 y 19 gestacion un examen general de orina mediante tiras
reactivas (Bili-Labstix de Bayer). El dia 19 de prefiez estos animales se
sacrificaron y se contaron el niimero de nodulos de reabsorcion, asi como el de
embriones. Los embriones y sus placentas fueron pesados y analizados
macroscopicamente. El nimero de nodulos de reabsorcion mas el de embriones
representa el nimero de embriones implantados. El nimero de sitios de
implantacién (zonas tefiidas) indica cuales y cuantas zonas del endometrio

estuvieron preparadas para la implantacion.

Homogeneizacién. Los fragmentos de tejido uterino obtenidos el 6° dia de
implantacién, se homogeneizaron al 20 % en un amortiguador de Tris-HCl 50
mM pH 7.5 con tubo y pistilo de vidrio utilizando un homogeneizador “"Caframo”

Wiarton Ont Stirrer Tipe RZRI-64. Los homogeneizados se centrifugaron a 3000
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rpm 15 minutos, el sedimento se descartd y el sobrenadante se recentrifugé a
18000 rpm a 4 °C durante 30 minutos (Hicks y cols, 1994). El dltimo
sobrenadante fue empleado para las determinaciones bioquimicas. En todos los

casos se utiliz6é una centrifuga Beckman J2-HS y rotor JA 20.1.
Determinaciones Bioquimicas

GMP c. La determinaciéon de GMP ciclico se realiz6 por medio de un
radioinmunoensayo, utilizando un equipo d¢ AMERSHAM (AMERSHAM LIFE
PRODUCTS). El ensayo se basa en la competencia entre una cantidad
desconocida de GMPc y una cantidad fija de GMPc marcado con I'® por un

nimero limitado de sitios de unién al anticuerpo.

Para la realizacion de esta prueba se precipitaron 200 pl del sobrenadante de la
ultima centrifugacion con 200 pl de 4cido tricloroacético al 10% y el sobrenadante
_thenido después de centrifugar a 2000 rpm/15 minutos fue utilizado como
muestra. A 100 pl de cada una de las muestras se les dejo reaccionar durante una
hora con 100 ul de una solucién 0.05 M de un anticuerpo antiGMPc, seguido de
100 ul de una solucién de GMPc 100 mM marcado con I'* y se dej6 incubar

durante 18 horas a una temperatura que oscil6 entre 2 — § °C.

Pasado ese tiempo, las muestras se hicieron reaccionar con 100 pl de un segundo
anticuerpo con una concentracion de 0.05 M. El anticuerpo esta unido a particulas
de polimero magnetizable para evidenciar el precipitado, de manera que la
cantidad de radiactividad en el precipitado es inversamente proporcional a la
concentraciéon de GMPc de los problemas; la concentracion de GMPc de los
problemas se determind interpolando el valor obtenido en una curva estindar de

GMPc, corrida paralelamente.



Como parametros de referencia se determinaron proteinas por el método de Lowry
(Lowry y cols, 1951) y DNA por el de Giles (Giles y Myers, 1965) en todos los

extractos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias significativas en el numero de sitios de
implantacion, cuerpos liteos, fetos, nodulos de reabsorcion, temperatura,
frecuencia cardiaca y general de orina causados por los distintos tratamientos, se
aplicé el ANOVA simple seguido por la prueba de Tukey (tablas de la V a la
VIII). En cambio, para determinar diferencias en la concentracion de GMPc
causada por los diferentes tratamientos y entre sitio y no sitio de implantacion se
aplico ANOVA de dos factores (figuras de la 5 a la 8). Para comparar entre
porcentajes se convirtieron los valores por su numero de sitios de implantacion,
| cuerpos liiteos, fetos y nodulos de reabsorcion son variables discretas. El nivel de

significancia en todos los casos fue de 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la Nitro-L—arginina sobre la implantacion.
El cuerno uterino izquierdo de los tres grupos, siempre tratado con D-arginina,
presentd valores, de todos los parametros considerados, estadisticamente
similares a los del cuerno derecho inyectado también con D-arginina (grupo
control). Por esta razén, tanto el cuerno izquierdo como el derecho tratados con
D-arginina representan un control adecuado para los grupos problemas.
La administracion intraluminalde Nitro-L- arginina al 5° dia de prefiez , no tuvo
efecto significativo sobre la formacion de sitios de implantacion, valorada por el
namero de zonas tefiidas con el colorante de azul de tripan. El porcentaje de
implantacion se calculé considerando como 100% al nimero de sitios de
implantacion (zonas tefiidas) del cuerno control izquierdo tratado con D-
“‘\arginina. La administracién de L-arginina junto con el inhibidor, tampoco tuvo
efecto sobre la implantacién. Como un control se contaron los cuerpos lateos; la
relacion entre cuerpos liteos y sitios de implantacion fue similar en los tres
casos, esto nos ayudd a descartar alguna posible interferencia debida a la

ovulacion (Tabla V)
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TABLA YV
Efecto de1a nitro-L-arginina sobre la formacion de sitios de implantacién
(permeabilidad vascular)

