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EDITORIAL

Ramédn Sotomayor-Zarate, Pharm.D., Ph.D
Editor en Jefe

La Revista de Farmacologia de Chile ha entrado en su sexto afio de publicaciones periodicas, destacandose
durante estos Ultimos dos afios la publicacion de 5 nimeros con 21 manuscritos originales.

Esta nueva publicacion esta centrada en la temaética del estrés oxidativo, un tema muy importante y
desarrollado por connotados farmacologos chilenos. Para este nimero se contd con la invaluable cooperacion
como editor asociado del Dr. Rodrigo Castillo, recibiéndose 4 manuscritos originales en el tema. Ademas, cabe
destacar que en este nimero hemos publicado un manuscrito original recibido desde Brasil.

Esperamos seguir contando con la coorperacion de nuestros socios en la elaboracién de volimenes
tematicos e invitamos a investigadores nacionales e internacionales a enviarnos trabajos originales para su
publicacién. También invitamos a los alumnos de postgrado en farmacologia para que nos envien resimenes e
ideas sobre nuevas tematicas a publicar en los proximos volimenes.

Para terminar solo me cabe sefialar mi gratitud por el interés constante de varios socios de mantener la
continuidad de nuestra revistay seguir editando nuevos nimeros tematicos.
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EDITORIAL: NUEVO ENFOQUE EN EL ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO

Rodrigo Castillo Pefialoza, M.D., Ph.D.
Editor Asociado

El concepto de estrés oxidativo se ha desarrollado a partir de conceptos semanticos e interpretativos muy
distintos. En la década del 80, Helmut Sies, lo define como un fenédmeno patoldgico y negativo para el organismo.
Desde entonces, ha quedado claro que tanto las especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN) no
solamente son dafiinas, sino que sirven como sefiales de comunicacion intra e inter-celular en muchos eventos
fisioldgicos y fisiopatoldgicos. En términos méas generales, el estrés oxidativo es un estado de desbalance que
provoca un cambio decisivo en los patrones de expresion génica, generando las condiciones para su propia
resolucion. Es por esto que su bloqueo o barrido con supuestos antioxidantes (scavengers) no es eficaz, y la
mayoria de los ensayos clinicos con suplementos antioxidantes han sido cuestionados.

Esta concepcidon matizada deja en claro que el estilo a veces méas quimico y puro del estrés oxidativo se ha
entrelazado con el sentido méas bioldgico. El estado rédox celular, y especificamente la activacion de factores de
transcripcion rédox-sensibles, se estd estudiando en diversos modelos como un elemento central de la homeostasis
celular y organica. Por otra parte, la bienvenida de la medicina preventiva en la década de los 90, ha hecho emerger
y desarrollar una serie de investigaciones mas aplicadas que tratan de relacionar el inicio y progresion de las
enfermedades con las huellas de este dafio oxidativo, llamados biomarcadores de estrés oxidativo.

Estos biomarcadores de estrés oxidativo, definidos por el profesor Halliwell, como productos
quimicamente Unicos y detectables, que aumenten o disminuyan durante los periodos de estrés oxidativo, que
posean relativamente larga vida media, y que no estén influidos por otros procesos celulares, parecen ser de buena
utilidad a quienes tratamos de abordar los eventos bioldgicos y algunas enfermedades desde este prisma.

En este volumen tematico se incluyen 3 revisiones bibliogréaficas y 1 articulo original, todas contribuciones
de Socios Activos de la SOFARCHI, acerca de algunos temas biomédicos relacionados con la ocurrencia de estrés
oxidativo, como la Hipertension Arterial Esencial y la Hipoxia Hipobérica.

Esperamos junto al Editor en Jefe, que el interés por nuestra Revista de Farmacologia de Chile crezca y siga
siendo una instancia comunicacion entre nosotros.

Rev. Farmacol. Chile (2013) 6(1): 4
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ANUNCIO DEL XX CONGRESO DE LA ASOCIACION LATINOAMERICANA DE FARMACOLOGIA

20M° CONGRESO LATINOAMERICANO DE FARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA

5’ CONGRESO IBEROAMERICANO DE FARMACOLOGIA

5 CONGRESO INTERNACIONAL Y

11"° CONGRESO NACIONAL DE SOCIEDAD CUBANA DE FARMACOLOGIA

Sociedad Cubana de Farmacologia

En nombre de la Asociacion Latinoamericana de
Farmacologia (ALF) y la Sociedad Cubana de Farmacologia
(SCF) le estamos invitando a participar en el 20™ Congreso
Latinoamericano de Farmacologia y Terapéutica, el 5%
Congreso Iberoamericano de Farmacologia, el 5% Congreso
Internacional y el 11™ Congreso Nacional de la Sociedad
Cubana de Farmacologia “LATINFARMA 2013”, el cual
tendra lugar del 21 al 25 de Octubre del 2013, en el Palacio
de la Convenciones de La Habana, en Cuba.

El Congreso analizara todos los temas relacionados con la
farmacologia, la terapéutica y ciencias relacionadas, con un
énfasis particular en el desarrollo de nuevos
medicamentos, optimizacion de los ya existentes y su uso
racional. Dirigido a profesionales que desarrollan su
actividad cientifica, en la investigacion, la asistencia, y la
docencia, en los diferentes campos de accion de la
farmacologia, dentro de estos; la Farmacologia basica,
experimental y clinica como sus pilares fundamentales, en
funcién del desarrollo de los medicamentos, del monitoreo
de su seguridad y eficacia, asi como la ensefianza de esta
importante disciplina, unido al impetuoso desarrollo
alcanzado por la farmacoepidemiologia, la
inmunofarmacologia, la fitoterapéutica, la
farmacogenética, entre otras tematicas de interés a nivel
internacional.

Diferentes Simposios y Talleres que combinan la
Farmacologia bésica y aplicada con la terapéutica seran
desarrollados, dentro de un Programa Cientifico que ha
sido concebido con Conferencias Plenarias, Simposios,
Talleres, Sesiones de Alerta Médica y de Carteles;
modalidades todas incluidas en los diferentes Eventos de
caracter internacional que se realizaran de forma
simultanea, a saber: el 6to Taller de Farmacovigilancia, el

7™ Taller de Farmacoepidemiologia, el 3* Simposio sobre
Ensefianza de la Farmacologia, el 3% Simposio de
Actualizacion Terapéutica en Cancer, 1 en Psiquiatria y 1"
en Reproduccion, el 2 Simposio de Farmacogenética y
Reunion de la  Sociedad Iberoamericana de
Farmacogenética, el 2% Taller de Farmacoeconomia, el 2t
Taller de Investigacion y Desarrollo de Productos
Genéricos, el 2% Simposio sobre Dafio Cerebral vy
Neuroprotecccion: Un Enfoque Basico y Clinico, el 2%
Taller de Farmacologia del Dolor, el 2% Taller de Métodos
Alternativos (3Rs) en la Farmacologia, la Toxicologia y la
Ensefianza, el 1% Simposio de Inmunofarmacologia y
Biotecnologia, el ler Simposio Latinoamericano de
Epigenética, 2% Simposio de Farmacologia de Productos
Naturales, 2t Simposio de Cronobiofarmacologia, 4v
Simposio de Estrés Oxidativo en Estados de Salud y
Enfermedad, 2t Simposio de Resistencia Antimicrobiana,
3% Simposio de Ensayos Clinicos y el 1% Simposio de
Farmacologia Basica.

Durante el evento se desarrollard simultdneamente una
Feria Comercial Adjunta, que le invitamos a visitar y
participar. La sede del Congreso, el Palacio de las
Convenciones de La Habana, se encuentra situado en uno
de los sitios mas hermosos de ciudad y posee todas las
facilidades para el exitoso desarrollo de eventos nacionales
e internacionales.

Durante su estancia en Cuba lo exhortamos a planificar
visitas para conocer muchos lugares interesantes no sélo
en La Habana, sino en aquellas provincias cercanas a la
capital de Cuba (Pinar del Rio, Matanzas, Cienfuegos, y Villa
Clara).

Informaciones: Dr. René Delgado Hernandez, Presidente Congreso Presidente, Sociedad Cubana de Farmacologia y de la Asociacién Latinoamericana de

Farmacologia (ALF). Correo electrénico: rdelgado@infomed.sld.cu

Rev. Farmacol. Chile (2013) 6(1): 7
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Lo invitamos igualmente a descubrir y disfrutar de los
tesoros geograficos, turisticos, historicos y culturales de la
isla de Cuba y en particular, de la hermosa ciudad de La
Habana, en una atmosfera Unica e interesante, creada por
el impresionante desarrollo cientifico alcanzado por las
ciencias farmacoldgicas y otras disciplinas biomédicas
relacionadas en los paises latinoamericanos y del mundo
gue nos visitan y muy especialmente por los adelantos de
Cuba, donde las ciencias biomédicas forman parte de una
opcion determinante de futuro y desarrollo sostenible.

de Chile

En Cuba, que hoy es capaz de mostrar ante el mundo un
Sistema de Salud equitativo, donde se hace realidad la
aspiracion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de
Salud para Todos, Usted encontrard también la contagiosa
hospitalidad, la alegria y la solidaridad del pueblo cubano,
que lo recibird como un entrafiable amigo.

Esperamos poder saludarlo en La Habana, en Octubre del
2013..... durante LATINFARMA 2013!1.

Dr. René Delgado Hernandez
Presidente del Congreso
Presidente de la Sociedad Cubana de Farmacologia y de la Asociacion Latinoamericana de Farmacologia (ALF)

Email: rdelgado@infomed.sld.cu

Dr. Octavio Pifieros
Vicepresidente del Congreso
Vicepresidente Asociacion Latinoamericana de Farmacologia (ALF)

Email: pineroso@gmail.com

e

Dr. Mario Landys Chovel Cuervo
Vicepresidente
Comité Organizador y Cientifico
Email: mlandys@finlay.edu.cu
eventosfarmacologia@finlay.edu.cu

Rev. Farmacol. Chile (2013) 6(1): 8
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ARTICULO DE REVISION

RELACION ENTRE LA SUPLEMENTACION DE L-ARGININA Y LA OCURRENCIA DE PREECLAMPSIA.
(Relationship between L-arginine supplementation and the occurrence of preeclampsia)

Ramon Rodrigo™, Rodrigo Valenzuela®, Manuel Rubilar', Fernanda Galleguillos®, Jaime Gonzalez*
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile

RESUMEN

La preeclampsia (PE) es un sindrome sistémico del embarazo que tiene una alta prevalencia y se asocia a una alta morbi-
mortalidad tanto materna como fetal. Aunque la etiologia de la PE ain es desconocida, el desarrollo del EO y la disfuncion
endotelial han sido implicados tanto en su patogenia como en el desarrollo de las manifestaciones clinicas de este sindrome. En
la actualidad, no existe un tratamiento satisfactorio para prevenir el desarrollo de PE, salvo que seguir algunas medidas para
evitar o reducir las complicaciones, siendo el parto prematuro, el Gnico tratamiento con éxito en PE severa. Estudios recientes
han dado algunas pistas sobre la importancia del éxido nitrico (NO) en la fisiopatologia de la PE. Durante el embarazo, el NO es
uno de los factores de relajacion méas importantes del miometrio y también juega un papel clave en el control del flujo sanguineo
Utero-placentario. Se ha demostrado en distintos estudios que en la PE, la biodisponibilidad de NO se reduce en comparacién con
el embarazo normal. Se postula que esta alteracion se debe a la disminucion de la vida media del NO y no a un deterioro en la
actividad de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). La deficiencia del sustrato y el aumento de especies reactivas de
oxigeno podrian contribuir a la disminucion en la biodisponibilidad de NO. En consecuencia, se han encontrado menores niveles
plasmaticos de L-arginina en mujeres con PE que aquellos en el embarazo normal. El objetivo de este estudio, es proporcionar
evidencia que apoye la importancia que tendria en el embarazo la suplementacion

temprana con L-arginina sobre la reduccién de la aparicion de PE.

Palabras Claves: Preeclampsia, Oxido nitrico, L-arginina
Publicado por la Sociedad de Farmacologia de Chile

INTRODUCCION
La preeclampsia (PE) es un sindrome sistémico de elevada la enfermedad, excepto medidas para evitar o reducir las
morbimortalidad materno-fetal (Roberts & Cooper 2001; complicaciones (Afifi, 2003; Meher, 2005).
Ronsmans y cols., 2006), que afecta alrededor del 5% de El evento central en el desarrollo de la PE es la deficiente
los embarazos (Rodgers et al 1998). Este sindrome se invasion de las células del trofoblasto extravillositario (TEV)
desarrolla en mujeres normotensasy se caracteriza por al endotelio de las arterias espiraladas del endometrio
hipertension arterial y proteinuria durante el embarazo, durante el primer trimestre del embarazo (Khong, 1986;
resolviéndose postparto (Davey y MacGillivray 1988). Esta Hubel, 1999). Al alterarse el proceso fisiolégico de
ampliamente aceptado que el origen de la enfermedad conversion de las arterias espiraladas desde vasos
reside en la placenta (Redman 1991; Hou y cols. 2008). tortuosos de alta resistencia en vasos de alta conductancia
y baja resistencia (Aquilina y cols., 1996; Merviel y cols.,
Algunos factores de riesgo para esta enfermedad son 2004), se generaria una reduccion de la perfusiéon Gtero-
mujeres primigestas, alto indice de masa corporal, entre placentaria, desarrollandose un estado de EO (EO) debido
otros (Trupin, 1996; Duckitt y Harrington, 2005). No existe a eventos de isquemia-reperfusion por los cambios en la
un tratamiento satisfactorio para prevenir el desarrollo de actividad vasomotora materna (Burton y cols., 2004; Sibai y

cols., 2005; Davidge 1998).

Correspondencia a: Dr. Ramdn Rodrigo, Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Avenida Independencia 1027, Casilla 70058, Santiago 7, Chile. Teléfono: 56-2-29786126 Fax: 56-2-29786126. Correo Electrénico: rrodrigo@med.uchile.cl
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Ademas se activan vias de apoptosis conduciendo a la
expulsion aumentada de microvesiculas de
sincitiotrofoblasto a la circulacion materna, las que han
sido relacionadas directamente con el desarrollo del
sindrome de respuesta inflamatoria materna (Raijmakers y
cols., 2004; Holthe y cols., 2004).

La disfuncion endotelial (DE) que se produciria en la PE
tendria un papel importante en su mecanismo
fisiopatologico. La mayoria de los atributos clinicos de PE,
tales como hipertensién y proteinuria derivan de los
cambios patoldgicos en el endotelio vascular materno e
implica un papel del EO y la DE.

La PE consta de dos fases; 1) placentacion andémala 2)
disfuncion endotelial generalizada. Sin embargo, menos de
la mitad de los embarazos con preeclampsia tienen una
placentacién alterada. En consecuencia, han surgido
nuevas hipotesis que postulan que la PE es una condicion
determinada por una exacerbada respuesta inflamatoria
sistémica, ésta podria estar mediada por dos factores: 1)
una placenta con mayor volumen asociado con una
vasculatura mas susceptible (“PE materna”) y 2) una
placentacién alterada asociada a EO (“PE placentaria”).

Existen varios mecanismos intrinsecos y extrinsecos que
pueden alterar el proceso fisioldgico de la placentacion en
la interface materno-fetal. Entre ellos, y en relacién a la
isquemia-reperfusion, esta el aumento de la apoptosis del
TEV. El aumento de la apoptosis esta mediado, en parte,
por una disminucion de la biodisponibilidad de 6xido
nitrico (NO) y el aumento del EO y factores pro-
inflamatorios. Ademas, la hipoxia genera un estado anti-
angiogénico, mediado por un aumento local y sistémico de
sFlt-1, receptor soluble del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), que a su vez, reduce la biodisponibilidad
de este Gltimo como también del factor de crecimiento
placentario (PIGF), lo que resulta en un deterioro de la
placentacion.

A pesar del creciente conocimiento de la fisiopatologia de
la PE, aln no existen métodos de prevencion efectivos.
Varios estudios multicéntricos internacionales han
demostrado la ineficacia del uso de vitaminas
antioxidantes y de acido acetilsalicilico en prevenir la PE.
Estudios recientes han demostrado la importancia de NO
en la proteccion del TEV contra los mecanismos pro-
apoptoéticos generados en la interface materno-fetal. Es
importante explicar que el NO es sintetizado por la 6xido
nitrico sintasa (NOS). Este es una familia de enzimas, de las
cuales la isoforma mas importante en el embarazo es la
endotelial (eNOS). La eNOS utiliza L-arginina como sustrato
y tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor para sintetizar
NO. En condiciones patoldgicas, la biodisponibilidad de NO
se ve disminuida debido al déficit de sustrato y el aumento
de las especies reactivas de oxigeno (ROS), que desplaza la
sintesis de NO por la eNOS a la sintesis de radical anién

de Chile

superoxido. De acuerdo con esto, ha habido varios
estudios utilizando suplementos de L-arginina en el
tratamiento de la PE, con resultados muy prometedores.
Sin embargo, aln no existen conclusiones definitivas para
su implementacion del uso clinico de este agente y la
funcion de la L-arginina en la prevencion de la PE todavia
debe ser investigada con mayores estudios.

Esta revision se enfoca en el posible uso terapéutico de
suplemento de L-arginina para la prevencion de PE, en
base a una mayor biodisponibilidad de NO, la cual se
encuentra significativamente  disminuida en esta
enfermedad.

FISIOPATOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA
Estrés Oxidativo en embarazo normal:

El embarazo en si es una condicion que aumenta la
susceptibilidad al EO, lo que conduce a un potencial dafio
por agentes oxidantes en los tejidos (Sies, 1991). Varios
6rganos en las mujeres embarazadas muestran un mayor
consumo basal de oxigeno y cambios en el uso del sustrato
energético. Al término del embarazo, la placenta humana
es hemomonocorial, lo que significa que una sola capa de
células de trofoblasto existe entre la sangre materna y la
fetal, favoreciendo el intercambio de gases, nutrientes y
productos metabdlicos. A su vez, la liberacion de oxigeno
se ve favorecido por la menor presion parcial de oxigeno,
lo que aumenta la produccién de &cido lactico y reduce el
pH dentro de las células de la placenta y de la circulacion
fetal. Asi como la placenta hip6xica va madurando, se va
desarrollando una mayor vascularizacion para crear un
ambiente rico en oxigeno. Por otra parte, el aumento de la
masa mitocondrial favorece la produccion de ROS (Liochev
& Fridovich, 1997).

La placenta también produce NO (Dotsch y cols., 2001),
dando lugar a otra fuente local de radicales libres,
contribuyendo también probablemente a la disfuncién
endotelial, como se expone mas adelante. Finalmente,
debido a que la placenta también es rica en macréfagos, la
produccion local de radicales libres, incluyendo especies de
reactivas del cloro, también puede contribuir al desarrollo
de EO (Myatt & Cui, 2004). Este punto de vista se basa en
la capacidad de los macrdfagos para expresar tanto la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Myatt y cols., 1993) y
la NADPH oxidasa (Matsubara y cols., 2001); pero los
estudios sobre la xantina oxidasa son de menor potencia.
Por otro lado, los mecanismos de defensa antioxidantes
contra el dafio de ROS se potencian durante el embarazo.
Asi, se ha encontrado un aumento progresivo de
eliminadores de ROS, tales como el glutation y la
bilirrubina, asi como aumento en la actividad de las
enzimas antioxidantes en la placenta (Qanungo &

Rev. Farmacol. Chile (2013) 6(1): 10
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Mukherjea, 2000). Ademas, las actividades de la glutation
peroxidasa en eritrocitos y plaquetas, y de la superéxido
dismutasa (SOD) extracelular también se ha encontrado
aumentadas progresivamente durante toda la gestacion
hasta el tercer trimestre (Tamura y cols., 2001) lo que
sugiere también que existe un aumento de la presencia de
aniones superéxido durante el embarazo. De acuerdo con
estas observaciones, la induccion de enzimas antioxidantes
después de la exposicion al EO esta bien documentada
(Bae y cols., 2004). Genes que codifican para estas enzimas
estan frecuentemente regulados de forma coordinada a
través de los elementos de respuesta antioxidante (ARE) en
sus regiones reguladoras de genes promotores (Lee &
Johnson, 2004). Ademas, se ha informado que el factor de
transcripcion llamado nuclear factor erythroid-derived 2
related factor 2 (Nrf2) se une a estos sitios ARE, lo que
lleva a la sobre regulacion de genes rio abajo que regulan
una amplia gama de ARE impulsadas por los genes en
varios tipos de células. Para compensar estos efectos, la
peroxidacion lipidica se vuelve mdas atenuada con el
progreso de la gestacion, protegiendo al feto de la
toxicidad por ROS (Qanungo & Mukherjea, 2000). Los
mecanismos de adaptacion mejoran el sistema de defensa
antioxidante materno que contrarrestan el efecto de las
ROS a través de la induccion enzimatica, asi como a través
de protectores no enzimdticos contra radicales libres y
eliminadores de ellos o scavengers, pudiendo prevenir asi
la aparicién de EO. Sin embargo, el embarazo es un estado
en el que podria estar alterada esta adaptacion y el
equilibrio facilmente podria inclinarse hacia un estado
prooxidante. Asi, el dafio por EO ha sido implicado en la
ruptura prematura de las membranas (Woods y cols.,
2001) y se ha asociado con la restriccion del crecimiento
fetal intrauterino (Takagi y cols., 2004).

Teorias Actuales de la PE:

Hay varias hip6tesis sobre la génesis de la PE, pero
Ultimamente ha habido méas consensos en que la PE es un
sindrome, y por lo tanto tendria una etiologia
multifactorial. También hay acuerdo en que la PE tiene dos
fases: La primera etapa de este modelo, cuyos cambios
histoldgicos y moleculares se han descrito anteriormente,
es la reduccién del flujo sanguineo materno hacia el
espacio intervelloso. La segunda etapa de este modelo es
la respuesta inflamatoria sistémica materna frente a la
reduccion de la perfusion placentaria (Roberts y cols.,
1995). Esta perfusién anormal del espacio intervelloso
puede conducir a la sobre produccion de diferentes
moléculas que finalmente afectan a la funcién endotelial y
reducen la perfusién de organos. La bisqueda de este
factor ha llevado a la identificaciobn de numerosas
sustancias como candidatos a ser el "Factor X". Mas
recientemente, también existe un modelo integrado
propuesto por Redman y cols., (2005), que asume que la
placenta desempefia un papel central en la patogénesis de
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la PE, pero que la placentacién anormal es poco probable
que sea la Unica causa de este sindrome (Roberts y coals.,
1995). Sin embargo, es bien sabido que la placentacion
anormal no significa PE necesariamente, y es por lo tanto
necesario encontrar una relacion entre la enfermedad de
la placentay el sindrome materno.

PRIMERA FASE: INSUFICIENCIA PLACENTARIA
Alteracion de la placentacion:

El objetivo principal de la placentacion es la transformacién
de las arterias espiraladas, ramas terminales de la arteria
uterina, en vasos con alta capacitancia y baja resistencia.
Para lograr este objetivo, el proceso requiere interacciones
complejas entre varios tejidos en la interfaz materno-fetal.

Se acepta hoy que durante el embarazo temprano, la
placentacién normal se produce en un ambiente
relativamente hipoxico (oxigeno <2%) que es esencial para
el desarrollo aceptable, que a su vez impide la
diferenciacién del trofoblasto en un fenotipo invasivo
(Caniggia y cols., 2000; Jauniaux y cols., 2003). El flujo
sanguineo intervellositario aumenta alrededor de las 10-12
semanas de gestacion exponiendo al trofoblasto a una
mayor tension de oxigeno (p0O2) resultando en un aumento
de la actividad y niveles de las enzimas antioxidantes mas
importantes como la superéxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa en los tejidos vellosos (Watson y cals.,
1998). El factor inducible por hipoxia -1 (HIF-1), y
concretamente la expresion de su subunidad B-1, y el
factor de crecimiento transformante @3 (TGFE3), un
inhibidor de la diferenciacién temprana del trofoblasto,
median los efectos de baja tension de oxigeno durante el
primer trimestre de embarazo. La expresion de ambas
moléculas es alta en el embarazo temprano y caen
alrededor de la 10-12 semanas de gestacion cuando se
elevan los niveles placentarios de pO2, atribuidos a una
desconexion de las arterias uterinas espiraladas (Caniggia y
cols., 2000). Ademés, también hay evidencia de que la
leptina, TGFA1 y PAI- 2 estan implicados en el proceso de la
invasion fisiologica del trofoblasto (Gonzélez y cols., 2000;
Irving & Lala 1995; Kruithof y cols., 1995).

En el embarazo, la invasion endovascular progresiva del
trofoblasto se produce progresivamente a partir de la
decidua en el tercio interior del miometrio entre la 12 y 20
semanas de gestacion (Lyall y cols., 1995; Pijnenborg y
cols., 1996; Zhou y cols., 1997). Estos cambios se
caracterizan por la remodelacion de las arterias espiraladas
incluyendo la desintegracion de la tanica media junto con
la lamina eléstica interna, y la sustitucion del endotelio por
células trofoblasticas extravillositarias que expresan un
fenotipo endotelial. Los cambios implican la conversion de
los estrechos tubos arteriales musculares en tubos flacidos
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y méas ancho que facilitan la perfusion placentaria sin
obstaculos con el flujo de la sangre materna necesaria para
un adecuado intercambio de moléculas clave entre las
circulaciones materna y fetal. Como consecuencia de los
anteriores cambios fisiologicos, la remodelacion de las
arterias espiraladas facilita el incremento del flujo
sanguineo utero placetario en diez veces.

Los estudios histol6gicos han demostrado que el proceso
de remodelado vascular de la arteria espiralada es parcial
en embarazos afectados por PE o restriccion del
crecimiento fetal (RCF) (Khong y cols., 1986). La invasion
del trofoblasto extravellositario y la remodelacion de las
arterias espiraladas ocurren muy superficialmente o no en
PE. Este proceso de invasion disfuncional y la sustitucién
de los resultados de la funcién endotelial generan vasos
con alta resistencia al flujo en las arterias uterinas e
hipoperfusion placentaria relativa en un periodo de tiempo
en que los primeros sintomas de PE pueden aparecer.

Una de las explicaciones moleculares para una
placentacién anormal fue descrito por Cannigia y cols.,
(1999), el cual encontré que la expresion de TGF@3 se
incrementaba en placentas humanas con PE en
comparacion con los controles emparejados por edad y
que la inhibicion del TGFE3 por anticuerpos restauré la
capacidad invasiva de las células trofoblasticas en
placentas con PE. Los autores especulan que si la tension
de oxigeno no aumenta, o el trofoblasto no detecta este
aumento, la expresién de los dos factores sigue siendo alta,
lo que resulta en la invasion trofoblastica superficial y el
embarazo predispone a PE. En resumen, las mujeres con PE
tiene una concentracion de oxigeno méas baja, y esto
conduce a una alta concentracion de HIF-1o y TGF-B3 en el
trofoblasto, inhibiendo asf la diferenciacion del trofoblasto.
La endoglina, molécula que inhibe la activacion de la NOS
mediadas por TGB-B3, también se incrementa en los
embarazos con PE (Venkatesha y cols., 2006). La iniciacién
de la apoptosis tiene dos vias conocidas: intrinsecos y
extrinsecos. Ambas vias finalmente conducen a la
activacion de las caspasas, una familia de cisteina
proteasas, que son las enzimas responsables de la
apoptosis. El TEV invade las arterias espiraladas, donde
sustituye el endotelio y la pared muscular. Estudios
recientes sugieren que esta transformacion de las arterias
espiraladas esta mediada por una apoptosis inducida por el
TEV, a través de la activacion de la ruta de Fas / FasL.
Ademas, el desarrollo de la placenta requiere
remodelacién constante, que estd mediada por la
apoptosis. La respuesta inflamatoria de los embarazos
normales se debe en parte a una liberacion constante de
microvesiculas a la circulacion materna mediada por la
apoptosis de las células trofoblasticas. Hay pruebas de que
la tasa de apoptosis es superior en los embarazos con PE
que en las normales, lo que sugiere que una alteracion en
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el proceso de apoptosis jugaria un papel en la
fisiopatologia de la PE.

Estrés Oxidativo:

Aunque la etiologia de la PE aln es desconocida, se ha
propuesto que el aumento del estrés oxidativo (EO) es un
componente basico de esta patologia, y que podria
proporcionar la conexién entre la placentacion anormal y
el sindrome materno (Roberts & Hubel 1999; Moretti y
cols., 2004)

La placenta parece ser la principal fuente de ROS que
inician los sucesos fisiopatoldgicos en PE (Serdar y cols.,
2002), sin embargo los leucocitos y el endotelio materno
también contribuyen en menor medida. El fracaso de la
perfusion placentaria, explicado anteriormente, explica
probablemente la ocurrencia de ciclos de isquemia-
reperfusion que provocan EO debido a cambios en la
actividad vasomotora vascular por influencias humorales y
neurales maternas (Burton y Jauniaux 2004).

Otros mecanismos propuestos de produccion de ROS en
embarazos con PE es la activacion de los neutrofilos
maternos por la masiva expulsién de microvesiculas de
sincitiotrofoblasto debido al aumento de los mecanismos
de apoptosis o aponecroticos localmente activados
durante el paso de la sangre materna a través de la
placenta (Raijmakers y cols., 2004). Asi pues, los neutrdfilos
aislados de mujeres con PE sintetizan méas superdxido que
los de las mujeres embarazadas normotensas (Lee y cols.,
2003). Consecutivamente, los neutrdfilos activados pueden
conducir a la activacion del endotelio vascular,
contribuyendo por lo tanto a la fisiopatologia de la PE
(Cadden y Walsh 2008). Se ha encontrado una directa
relacién entre niveles elevados de F2-isoprostanos urinario
con un mayor riesgo de PE (Peter Stein y cols., 2008). Por
otra parte, estudios recientes han sugerido que este
desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes es el efecto
de la enfermedad y no el factor causal (Kaur, 2008).

Como resultado de la activacion de vias de apoptosis, se
genera una mayor expulsion de microvesiculas de
sincitiotrofoblasto a la circulacién materna. Estas particulas
han sido directamente ligadas a la activacion de los
neutrofilos maternos, aunque los neutréfilos maternos
también pueden ser activados localmente durante el paso
de la sangre materna a través de la placenta (Lee y cols.,
2003). En consecuencia, los neutrdfilos aislados de mujeres
con PE son capaces de sintetizar mas superdxido que los de
las mujeres embarazadas normotensas. A su vez, los
neutrofilos activados pueden contribuir a la activacion del
endotelio vascular. Los leucocitos de la sangre materna en
mujeres con preeclampsia se activan y apoyan la idea de
que el EO es un factor que contribuye a la fisiopatologia de
la PE (Holthe y cols., 2004).
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A pesar de la posibilidad de que la generacion de EO de la
placenta puede estar relacionada con la hipoxia debido a la
perfusion uteroplacentaria reducida, la hipoxia por si
misma no es suficiente para dar cuenta de todas las
caracteristicas morfolégicas descritas (Burton y cols.,
1999). De hecho, un ciclo de isquemia-reperfusion en el
flujo sanguineo uteroplacentario puede ser un factor mas
importante para establecer el EO placentario (Hung y cols.,
2001). Como consecuencia, en mujeres con PE sea ha
encontrado un aumento de la capacidad de la placenta, asi
como de otras células, para generar ROS (Many y cols.,
2000). El EO en este contexto es una consecuencia de un
desequilibrio entre la generacion excesiva de ROS y
reduccion de la capacidad de las defensas antioxidantes.

El mas comin de los ROS es el anién superoxido. La xantina
oxidasa y NADPH oxidasa se han identificado como los
principales sistemas enzimaticos endoteliales formadores
de anion superdxido, pero la contribucién de la xantina
oxidasa (XO) es generalmente menor (Poston & Raijmakers
2004). Sin embargo, la XO se expresa abundantemente en
células de sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto, debido al
hecho de que la isquemia-reperfusion es un potente
estimulo para la conversién de xantina deshidrogenasa
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Figura 1.

(Hassoun y cols., 1994). Ademas, la actividad de NADPH
oxidasa, enzima constitutiva del trofoblasto de la placenta
humana, es altamente estimulada en la PE (Matsubara y
cols., 2001). Esta enzima consiste principalmente en 5
subunidades y se ha observado que en las placentas
preeclampticas muestran incremento en la expresion de
los componentes de las subunidades p22, p47, p67 y p74.
Otras formas de NADPH oxidasa, también estan implicadas
en la fisiopatologia de PE, tales como las presentes en los
fagocitos (granulocitos neutrdfilos y eosinéfilos, monocitos
y macrdfagos) y células vasculares. Ha sido bien
establecido que la NADPH oxidasa vascular juega un papel
importante en el desarrollo de hipertension (Touyz y cols.,
2005) y por lo tanto es un blanco terapéutico para regular
su actividad, la cual se puede inhibir mediante las
vitaminas antioxidantes.Es de interés mencionar que bajo
condiciones de EO, eNOS puede desacoplarse debido a la
oxidacion de BH4, su cofactor de acoplamiento que da
cuenta de la dimerizacion de las sub-unidades de la
enzima. En consecuencia, otra fuente de produccion de
anion superdxido se levantara, lo que explica la
exacerbacion de la lesion oxidativa. La Figura 1 muestra un
resumen de la importancia del EO en la fisiopatologia de la
PE.

Resumen de los mecanismos por los que el EO podria conducir al desarrollo de preeclampsia. sFlt-1, de tipo fms tirosina quinasa 1; HIF-1a, factor-1 inducible por
hipoxia; TGF-B3, factor de crecimiento transformante B3; BH4, tetrahidrobiopterina; eNOS, 6xido nitrico sintasa endotelial; NO, 6xido nitrico; PE, preeclampsia,

02 * -, anién superoxido.
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SEGUNDA FASE: EXPRESION MATERNA
Sindrome Materno:

Se ha postulado que la disfuncién endotelial generalizada
en PE esta mediada por un factor desconocido generado
por la placenta. Debido al hecho de que el equilibrio
angiogénico / antiangiogénico podria verse afectada en PE,
una considerable atencion se ha centrado recientemente

en los productos de genes relacionados con la
angiogénesis, incluyendo el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento

placentario (PIGF) y la tirosina soluble fms quinasa 1
(SFIt1). VEGF es un factor mitégeno especifico de la célula
endotelial que promueve la vascularizacion placentaria.
Regula multiples funciones de las células endoteliales
incluyendo la mitogénesis, la permeabilidad, el tono
vascular y la producciéon de moléculas vasoactivas (Zachary,
1998). Los efectos biolégicos de la familia de receptores de
VEGF estan mediadas por miembros de la subfamilia de
clase Il de receptores de tirosina quinasa: fms tirosina
quinasa (Flt-1) y dominio de insercién de quinasa que
contiene receptor (KDR) (Zachary & Gliki 2001). VEGF es
abundante en el tejido placentario y en células de las
membranas fetales y su expresion aumenta durante la
gestacion. Algunos estudios han reportado una
disminucion de este factor en la PE (Lyall y cols., 1997),
mientras que en otros estudios, se ha visto que no se altera
(Oh y cols.,, 2006) o un se presenta un aumento de
expresion (Sgambati y cols., 2004). Recientemente, el
aumento de los niveles circulantes de dos proteinas
antiangiogénicos - soluble fms tirosina quinasa 1 (sFltl)
(Levine y cols., 2004) y su forma de splicing (sFlt1-14) (Sela
y cols., 2008) las cuales se unen tanto a PIGF y VEGF,
fueron sugeridas para predecir el desarrollo posterior de
esta enfermedad. PIGF es otro miembro de la familia de
VEGF que se produce predominantemente en la placenta.
El sFItl es una proteina enddgena secretada que captura
las formas libres de VEGF y PIGF, evitando asi que estas
moléculas interaccionen con el receptor endogeno
respectivo. Un mayor nivel de sFlt1 fue sugerido como un
biomarcador para el posterior desarrollo de la PE (Maynard
y cols., 2003). En PE, la sintesis de VEGF y PIGF libre se
reduce, mientras que sFlt1 esta aumentado en la placenta
del segundo trimestre de embarazo (Ahmad & Ahmed
2004; Karumanchi & Bdolah 2004). Disminucion de los
niveles plasmaticos de VEGF se han asociado con una
disminucion de NO. Esto ha sido sugerido para representar
un estimulo més a la formacion del deterioro vascular
endotelial (Tranquilli y cols., 2004).