Cuerno derecho Cuerno izquierdo
Nitro-L-arg Nitro-L-arg + L-arg D-arg
(control)
Cuerpos liiteos 6.5%1.2 6.311.4 6.4+2
Sitios de 3.9+1.3 4.2%1.3 4.4+1.4
implantacién
% de sitios de 88.6 95.4 100
implantacion

Los sitios de implantacién se valoraron por el nimero de regiones del endometrio que se
tifieron con el azul de tripan. En todos los casos, la diferencia fue no significativa al comparar
cualquiera de los grupos tratados con el control. N = 10 para cada grupo.

Efecto de la nitro—L—-arginina sobre la viabilidad embrionaria al dia 19 de
prefiez .
La administracién en el lumen uterino al 5° dia de prefiez, de nitro-L-arginina,

inhibié totalmente la presencia de embriones el dia 19 de prefiez (0 vs 3.3%0.7
del control). Sin embargo, cuando la nitro-L-arginina fue administrada junto con
el sustrato de la 6xido nitrico sintasa, L-arginina, el efecto inhibitorio no se
manifestd (2.8+0.8 vs 3.340.7 embriones), lo mismo sucedi6 con el peso de estos
y de sus placentas (tabla VI). Por el contrario, el namero de nddulos de
reabsorcion fue significativamente mayor en el cuerno tratado con nitro-L-
arginina que en el control (3;2i1.1 vs 1.1£0.5 respectivamente) y la L-arginina
restablecié la normalidad, el nimero de nodulos fue de 1.0 £ 0.09. El porcentaje
de implantacién, se determiné considerando como 100% al nimero de embriones
implantados el dia 19 (embriones + nodulos de reabsorcion) en el cuerno tratado

con D-arginina. Para el porcentaje de viabilidad fetal se consideré como 100% al



TABLA VII
Efecto de 1a nitro-L-arginina sobre la concentracion de metabolitos en orina

tratamiento
Nitro-L-arg Nitro-L-arg + arg D-arg

Densidad 1.005 + 0.005 1.005 £ 0.005 1.005 £0.005_
pH ' 7505 7.0+0.5 65+1.0
Leucocitos 0 0 0
Nitritos (ng/dl) 100 £ 50* 100 £ 60* 0
Proteinas (mg/dl) 2000 £ 200* 2000 £ 200* 300 £ 100
Cetonas (mg/dl) 40 + 20* 40 + 30* 0

Las lecturas son el promedio de las tomadas los dias 7, 13 y 19 de la gestacion. Por ANOVA
simple, * P < 0.01 al comparar con el control (D-arginina). N = 10.

Efecto de la Nitro-Larginina sobre la temperatura y la frecuencia cardiaca

El grupo de ratas tratadas con Nitro-L-arginina presenté temperatura corporal y
" frecuencia cardiaca elevadas, con respecto al control, y la L-arginina no logro
restablecer estos signos. La temperatura y frecuencia cardiaca también son el
promedio de las lecturas de los dias 7, 14 y 21. Los datos estan representados en

la tabla VIIL.

TABLA VIII
Efecto de la nitro-L-arginina sobre la temperatura y frecuencia cardiaca
Grupo
Nitro-L-arginina Nitro-L-arginina + D-arginina
' arginina (control)
Temperatura 37.1+0.8 363 £0.5 366 +0.4
Frecuencia cardiaca | 85,6 + 0.8* 81.8+1.5 82.1+£0.9

Las lecturas son el promedio de las tomadas los dias 7, 13 y 19 de la gestacion.
Por ANOVA simple, * P < 0.05 al compararse con el control. N = 10 para cada grupo.
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Efecto de la nitro-L—arginina sobre la concentraciéon de GMPc en el epitelo
uterino
Con respecto a la concentracion de GMP ciclico, hubo diferencias significativas

entre los epitelios del sitio y no sitio, asi como entre sus estromas. Ademas,
respondieron de diferente manera al efecto del inhibidor. Los resultados estan
representados en la figura 5.

El epitelio del sitio de implantacion del cuerno uterino tratado con Nitro—L-
arginina presentd menor concentracion de GMPc/mg de proteina que su control,
el cuerno izquierdo tratado con D-arginina. El mismo comportamiento se
aprecié cuando el parametro de referencia fue el DNA: El no sitio mostr un
comportamiento similar en la concentracion de GMPc/mg DNA, no obstante
cuando se reportd por miligramo de proteina el comportamiento se invirtio, el
cuerno tratado present6 una mayor concentracion de GMPc. Los resultados estan

representados en las figuras 5y 6.