Existe controversia entre las teorias inflamatorias versus
oxidativa en el desarrollo de la PE. Aln no esta claro el
papel real que tendrian las citoquinas proinflamatorias en
el dafio primario sobre la placenta. Por otra parte, hay
mucha evidencia que sugiere que la PE es un estado
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oxidativo. Se ha observado que los biomarcadores de la
peroxidacion de lipidos estan aumentados en mujeres con
PE. El EO en PE también estd relacionado con una
disminucion de antioxidantes, tales como vitamina C, E y B-
carotenos, y una disminucién de la actividad de las enzimas
antioxidantes, tales como glutation peroxidasa y
superoxido dismutasa (SOD). Estos hechos respaldan la
hipétesis de que la hipoxia / isquemia de la placenta podria
ser una fuente importante de ROS.

Por ultimo, otro candidato que se ha estudiado son las
microvesiculas celulares, sub-celulares y moleculares
generadas durante la apoptosis en la placenta. La tasa de
apoptosis es mayor en PE. Estas microparticulas podrian
generar una respuesta inflamatoria exacerbada. La figura 2
muestra un resumen de los posibles mecanismos que
podrian explicar la ocurrencia del sindrome materno en PE.

Disfuncién Endotelial:

El endotelio participa en la modulacion del tono vascular,
el control de la hemostasia, la defensa del huésped y la
inflamacién, el transporte de nutrientes y la activacion e
inactivacion de las hormonas vasoactivas. La disfuncion
endotelial se caracteriza por un cambio de las acciones del
endotelio:  vasodilatacion  reducida, un  estado
proinflamatorio y propiedades protromboticas (Endemann
y Schiffrin 2004; Luscher & Barton, 1997). La disfuncion
endotelial parece jugar un papel importante en el
mecanismo fisiopatoldgico de la PE (Roberts y cols., 1998).
Existen muchos factores que desempefian un papel en el
deterioro de la funcion celular endotelial en la PE dentro
de los que se incluyen la isquemia placentaria, la toxicidad
inducida por las lipoproteinas, ROS, efectos
antiangiogénicos y de mala adaptacion inmune, que dan
como resultado la sintesis y liberacion de citoquinas
proinflamatorias. Factores placentarios liberados a la
circulacion materna por una placenta andmala podrian
conducir a una disfunciéon endotelial sistémica, y esto
podria ser responsable de los aspectos clinicos del
sindrome materno de la PE (Davison y cols., 2004).

Hay evidencia de disfuncion endotelial en PE, tales como
los niveles altos de factor de von Willebrand
(Bouchlariotou y cols., 2008; Nadar y cols., 2004), activador
del plasmindgeno tisular (TPA) y endotelial y del activador
del plasminégeno placentario (PAI 1y 2). En los embarazos
normales, el cociente PAI 1/PAI 2 es bajo, debido a una alta
masa placentaria. En PE, este cociente es alto, debido a
una activacion celular y una insuficiente masa placentaria
(Brown, 2010; Reith y cals., 1993).

Varias sustancias vasoactivas que podrian estar alteradas
debido a la disfuncién endotelial se han medido. Entre
ellos se encuentra la endotelina-1 (ET-1) y el tromboxano
A2 (TXA2), que son potentes vasoconstrictores. Ambos se
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encuentra en altos niveles en PE (Davison y cols., 2004). En
la otra parte, una disminucion de NO, un potente
vasodilatador, también podrian estar involucrados en la
patogénesis de la PE. Ultimamente, un aumento de la
dimetil-arginina  asimétrica  (ADMA), un inhibidor
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Figura 2.

competitivo de la eNOS, ha llamado la atencion de muchos
investigadores. La inactivacion de dimetilarginina
dimethylaminohydrolase (DDAH 1 y 2), enzima que
metaboliza ADMA, es en parte responsable del aumento
de ROS (Savvidou y cols., 2003).

Sindrome Materno en Preeclampsia: Resumen de los mecanismos que podrian explicar el desarrollo del sindrome materno en preeclampsia.; sFitl, fms-like

tyrosina kinasa 1; NO, oxido nitrico

Oxido Nitrico:

El dxido nitrico es un vasodilatador potente derivado del
endotelio (Rees y cols., 1989) y un defecto en la sintesis de
NO se ha documentado en embarazos con PE (Morris y
cols., 1996). Durante el embarazo, el NO es uno de los
factores de relajacion mas importantes del miometrio y
también no es menos importante en el control del flujo de
sangre entre el Utero y placenta. Se sintetiza a través de
una reaccion catalizada por la NOS endotelial (eNOS) y
juega un papel importante en la mantencion de la
homeostasis vascular. La disponibilidad del cofactor
tetrahidrobiopterina (BH4) es relevante para la funcion de
la enzima. En la placenta normal, las concentraciones
adecuadas de L-arginina y de eNOS se orientan hacia la
sintesis de NO.

Sin embargo, en PE, se han observado niveles menores que
las concentraciones normales de L-arginina, provocados
por una sobreexpresion de la arginasa Il (Noris y cols.,
2004) o por una alteracion en la absorcion de L-arginina
por parte de los eritrocitos (da Costa y cols., 2004). En
consecuencia, estas alteraciones pueden redirigir la eNOS
hacia la sintesis de peroxinitrito. Ademas, la hipoxia
placentaria, que se asocia con PE, no induce una regulacién
de la eNOS (Orange y cols., 2003). El inhibidor de eNOS N
(omega)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) genera una
respuesta vasoconstrictora, a través de la inhibicién de la
sintesis de NO. Curiosamente, esta respuesta es
significativamente inferior en las mujeres con PE. Este
hecho puede ser interpretado como una disminucion del
efecto del NO funcional en la circulacion en PE, lo que
demuestra que la via del NO se ve afectada en el lecho
vascular en estas mujeres (Bisseling y cols., 2004).
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Administracion de L-NAME en ratas prefiadas genera PE, y
los fetos presentan disfuncion endotelial que desaparece
después del nacimiento (Martinez-Orgado y cols., 2004).
Debido a que la placenta carece de inervacién autonémica,
mediadores de produccion local como el NO juega un
papel importante en el mantenimiento del flujo sanguineo
placentario. Ademés, el NO regula la adhesién de
leucocitos al endotelio vascular (Kubes y cols., 1991) e
inhibe la proliferacion de células musculares lisas y la
agregacion plaquetaria. Todas estas funciones podrian
verse afectada por el consumo de NO por los aniones
superoxido producidos durante el EO, disminuyendo asi la
biodisponibilidad de NO. En concordancia con esto fue el
hallazgo de una disminucién de la concentracion de NO en
el plasma (Var y cols., 2003) o liquido amnidtico en
mujeres con preeclampsia (Luscher & Barton 1997).

A pesar de los numerosos estudios dirigidos a examinar la
produccion de NO, la evaluacién mediante el control de los
niveles plasméaticos de los productos de degradacion
estables del NO, nitritos y nitratos (NOx), son normales
tanto en el embarazo normal y PE. Por lo tanto, una
elevacion (Nobunaga, 1996), una disminucién o ningdn
cambio (Choi y cols., 2002; Diejomaoh y cols., 2004) se han
demostrado en los niveles de NOx. Esta controversia puede
deberse en parte al efecto de posibles factores de
confusion. En este sentido, se debe mencionar la
importancia del control de la ingesta dietética de nitrato,
que puede afectar draméaticamente el nivel en plasmay la
excrecion urinaria de NOx. Ademas, los niveles plasméticos
de NOx estan influenciados por las fluctuaciones agudas de
la reabsorcion tubular renal (Conrad y cols., 1999). Los
autores utilizaron una dieta reducida en NOx antes de
analizar el plasma y los niveles urinarios de NOx y su
segundo mensajero cGMP. A pesar del aumento en el
plasma y orina del cGMP durante el embarazo humano
normal, los niveles de NOx eran normales o reducidos, lo
que sugiere que (Rodgers y cols., 1998) otra sefial ademas
del NO media el aumento de la producciéon de cGMP y
vasodilatacién materna durante el embarazo, o (Roberts &
Cooper 2001) la medicion de NOx en sangre no €s una
estimacion fiable y hemodinamicamente relevante de NO.
A su vez, en PE, la hip6tesis de que efectivamente hay
reduccion de la produccion de Oxido nitrico no se
demostrd. Recientemente, demostr6 de que la
disminucion de la expresion y actividad de eNOS puede
estar asociada con aumento de la permeabilidad endotelial
en PE (Wang y cols., 2004). Estos autores sugirieron que la
IL-8, que estd aumentada por el EO (Scholz y cols., 2003),
podria ser un agente candidato que media este efecto. La
inhibicion de la eNOS dio lugar a una mayor expresion de
IL-8 la cual inducia una mayor permeabilidad en la
monocapa endotelial en la preeclampsia en comparacién
con los embarazos normales, probablemente debido a una
mayor susceptibilidad a las citoquinas proinflamatorias en
PE, sin embargo, estos datos deben ser confirmados.
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Por ultimo, la modulacién de isoformas de NOS por la
endotelina (ET) -1, como se encuentra en PE, es sugerente
de una relacién funcional. Asi, las células trofoblasticas en
mujeres con PE muestran un incremento en la expresion
de eNOS, mientras que la de la isoforma inducible (iNOS)
que es la fuente principal de la sintesis de NO se reduce
(Napolitano y cols., 2000).

Aunque el trofoblasto presenta actividad de la eNOS, es
controversial si TEV expresa esta enzima. En el
citotrofoblasto NO incrementa la expresion y actividad de
metaloproteinasas de la matriz (Roberts & Cooper 2001;
Trupin y cols., 1996), que desempefian un papel
fundamental en la implantacion del embrion. Ademas, el
NO también juega un papel importante en la migracion
trofoblastica y la motilidad, a través de angioproteinas
(Ahmed vy cols., 2009). Este efecto se potencia por las
acciones del VEGF, tanto por su union a su receptor Fltl y
por aumentar la expresion de cadherinas en el TEV (Oh y
cols., 2006).

Se ha postulado que en la PE la disminucion de la
biodisponibilidad de NO no se debe a una disminucion en
la actividad o la expresion de eNOS, pero si a una
disminucién de la actividad o de la vida media de NO,
medido por la concentracion de cGMP, su segundo
mensajero (Aydin y cols., 2004; Var y cols., 2003). Una
explicacion interesante para la disminucion de la actividad
del NO se relaciona con el hecho de que la eNOS también
sintetiza anién superdxido (02*-) y que la tasa de
produccion de NO vs O2*- depende de la concentracién
intracelular de L-arginina y superéxido dismutasa (SOD),
entre otros. La interaccion entre el NO y 02*- genera
peroxinitrito, un anion potente citotéxico que carece de
propiedades angiogénicas. El peroxinitrito puede alterar las
funciones celulares de muchas maneras y nitrar muchas
proteinas, restos de tirosina en particular. Ademas, el
peroxinitrito disminuye la biodisponibilidad de NO, ya que
oxida BH4, cofactor de eNOS, lo que conduce a la
degradacion de la enzima (Szabo y cols., 2003). La
reactividad vascular alterada que existe en la placenta con
PE puede explicarse en parte por el efecto de peroxinitrito
al inducir disfuncién vascular a través de deficiencia
selectiva de adrenoreceptores (Benkuski y cols., 1999). Se
ha demostrado que el peroxinitrito también inactiva
selectivamente el receptor de prostaciclina (Zou y cols.,
1999) y disminuye la cantidad de prostaciclina sintasa a
través de un mecanismo mediado por NF-kB (Cooke y
Davidge 2002). Estos efectos del peroxinitrito contribuyen
al desarrollo de la hipertension arterial en PE. Ademas, el
citotrofoblasto de mujeres con preeclampsia tiene una
mayor produccion de TXA2, causando con ello un
desequilibrio de la produccion de TXA2 y prostaciclina
(Ding y cols., 2002), lo que contribuye aln mas a una
presion arterial elevada. Varios estudios han demostrado
que las mujeres con preeclampsia tienen mayores niveles
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de peroxinitrito y nitrotirosina (un marcador de la actividad
peroxinitrito) en la placenta. Esta demostrado que en
embarazos normales existe una mayor concentracion de L-
arginina en el feto, a pesar de la existencia de un gradiente
de madre a feto, lo indica que existe un transporte activo
de L-arginina para el feto. En PE, este gradiente esta
disminuido.

Suponiendo que la actividad y la expresién de la eNOS y del
transportador catidnico de aminoacidos en la placenta
estdn conservados, la eventual disminucién de la
concentracion de L-arginina en PE podria ser atribuible a la
mayor actividad de la arginasa I, enzima responsable de la
degradacion de L-arginina en ornitina y urea. Varios
estudios han demostrado una mayor actividad de esta
enzima en el trofoblasto de las placentas con PE en
comparacién con el de los embarazos normales. El
mecanismo que explica el aumento de la arginasa Il en PE
es aln desconocido, pero se ha postulado que una
elevacién de los niveles de testosterona, como se observa
en PE, podria desempefiar un importante papel (Lowe,
2000; Carlsen y cols., 2005)

En resumen, los cambios en las concentraciones de
sustancias vasoactivas en PE podria entenderse como una
consecuencia de la respuesta inflamatoria sistémica de
esta enfermedad, mediada por una expulsién exagerada de
células de sincitiotrofoblasto o la generacién de ROS, lo
que activa el endotelio y los leucocitos en la sangre.

ROL DE LA SUPLEMENTACION DE L-ARGININA

Muchas alternativas de prevencion para el desarrollo de PE
se han probado en los ultimos 20 afios, lamentablemente
todas sin éxito. En relacion con el uso de la aspirina, un
reciente meta-analisis de Askie y cols., (2004) en 32.217
mujeres embarazadas (31 estudios) que recibieron aspirina
para prevenir la PE, se encontrd una reduccion significativa
de sélo 10% del global, y PE grave se observd una
reduccion del 10% en el pronéstico adverso del embarazo
(Askie y cols., 2004). Sin embargo, a pesar de los
resultados, recientemente dos grupos mostraron que la
aspirina no es til en la prevencion de PE cuando se
administra a grupos de riesgo (Yu y cols., 2003; Subtil y
cols., 2003)

En cuanto a vitaminas antioxidantes, Chappell y cols.,
(1999) llevé a cabo un estudio en mujeres con alto riesgo
de PE, demostrando que la utilidad de vitaminas
antioxidantes administradas de forma precoz en el
embarazo es para reducir el EO, y reducir asi su efecto
sobre la funcién endotelial. Recientemente, el uso de
vitaminas antioxidantes en la prevencion del PE ha sido
cuestionado por los resultados de tres estudios
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multicéntricos (Poston y cols., 2006; Spinnato y coals.,
2007). Todas estas publicaciones indican que las vitaminas
antioxidantes no seria Gtil en la prevencion de PEy / o
restriccion del crecimiento fetal. Ademas, se ha informado
de que las vitaminas antioxidantes pueden tener efectos
no deseados en el feto y el recién nacido (Poston y cols.,
2006).

Hay poca evidencia en cuanto a si la manipulacion de la
dieta en el embarazo puede prevenir la PE (Fraser, 1998).
La L-arginina se considera un aminoacido semi-esencial
porque bajo las crecientes demandas de la sintesis
endégena no es suficiente para suministrar los
requerimientos (Visek, 1986). Por otra parte, el embarazo
ha sido descrito como un estado de deficiencia relativa de
esta molécula debido a una mayor demanda para la
sintesis de NO, para fortalecer ain méas la vasodilatacién
adaptativa del embarazo y el aumento del uso de L-
arginina por el feto (Conrad y cols.,, 1993). Por estas
razones, es que se ha sugerido que la suplementacion
dietética con L-arginina puede prevenir el desarrollo de PE.

Actualmente, en la literatura hay estudios que sugieren
que la L-arginina tendria efectos directos sobre la presién
arterial en modelos animales, en los seres humanos
normotensos, en seres humanos con hipertension, las
mujeres con PE y mujeres con embarazos saludables
(Hishikawa y cols., 1992; Neri y cols., 1996). Cabe destacar,
que se han realizado estudios donde se suplementa L-
arginina encontrdndose una mejora de la funcién
endotelial en personas con aterosclerosis y enfermedad
vascular periférica (Creager y cols., 1992; Bode-Boger y
cols., 1998). La administracion oral de L-arginina a mujeres
con enfermedad cardiovascular no mostraron efectos
secundarios adversos. En estos estudios, entre ellos uno
realizado en mujeres embarazadas, Facchinetti y cols.,
(1996) y Neri y cols., (1996) se infundid L-arginina en
mujeres con complicaciones como la RCF, y se observé una
mejora en la actividad del miometrio.

Como se ha mencionado antes, la biodisponibilidad de NO,
uno de los elementos clave en la fisiopatologia de la PE, se
encuentra disminuido. NO es un potente vasodilatador
producido por el endotelio vascular, a través de la eNOS,
que ocupa el aminoacido semi-esencial L-arginina como
sustrato. Aproximadamente el 1% de la ingesta diaria de L-
arginina se metaboliza a través de esta via (Castillo y cals.,
1995). NO difunde desde el endotelio a la capa subyacente
de células de musculo liso, mediando la vasodilatacion, y la
inhibicion de la agregacion y la adhesion plaquetaria. Estos
procesos son dependientes de monofosfato ciclico de
guanilil (cGMP).

Hay varias formas posibles en que la L-arginina exdgena

puede aumentar la produccion de NO. Algunos autores han
demostrado menores niveles plasmaticos de  L-arginina
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en mujeres con PE (D"Aniello y cols., 2001). Te6ricamente,
la administracion exégena de L-arginina podria compensar
una escasez de sustrato endogeno. Otra posible forma de
accion de la L-arginina exdgena podria depender de la
atenuacion de la influencia inhibidora de argininas
metiladas en la actividad de NOS. Se demostrd que en PE,
los niveles plasmaticos de los inhibidores endogenos de la
NOS, dimetilarigina tanto asimétrica (ADMA) como
simétrica (SDMA), estan elevados (Ellis y cols., 2001;
Savvidou y cols., 2003). Se podria argumentar que un
exceso de L-arginina podria restaurar la actividad de la NOS
desplazando competitivamente del sitio activo de la
enzima a los inhibidores enddgenos (Cooke, 2000). Sin
embargo, ni las concentraciones plasmaticas de L-arginina
ni los niveles de argininas metiladas (ADMA SDMA +, L-
NMMA) cambio significativamente en las mujeres tratadas
con L-arginina. Aunque sea s6lo una especulacion, existe
otra linea de explicacion de los fenémenos observados y
que pueden depender de la capacidad de L-arginina para
inhibir la formacion y / o acciéon de ROS dentro de la pared
vascular, un fenémeno bien documentado en PE. L-
arginina, como un sustrato para la NOS, no s6lo puede
aumentar la sintesis de NO, sino también prevenir la
formacion de ROS NOS-dependiente (Parra-Cordero y cols.,
2011) y mejorar la biodisponibilidad de NO. Curiosamente,
L-arginina también podria ser una scavenger (Davidge y
cols., 1998) Si la accion antihipertensiva de L-arginina
depende de dichos mecanismos serd una hipotesis
atractiva para ser probada. La Tabla 1 muestra un resumen
de los principales mecanismos por los cuales la
suplementacion exdgena de L-arginina puede ser
beneficiosa para la prevencion del PE.

Por ultimo, haremos un reporte de las evidencias actuales
que hay para suplementar L-arginina en mujeres
embarazadas con PE. Existen pocos estudios sobre el uso
de L-arginina como un método de prevencion de PE. En
2004, se publicé un informe donde 70 mujeres con riesgo
de desarrollar PE fueron suplementadas con L-arginina
a partir del primer trimestre de embarazo. Los resultados
mostraron una disminucion en las resistencias vasculares
de arterias uterinas y en la presion arterial media de las
pacientes; también solo una paciente desarrollé de inicio
tardio PE (Germain y cols., 2004). Sin embargo, Staff y
cols., (2004) demostraron que la administracion oral de L-
arginina no redujo la presién arterial diastolica en mujeres
con PE con edad gestacional entre 28 a 36 semanas, pero
este tratamiento podria ser clinicamente beneficioso para
la madre o para el feto si se inicia temprano en el proceso
de la enfermedad. Otro estudio realizado en mujeres con
diagnostico de PE, demostro que la infusion con L-arginina
se asocia con una reduccién de la presion sanguinea, con
un aumento concomitante de L-citrulina (marcador
sustituto de la produccion de NO), tanto en mujeres con PE
y en mujeres normotensas (Facchinetti y cols., 1999). Se
obtuvieron resultados similares en un estudio doble ciego
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randomizado en mujeres con PE y con una dieta baja en
nitratos (Rytlewski y cols., 2005). Las mujeres que
recibieron suplementacién oral de L-arginina durante 3
semanas, mostraron una disminucién en la presién
sanguinea y un aumento de la excrecion urinaria de nitrito
/ nitrato y L-citrulina. Curiosamente, s6lo hay un estudio
que evalia la condicién fetal y el resultado neonatal
después de la suplementacion oral con L-arginina, en las
mujeres con un diagnéstico de PE. Este grupo de mujeres
fue suplementado hasta el parto. Los autores demostraron
que en el grupo suplementado hubo una normalizacion de
la redistribucion de la sangre fetal, y un aumento
significativo del APGAR y la duracion de la gestacion, en
comparacion con el grupo que recibio placebo (Rytlewski y
cols., 2006). Al mismo tiempo, otro estudio demostro que
la suplementacion con L-arginina sola en mujeres
embarazadas con hipertension crénica leve no afecta
significativamente a la PA en general, pero se asocia con
una menor necesidad de medicacion antihipertensiva y
una tendencia hacia menores complicaciones maternas y
neonatales (Neriy cols., 2010).

Tabla 1.

Resumen de los mecanismos potenciales por los cuales L-arginina puede
interferir con la secuencia de acontecimientos que conducen al desarrollo
de preeclampsia. PE, preeclampsia; NOS, oOxido nitrico sintasa; ROS,
especies reactivas de oxigeno.

Recientemente, Vadillo-Ortega et al (Vadillo-Ortegay cols.,
2011) realizaron un protocolo interesante de
suplementacion con L-arginina y vitaminas antioxidantes
en un grupo de 228 mujeres embarazadas con alto riesgo
de desarrollo de PE. Las mujeres fueron suplementadas
con alimentos que contengan L-arginina mas vitaminas
antioxidantes, 222 mujeres solamente con vitaminas
antioxidantes, y 222 mujeres recibieron placebo. Los
resultados mostraron que la incidencia de PE se redujo
significativamente en mujeres asignadas al azar a la L-
arginina méas vitaminas antioxidantes. Las vitaminas
antioxidantes por si solas no mostraron significancia
estadistica al compararlas con placebo. Por lo tanto, estos
autores han propuesto que la suplementacién durante el
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embarazo con alimento medicinal que contiene L-arginina
y vitaminas antioxidantes puede reducir la incidencia de PE
en la poblacion de alto riesgo de la condicion.

la fase adecuada para la administracion de
suplementacion con L-arginina debe tenerse en cuenta,
como en la fase de EO que podria conducir a una mayor
expresion de arginasa. Esto, a su vez, puede inducir el
desacoplamiento de la NOS como fuente de superoxido en

la vasculatura materna en la preeclampsia. En
consecuencia, puede resultar mas aumento de
peroxinitrito 'y  sus  consecuencias  deletéreas

(Sankaralingam y cols., 2010).

Como se explico anteriormente, y debido a la funcion de la
L-arginina en el aumento de la biodisponibilidad de NO, es
posible postular que el uso de la suplementacion oral con
este compuesto en el embarazo temprano puede reducir la
aparicion de PE, pero se necesitan estudios posteriores que
aln no existen para tener conclusiones definitivas.

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

La PE es la complicacién mas importante de la gestacion
humana en todo el mundo y un importante contribuyente
a la morbi-mortalidad tanto materna como fetal. Es una
enfermedad de dos etapas. La primera etapa se refiere al
relativo fracaso de la invasion del trofoblasto y la
remodelacion de las arterias espiraladas, lo que conduce a
un suministro deficiente de sangre a la unidad feto-
placentaria, exponiéndola al EO. La segunda etapa se
caracteriza por la disfuncion endotelial materna, lo que
conduce a los sintomas clinicamente reconocidos del
sindrome, que incluyen hipertension arterial, proteinuria,
trombocitopenia y funcién hepatica deteriorada. A pesar
de los muchos trabajos y estudios en la Gltima década, las
causas que desencadenan PE son aun desconocidas y el
valor predictivo de los factores de riesgo potenciales es
pobre. El aumento de la evidencia sugiere que el EO
placentario y sistémico juega un papel crucial en su
desarrollo.

El 6xido nitrico es un vasodilatador potente producido en
el endotelio vascular sintetizado por la NOS a partir del
aminodcido L-arginina. Durante el embarazo, el NO es uno
de los factores de relajacibn mas importantes del
miometrio y en el control del flujo de sangre en el Gtero y
la placenta. Se ha demostrado una disminucién de la
concentracion de NO en PE, lo que se deberia al consumo
de NO por los aniones superodxido, disminuyendo asi la
biodisponibilidad de NO. Hay evidencia consistente en la
literatura de que como L-arginina es el sustrato para la
sintesis de NO, su mayor disponibilidad a través de la
suplementacion, en presencia de vitaminas antioxidantes,
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prolonga la latencia para el desarrollo de PE en una mujer
en una poblacion de alto riesgo.

Con base en los argumentos fisiopatolégicos y algunos
ensayos clinicos terminados y en curso, es concebible que
la suplementacion oral con L-arginina en mujeres con
riesgo de desarrollo de PE, puede aumentar la
biodisponibilidad de NO y reducir asi las consecuencias de
su déficit, como el desarrollo de PE. Por lo tanto, con base
a la evidencia anterior, es esencial lograr una mayor
comprension de los procesos fisiopatol6gicos subyacentes
a la etiopatogenia como también a las manifestaciones
clinicas de la PE, y a su vez determinar mas claramente el
rol y los mecanismos protectores que la L-arginina y otras
terapias antioxidantes podrian tener en grupos de riesgo.
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ARTICULO DE REVISION

RELACION ENTRE EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE MEMBRANA Y LA ACTIVIDAD DE LA (Na’,
K*)-ATPasa EN PACIENTES CON HIPERTENSION ESENCIAL.
(Relationship between fatty acids profile of membrane and activity of (Na*, K")-ATPase in
patients with essential hypertension)

Ramon Rodrigo™*, Rodrigo Valenzuela', Felipe Maira', Felipe Briones
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile

RESUMEN

La hipertension arterial es la enfermedad cardiovascular mas comdn en todo el mundo, afectando a mas del 20% de los adultos
entre 40 y 65 afios y casi al 50% de mayores de 65 afios. Su etiologia comprende multiples factores, tales como factores
hereditarios, ambientales, dietéticos, entre otros. El estrés oxidativo ha sido estudiado durante el Gltimo tiempo como un factor
que juega un papel clave en la fisiopatologia de la hipertension esencial y en los cambios en la composicion de &cidos grasos y
fluidez de la membrana celular. Probablemente, la lipoperoxidacion modifique el microambiente lipidico que circunda a la (Na +
K)-ATPasa en la membrana y su funcidn se vea afectada. La lipoperoxidacion ataca principalmente a los &cidos grasos
poliinsaturados (AGPI), los cuales le dan mayor fluidez a la membrana plasmatica. Asi, las modificaciones en el perfil de acidos
grasos de membrana se traducird en efectos sobre la actividad de la (Na,K)-ATPasa, lo que concuerda con los hallazgos
comunicados en pacientes hipertensos. El objetivo de este estudio fue realizar una revision acerca de la relacion entre la
actividad de la bomba (Na,K)-ATPasa (PA) y el perfil de acidos grasos en la membrana plasmatica y su fluidez, en pacientes con
hipertension arterial esencial, ademas de sugerir alternativas terapéuticas para prevenir el desarrollo de esta patologia
enfocados en el estrés oxidativo.

Palabras Claves: Estrés oxidativo, (Na, K)-ATPasa, Hipertension esencial, Fluidez de membrana
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INTRODUCCION

La hipertensién arterial es un factor de riesgo mayor para Las EROs producen dafio oxidativo a los lipidos de

el desarrollo y progresion de la enfermedad cardiovascular
y falla renal (Briones AM. 2010, Cottone S. 2008). Tanto la
disfuncion endotelial, como procesos inflamatorios y de
remodelacién vascular estan involucrados en la patogenia
de la hipertension resultando en alteraciones estructurales
y funcionales en los vasos sanguineos (Schulz E. 2008).
Dentro de este contexto, el estrés oxidativo es un evento
central (Ceriello A. 2008). El papel de las especies reactivas
de oxigeno (EROs) en la disfuncion vascular y en el
desarrollo de hipertension ha sido ampliamente estudiado
y se han propuesto numerosos mecanismos (Sedeek M.
2009, Paravicini TM. 2006, Touyz RM. 2005). Sin embargo
todo el proceso mediante el cual se produce este trastorno
adn no se ha dilucidado completamente.

membrana, a través de la lipoperoxidacion principalmente
de &cidos grasos poliinsaturados, provocando una pérdida
de funciones celulares vitales a través de la inactivacion de
las enzimas de la membrana, como la (Na,K)-ATPasa y de
las proteinas citoplasmaticas. La peroxidacion lipidica
genera cambios en el patron de &cidos grasos de la
membrana plasmatica, y por ende altera también su
fluidez (Cazzola R. 2004). La actividad de la (Na,K)-ATPasa
depende de su estrecha interaccion con fosfolipidos, sobre
todo si son ricos en &cidos grasos insaturados, ya que son
maés vulnerables al dafio oxidativo de las EROs (Rodrigo R.
2006). La inhibicion de la (Na,K)-ATPasa desencadena un
aumento de la entrada de Ca2+ y con ello aumenta el tono
miogénico y la contractilidad arterial en células musculares
lisas de la pared vascular (Grover AK. 2003).
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Esto resulta en un aumento en la resistencia vascular
periférica, hecho que caracteriza a la hipertension
(Hamilton BP. 2006). El objetivo de esta revision es realizar
una revision acerca de la relacion entre la actividad de la
bomba (Na,K)-ATPasa y el perfil de &cidos grasos en la
membrana plasmatica y su fluidez, en pacientes con
hipertension arterial esencial, ademas de sugerir
alternativas terapéuticas enfocadas en el estrés oxidativo,
para prevenir el desarrollo de esta patologia.

ESTRES OXIDATIVO EN HIPERTENSION

El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desbalance entre
la generacion de EROs y los sistemas de defensa
antioxidantes, sobrepasando finalmente la capacidad de
estos Ultimos. El estrés oxidativo podria generarse por la
disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes,
asi como también por un aumento en la produccion de
EROs (Puddu P. 2008, Touyz RM. 2004). La produccién
anormalmente alta de anion superdxido observada en
pacientes hipertensos causa una reduccion en la
biodisponibilidad vascular de oxido nitrico (NO), el mas
importante  vasodilatador enddgeno, causando asi
vasoconstriccion. (Channon KM. 2002) Ademas, se ha
documentado que en el contexto de estrés oxidativo se
produce un aumento del tono vascular renal, aumento de
la sensibilidad a los vasoconstrictores, y alteraciones en la
vasodilatacién endotelio dependiente, eventos que se
relacionan con la aparicion de hipertension. Se ha
detectado un aumento de F2-isoprostanos, lo que indicaria
que la lipoperoxidacion coexistiria con las alteraciones
vasculares que derivarian en un alza de la presion arterial.
También se han reportado aumentos en los niveles
plasméticos de angiotensina Il y endotelina |, ambos
vasoconstrictores potentes, tras la estimulacion de células
endoteliales con radicales libres como el anién superéxido
(Gomez-Almillo C. 2003).

Adicionalmente, los efectos de EROs sobre las membranas
biolégicas resultan en una variedad de modificaciones
funcionales debido a la interaccién directa con la
maquinaria molecular de la célula y/o modificaciones
oxidativas del medioambiente de las macromoléculas
biolégicas (Tsuda K. 2010,Stark G. 2005). Lla
lipoperoxidacion de la membrana de los eritrocitos genera
cambios en su composicién lipidica como consecuencia del
estrés oxidativo, alterando con ello la fluidez de la
membrana plasmatica (Kalous M. 1996, Cazzola R. 2004).
Esta alteracion de la fluidez a su vez puede modular la
actividad de las enzimas unidas a la membrana, como la
bomba (Na,K)-ATPasa. (Vajreswari A. 2002, Kato M. 2002,
Tsuda K. 2005). De acuerdo a esto, una disminucion en la
actividad de la bomba (Na,K)- ATPasa ha sido encontrada
en pacientes hipertensos comparados con sujetos

de Chile

normotensos (Rodrigo R. 2007). Sin embargo, los cambios
en el perfil de los acidos grasos de la membrana plasmatica
y su relacion con las alteraciones en la actividad de la
bomba (Na,K)-ATPasa en pacientes hipertensos no ha sido
estudiada en mayor profundidad.

FLUIDEZ DE MEMBRANA Y COMPOSICION DE LIPIDOS DE
MEMBRANA

La fluidez de la membrana plasmatica esta determinada
por diversos factores: presencia de colesterol,
temperatura, propiedades fisicoquimicas de los &cidos
grasos que la componen como el grado de saturacion de
sus enlaces y el largo de sus cadenas (Subczynski W. 2000).
De todo lo mencionado anteriormente destaca la
importancia de las propiedades fisico-quimicas de los
acidos grasos sobre la fluidez de las membranas.

Existen diversos métodos para estimar directa e
indirectamente la fluidez de membrana a través de la
composicion lipidica. Dentro de ellos esta la cuantificacion
de los niveles plasmaticos de F2-isoprostano reconocido
como un biomarcador confiable de la lipoperoxidacion in
vivo (Pradelles P. 1985). La medicion del Punto Medio de
Fusién (PMF) también es un método para determinar la
fluidez de membrana (Holman RT. 1989). Otro parametro a
medir es el indice de Dobles Enlaces (IDE) cuyo valor se
correlaciona positivamente con la fluidez de la membrana.
Finalmente, también se puede cuantificar la relacion entre
acidos grasos Insaturados/ Saturados (I/S), que se mide
entre el porcentaje total de &cidos grasos insaturados
(AGPI + AGMI) dividido por el porcentaje de acidos grasos
saturados (AGS).

Como ya se comentd, se ha demostrado que en pacientes
con hipertension hay aumento en la produccion de los
radicales libres, generando con ello un estado de estrés
oxidativo. Los radicales libres atacan a los acidos grasos de
membrana produciendo lipoperoxidacion que consiste en

un proceso de oxidacion de los é&cidos grasos
poliinsaturados (AGPI), disminuyendo el grado de
insaturacion, resultando en una mayor rigidez de

membrana, afectando con ello el microambiente que
rodea a la (Na,K)-ATPasa.

Por lo tanto, debido a que la fluidez de las membranas
biolégicas estd determinada principalmente por la
composicion de sus lipidos (Uyuklu M. 2007), se deberia
esperar una menor fluidez en pacientes hipertensos. Esta
afirmacion, basada en un aumento de AGPI por sobre los
AGMI y AGS, esta respaldada por un estudio reciente que
sefiala que la fluidez de la membrana plasmatica de
eritrocitos de pacientes con hipertensién esencial es
menor que la de sujetos normotensos (Tsuda K. 2012).
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Previamente, hemos encontrado que la fluidez de
membrana, evaluada a través del patrén de acidos grasos,
es un determinante importante de la actividad de (Na, K)-
ATPasa en los eritrocitos. Por lo tanto, la fluidez puede ser
un enlace entre esta actividad de la enzima y el perfil de
acidos grasos de la membrana plasmética (Rodrigo R.
2007).

COMPOSICION LIPIDICA Y ACTIVIDAD DE LA (Na', K"
ATPasa

Se han estudiado pacientes con hipertension arterial
esencial para demostrar el aumento de la lipoperoxidacién
y la disminucion del potencial antioxidante (Uyuklu M.
2007). El aumento de EROs es capaz de alterar la
composicion de los acidos grasos de membrana,
especialmente a través del ataque de los acidos grasos
poliinsaturados, que son muy vulnerables a la
lipoperoxidacion. Esto a su vez resulta en un aumento de
acidos grasos saturados (AGS) en mayor proporcion que
monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI). Este
cambio en el perfil de &cidos grasos de membrana se
espera que produzca alteraciones de la fluidez de la
membrana plasmatica. Sin embargo, no hay estudios que
muestren asociacion entre los diferentes subgrupos de los
acidos grasos de la membrana plasmatica y la actividad de
la (Na, K)-ATPasa.