N,

Efecto de la nitro—L-arginina sobre la concentraciéon de GMPc en el
estroma uterino. ‘

La concentracion de GMPc/mg proteina en el estroma del sitio de implantacion
del cuerno tratado con nitro-L-arginina fue significativamente menor que su
control, el cuerno tratado con D-arginina. El mismo comportamiento se observo
cuancs el GMPc se dividio entre mg de DNA. El no sitio presentd un
comportamiento similar al sitio de implantacion. (Figuras 7y 8)

El efecto inhibitorio de la L-nitro-arginina sobre el GMP ciclico en todos los

casos fue revertido por la L-arginina.
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Pmoles GMPc/mg proteina

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

B Nitro-L-arg
O control

Sitio pmoles No sitio pmoles

GMPc/mg prot. GMPc/mg prot
Nitro-L-arginina | 1102.3 + 150 643.4 + 140
Control 1664.2 + 105 201.6 + 144

*
*
T
sitio no sitio

Figura 5. Efecto de la nitro-L-arginina sobre la concentracion de GMPc/mg de
prot. en el epitelio uterino * P< 0.001 entre el tratado(Nitro-L-arg)
y el control.
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pmoles GMPc/ mg DNA.
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Figura 6. Efecto de la nitro-L-arginina sobre la concentracion de GMPc/mgDNA

Sitio
pmoles deGMPc/mg DNA

No sitio

pmoles GMPc/mgDNA.

Nitro-L-arg

5409.5 £ 950

3880.7£ 1100

Control

7674 + 1600

9799 + 890

Nitro-L-arg
O control

sitio

no sitio

en el epitelio uterino.* P = 0.05, entre el tratado con nitro-L-arginina
y el control.



Pmoles GMPc¢/ mg proteina

700

400 A
300 A
200 A

100 -

Sitio No sitio
pmoles CMPC/mgprot | pmolesGMPc/mgprot
Nitro-L-arg 219.2£98 136.8 £ 89
Control 300.8+ 105 584.6 £ 130
B Nitro-L-arg
O control

sitio

no sitio

Figura 7. Efecto de la nitro-L-arginina sobre concentraciones de
GMPc/mg prot. en el estroma uterino * P < 0.001 al comparar el

tratado nitro-L-areinina con su control.
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Sitio No-sitio
pmolesGMPc/mgDNA [ pmolesGMPc/mgDNA
Nitro-L-arg 2183+ 170 755.5+ 160
control 448.5+ 190 1283.8+ 198
1400 7
5 1200 - *
&)
an 4
g 1000
Dz‘f 800 - @ Nitro-L-arg
O 600 A * O control
B
g 400 A
.
200 A
0 - T !
sitio no sitio

Figura 8. Efecto de la nitro-L-arginina sobre conc de GMPc/mg DNA en el
estroma uterino. P < 0.05 al comparar el tratado (nitro-L-arg) con el control.
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DISCUSION

La via L—arginina—eNO esta presente en todos los tipos celulares, sin embargo,
aun hace falta mucho por estudiar acerca de las funciones y mecanismo de
accién del eNO generado a partir de esta ruta en los diversos tipos celulares. Se
ha establecido que la vaso-relajacion del muasculo liso dependiente del endotelio
es mediada por Oxido nitrico a través de la activacion que este radical ejerce
sobre la guanilato ciclasa. También, se ha demostrado en animales que la
administracion sistémica de los inhibidores especificos de la 6xido nitrico sintasa
provoca hipertension y la de los donadores de este radical puede revertir el efecto
(Giuseppe y cols., 1998).

El periodo de gestacion en los mamiferos requiere de un estado hemodinamico
diferente al de animales no prefiados, tanto a nivel éistémico como en el utero, y
auque se sabe que la administracion de inhibidores de la sintesis de eNO puede
- provocar hipertension y sintomas similares a los de preeclampsia, el mecanismo
de accion de esta inhibicion, asi como el tiempo y espaéio de la accidn del 6xido
nitrico no son desconocidos.

En la sangre de rata se ha demostrado que la concentraciéon de GMPc y de eNO
aumentan paralelamente a medida que evoluciona la gestaciéon (Harald y cols,
1993; Leiber y Harbon, 1979; Diamond, 1983; Krall y Morin, 1986; Buhimschi
y cols, 1995*). Ademas, se ha encontrado que la concentracion de estos dos
compuestos es mayor en el tejido endometrial uterino correspondiente al sitio de
implantacion que en el tejido adyacente (Vilar-Rojas y cols., 1982 y Novaro,
1996). En este trabajo, encontramos que la administracién intraluminal uterina
del inhibidor especifico de la dxido nitrico sintasa, nitro-L-arginina, en el tiempo
previo a la implantacién del embrién de la rata, disminuyd en el epitelio y el