Se podria asumir que los cambios en el perfil de &cidos
grasos y de fluidez conducen a la modulacion de (Na, K)-
ATPasa, en relacion con el grado de saturacion alcanzado.
Estudios realizados confirman este punto de vista, ya que
la actividad de la bomba (Na, K)-ATPasa se correlaciond
positivamente con IDE (mayor fluidez) y negativamente
con PMF (menor fluidez). Estudios previos han sugerido
que la reduccion de la actividad de la bomba (Na, K)-
ATPasa observada en los pacientes hipertensos se debe, al
menos en parte, a la pérdida de la interaccién éptima con
componentes lipidicos de membrana (Tsuda K. 2010).
Puesto que la fluidez de la membrana modula a la bomba
(Na, K)-ATPasa, resulta razonable suponer que la
lipoperoxidacién daria lugar a una disminucién tanto de la
fluidez de la membrana como de la actividad de la bomba
(Na, K)-ATPasa. Considerando que el cambio del perfil de
acidos grasos de la membrana del eritrocito se espera que
ocurra también en otros tipos de celulares (Elizonso A.
2007, Felton CV. 2004) y ademas la ubicuidad de la bomba
(Na, K)-ATPasa en las células de mamiferos y su funcion en
la pared vascular, podria sugerirse su contribucién al
desarrollo de la hipertension. Se ha sugerido que la
reduccion de actividad de la (Na, K)-ATPasa y una elevacion
de la lipoperoxidacion puede subyacer a uno de los
aspectos fisiopatologicos relacionados con el estado de
prehipertension (Malfatti 2012).

de Chile

La integridad funcional de las células musculares lisas de la
pared vascular (CMLV) es esencial para un buen
rendimiento de la vasculatura. Se puede modificar el
diametro de la luz, que permite a los vasos sanguineos
para mantener una presion arterial adecuada (Tsuda K.
2012). Cabe sefialar sobre la menor actividad en la bomba
(Na, K)-ATPasa en las CMLV, que se sabe que aumenta la
entrada de Ca2+ a través de Na+ / Ca2+ tipo
intercambiador 1 (NCX1). Por consiguiente, un aumento de
la concentracion de Ca2+ citoslico contribuiria en una
mayor contraccion miofibrilar, lo que explica la elevacion
de la resistencia vascular y la presion sanguinea (Uydu HA.
2012).

Sin embargo, otros efectos que pueden influir en la
modulacién de la actividad de la bomba (Na, K)-ATPasa,
debido a la lipoperoxidacion aumentada y/o la oxidacién
de proteinas, no se debe descartar. Por ejemplo, una
inhibicion directa de la bomba (Na, K)-ATPasa por el
peroxinitrito se ha descrito en la membrana plasmatica de
células del higado (Malfatti 2012). Sin embargo, los
estudios de la relacion entre el perfil de composicién de los
lipidos de los eritrocitos y CMLV se debe realizar para
confirmar este punto de vista.

POSIBLES ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Con el fin de contrarrestar los efectos del estrés oxidativo,
las vitaminas antioxidantes C y E, aparecen como posibles
alternativas terapéuticas para el manejo de la hipertensién
(Plantinga Y. 2007, Rodrigo R. 2007, Schyvens CG. 2007).
Ha sido demostrado que la accion antioxidante de a-
tocoferol resulta en su oxidacién al radical téxico a-
tocoferoxilo. El &cido ascorbico en compartimientos
acuosos puede reciclar o-tocoferol en membranas
reduciendo el radical a-tocoferoxilo a a-tocoferol (Rodrigo
R. 2010). En efecto, se ha demostrado la capacidad del
acido ascorbico para reciclar a-tocoferol en bicapas
lipidicas (Niki E. 1995) y en eritrocitos (May JM. 1998), por
lo tanto puede potenciar las propiedades antioxidantes al
aumentar la biodisponibilidad de vitamina E. Por otro lado,
vitaminas C y E no sélo se comportan como barredores de
EROs, sino que también pueden inducir el down-regulation
de la enzima NADPH oxidasa y el up-regulation de eNOS
(Ulker S. 2003, Attia DM. 2001). El estado antioxidante
reforzado por la suplementacién de vitaminas C y E
(Rodrigo R. 2009, Sladkova M. 2007, Tsuda K. 1997,
Kocak-Toker N. 2005, Ruperez FJ. 2008, Rodrigo R. 2007)
podria resultar en una disminucion de la lipoperoxidacion
(Abdollahzad H. 2009) y, por lo tanto, en cambios en el
perfil de &cidos grasos de membrana, en su fluidez, y en la
actividad de la bomba (Na,K)-ATPasa. Ademas, la seguridad
de su consumo a través de una amplia gama de entradas
(Herrera E. 2009), hace de estas vitaminas excelentes
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candidatos para mejorar las defensas antioxidantes en
pacientes hipertensos (Evans ZP. 2009, Evans ZP. 2008).

De acuerdo con este punto de vista, los intentos por llegar
a efectos antihipertensivos se han realizado también con
otros antioxidantes. Asi, por ejemplo, en un estudio doble
ciego, controlado con placebo, la administracion de
suplementos con N-acetilcisteina mas L-arginina causé una
reduccion de la presion arterial sistolica y diastolica, en
pacientes con diabetes tipo 2 e hipertension (Martina V.
2008), un efecto probablemente atribuible al aumento de
la bioactividad del 6xido nitrico, potente vasodilatador. Por
el contrario, a pesar de los efectos prometedores de los
estudios experimentales que muestran los efectos
beneficiosos de los polifenoles en la salud cardiovascular,
los estudios sobre sus efectos antihipertensivos en los
seres humanos no son concluyentes y se necesitan mas
ensayos. En resumen, revisando los estudios y trabajos
publicados en la literatura cientifica actual, se sugiere que
la suplementacion con vitaminas C y E reduce la
lipoperoxidacion, lo que provoca un aumento de la fluidez
de la membrana de los eritrocitos, lo que ejerce una
modulacidn positiva de (Na, K)-ATPasa, contribuyendo asi a
reducir la presion arterial en pacientes con hipertension
esencial (Begg DP. 2010, Krug S. 2008, Herrera EA. 2010,
Mori TA. 2009, Egert S. 2009, Redon J. 2003).
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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) como los radicales de anion superéxido (0%) y el peréxido de
hidrégeno (H,0,) por largo tiempo han sido reconocidos como derivados no deseables de la generacion oxidativa de ATP en la
mitocondria. Recientemente, ROS ha sido destacado por actuar como una molécula importante de sefializacion en una variedad
de condiciones fisioldgicas y patofisioldgicas como un microambiente hipoxico. Para responder adecuadamente a hipoxia, se
requiere de una rapida maquinaria de respuesta que puede ser fuertemente controlada entre un amplio rango de baja tension de
oxigeno. Ademas es necesario mantener el balance entre los sistemas pro-oxidantes y antioxidantes, es asi que frente a un
estado prolongado de hipoxia se perderia este equilibrio generando un aumento en las ROS, especialmente en 6rganos tan
susceptibles como el testiculo y el epididimo. Por esta razon el objetivo consiste en dar a conocer los efectos de sustancias que
presentan actividad antioxidante y que podrian activar los mecanismos moleculares antioxidantes que son deprimidos frente a
un estado de hipoxia hipobarica.

Palabras Claves: ROS, Melatonina, Ascorbato, Berries.

Publicado por la Sociedad de Farmacologia de Chile

INTRODUCCION

La hipoxia se define como la condicion de baja presion de para los procesos oxidativo en las células. Estos procesos
oxigeno o bajo contenido de oxigeno en el medioambiente, inevitablemente producen especies reactivas de oxigeno
organismo o tejido, que puede resultar de una presion de (ROS) que pueden conducir a la formacién de especies
oxigeno atmosférica baja (hipoxia hipobarica), bajo reactivas de nitrdgeno (NRS). Tanto ROS como NRS pueden
contenido de oxigeno en medioambientes acuéticos, o, en modificar las biomoléculas y afectar los lipidos, proteinas, y
el caso de organismos o tejidos, a la disminucion del acidos nucleicos (D’Autreaux y Toledano, 2007). Las
intercambio del oxigeno molecular (02) con el especies reactivas de oxigeno se caracterizan por ser
medioambiente o a la disminucién del suplemento del 02 altamente reactivas y por su capacidad oxidativa, genera
por el lecho vascular (Reyes y col., 2012). que junto a los radicales libres produzcan un dafio total
Se sabe que la vida celular en la tierra esta adaptada a los que afecta los principales componentes celulares y tejidos
ambientes hipdxicos desde muchos afios antes de que (Blokhina y col., 2003; Radak y col., 1997). Ha sido
surgieran los organismos dependientes de oxigeno reportado el uso de antioxidantes en concentraciones
(Wayne, 1985). Los procesos que requieren de oxigeno farmacoldgicas para reducir los efectos de la hipoxia
como aceptor final de electrones han sido seleccionados hipobaérica intermitente por estrés oxidativo (Vargas y col.,
por la evoluciéon como un mecanismo altamente eficiente 2011, Farias y col., 2010).

Correspondencia a: Dr. Jorge G. Farias, Facultad de Ingenieria, Departamento de Ingenieria Quimica, Ciencias y Administracién, Universidad de La Frontera, Chile.
Teléfono: 56-45-325472/592189, Fax: 56-45-325053, Correo Electrénico: jorge.farias@ufrontera.cl
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La melatonina es un antioxidante altamente efectivo,
donde su mecanismo de accién consiste en atrapar los
radicales e inhibe la produccion de 6xido nitrico (Gitto y
col., 2011; Serel y col., 2004) tal como otros antioxidantes
como las vitaminas E y C (Kiiciikakin y col., 2009). Por esta
razbn es de gran importancia conocer los aportes
entregados por sustancias con propiedades antioxidantes
frente al estrés oxidativo producido en testiculos y
epididimos bajo una condicidn de hipoxia hipobarica.

HIPOXIA

Hipoxia se define como el umbral donde la concentracion
de oxigeno es limitante para los procesos celulares
normales, esto es debido a que el oxigeno es un factor
esencial requerido para procesos metabolicos incluyendo
la produccion de ATP (energia). El inadecuado suplemento
de oxigeno, denominado hipoxia, cambiaria el estado
metabdlico, asi bien como también muchas otras funciones
importantes en células afectadas (Nilsson, 2006),
gatillando una serie de respuestas fisioldgicas (Cummins y
Taylor, 2005). Se debe tener en cuenta que la atmdsfera
consiste de 20,9% (normoxia) de oxigeno, pero las células
en tejidos normalmente experimentan concentraciones
mucho maés bajas, tipicamente alrededor del 5%. En este
aspecto, el 3-5% de oxigeno ain representa un medio
ambiente apropiado para las células aunque estén
cercanas a un rango hipoxico. En este estado, el oxigeno
aln no es limitante para la célula, pero disminuir mas los
niveles de oxigeno gatillaria las respuestas inducidas por
hipoxia (Nilsson, 2006).

La hipoxia es un prototipo considerablemente bien
estudiado y un paradigma de respuestas que involucran al
organismo en su conjunto y pueden tener consecuencias
diferentes en la salud y en la enfermedad (Caramelo y col.,
2006). Es asi como el nivel de oxigeno es completamente
monitoreado por mecanismos intracelulares y constituye
un factor complicado en muchos estados de enfermedades
modernas, tales como infarto al corazén, cancer,
retinopatia diabética y artritis reumatoide debido a que
promueve la formacion patoldgica de vasos sanguineos
(Nilsson, 2006), también existe hipoxia transitoria durante
el ejercicio, en sepsis 0 en tejidos traumatizados e hipoxia
cronica en la altura o en zonas tisulares menos oxigenadas,
como por ejemplo la médula renal (Caramelo y col., 2006).
El principal efecto de la hipoxia en el sistema metabdlico
consiste en una depresion general del metabolismo,
especialmente en las vias de produccion del ATP
dependiente de O, vy, adicionalmente, en las vias
implicadas en el consumo de ATP (Wu, 2002; Richards,
2009).

Estudios realizados en ratas bajo hipoxia hipobarica cronica
(HHC) e hipoxia hipobarica intermitente (HHI) han
demostrado que estas condiciones generan cambios en la
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morfologia testicular, ademés de pérdida de células
espermatogénicas en todos los estados del ciclo
espermatogénico (Zepeda y col., 2012b); mientras que la
hipoxia intermitente induce una serie de respuestas
celulares, moleculares, y patofisioldgicas que resultan en
adaptacion y sobrevivencia o injuria y muerte celular, esto
es debido a que conduce a estrés oxidativo e induce
peroxidacion lipidica, aumento en la produccién de
proteinas de respuesta al estrés, y apoptosis neuronal
(Douglas y col., 2010). La exposicion a hipoxia también
puede inducir modificaciones en los niveles de especies
reactivas de oxigeno en el organismo. Aunque en hipoxia
disminuye la actividad de la cadena transportadora de
electrones, la cual es la principal fuente de ROS, algunos
estudios indican un aumento de estos peligrosos agentes
oxidativos (Chandel y col., 2000; Bickler y Buck, 2007).

GENERACION Y SIGNIFICANCIA BIOLOGICA DE ROS

El estrés oxidativo ha sido definido como un desequilibrio
entre fuerzas pro-oxidantes y antioxidantes en el cuerpo.
Los pro-oxidantes incluyen radicales de oxigeno o especies
reactivas de oxigeno, los cuales pueden ser citotoxicos
debido a su capacidad para alterar los componentes
celulares y su funcién (Walsh y col., 2009). Cada dtomo de
oxigeno contiene dos electrones inapareados en su capa
externa. El oxigeno molecular, O,, es caracterizado como
diradical, una propiedad que dicta que la reduccién
completa de oxigeno a agua como un evento terminal en la
cadena transportadora de electrones requiere de cuatro
electrones. La donacion secuencial de electrones al
oxigeno durante este proceso puede generar ROS como
intermediario, y la “fuga de electrones” puede también
contribuir a la formacién de ROS. La donacion de un Gnico
electrén al O, resulta en la formacién del radical
superoxido (Oy). La donacion de un segundo electrén
produce peroxido, el cual luego experimenta una
protonacion para producir peréxido de hidrégeno (H,05).
La donacion de un tercer electr6n, como ocurre en la
reaccion de Fenton (Fe** + H,0, > Fe** + «OH + OH-),
resulta en la produccion del altamente reactivo radical
hidroxil (eOH). Finalmente, la donacién de un cuarto
electron produce agua. El oxigeno Singlet (‘0,), una forma
reactiva de oxigeno molecular de muy corta vida, en donde
los electrones externos son elevados a un estado de
energia muy alto, puede ser formado por una variedad de
mecanismos, incluyendo la reaccién Haber-Weiss (H,0, +
0, > «OH + OH + '0,). Tanto el superéxido (0,) y el
peroxido de hidrégeno (H,O,) cumplen un papel
modulador importante en la actividad de HIF-1. Este papel
se ejerce de dos maneras distintas. En un caso, la enzima
NADPH oxidasa (0, - 0,7) es la responsable de la
produccion de ROS, que en condiciones de normoxia
inducen la degradacion de HIF-1a. Una segunda situacion
sefiala que la produccion de ROS en la mitocondria (cyt c1
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- 0, - Hy0,) en condiciones de hipoxia induce la
estabilizacion de HIF-1la (Caramelo y col.,, 2006),
comprobandose a través de la inhibicion genética y
farmacoldgica del transporte de electrones impidiendo la
formacion de ROS, consecuentemente dafando la
induccion de HIF por hipoxia, sugiriendo que el ROS
producido por la mitocondria altera la forma de la curva de
respuesta de las prolil hidrogenasas (PHD). Ademaés el
efecto de la oxidacion de Fe(ll), ROS tal como O, o H,0,
podria positivamente modular la regulacion transcripcional
de HIF-1a y aumentar la cantidad de su proteina (Briine y
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Figura 1.

Zhou, 2007). Es posible que la hipoxia conduzca a un
aumento de ROS desde diferentes fuentes, como NADPH
oxidasa, transporte mitocondrial de electrones, xantina
oxidasa y eNOS, aun asi es necesario identificar las fuentes
de H,0, en hipoxia y permitir unir esta fuente
directamente con la estabilizaciéon de HIF-1a (Irwin y col.,
2009). Los niveles moderados de ROS, especialmente de
anion superéxido y peroxido de hidrégeno, han mostrado
activar cascadas de sefiales que median respuestas de
distintos factores (Bonello y col., 2007).

Modelo que estudia el efecto de la exposicion a hipoxia hipobérica en epididimo y testiculo. Las lineas punteadas indican cambios celulares; las flechas indican la
induccidn de las reacciones; y las lineas con barra final indican la inhibicién de las reacciones. BER: Reparacion por Escision de Bases; OGG1: 8-oxoguanina-ADN
glicosilasa 1; NTH1: endonucleasa 1; MDA: malonaldehido; SOD: superéxido dismutasa (Zepeday col., 2012b).
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Las especies reactivas de oxigeno son generadas como
resultado de respiracion mitocondrial normal, pero
también durante la fase de reperfusion de dafio en tejido
hipdxico, como la exposicion a alturas superiores a los
3.000 msnm, y en asociacién con infeccion e inflamacion,
generando variadas respuestas fisiolégicas (Walsh y col.,
2009; Farias et al., 2005a), dentro de las cuales se
encuentran las observadas en diversos estudios donde se
ha demostrado la existencia de un metabolismo oxidativo
en epididimo de ratas expuestas a hipoxia hipobarica
debido al aumento en la expresion de enzimas reguladoras
de ROS. Este aumento en la produccion de ROS induce un
aumento en la apoptosis de células germinales,
conduciendo a un estado de hipo-espermatogénesis que
podria estar afectando la fertilidad masculina (Zepeda y
col., 2012b). También se sabe que ROS participa en la
regulacion de la proliferacion vascular, migracion,
apoptosis, modificacion de la matriz extracelular, y
actividad pro-coagulante, ademdas de participar en la
angiogénesis a través de la regulacion del factor de
transcripcion HIF-1a encargado de inducir la transcripcion
de VEGF (Bonello y col., 2007). De este modo, en presencia
de una variedad de moléculas y especies reactivas que son
normalmente producidas en sistemas bioldgicos aerobicos,
se inducen mecanismos endogenos de proteccion contra la
agresion oxidativa, dentro de los cuales se encuentran los
mecanismos enzimaticos tales como la dismutasa
superoxido, catalasa y el sistema del glutation, asi como
mecanismos no enzimaticos, donde se consideran
moléculas con propiedades antioxidantes tal como el acido
ascorbico (vitamina C), carotenoides y retinoides (vitamina
A), entre otros (Figura 1) (Zepeday col., 2012b; Mathews y
col., 2004).

SUSTANCIAS CON PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Los glébulos rojos requieren de un sistema antioxidante
robusto para enfrentar la gran carga oxidativa encontrada
durante el transito circulatorio, especialmente durante los
procesos de estrés fisiolégico (Balagopalakrishna y col.,
1996). La limitada disponibilidad de oxigeno molecular
genera la produccién de especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno (ROS y NRS) en los tejidos (Drogue, 2002). Es asi
gue una sostenida exposicion a hipoxia activaria la cascada
de ROS que excede la capacidad antioxidante (Kemp y col.,
2008), razén por la cual es importante conocer el beneficio
del consumo o tratamiento con sustancias con
propiedades antioxidantes. Esto se vuelve mas importante
al saber que los antioxidantes arrestan los procesos de
lipoperoxidacion y sus efectos, y previene la oxidacion
debido a la inactivacién de los radicales libres o ROS
(Gilgun-Sherki y col., 2002)
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SUPLEMENTACION CON MELATONINA

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un
aminodcido que contiene sulfuro y es indispensable para la
sintesis de proteinas en todas las especies animales (Li y
col.,, 2007), y es el principal producto secretado de la
glandula pineal en todos los mamiferos, incluyendo
humanos; sin embargo, la melatonina también es
producida en otros 6rganos (Okutan y col., 2004).

La capacidad de la melatonina de contrarrestar la
formacion de ROS es debido a que se caracteriza por ser
una sustancia capaz de cruzar las barreras morfolGgicas y
fisiologicas de los tejidos, células y compartimentos sub-
celulares debido a sus propiedades fisicas y quimicas
(Costa y col., 1995; Tomés-Zapico y col., 2005). En
consecuencia, la también Ilamada "hormona de la
oscuridad” y mensajero del fotoperiodo también es
conaocida por exhibir una fuerte actividad antioxidante
directa e indirecta, dentro de la cual esta la captacion de
ROS directamente, y por otro lado la estimulacion de la
expresion de genes y la actividad de algunas enzimas que
pueden activar antioxidantes enzimaticos (Kuictikakin y col.,
2009). Esto demuestra que la remocién quirtrgica de la
glandula pineal exacerba el dafio tisular causado por los
radicales libres (Reiter y col., 2001). A pesar de que la
melatonina ejerce un efecto protector contra la
lipoperoxidacion bajo estrés oxidativo, se ha demostrado
que induce una marcada reduccion de la motilidad
espermatica (Serel y col., 2004; Oosthuizen y col., 1986),
ademés de no prevenir la reduccion en la concentracion
del esperma bajo una condicion de isquemia/reperfusion
(Kurcer y col., 2010). El efecto protector de la melatonina
sobre el dafio oxidativo bajo una condicion de HHI es
organo-dependiente y no tiene efecto protector en el dafio
producido en testiculos y epididimo (Farias y col., 2012).

TRATAMIENTO CON EXTRACTOS DE BLUEBERRIES

Los berries son una conocida fuente de antioxidantes al
contener fitoquimicos, factores no enziméticos presentes
en las plantas que presentan un amplio beneficio para la
salud (Giampieri y col., 2012; Bland, 1996). Dentro de las
diferentes especies, hay un grupo clasificado como
blueberries, los cuales poseen un color oscuro debido a
que sus pigementos de mas importancia corresponden a
las antiocianinas y polifenoles que presentan actividad
antioxidante (Kong y col., 2003). Los fitoquimicos han
demostrado ser inhibidores poderosos de lipoperoxidacion
comparada a otros antioxidantes (Duthie y col., 2006),
donde el efecto protector de los polifenoles contra el dafio
oxidativo parece ser a través del sistema glutation (Figura
1) (Moskaug y col., 2005). Los extractos de blueberry
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presentan un efecto protector contra el estrés oxidativo
inducido por hipoxia hipobarica al recuperar la actividad de
la glutation reductasa y de la superoxido dismutasa
(Zepeday col., 2012a).

TRATAMIENTO CON ASCORBATO

El acido ascorbico (AA) o vitamina C es un antioxidante no
enzimatico hidrosoluble capaz de reaccionar con radicales
libres en el medio acuoso, ROS y especies reactivas de
nitrogeno (NRS), y tiene el potencial de proteger tanto los
componentes citosélicos como membranales de células
con dafo oxidativo (Devi y col., 2007). En estos procesos, el
4cido ascorbico es reducido a &cido dehidroascdrbico a
través de un intermediario llamado radical ascorbil. La
deficiencia en &cido ascorbico se caracteriza por un
aumento del estrés oxidativo y dafio tisular (Barja y col.,
1994; Maeda y col., 2000). Cabe destacar que el acido
ascorbico realza la biodisponibilidad del hierro no hemo,
conduciendo a un mayor almacenaje del hierro en el
cuerpo (Podmore y col., 1998).

Como se ha descrito previamente, la exposicion a hipoxia
hipobérica induce dafio oxidativo, disminuye la actividad
de la glutation reductasa, reducida espermatogénesis
acompafiada de un aumento en la vascularizacion y ROS en
los testiculos. Estos cambios vasculares son inducidos via
ROS a través de la inhibicién del dominio de las proteinas
prolil hidroxilasas (PHD). Esta actividad se ha visto
restaurada frente al suplemento con acido ascorbico lo que
ha facilitado la busqueda de nuevas estrategias para la
administracion de antioxidantes que prevengan los efectos
generados por HH (Farias y col., 2012; Farias y col., 2010).
De este modo es que se ha demostrado que ratas tratadas
con dosis de 10 mg kg™ de peso corporal y que han sido
expuestas a HHI, tienen la capacidad de disminuir el estrés
oxidativo en testiculos y epididimo, conduciendo a una
disminucion en la lipoperoxidacion y estableciendo un
recuento de esperma epididimal a niveles similares de los
observados en condiciéon de normoxia, lo cual puede ser
explicado en parte por la preservacion de la actividad de la
glutation reductasa en estos drganos (Farias y col., 2010).

CONCLUSION

En esta revision queda de manifiesto los claros efectos
adversos producidos frente a la exposicién de hipoxia.
Cabe destacar que los efectos observados frente a una
condicion de hipoxia producida por la presion atmosférica
0 una condicidn de hipoxia producida por una enfermedad
han demostrado gatillar los mismos dafios morfolégicos y
fisiologicos en testiculos y epididimo, lo que puede afectar
directamente la fertilidad masculina.
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Por esta razén, es de importancia no solo tener en
conocimiento los mecanismos antioxidantes que rodean la
posibilidad de un tratamiento a estos efectos, sino que
reconocer las sustancias que contengan en ellos alguna
molécula con capacidad antioxidante, de manera de
facilitar la incorporacion de éstos a través de
medicamentos o alimentos que permitan prevenir estos
acontecimientos.
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RESUMO/RESUMEN

A curcumina, composto obtido a partir da raiz da Curcuma
longa, tem sido foco de um crescente nimero de estudos
clinicos, epidemiol6gicos e experimentais. Dentre o0s
ultimos, os estudos dirigidos sobre as suas propriedades
psicofarmacol6gicas e notadamente aos seus efeitos
antidepressivos tém merecido especial atencdo. Objetivo:
Neste trabalho, fez-se uma revisdo critica e compreensiva
sobre a literatura disponivel acerca das repercussdes da
curcumina sobre 0 sistema serotoninérgico,
correlacionando-as com os efeitos antidepressivos que
produzem em modelos animais de depressdo. Métodos: A
busca primaria dos trabalhos revisados foi feita por meio
da base de dados PubMed, utilizando as seguintes
palavras-chaves: curcumina; Curcuma longa; teste do nado
forcado; depresséo; serotonina; receptores
serotoninérgicos e fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF). Referéncias bibliogréaficas adicionais, segundo sua
relevancia, foram trazidas a atengédo dos autores por meio
dos artigos encontrados pelo método anteriormente
descrito. Apenas estudos experimentais foram incluidos na
revisdo. Resultados e conclusdes: A hipdtese reforcada
apos revisao foi de que um dos mecanismos que justificam
o efeito antidepressivo da curcumina é a provavel agédo
sobre o sistema serotoninérgico, havendo evidéncias,
inclusive, da interferéncia desse composto sobre receptores
serotoninérgicos como 5-HT;, pré e pds-sinapticos, 5-HTxc e
5-HT;, bem como de suas repercussdes sobre diversos
componentes nas cascatas bioquimicas ativadas em
neurdnios serotoninérgicos.

La curcumina, el compuesto obtenido de la raiz de Curcuma
longa, ha sido el foco de un creciente nimero de clinicas,
epidemioldgicas y experimentales. Entre estos Ultimos, los
estudios se centra en sus propiedades psicofarmacoldgicas
y en particular sus efectos antidepresivos han recibido una
atencion especial. Objetivo: En este trabajo, se convirti6 en
una revision critica y exhaustiva de la literatura disponible
sobre los efectos de la curcumina sobre el sistema
serotoninérgico, lo correlaciona con los efectos
antidepresivos que producen en modelos animales de
depresion. Métodos: La busqueda principal se hizo de los
estudios revisados por la base de datos PubMed usando las
siguientes palabras clave: curcumina, Curcuma longa,
prueba de natacion forzada, la depresion, la serotonina, los
receptores de serotonina y el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF). Referencias adicionales, de acuerdo a
su pertinencia, fueron traidos a la atencion de los autores
de los articulos encontrados por el método descrito
anteriormente. So6lo los ensayos se incluyeron en la
revision. Conclusiones: La hipotesis se vio reforzada
después de la revision que uno de los mecanismos que
justifican el efecto antidepresivo de la curcumina es la
probable accién sobre el sistema serotoninérgico, con
pruebas, incluyendo la interferencia de este compuesto
sobre los receptores serotoninérgicos 5-HTy, pre y post -
sindptica 5-HT,c y 5-HT,, asi como sus efectos sobre
diversos componentes en las cascadas bioquimicas
activados en las neuronas serotoninérgicas.

Palavras Chave: Curcuma longa, curcumina, serotonina, depressao, modelos animais.
Palabras Claves: Curcuma longa, circuma, la serotonina, la depresion, los modelos animales.

Publicado por la Sociedad de Farmacologia de Chile

Correspondéncia para/Correspondencia a: Dr. Rivelilson Mendes de Freitas, Professor Adjunto do Departamento de Bioquimica e Farmacologia da Universidade

Federal do Piaui - UFPI. Telefone: 86-81182379. E-mail rivelilson@pg.cnpg.br

Rev. Farmacol. Chile (2013) 6(1): 37



SO

FAR | ke

CHI

INTRODUGCAO

A 1,7-bis  (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona, conhecida como curcurmina, € um polifenol
amarelado presente nas raizes de Curcuma longa,
amplamente usado na culinaria e na medicina tradicional
das culturas chinesa e indiana. Além de sua atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, anticarcinogénica,
hipoglicemiante e anti-trombogénica, sua lipossolubilidade
confere capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica e exercer efeitos neuroprotetores,
cognitivos, bem como sobre os transtornos de ansiedade e
distarbios do humor (1-25).

Seu potencial antidepressivo, particularmente, pode se
dever a inibicdo da monoaminoxidase (MAO), bem como a
atividade sobre 0S sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico e o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (16,19,20,23,24,26). Dentre estes, 0s
efeitos da curcumina sobre o sistema serotoninérgico sdo
foco desta revisao.

EFEITOS COMPORTAMENTAIS DA CURCUMINA EM
MODELOS DE ANIMAIS DE DEPRESSAO

As evidéncias mais elementares das propriedades
antidepressivas da curcumina derivam da observacao de
que roedores tratados com curcumina e posteriormente
submetidos aos testes do nado forgado (TNF) ou de
suspensdo pela cauda (TSC) apresentam menor tempo de
imobilidade (Tl) quando comparados a controles.

Xu e colaboradores (2005), por exemplo, observaram que
a administracdo via oral (v.0.) de curcumina durante 14
dias, nas doses de 2.5, 5 e 10 mg/kg/dia, reduziu
significativamente o Tl de ratos submetidos ao TNF, com
efeito comparavel ao da imipramina a 10 mg/kg por via
intraperitoneal (24). Similarmente, Yu e colaboradores
(2002) constataram que apds 14 dias de tratamento com C.
longa nas doses de 140, 280 ou 560 mg/kg/dia por via oral,
camundongos apresentaram redugdo significativa e dose-
dependente do Tl no TSC e TNF, com efeito superior ao
tratamento com fluoxetina a 20 mg/kg por via oral (22).

Além do efeito anti-imobilidade com tratamentos
prolongados, outros estudos sinalizam que o pré-
tratamento agudo com curcumina ou C.longa produz
efeitos similares. No estudo de Xu e colaboradores (2005),
por exemplo, camundongos tratados com as doses de 2.5,
5 ou 10 mg/kg de curcumina (v.0.), antes de serem
submetidos ao TNF, apresentaram redugdo significativa do
tempo de imobilidade quando comparados aos tratados
apenas com veiculo. O mesmo foi observado em animais
submetidos a TSC e previamente tratados com curcumina
com as doses de 5 e 10mg/kg (v.0.). Em ambos os testes, as
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respostas foram comparaveis ao de grupo pré-tratado com
imipramina 10 mg/kg i.p. (24). Similarmente, Wang e
colaboradores (2008) revelaram que camundongos que
receberam curcumina por via oral nas doses de 5 e 10
mg/kg, 45 minutos antes do TNF, tiveram significativa
reducdo do tempo de imobilidade quando comparados aos
animais tratados apenas com veiculo (21).

Nesses estudos, a demonstracdo da nao interferéncia da
curcumina sobre o padrao tipico de deambulagéo, rearings
e groomings apresentados pelos roedores em testes de
campo aberto (TCA) sugere que o efeito anti-imobilidade
da curcumina nédo deve ser interpretado apenas como um
efeito sobre o sistema locomotor dos animais (19, 22, 23,
25).

Geralmente, esses estudos também sugerem uma curva
dose dependente para a relacdo entre as doses de
curcumina administradas e o efeito anti-imobilidade
observado no TSC e no TNF (21, 23, 24). Todavia, pelo
menos um estudo levanta a possibilidade de uma janela
terapéutica para o efeito antidepressivo dessa substancia.
Xia e colaboradores (2007) trataram camundongos com C.
longa nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg/dia durante 21
dias e, 1 hora ap06s a Ultima dose, submeteram-nos ao TNF.
Embora as trés doses de C. longa tenham reduzido
significativamente o Tl , este efeito foi maximo com 50
mg/kg. Embora com estatistica ndo significativa, a relagédo
dose-resposta observada para o efeito anti-imobilidade da
C. longa assume, nesse estudo, a forma de um gréafico em
U invertido. O efeito anti-imobilidade obtido com C. longa
a dose de 50 mg/kg foi superior ao de fluoxetina ou
amitriptilina, ambas na dose de 10 mg/kg (25).

A¢do antidepressiva da curcumina também foi
demonstrada em ratos submetidos & bulbectomia olfatéria
(32-34). Ao administrarem curcumina durante 14 dias a
ratos bulbectomizados nas doses de 5 e 10 mg/kg, Xu e
colaboradores (2005) constataram uma atenuagdo da
hiperatividade esperada para esses animais. Enquanto
ratos bulbectomizados e tratados com veiculo exibiram os
previsiveis incrementos nos escores de deambulacao,
rearings e peepings, os bulbectomizados e tratados com
curcumina tiveram estes efeitos reduzidos de maneira
dose-dependente. Os resultados foram comparaveis aos
observados em animais bulbectomizados e tratados com
imipramina (controle positivo). Além disso, curcumina
também minimizou significativamente o
comprometimento da aprendizagem nos bulbectomizados
submetidos ao TEP em comparacdo aos bulbectomizados
tratados com veiculo (24).

Em outro estudo, a capacidade da curcumina de reverter
0s prejuizos a aprendizagem produzidos, em um segundo
modelo de depressdo cronicamente induzida, foi
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investigada. Os ratos foram expostos a variados estimulos
estressores e paralelamente tratados com placebo,
curcumina (2.5, 5 ou 10 mg/kg/dia, v.0.) ou imipramina 10
mg/kg. Ao serem submetidos a teste de fuga-evitacdo, no
qual um estimulo neutro antecipava um choque elétrico, o
nimero de repeticbes necessarias até que se
condicionasse a migracdo dos animais entre os dois
compartimentos da caixa em que se encontravam foram
significativamente menor para os animais tratados com
curcumina e imipramina (16).

Finalmente, foi verificado um declinio do apetite por
sacarose, induzido por estimulo estressor diério ao longo
de quatro semanas, sendo este revertido pelo posterior
tratamento com curcumina. Ainda que submetidos a
estresse cronico na forma de chronic unpredictable mild
stress (CUMS), grupos de ratos posteriormente tratados
com curcumina tiveram recuperacdo do apetite por
sacarose, em contraste aos submetidos ao CUMS, sem
tratamento com curcumina. Este, no entanto, ndo alterou
a ingesta de sacarose nos controles ndo estressados,
sugerindo que o efeito da curcumina ndo é em si mesmo
apetitivo, mas atenuador do equivalente depressivo que
representa a inibicdo dos mecanismos de recompensa (27).

Tomados em conjunto, esses estudos nos fornecem
robusta evidéncia de que a curcumina apresenta
significativo  efeito  antidepressivo sobre diferentes
modelos de animais de depressdo, com resposta
comparavel a antidepressivos comumente usados na
psiquiatria clinica.

EFEITOS DA  CURCUMINA
SEROTONINERGICO

SOBRE O SISTEMA

Embora as evidéncias mais preliminares de que a
curcumina exerca seus efeitos antidepressivos pela via
serotoninérgica se encontrem no fato de que, assim como
0s antidepressivos serotoninérgicos, esta substancia
promove reducdo no Tl de animais submetidos a testes de
estresse agudo (35-37), evidéncias mais diretas da
participacdo deste mecanismo de agdo também estdo
disponiveis na literatura.

No estudo de Kulkarni e colaboradores (2008),
camundongos tratados com 20 a 80 mg/kg de curcumina,
60 minutos antes de submetidos ao TNF, ndo apenas
apresentaram TI significativamente menor que os tratados
apenas com veiculo, mas também concentragdes cerebrais
de serotonina significativamente superiores as do grupo
controle. Relagdo crescente foi evidenciada ndo apenas
entre as doses de curcumina e o efeito anti-imobilidade,
mas também entre as doses do farmaco e as
concentracdes de serototonina nos cérebros dos animais
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(23). Corroborando a existéncia de paralelismo entre o
efeito anti-imobilidade da curcumina e as concentracdes
cerebrais de serotonina, o estudo de Xia e colaboradores
(2007), no qual o efeito anti-imobilidade do extrato de
C.longa foi maior na dose de 50 mg/kg, também
evidenciou que a mais eficaz restauracdo dos niveis
cerebrais de serotonina foram encontradas nos animais
estressados e tratados com esta dose da solugdo, em
contraste aqueles estressados e tratados com o extrato a
25 ou 100 mg/kg (25).