estroma la concentracion de GMP ciclico/mg de DNA. Vale la pena mencionar
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que en el epitelio del no sitio, la concentracion de GMP ciclico/mg de proteina
fue mayor en las ratas tratadas con el inhibidor que sin éste. Este
comportamiento puede deberse al pardmetro de referencia, las proteinas, ya que
estas durante esta etapa estan en constante recambio. Nosotros decidimos discutir
en base al DNA como parametro de referencia.
Tanto el epitelio como el estroma del sitio y no sitio de implantacion tratados
con el inhibidor, tuvieron menor concentracion de GMP ciclico que los
controles, sin embargo, la permeabilidad vascular, representada por el nimero de
zonas tefiidas, y el porcentaje de implantacion no se afectaron por el inhibidor.
Estos resultados pueden explicarse en base a la bioquimica del *NO. La reaccion
entre el NO y el Fe hemo de la guanilato ciclasa es una reaccion directa del
oxido nitrico, ya que el radical, no sus metabolitos, reacciona directamente con la
enzima. La reaccion directa del oxido nitrico con la guanilato ciclasa se
-“encuentra favorecida a concentraciones fisiologicas (bajas) de *NO, que son
aquellas producidas por la isoforma endotelial de la ¢xido nitrico. De esta
manera, la disminucion de la concentracion de GMP-ciclico es una
manifestacién primaria de la inhibicién de la sintesis de NO que aparentemente
no logra detener el curso de la implantacion. Esto puede deberse por un lado a la
poza de los intermediarios de la acciéon del *NO, y por el otro, a que otros
sistemas de vasorelajacién, renina-angiotensina o prostaglandinas, se activan
como un mecanismo compensatorio, (Yu, 2002). Novaro y cols (1996),
demostraron en utero de la rata, que la actividad de la dxido nitrico sintasa
(NOS) se elevo de manera importante al dia cinco de prefiez, con un perfil
similar al de las prostaglandinas E2 y Faq, sugiriendo con ello la existencia de un
sistema dependiente del eNO, el cual regula la produccién de prostaglandinas.
Otros trabajos demostraron que el eNO puede estimular la actividad de la

ciclooxigenasa y de esta manera aumentar la sintesis de prostaglandinas en
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diferentes tejidos (Salvemini y cols, 1993). Adicionalmente, se sabe que las
prostaglandinas E2 y F2. inducen decidualizacién endometrial en las ratas
(Kennedy, 1977).

Parece ser consecuencia de los efectos indirectos y posteriores del *NO. La
supresion de la sintesis-de eNO crea con el tiempo un medio hipéxico, el cual
ocasiona un desequilibrio en la relacion NO/O,'- (ahi(')n superoxido) aumentando
el estrés oxidativo y la concentracion de O,"-. Esta condici6n activa a la 6xido
nitrico sintasa inducible, cuyo origen son los macréfagos y estimula los procesos
inflamatorios, produciendo ahora gran cantidad de eNO. El eNO en
concentraciones suprafisiologicas reacciona con el O,- para formar el

peroxinitrito (OONO-), o con el Fe (II) de la hemoglobina disminuyendo su

. capacidad del transporte de oxigeno (Andrew J, 1998). Nosotros encontramos

el dia 19 de gestacion, supresion parcial de la presencia de embriones, y aunque
si hubo implantacion, las condiciones fueron inhospitas debido seguramente al
dafio acumulado.

Aunque por nuestros resultados y los de otros autores, mencionados en el texto,
queda de manifiesto que el eNO derivado de la L-arginina es imprescindible para
la evolucién de la prefiez, otros autores han encontrado que la remocién del
epitelio y la remodelacion del estroma uterinos en el sitio de implantacion
requieren de la participacion de radicales libres, e®NO y O,’-, ya que se trata de
una reaccién inflamatoria y apoptética acompafiada de la migracion de
macrofagos (Laloraya, 1996; Biswas, 1998; Hunt, 1995).

La produccion de eNO por el atero durante la implantacién es un fenémeno
finamente regulado por estrogenos a través de su estimulo selectivo sobre las

isoformas de la 6xido nitrico sintasa, la endotelial y la inducible (Ogando, 2004).
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En trabajos futuros, seria interesante demostrar los picos en la concentracion y
expresion de las isoformas inducible y endotelial de la oxido nitrico sintasa
durante la implantacién en el atero.

Por los estudios hasta ahora realizados se puede resumir que durante la
implantacioén se activa y estimula tanto a la 6xido nitrico sintasa inducible como
la constitutiva, puesto que el proceso requiere de un aumento en la fluidez de la
membrana y de la migracion de macrofagos al utero (Wood, 1990; Hunt, 1995)
fenomenos en los cuales tanto los estrégenos como la progesterona juegan un
papel importante en la formacion y destino del eNO (Laloraya, 1990; Laloraya y
cols, 1996). Van Buren y cols (1992) encontraron que el metil—éster nitro-L—
arginina, un inhibidor de la sintesis de eNO, antagonizo en el utero de las ovejas
el aumento de flujo sanguineo producido por los estrogenos y suprimié el
baumento en la concentracion de GMPc provocado por la administracion de las
_\mismas hormonas (Magnes, 1992). Por su lado, Sugino y cols, (1996) reportaron
que la progesterona contribuyd en el mantenimiento del eNQO al inhibir la
produccién del anién superdxido. Estos resultados y los nuestros sugieren que el
eNO y el GMPc juegan un papel muy importante en la regulacion del flujo
sanguineo durante el proceso de implantacion (Choudhuri y Wood, 1991;
Buhimschi, 1995).
Se sabe que las prostaglandinas son indispensables en el aumento de Ia
permeabilidad vascular y que el eNO estimula su sintesis. Durante la
implantacién nosotros observamos que la permeabilidad vascular no se vio
afectada al tratar con el inhibidor de la NOS, la L—nitro—arginina, por lo que
creemos que la ruta de accién del eNO en este momento no es a través de la
activacion que ejerce este radical libre sobre la ciclooxigenasa (Salvemini y cols,

1993), sino mds bien sobre la guanilato ciclasa (Ignarro, 1992).
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Observamos que la administracion del inhibidor de la sintesis de eNQO, la n—
nitro-L—arginina, durante la etapa de maxima receptividad en la rata, disminuyo6
el porcentaje de implantacién, suprimid el desarrollo embrionario y en las células
endometriales disminuyé la concentracion de GMPc, por lo que el oNO ejerce
sus efectos activando a la guanilato ciclasa.
En conclusién, el bloqueo de la sintesis de eNO en el endometrio el dia 5° de
embarazo en la rata, disminuye la viabilidad fetal al dia 19 y la concentracion de
GMPc en las células endometriales al dia cinco de gestacion.
En otro trabajo demostramos que la concentracion de GMPc se encuentra mas
elevada en el sitio de implantacion que en el no sitio, y que este aumento esta
relacionado de manera muy directa con la presencia de edema (Vilar-Rojas y
Hicks, 1982).
Estudios realizados a la fecha conducen a pensar que durante la implantacion se
activa e induce a la 6xido nitrico sintasa constitutiva e inducible, puesto que se
trata de un proceso en que se requiere tanto de un aumento de fluidez de las
membranas (Durén y cols, 1994) como de la migracion de los macréfagos hacia
el utero, y en donde los estrégenos y la progesterona juegan un papel muy
importante en la formacion y destino del eNO.
La disminucién de la formacién de embriones se puede respaldar a través de
diversos mecanismos de accidon del oOxido nitrico, dentro de los cuales la
hipétesis mas reciente es su efecto sobre las proteinas de matriz extracelular.
Recientemente se demostrd que la administracion intraluminal uterina del
inhibidor de eNO, L-NAME en la rata, sobre el dia 3 de prefiez, disminuyo la
expresion del RNAm y la actividad de las metaloproteinasas MMP-2 (gelatinasa
- A) y MMP-9, y el donador de eNO, nitroprusiato de sodio, revertio los efectos

(Zhang X, 2004). La invasion del trofoblasto requiere de una extensiva
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remodelacion de la matriz extracelular del endometrio y cabe mencionar que la
gelatinasa A es un componente esencial para la implantacion (Novaro, 2002)
Durante el transcurso de la gestacion, nosotros encontramos mayor excrecion
urinaria de nitritos, proteinas y cetonas en las ratas tratadas con el inhibidor L-
nitro arginina que en las controles, sin embargo, esta liberacion no disminuyd
por el tratamiento simultaneo con L-arginina. Esto indica que la supresién de la
sintesis de *NO a nivel local, uterino, y durante las etapas tempranas de la
gestacion, tiene efectos acumulativos y generalizados a través del tiempo.
Probablemente el sustrato L-arginina no tuvo efecto porque las alteraciones a
este nivel, renal de la madre, ya no son reversibles y mds bien pueden ser debidas
a las consecuencias irreparables de la supresion de la sintesis de éxido nitrico.
También encontramos en la rata prefiada tratada con el inhibidor, una tendencia,
sin diferencias significativas, al tener mayor temperatura y frecuencia cardiaca
. gque en las controles. Yu y cols (2002) estudiaron los efectos agudos inmediatos y
a largo plazo de la administracion sistémica del inhibidor de la éxido nitrico
sintasa, N-omega Nitro-L-arginina, encontrando en ambos casos aument6 la
filtracion glomerular, sin embargo los mecanismos moleculares si fueron
diferentes a corto y largo plazo, mientras a corto plazo la respuesta vascular a
acetilcolina disminuy6 y a noradrenalina aumento, a largo plazo la respuesta a
noradrenalina fue menor y el efecto presor de angiotensina II fue muy acentuado.
Por lo anterior, se deduce que después de 19 dias de gestacion ya no solo esta
alterada Ja ruta del *NO, sino otros mecanismos.
El establecimiento de la prefiez involucra cambios dramaticos de la funcién
vascular materna, via un aumento de la concentracion de la éxido nitrico sintasa,
y un desajuste conduce a hipertension proteinuria, edema y preeclampsia
(Kenny, 2002). El inicio de estos cambios puede remontarse a la preparacion del

endometrio para anidar al blastocisto, ya que por un lado el sNO se encuentra
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elevado en el sitio de implantacién, y por el otro esta demostrado que participa
en el desarrollo de la circulacién utero-placentaria. Este trabajo pretendid
encontrar si la carencia de *NO desde la preimplantacion, altera la proxima

implantacién 6 su efecto es mas acumulativo y tardio: sobre el desarrollo

embrionario y el estado de la madre.