Uma segunda linha de evidéncia amparando a hipotese
serotoninérgica pode ser visualizada no preferencial efeito
potencializador da curcumina sobre antidepressivos
serotoninérgicos, em comparagao aos mais
noradrenérgicos. Quando venlafaxina ou fluoxetina foram
combinadas com curcumina, observou-se uma significativa
potencializacdo do efeito anti-imobilidade no TNF, em
comparacdo ao efeito da curcumina ou de cada um dos
antidepressivos per se. Todavia, esta potencializagdo nédo
ocorreu quando da associacdo de curcumina com a
desipramina ou imipramina. Ainda, a despeito de
fluoxetina e venlafaxina ndo terem produzido, per se,
mudangas significativas nos niveis monoaminérgicos
cerebrais nos animais submetidos ao teste do nado
forgado, a associagdo de cada fa&rmaco com curcumina
aumentou significativamente o0s niveis cerebrais de
serotonina, tanto em comparagdo aos veiculos, quanto em
comparagdo aqueles tratados apenas com curcumina ou
com cada antidepressivo isoladamente. No mesmo
estudo, enquanto o tratamento isolado com curcumina
aumentou 0s niveis cerebrais de serotonina de maneira
significativa e dose-dependente, ndo se observou efeito
significativo sobre niveis noradrenérgicos com qualquer
dosagem de curcumina (23).

A hipétese de mediagdo serotoninérgica para os efeitos da
curcumina em modelos crénicos de depressdo também
encontra amparo na literatura. Baixas concentragdes de
serotonina no hipocampo e cortex frontal de ratos
bulbectomizados foram restauradas em niveis semelhantes
ou superiores aos de controles ndo bulbectomizados ap6s
a administragdo de curcumina durante 14 dias. Além disso,
embora a BO tenha reduzido os niveis globais de
norepinefrina nos cérebros dos animais examinados, o
tratamento com curcumina ndo mostrou efeito
compensatério expressivo sobre as concentracdes deste
neurotransmissor. A despeito da tendéncia a elevacdo dos
niveis noradrenérgicos com doses crescentes de
curcumina, esse efeito foi relativamente pequeno quando
comparado ao grande déficit noradrenérgico resultante da
BO. Somente a curcumina na dose de 10 mg/kg elevou
significativamente esses niveis no coértex frontal nos
bulbectomizados, quando comparados aos
bulbectomizados tratados com veiculo. Entretanto, o
mesmo nao ocorreu com 0s niveis noradrenérgicos
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hipocampais, mesmo com as maiores doses de curcumina
(24). Tais observagdes sugerem nao se poder descartar que
a curcumina também atue sobre o sistema noradrenérgico
para produzir seus efeitos em ratos bulbectomizados.
Todavia, o limitado aumento das concentracbes de
noradrenalina, a restricdo desse efeito a dosagens mais
elevadas de curcumina e o fato de ser menos difundido
entre as estruturas cerebrais participantes da
neurobiologia da depressdo também sugerem que o
sistema noradrenérgico esteja menos profundamente
envolvido do que o serotoninérgico nas propriedades
antidepressivas da curcumina.

Uma Ultima linha de evidéncia sobre a mediagdo
serotoninérgica dos efeitos antidepressivos da curcumina
deriva da observacdo de que, enquanto a administracdo
isolada de p-clorofenilalanina (PCPA) 100 mg/kg,
antagonista da triptofano-hidroxilase, por 4 dias, ndo
afetou o TI de camundongos submetidos ao TNF, sua
administracdo prévia a de curcumina 10mg/kg v.0. ou
fluoxetina 30mg/kg i.p. inibiu o efeito anti-imobilidade de
ambas, sugerindo-se que a agdo antidepressiva da
curcumina depende da atividade da triptofano-hidroxilase
e de adequadas concentragbes prévias de serotonina,
similarmente ao que acontece com a fluoxetina (21).
Reforco adicional a essa hipotese provém da observagdo
de que, enquanto a PCPA previne completamente o efeito
anti-imobilidade  de  antidepressivos  tipicamente
serotoninérgicos, aquela substancia blogueia apenas
parcialmente o efeito anti-depressivo de drogas com
atividade noradrenérgica, como a imipramina e a

desipramina (21,38).
EFEITOS DA CURCUMINA  SOBRE  RECEPTORES
SEROTONINERGICOS
5-HT,4 pré-sinépticos
Localizados nos nucleos da rafe, esses receptores

controlam a liberacdo de serotonina. Estdo fortemente
envolvidos na fisiopatologia da depressdo, mostrando-se
supra-regulados e hipersensibilizados nessa condigéo (39).
H& evidéncias de reversdo dessa alteracdo em animais
estressados experimentalmente e tratados com curcumina
com a dose de 30 mg/kg por via oral (27).
Hipoteticamente, essa infra-regulacdo seria consequéncia
das concentragBes inter-sindpticas aumentadas de
serotonina, promovidas pela curcumina, e a ligagdo da
propria serotonina a esse receptor.

5-HT,4 pos sinapticos

Localizados principalmente no cértex frontal e hipocampo,
também estdo envolvidos na neurobiologia da depressdo
(39). A acdo agonista da curcumina sobre estes receptores
é sugerida pela demonstragdo de que doses isoladamente
subefetivas desse farmaco e de 8-OH-DPAT (um agonista

de Chile

seletivo 5-HT;, pds-sindptico), quando administradas em
associacao, reduzem sinergética e significativamente o TI
de camundongos submetidos ao TNF (40, 21).
Paralelamente, em comparacdo ao tratamento com
curcumina isoladamente, a administracdo de p-MPPI (um
antagonista seletivo 5-HT;,) previamente a curcumina
10mg/kg reduziu significativamente o Tl de camundongos
submetidos ao TNF (21).

5-HTyg

Esses receptores, freqiientemente presentes em vias
dopaminérgicas, como cortex frontal e ganglios basais (39),
também sdo citados como envolvidos em comportamentos
agressivos e ansiosos em roedores (41,42), e a agao da
curcumina sobre eles também tem sido testada.

Um estudo recente demonstrou que o tratamento prévio
com isamoltane, um antagonista 5HT1B, bloqueou
significativamente o efeito anti-mobilidade da curcumina
10 mg/kg v.o. sobre o teste do nado forcado, ao se
comparar grupos em que se administrou curcumina 10
mg/kg v.0. e controles. Além disso, dose subefetiva de
anpirtoline (0.25 mg/kg i.p.), agonista 5-HTs, produziu
significativo efeito sinérgico anti-imobilidade ao ser
combinado com dose subefetiva de curcumina 2,5 mg/kg
v.0. (21). Isso sugere que o efeito anti-depressivo da
curcumina pode ser também em parte justificado pela
acao agonista sobre esse receptor.

Note-se que essa agdo ocorre provavelmente sobre os
receptores 5-HTp pos-sinapticos, pois se tem informado
que 0 agonismo pré-sinaptico diminui o fluxo
serotoninérgico, levando a sintomas depressivos,
especulando-se que eles estejam hipersensibilizados na
depresséo (43-46). Por seu turno, quando estimulados pela
serotonina, os receptores 5-HTg pds-sindpticos facilitam a
liberagdo de dopamina, exercendo efeito antidepressivo,
agindo na via mesolimbica e cortex pré-frontal (47-51).

5-HT,

Tem-se investigado a acdo da curcumina sobre receptores
5-HTa/2¢c. Ativados, estes inibem a liberagdo de serotonina,
dopamina e noradrenalina, estando up-regulados na
depressédo, principalmente no cértex frontal de vitimas de
suicidio (52-54). Observou-se que a administracdo prévia
de ritanserina a 4 mg/kg i.p., um antagonista 5-HT,a/xc,
potencializou significativamente o efeito anti-imobilidade
de curcumina 2,5 mg/kg v.o.. Entretanto, pré-tratamento
com ketanserina 5 mg/kg i.p., um antagonista mais seletivo
para o 5-HT,, do que para o0 5-HT,, ndo potencializou o
efeito anti-imobilidade da curcumina, sugerindo-se que a
atividade serotoninérgica da curcumina envolva mais
significativamente o antagonismo 5-HT,c que 0 5-HTa.
Adicionalmente, o agonismo seletivo 5-HT,, pelo R(-)-1-
(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-aminopropane  (DOI)  ndo
alterou a acao anti-imobilidade da curcumina, reforcando a

Rev. Farmacol. Chile (2013) 6(1): 40



SO

FAR | ke

CHI

hipétese de que 0s 5-HT,, ndo estejam envolvidos de modo
relevante em sua atividade antidepressiva (21).

5-HT;

Além da infra-regulacdo desses receptores em neur6nios
glutamatérgicos ativadores dos nucleos da rafe apos
tratamento antidepressivo (55), evidenciou-se que 0s
antagonistas com alta afinidade por tais receptores
reduzem o Tl em camundongos submetidos ao TNF ou TSC
(56). Adicionalmente, a associa¢do de doses subefetivas
desses antagonistas com antidepressivos serotoninérgicos
aumenta os niveis extracelulares de serotonina no SNC,
também produzindo efeito anti-imobilidade (57).

A acdo da curcumina sobre os 5-HT; seria justificada pela
inibicdo da expressdo do mRNA desse receptor. Enquanto
em ratos submetidos ao CUMS observa-se aumento
significativo da expressdo do mRNA dos receptores 5-HT;
no hipocampo e hipotadlamo, os submetidos ao CUMS
tratados com curcumina 30 mg/kg tiveram significativa
reducdo da expressdo do mRNA deste receptor em ambas
as estruturas cerebrais mencionadas (27).

INFLUENCIA DA CURCUMINA SOBRE  CASCATAS
BIOQUIMICAS  INTRACELULARES EM  NEURONIOS
SEROTONINERGICOS

O aumento das concentragbes serotoninérgicas

extracelulares devido ao tratamento com antidepressivos
serotoninérgicos e, provavelmente, também com
curcumina, pode aumentar niveis previamente baixos de
BDNF em modelos animais de depressdo, ao ativarem
subtipos de receptores metabotrépicos acoplados a
adenilato-ciclase (26,58). Quando ativados, estes iniciam
uma cascata que excita a proteina G estimuladora (Gs).
Esta age sobre a AC, que, por sua vez induz a conversao do
ATP em AMPc. O aumento do AMPc no citosol ativa a
proteina kinase A (PKA), que estimula a fosforilagdo da
cAMP response element binding protein (CREB) em pCREB
(CREB fosforilada), que, por sua vez, aciona o gene alvo do
BDNF no hipocampo e outras regibes limbicas,
promovendo efeito antidepressivo e neuroprotetor (16,59-
61).

Uma das evidéncias de que a curcumina age por meio da
estimulacdo da expressao do BDNF deve-se ao aumento da
relacio pCREB/CREB. Xu e colaboradores (2006)
demonstraram ocorrer um aumento significativo na
relacdo pCREB/CREB em ratos estressados tratados com
curcumina. Isso pode ocorrer devido ao incremento na
concentragao pCREB, ndo se  modificando
significativamente a expressao da CREB no hipocampo e
cortex frontal, apdés estresse crbnico ou apos a
administracdo de imipramina ou curcumina. Em contraste
ao observado em ratos estressados e tratados com veiculo,

de Chile

constatou-se um aumento significativo na pCREB/CREB,
tanto no hipocampo quanto no cortex frontal dos ratos
estressados e tratados com curcumina (16).

Demonstrou-se, todavia, aumento da expressao da CREB
no hipocampo, hipotalamo e cortex de ratos estressados
tratados com curcumina. Embora isso colaborasse com um
menor aumento na razdo pCREB/CREB, esse resultado ndo
pode ser interpretado como marcador da menor expressao
de BDNF sem que a ele esteja associada a uma redugdo nos
valores absolutos de pCREB. Além disso, verificou-se que a
reducdo da atividade da AC no hipocampo e cortex,
previamente induzida por estresse, era revertida pelo
tratamento com curcumina. Comparado aos animais
submetidos ao CUMS tratados com veiculo, observou-se
dramatico aumento na atividade da AC no hipocampo e
cortex dos estressados tratados com curcumina nas doses
de 15 e 30 mg/kg. Observacédo similar foi verificada com
AMPc: enquanto o CUMS o reduziu significativamente no
hipocampo e cortex, o tratamento com curcumina atenuou
essa reducdo. Em comparacdo a ratos estressados e
tratados com veiculo, significativa atenuacdo sobre a
reducdo dos niveis corticais de AMPc ja foi observada com
a dose de 15 mg/Kg de curcumina, porém sé se tornando
significativo no hipocampo a partir da dose de 30 mg/Kg
(27).

Adicionalmente, demonstrou-se interferéncia  da
curcumina sobre a expressdo do mRNA relacionado ao
subtipo 2 de AC (AC2). Enquanto uma significativa reducédo
na expressaio do mRNA da AC2 foi observada no
hipocampo dos ratos submetidos aoc CUMS, o p0s-
tratamento com curcumina aumentou significativamente
sua expressao. Observou-se, também, que o CUMS
aumenta significativamente a expressdo do mRNA dos
receptores 5-HT4/5-HT7 no hipocampo, 5-HT4 no cortex e
5-HT1a18/7 NO hipotdlamo. Curcumina na dose de 30
mg/kg, contrariamente, atenuou significativamente o
aumento da expressdo do mRNA dos receptores 5-HT;, €
5-HT; no hipocampo e hipotadlamo, em contraste ao que
ocorre em ratos submetidos ao CUMS e tratados com
veiculo. Além disso, o tratamento com curcumina na dose
de 15 mg/kg reduziu significativamente a expressdo do
mRNA do receptor 5-HT;z (27). Devido ao fato de a
estimulacdo de 5-HTjanp inibir a atividade da AC via
proteina G inibitdria (Gi), ao agir reduzindo a expressao do
mRNA relacionado aos receptores 5-HT;415, @ curcumina
inibiria a ativacdo desta proteina Gi, consequentemente
liberando a cascata de ativagao da AC e cAMP, implicando
aumento nos niveis de BNDF e exercendo efeitos
antidepressivos e neuroprotetores.

Embora as ja comentadas alteragbes moleculares
resultantes da atividade serotoninérgica aumentarem a
expressdo do BNDF, a serotonina pode também levar ao
efeito final contrério, caso o balango de sua atividade
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predomine em cascatas que ativam o fosfatidil-inositol.
Enquanto que receptores 5-HTa/5-HTs/5-HT,¢ acoplam-se
a proteinas Gq, que estimulam a via inositol trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG), 0s 5-HT1/5-HT,/5-HT¢/5-HT,
sinalizam estimulando ou inibindo a AC devido seu
acoplamento a proteinas Gs ou Gi. Estudos reportam que o
agonismo serotoninérgico sobre receptores 5-HT,c, 0S
quais a curcumina infra-regula, parece estar envolvido na
ativacdo da PLC, que estimula o IP3 e DAG. Estes agiriam
como segundos mensageiros, ativando a proteina kinase C
(PKC), que por sua vez inibe a cascata da AC e, por fim, a
producdo do BDNF (61-79). Isto justifica, pelo menos em
parte, o fato de a curcumina apresentar como um dos
mecanismos antidepressivos 0 antagonismo 5-HT,,
promovendo neuroprotecdo (21).

Alteragbes na via enzimatica da AC também ocorrem
devido a curcumina antagonizar os receptores 5-HT-,
conhecidos por aumentarem a atividade da AC quando
estimulados, e reduzirem-na quando antagonizados.
Entretanto, confirmou-se que a curcumina diminui a
expressdo deste receptor, mas, paradoxalmente, resulta
num aumento final na atividade da AC e nos niveis de
AMPc, aumentando o BDNF em ratos cronicamente
estressados. Isso € provavelmente explicado pelo fato de
0s 5-HT; ndo serem o Unico tipo receptor que controla a
atividade desses fatores, e nem o Unico que medeia 0s
efeitos da curcumina. Como citado, a curcumina também
teria efeito final de diminuir a atividade serotoninérgica 5-
HT,c, liberando a cascata da AC, que, hipoteticamente,
acentua-se sobre as alteracdes moleculares resultantes do
antagonismo dos receptores 5-HT; (27). Porém, mesmo
com esta explicacdo, uma maior quantidade de estudos
seria necessaria para explicar essa discrepancia.

Além disso, o balan¢o positivo quanto a produgdo de BDNF
provocado pelo tratamento com curcumina em modelos
animais de depressdo ndo se restringe somente a acdo
sobre o sistema serotoninérgico. Esse composto também
tem a propriedade de equilibrar o funcionamento do eixo
HPA. Sabe-se que em ratos cronicamente estressados, o
feedback inibitério desse eixo estad comprometido, o que
leva a uma maior producéo de corticosteroides, resultando
numa inibicdo da expressdo de BDNF. Todavia, por regular
esse eixo, a curcumina também diminui a exacerbada
producdo de corticosterdides, prevenindo, portanto, os
decréscimos nos niveis de BDNF nos ratos estressados
(16,26).

CONSIDERAGOES FINAIS

S80 amplos os efeitos da curcumina em modelos de
estresse em animais, mesmo se considerando somente sua
interferéncia sobre o sistema serotoninérgico. Em adigdo
aos subtipos de receptores, vias bioquimicas e produtos

de Chile

finais relacionados a sua agdo sobre o sistema
serotoninérgico, estudos também demonstram a agdo
desse composto sobre o sistema dopaminérgico, ndo
descrita neste estudo. Até o momento, ainda ndo foi
completamente esclarecido se a curcumina exerce seus
efeitos de modo indireto, devido inibicdo da MAO, ou se ha
alguma acdo direta dessa substancia sobre os receptores
e/ou moléculas  transportadoras do  sistema
serotoninérgico.
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DETERMINACION DE BIOMARCADORES DE RESPUESTA ANTIOXIDANTE EN UN MODELO DE

ISQUEMIA-REPERFUSION EN EL CORAZON AISLADO DE LA RATA.
(Biomarkers determination of antioxidant response in a model of ischemia-reperfusion in the isolated
heart of rat)
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RESUMEN

El infarto agudo de miocardio es una patologia prevalente y de alta mortalidad en el mundo. Para evitar la necrosis del
miocardio se utilizan técnicas de revascularizacion, las cuales pueden llevar a un dafio secundario al incremento de especies
reactivas de oxigeno (ERO). En este trabajo se estudio el efecto de la suplementacion con &cidos grasos poliinsaturados omega-3
sobre biomarcadores de estrés oxidativo utilizando un modelo de corazon aislado en ratas. Se usaron dos dosis de omega-3
(DHA (docosahexaenoico): EPA (eicosapentaenoico)=1.2:1) grupo 1(D1:0,3g/kg/d) (n=8) y grupo 2 (D2:0,6 g/kg/d) (n=8). Ambos
grupos fueron sometidos a periodos de isquemia (30min) e isquemia-reperfusion (30min/120min). Se determino el tamarfio de
infarto, lipoperoxidacién (TBARS) y relacion glutation reducido/oxidado (GSH-/GSSG) en tejido cardiaco.