CONCLUSION

La administracion intraluminal del inhibidor especifico de la sintesis de eNO, la
nitro-L-arginina; suprimié el desarrollo fetal, lo que condujo a la presencia de
nodulos de reabsorcion el dia 19, y en el tejido endometrial preimplantado
disminuyé significativamente la concentracion de GMP ciclico. No obstante, la
. permeabilidad vascular, valorada por el nimero de zonas tefiidas, no se vio
afectada. La presencia del inhibidor caus6 en la madre alteraciones en la
eliminacion de metabolitos por orina. Lo anterior nos conduce a pensar que el
eNO de sintesis enzimatica local, asi como el GMP ciclico generado
paralelamente, son indispensables en el sitio de implantacion, aunque su carencia

se refleja sobre el desarrollo embrionario post-implantacién.

n
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DISCUSION

La via L-arginina—eNO est4 presente en todos los tipos celulares, sin embargo,
atn hace falta mucho por estudiar acerca de las funciones y mecanismo de
accion del eNO generado a partir de esta ruta en los diversos tipos celulares. Se
ha establecido que la vaso-relajacién del musculo liso dependiente del endotelio
es mediada por 6xido nitrico a través de la activacion que este radical ejerce
sobre la guanilato ciclasa. También, se ha demostrado en animales que la
administracion sistémica de los inhibidores especificos de la 6xido nitrico sintasa
- provoca hipertension y la de los donadores de este radical puede revertir el efecto
(Giuseppe y cols., 1998).

El periodo de gestacién en los mamiferos requiere de un estado hemodinamico
diferente al de animales no prefiados, tanto a nivel sistémico como en el utero, y
auque se sabe que la administracion de inhibidores de la sintesis de eNO puede
> provocar hipertensién y sintomas similares a los de preeclampsia, el mecanismo
de accion de esta inhibicion, asi como el tiempo y espacio de la accién del 6xido
nitrico no son desconocidos.

En la sangre de rata se ha demostrado que la concentracion de GMPc y de eNO
aumentan paralelamente a medida que evoluciona la gestacion (Harald y cols,
1993: Leiber y Harbon, 1979; Diamond, 1983; Krall y Morin, 1986; Buhimschi
y cols, 1995*°). Ademas, se ha encontrado que la concentracion de estos dos
compuestos es mayor en el tejido endometrial uterino correspondiente al sitio de
implantacién que en el tejido adyacente (Vilar-Rojas y cols., 1982 y Novaro,
1996). En este trabajo, encontramos que la administracion intraluminal uterina
del inhibidor especifico de la éxido nitrico sintasa, nitro-L-arginina, en el tiempo
previo a la implantacién del embrién de la rata, disminuy6 en el epitelio y el

estroma la concentracién de GMP ciclico/mg de DNA. Vale la pena mencionar
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que en el epitelio del no sitio, la concentracién de GMP ciclico/mg de proteina
fue mayor en las ratas tratadas con el inhibidor que sin éste. Este
comportamiento puede deberse al parametro de referencia, las proteinas, ya que
estas durante esta etapa estan en constante recambio. Nosotros decidimos discutir
en base al DNA como parametro de referencia.
Tanto el epitelio como el estroma del sitio y no sitio de implantacion tratados
con el inhibidor, tuvieron menor concentracién de GMP ciclico que los
controles, sin embargo, la permeabilidad vascular, representada por el niimero de
zonas tefiidas, y el porcentaje de implantacion no se afectaron por el inhibidor.
Estos resultados pueden explicarse en base a la bioquimica del *NO. La reaccion
entre el NO y el Fe hemo de la guanilato ciclasa es una reaccion directa del
oxido nitrico, ya que el radical, no sus metabolitos, reacciona directamente con la
enzima. La reaccién directa del oxido nitrico con la guanilato ciclasa se
_encuentra favorecida a concentraciones fisiologicas (bajas) de *NO, que son
aquellas producidas por la isoforma endotelial de la Oxido nitrico. De esta
manera, la disminucion de la concentracion de GMP-ciclico es una
manifestacién primaria de la inhibicién de la sintesis de NO que aparentemente
no logra detener el curso de la implantacion. Esto puede deberse por un lado a la
poza de los intermediarios de la accion del *NO, y por el otro, a que otros
sistemas de vasorelajacion, renina-angiotensina o prostaglandinas, se activan
como un mecanismo compensatorio, (Yu, 2002). Novaro y cols (1996),
demostraron en utero de la rata, que la actividad de la 6xido nitrico sintasa
(NOS) se elevd de manera importante al dia cinco de prefiez, con un perfil
similar al de las prostaglandinas E2 y F2q, sugiriendo con ello la existencia de un
sistema dependiente del #NO, el cual regula la produccion de prostaglandinas.
Otros trabajos demostraron que el eNO puede estimular la actividad de la

ciclooxigenasa y de esta manera aumentar la sintesis de prostaglandinas en
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diferentes tejidos (Salvemini y cols, 1993). Adicionalmente, se sabe que las
prostaglandinas E2 y Fza inducen decidualizacion endometrial en las ratas
(Kennedy, 1977).

Parece ser consecuencia de los efectos indirectos y posteriores del *NO. La
supresion de la sintesis de eNO crea con el tiempo un medio hipoxico, el cual
ocasiona un desequilibrio en la relacion NO/O;’- (ahi()n super6xido) aumentando
el estrés oxidativo y la concentracién de 0, -. Esta condicion activa a la éxido
nitrico sintasa inducible, cuyo origen son los macréfagos y estimula los procesos
inflamatorios, produciendo ahora gran cantidad de eNO. El eNO en
concentraciones suprafisiologicas reacciona con el 0,"- para formar el
peroxinitrito (OONO-), o con el Fe (II) de la hemoglobina disminuyendo su
~ capacidad del transporte de oxigeno (Andrew J, 1998). Nosotros encontramos
el dia 19 de gestacion, supresién parcial de la presencia de embriones, y aunque
si hubo implantacién, las condiciones fueron inhdspitas debido seguramente al
dafio acumulado.

Aungue por nuestros resultados y los de otros autores, mencionados en el texto,
queda de manifiesto que el eNO derivado de la L-arginina es imprescindible para
la evolucion de la prefiez, otros autores han encontrado que la remocion del
epitelio y la remodelacién del estroma uterinos en el sitio de implantacion
requieren de la participacién de radicales libres, eNO y 0O,’-, ya que se trata de
una reaccién inflamatoria y apoptética acompafiada de la migracion de
macréfagos (Laloraya, 1996; Biswas, 1998; Hunt, 1995).

La produccion de eNO por el utero durante la implantacion es un fenémeno
finamente regulado por estrogenos a través de su estimulo selectivo sobre las

isoformas de la 6xido nitrico sintasa, la endotelial y la inducible (Ogando, 2004).
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En trabajos futuros, seria interesante demostrar los picos en la concentracion y
expresion de las isoformas inducible y endotelial de la oxido nitrico sintasa
durante la implantacion en el ttero.

Por los estudios hasta ahora realizados se puede resumir que durante la
implantacién se activa y estimula tanto a la 6xido nitrico sintasa inducible como
la constitutiva, puesto que el proceso requiere de un aumento en la fluidez de la
membrana y de la migracion de macrofagos al utero (Wood, 1990; Hunt, 1995)
fenomenos en los cuales tanto los estrogenos como la progesterona juegan un
papel importante en la formacion y destino del eNO (Laloraya, 1990; Laloraya y
cols, 1996). Van Buren y cols (1992) encontraron que el metil-éster nitro—L—
arginina, un inhibidor de la sintesis de eNO, antagoniz6 en el ttero de las ovejas
el aumento de flujo sanguineo producido por los estrogenos y suprimié el
aumento en la concentraciéon de GMPc provocado por la administracién de las
_mismas hormonas (Magnes, 1992). Por su lado, Sugino y cols, (1996) reportaron
que la progesterona contribuyé en el mantenimiento del eNO al inhibir la
produccién del anion superoxido. Estos resultados y los nuestros sugieren que el
oeNO y el GMPc juegan un papel muy importante en la regulacién del flujo
sanguineo durante el proceso de implantacién (Choudhuri y Wood, 1991;
Buhimschi, 1995).
Se sabe que las prostaglandinas son indispensables en el aumento de la
permeabilidad vascular y que el eNO estimula su sintesis. Durante la
implantacién nosotros observamos que la permeabilidad vascular no se vio
afectada al tratar con el inhibidor de la NOS, la L-nitro-arginina, por lo que
creemos que la ruta de accion del eNO en este momento no es a través de la
activacion que ejerce este radical libre sobre la ciclooxigenasa (Salvemini y cols,

1993), sino mas bien sobre la guanilato ciclasa (Ignarro, 1992).
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Observamos que la administracién del inhibidor de la sintesis de eNO, la n—
nitro—L—arginina, durante la etapa de maxima receptividad en la rata, disminuy6
el porcentaje de implantacién, suprimié el desarrollo embrionario y en las células
endometriales disminuy6 la concentracién de GMPc, por lo que el eNO ejerce
sus efectos activando a la guanilato ciclasa.

En conclusién, el bloqueo de la sintesis de eNO en el endometrio el dia 5° de
embarazo en la rata, disminuye la viabilidad fetal al dia 19 y la concentracion de
GMPc en las células endometriales al dia cinco de gestacion.

En otro trabajo demostramos que la concentracién de GMPc se encuentra mas
elevada en el sitio de implantacién que en el no sitio, y que este aumento esta
relacionado de manera muy directa con la presencia de edema (Vilar-Rojas y
) Hicks, 1982).

Estudios realizados a la fecha conducen a pensar que durante la implantacion se
activa e induce a la 6xido nitrico sintasa constitutiva e inducible, puesto que se
trata de un proceso en que-se requiere tanto de un aumento de fluidez de las
membranas (Durén y cols, 1994) como de Ia migracion de los macréfagos hacia
el utero, y en donde los estrogenos y la progesterona juegan un papel muy
importante en la formacion y destino del eNO.

La disminucién de la formaciéon de embriones se puede respaldar a través de
diversos mecanismos de accion del oxido nitrico, dentro de los cuales la
hipétesis mas reciente es su efecto sobre las proteinas de matriz extracelular.
Recientemente se demostrd que la administracion intraluminal uterina del
inhibidor de eNO, L-NAME en Ia rata, sobre el dia 3 de prefiez, disminuy¢ la
expresion del RNAm y la actividad de las metaloproteinasas MMP-2 (gelatinasa
A) y MMP-9, y el donador de eNO, nitroprusiato de sodio, revertio los efectos

(Zhang X, 2004). La invasion del trofoblasto requiere de una extensiva
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remodelacion de la matriz extracelular del endometrio y cabe mencionar que la
gelatinasa A es un componente esencial para la implantacion (Novaro, 2002)
Durante el transcurso de la gestacion, nosotros encontramos mayor excrecion
urinaria de nitritos, proteinas y cetonas en las ratas tratadas con el inhibidor L-
nitro arginina que en las controles, sin embargo, esta liberacion no disminuy6
por el tratamiento simultaneo con L-arginina. Esto indica que la supresién de la
sintesis de *NO a nivel local, uterino, y durante las etapas tempranas de la
gestacion, tiene efectos acumulativos y generalizados a través del tiempo.
Probablemente el sustrato L-arginina no tuvo efecto porque las alteraciones a
este nivel, renal de la madre, ya no son reversibles y mas bien pueden ser debidas
a las consecuencias irreparables de la supresion de la sintesis de 6xido nitrico.
También encontramos en la rata prefiada tratada con el inhibidor, una tendencia,
sin diferencias significativas, al tener mayor temperatura y frecuencia cardiaca
_que en las controles. Yu y cols (2002) estudiaron los efectos agudos inmediatos y
~ a largo plazo de la administracién sistémica del inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa, N-omega Nitro-L-arginina, encontrando en ambos casos aumento la
filtracién glomerular, sin embargo los mecanismos moleculares si fueron
diferentes a corto y largo plazo, mientras a corto plazo la respuesta vascular a
acetilcolina disminuy6 y a noradrenalina aumentd, a largo plazo la respuesta a
noradrenalina fue menor y el efecto presor de angiotensina II fue muy acentuado.
Por lo anterior, se deduce que después de 19 dias de gestacion ya no solo esta
alterada la ruta del *NO, sino otros mecanismos.
El establecimiento de la prefiez involucra cambios dramaticos de la funcion
vascular materna, via un aumento de la concentracion de la 6xido nitrico sintasa,
y un desajuste conduce a hipertension proteinuria, edema y preeclampsia
(Kenny, 2002). El inicio de estos cambios puede remontarse a la preparacion del

endometrio para anidar al blastocisto, ya que por un lado el *NO se encuentra
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elevado en el sitio de implantacién, y por el otro esta demostrado que participa
en el desarrollo de la circulaciéon Utero-placentaria. Este trabajo pretendio
encontrar si la carencia de *NO desde la preimplantacion, altera la proxima
implantacién 6 su efecto es mas acumulativo y tardio: sobre el desarrollo

embrionario y el estado de la madre.

CONCLUSION

La administracién intraluminal del inhibidor especifico de la sintesis de eNO, la
nitro-L-arginina, suprimi6 el desarrollo fetal, lo que condujo a la presencia de
nédulos de reabsorcion el dia 19, y en el tejido endometrial preimplantado
disminuyé significativamente la concentracién de GMP ciclico. No obstante, la
~ permeabilidad vascular, valorada por el nimero de zonas tefiidas, no se vio
afectada. La presencia del inhibidor causé en la madre alteraciones en la
eliminacién de metabolitos por orina. Lo anterior nos conduce a pensar que el
eNO de sintesis enzimdatica local, asi como el GMP ciclico generado
paralelamente, son indispensables en el sitio de implantacion, aunque su carencia

se refleja sobre el desarrollo embrionario post-implantacion.
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