El tamafio de infarto fue 33.2% y 47.5% menor en G1 y G2, con respecto a corazones controles, ademas de 39.3% y 74.4.5%
menor incremento niveles de TBARS, para ambas dosis respectivamente, al final de la reperfusion (p <0.01).

Al final de la reperfusién, la relacion GSH/GSSG en D1y D2 fue 28% y 77% mayor con respecto a los valores basales obtenidos,
respectivamente (P<0.05).

Estos resultados permiten postular que el efecto cardioprotector de la suplementacion con omega-3 se deberia a un
reforzamiento del sistema de defensa antioxidante y a una menor lipoperoxidacion en el corazén de la rata.

Palabras claves: Estrés oxidativo, isquemia-reperfusion, omega 3, tamafio de infarto
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INTRODUCCION

La cardiopatia isquémica secundaria a un infarto agudo de
miocardio (IAM) es uno de los problemas de salud de mas
alta prevalencia en el mundo, y es una causa importante
de morbilidad y mortalidad. En Chile, las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de muerte, siendo
la enfermedad isquémica del corazén una de las mas
prevalentes con una tasa de un 43,1 por cada 100.000
habitantes (1). En vista de esto, uno de los principales
esfuerzos de investigacion en medicina cardiovascular ha
sido el desarrollo de enfoques para salvar el musculo
cardiaco en riesgo de necrosis en pacientes con IAM.
Durante las Ultimas décadas, la revascularizacién aguda
con farmacos tromboliticos o  procedimientos
intervencionistas se ha convertido en el tratamiento

estandar para los pacientes con IAM. Sin embargo, a pesar
de que la reperfusion oportuna del tejido isquémico es
esencial para la recuperacién miocardica, también puede
resultar en una forma indirecta de dafio.

Considerable evidencia atribuye a las ERO, producidas ya
sea por el propio miocardio o por la infiltracién de células
inflamatorias, como un evento temprano en este proceso.
Una vez producidas, las ERO pueden conducir a dafio
celular a través de una serie de vias incluyendo el dafio
directo a las membranas y las proteinas o dafio indirecto a
través de la activacién de vias pro-apoptoticas. Diversas
estrategias de cardioproteccion se han desarrollado debido
a la investigacion de los mecanismos de dafio por
isquemia-reperfusion (IR).
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El precondicionamiento isquémico cardiaco fue descrito
por primera vez en 1986 en el cual perros sometidos a
episodios intermitentes de IR miocardica (5/5 min) previa a
la induccion de un infarto (40 min isquemia), mostraron un
menor tamafio de necrosis con respecto a perros solo
sometidos a la isquemia global (2). Desde esos afios se
conoce que estos episodios breves de isquemia del
miocardio inician una cascada de eventos bioquimicos en
el cardiomiocito que protegen durante las siguientes
lesiones isquémicas. Esta respuesta se asocia con una
atenuacion notable de la muerte celular ya sea por
necrosis 0 apoptosis, lo que sugiere que la muerte celular
isquémica puede ser un evento regulado (3). Similar al
precondicionamiento clasico, diversos agentes
farmacoldgicos pueden inducir cardioproteccion contra los
efectos de la isquemia miocardica aguda (4).

La evidencia clinica y epidemioldgica de los efectos
cardioprotectores del aceite de pescado, la evidencia
experimental  especifica del preacondicionamiento
miocardico y los efectos sobre la funciéon del corazon,
sugieren que los acidos grasos poliinsaturados omega-3
pueden proporcionar cardioproteccion que podria
equivalente al precondicionamiento isquémico 0
precondicionamiento farmacoldgico. Los acidos grasos
omega-3 son selectivamente incorporados en las
membranas de los cardiomiocitos a partir de la dieta de
una manera dosis-dependiente (5). Se conoce que este
efecto se puede determinar midiendo la relacién de los
acidos omega-3 eicosapentaenoico
(EPA)/docosahexaenoico (DHA) tanto en células periféricas
(eritrocitos) y en tejido miocardico durante un consumo
cronico de al menos 20 semanas (6). Los efectos de este
consumo regular pueden disminuir la frecuencia cardiaca,
reducir el consumo de oxigeno del miocardio, y aumentar
la reserva coronaria (7). Estas propiedades contribuyen al
preacondicionamiento con similares efectos de resistencia
al dafio isquémico del miocardio, ademas de mejorar la
recuperacion post-isquémica. Estos efectos también se
pueden demostrar en corazones aislados, ya que permiten
evaluar de forma independiente los efectos de los omega-
3 sobre los parametros hemodinamicos.

El objetivo es determinar el efecto cardioprotector de la
administracién cronica de omega -3 sobre corazones
infartados de ratas y su relacion.

MATERIALES Y METODOS

El protocolo con respecto al manejo de los animales y las
medidas de anestesia y sacrificio fueron aprobados por el
Comité de Etica sobre Investigacion en Animales, de la
Facultad de Medicina, de la Universidad de Chile
(Protocolo CBA# 0433 FMUCH).
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1. Etapa de suplementacion con omega-3

Ratas Wistar, de aproximadamente 180 + 20 g, recibieron
diariamente una dieta estandar (8) y omega-3 en dos dosis
(D1: 0.3g/Kg/dia y D2: 0.6g/Kg/dia), proporcion de
DHA/EPA 1.2/1 (cépsulas aportadas por Laboratorio
Recalcine ®) via sonda oro-gastrica (una dosis diaria
matinal, al momento de registrar el peso y consumo de
fluido) por un periodo de 8 semanas. Durante este periodo
fueron colocadas en jaulas aclimatadas a 24° con un ciclo
luz/oscuridad de 12 h. Dia por medio se medio el consumo
de liquido y la ganancia de peso. Una vez cumplido el
periodo de suplementacion, las ratas fueron utilizadas para
los estudios de registro cardiaco ex vivo.

2. Cirugia y montaje en el sistema de perfusion.

2.1) Cirugia: Posterior a la administracion de pentobarbital
50 mg/kg i.p., Se procedio al procedimiento quirdrgico:

Por medio de una incision medio esternal de la piel del
animal, se separaro¢ el pectoral mayor y el pectoral menor
del lado izquierdo, dejando en descubierto la pared
toracica izquierda. Se accedié al térax con una incisién
paralela a las costillas en el 3er o 4to espacio intercostal
izquierdo. Una vez abierto el térax se insert6 un separador
quirdrgico para exponer el corazon. Se procedid a extraer
el corazdn de la rata, con la precaucion de no romper en
ningun sitio el tejido aortico, ademas de no tocar jamas el
corazén. Este procedimiento demora aproximadamente 2-
3 minutos. Por lo tanto el animal permanece anestesiado.

2.2) Montaje en el sistema de perfusion Langendorff:
Répidamente se canula el corazén y se monta en el sistema
de perfusién Langendorff a través de la aorta, fijando en
posicion con clamp. La perfusion se debe comenzar con un
flujo menor a 5 mL/min (37° C, 95% 02 y 5% CO2) con una
solucién Krebs (nM: NaCl, 118,0; KCl, 4,5; CaCl,, 2,6; MgCl,,
1,2; NaH,PO4, 1,0; NaHCOs, 25,0; glucosa, 11,1). Se sacan
los pulmones y se identifican las salidas de las arterias
provenientes del cayado aortico. Una vez que el corazén
comienza nuevamente a latir, se comienza lentamente a
subir el flujo hasta llegar a los 10mL/min (presién de
perfusion coronaria debe estar sobre los 50 mmHg y
menor a 90mmHg). Luego, se realiza una pequefia incision
en la auricula izquierda a través de la cual se inserta un
balon hecho de papel alusa (de aproximadamente 500uL),
este balon atravesara la valvula mitral para llegar
finalmente hasta el ventriculo izquierdo. Luego se conecta
este balébn a una jeringa conectada al sistema de
transduccion de presion, agregando un volumen pequefio,
de manera que se logre divisar en la pantalla las primeras
sefiales de presion de los latidos. Luego, se insertan
electrodos, ambos paralelos al &apex del ventriculo
izquierdo. Una vez que todo esta preparado, se comienza
con una estimulacion de 10Volts, durante 1mseg, con una
frecuencia que arroje un valor de 250450 latidos por
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minuto. Una vez que se comienza a notar una frecuencia
estable, el valor de la presion ventricular diastdlica final
(precarga) se ajusta a un valor de 5-7 mmHg, inyectando
liquido con la jeringa. Este procedimiento dura
aproximadamente10-15 minutos. En la Fig.1A se muestra
un esquema del sistema de Langendorff.

3. Grupos de estudio.

Se establecieron al azar 6 grupos de ratas a intervenir, (8
por grupo), de acuerdo al célculo del tamafio muestral que
se indicara posteriormente. A todos se les realizard la
extraccion del corazon.

3.1) Grupo 1. (Control): Corazones perfundidos con
solucion estandar de Krebs. (Una vez montado en el
sistema de perfusion). Posterior al periodo de
estabilizacion de 10-15 min.

3.2) Grupos 2. (Grupo isquemia-reperfusion, IR): Corazones
sometidos a isquemia global por 30 minutos y reperfusion
con krebs por 120 min.

3.3) Grupo 3. (Control Omega-3, D1): Ratas pre-tratadas 8
semanas con omega-3 (D1:0.3 g/Kg/dia). Sometidas a
estabilizacion de registro por 15 min.

3.4) Grupo 4 (Control Omega-3, D2): Ratas pre-tratadas 8
semanas con omega-3 (D2:0.6 g/Kg/dia). Sometidas a
estabilizacion de registro por 15 min.

3.5) Grupo 5. (Grupo Omega-3 + IR D1): Ratas pre-tratadas
con omega-3 (D1:0.3 mg/Kg/dia cuyos corazones seran
sometidos a isquemia global por 30 min y reperfusién con
solucién de Krebs por 120 min.

3.6) Grupo 6. (Grupo omega-3 + IR D2): Ratas pre-tratadas
con omega-3 (D1:0.3 mg/Kg/dia cuyos corazones seran
sometidos a isquemia global por 30 min y reperfusién con
solucién de Krebs por 120 min. En la figura 1B se muestra
un esquema del protocolo de IR.

4. Obtencion de muestras bioquimicas.

Una vez realizadas las maniobras de reperfusion se
utilizaran los corazones para determinar el tamafio del
infarto en el grupo control, omega D1 y D2, sometidos a IR,
respectivamente (n=3) y andlisis de parametros de estrés
oxidativo en 5 de ratas dentro del mismo protocolo.

La eliminacion del material bioldgico para desecho, se
realizard de acuerdo a las normas aprobabas para cada
Laboratorio, por la Unidad de Bioseguridad. (Bolsas de
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basura dobles, almacenadas en congelador a -20°C y
eliminadas en forma diaria en el contenedor de
bioseguridad).

5. Medicién de la funcién ventricular.

Se registraron de forma continua y una vez montados en el
sistema de perfusion, los siguientes pardmetros
funcionales: a) presion de perfusion coronaria (PPC); b)
presion ventricular desarrollada (PVD); c¢) presion
ventricular de fin de diéstole (PVFD); d) la primera derivada
del maximo peak positivo y negativo de la presion del
ventriculo izquierdo (+dP/dtmax, -dP/ dtmin)

6. Determinacion del tamafio de infarto.

El tamafio de infarto se determinara por perfusion del
tejido isquémico con 15 mL de cloruro de trifenil-tetrazolio
al 1% (Sigma Chemical), en buffer fosfato ajustado a pH 7.4
por 15 min a 37°C. Posteriormente el corazon es
seccionado en 5 o0 6 cortes transversales, mantenidos por
12 horas en formaldehido al 10% y luego colocadas en una
placa de vidrio para el montaje. Los cortes son aplastados
en una placa transparente. Finalmente se toma una
fotografia digital de cada corte, realizando analisis
volumétrico con el programa Imagel). Este consiste en la
determinacion del area total e infartada por planimetria.

7. Célculo del tamafio muestral.

El nGmero de animales se encuentra justificado por la
necesidad de obtener resultados estadisticamente validos.
El célculo se realizd tomando en cuenta una reduccién
estimada en 30% del tamafio del infarto en ratas en las
cuales se realiza el modelo de corazén aislado en
condiciones de IR y pre-tratadas con omega-3 en la dosis
menor comparados con los que no son tratados, en las
mismas condiciones experimentales (grupo 2 vs grupo 5),
sin intervenciones durante la reperfusion. Para ello se
utilizo la siguiente férmula:

(Z47) % 52

(VERITPY) ’

Esto arroja un n=7.79 ratas por grupo (8). Siendo la
intervencion realizada en 6 grupos, esto da un nimero
total aproximado de 48 ratas.

n=2X
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Figura 1

Representacidn esquematica del modelo experimental,

segun la técnica modificada de Langendorff
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Figura 1. Panel A muestra el esquema del sistema de perfusion. Panel B muestra la representacion esquematica del protocolo de investigacion.

8. Determinaciones Bioquimicas.

8.1) Biomarcadores de estado antioxidante en corazon de
rata: El estado rédox intracelular se determind por la
medicion de la relacion GSH/ GSSG en homogenizado de
corazén de rata llamada también indice tidlico. Esta
medicion se realizd mediante la deteccién de
fluorescencia, de acuerdo a la reaccion del orto-
ftalaldehido a pH 8 con GSH y a pH 12 con GSSG (9).

8.2) Determinacion de lipoperoxidacion en corazén de rata:
Las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitirico
(TBARs) se determinaron como un producto de la
oxidacion lipidica. Junto con otros lipoperoxidos, se
cuantificaron, utilizando como estandar tertrametoxi-
propano (TMP) y detectando la reaccion colorimétrica del
UV visible a 532 nm (10).

9. Analisis Estadistico.

Los datos fueron expresados como promedio + desviacion
estandar (S.D.) o mediana (rango intercuartilico)

dependiendo si distibuyen o no normal. Con respecto a las
comparaciones, se estableceran con t de student o test de
wilcoxon, dependiendo también de la distribucion. El
analisis de los datos se realizara en el programa STATA 10.0
y las diferencias serdn consideradas estadisticamente
significativas con un valor de p<0.05.

RESULTADOS.

1. Gravimetria, tamafio de

hemodinamicos.

infarto y parametros

Las ratas de los grupos control, omega 3 D1 y D2, no
muestran diferencias significativas en la ganancia de peso,
consumo de fluido y consumo energético, al final de las 8
semanas de suplementacion. Tampoco existen diferencias
en los niveles séricos de colesterol total (ver Tabla 1). La
suplementacion con acidos omega 3 se asocia a una
reduccion del tamafio de infarto en 33.2 y 47.5%, en los
grupos que recibieron la D1 y D2, respectivamente
(p<0.05) (Fig. 2).
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La medicién de variables hemodindmicas muestra que en
condiciones basales, no existen diferencias significativas en
los parametros de PPC, PVD, PVFD y (+dP/dtmax, -dP/
dtmin) (Fig. 3). Los corazones controles muestran una
reduccion de un 15, 30 y 33% en los valores de PVFD y los
peaks de las derivadas de la presiones ventricular
desarrollada, al final de la reperfusion (IR). Sin embargo, la
administracion de omega 3 muestra un 25.4 y 43.2%
mayores valores de PPC, ademas de 26.7 y 15% mayores
valores de PVD, cuando comparamos omega D1y D2 con
respecto a los valores controles, respectivamente (p<0.05)
(Fig. 3A-C).

2. Efecto de los omega 3 en los parametros de estrés
oxidativo.

La lipoperoxidacion cardiaca, evidenciada por los niveles de
TBARS en los grupos D1 y D2 fueron un 185 y 325%
mayores en las muestras basales de las ratas
suplementadas con omega 3 por 8 semana con respecto al
grupo comtrol (p<0.05). Con respecto a cada grupo, los
niveles de TBARS al final de la reperfusion fueron 60.7 y
25.5% mayores con respecto al grupo control en el grupo
D1 (p<0.05). El grupo D2 no muestra diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 4A).

Con respecto a los valores de glutatién (GSH), la relacién
GSH/GSSG fue un 28'y 77% mayor en los grupos D1y D2, al
final de la reperfusion, comparado con los valores basales
(p<0.05). Ademas, la relacion GSH/GSSG fue menor en los
controles y el grupo D1, en 33 y 21%, comparados con los
valores basales, respectivamente (p<0.05) (Fig. 4B). El
grupo D2 no muestra diferencias significativas.

Tabla 1

Caracterizacion de los animales suplementados al final del protocolo.
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Grupos Control Omega 3 D1 Omega 3 D2
Peso corporal, (g) 276.9+ 10 272.5+11 276.9+13
Consumo fluido 99:14 9.2t16 897£13
(mL/dia/100g PC)

Consumo energético 208+25 216+14 211121

(kcal/dia/ 100 g PC)

PC, Peso corporal; omega 3; D1, dosis 1(0.3g/kg/dia); D2, dosis 2 (0,6 g/kg/dia).
Variables son expresadas como promedio £ 5.D.

DISCUSION

El dafio por IR ocurre posterior a la restauracion de la
sangre del miocardio siguiente a un periodo critico de la
oclusién coronaria (11). De hecho, la IR es un problema
clinico asociado con procedimientos tales como la
trombdlisis, la angioplastia y la cirugia de bypass coronario,
que se utilizan cominmente para restablecer el flujo
sanguineo y reducir al minimo el dafio al corazon debido a
la isquemia miocardica grave. En el caso de la "lesion letal
por reperfusiéon”. El término se refiere especificamente a la
muerte celular asociada a la isquemia transitoria que
puede prevenirse con intervenciones aplicadas en el
momento de la reperfusion (12). Lesion por IR incluye una
serie de eventos: (1) arritmias de reperfusion, (2) dafio
microvascular, (3) disfuncibn mecanica reversible o
atontamiento miocardico y (4) muerte celular, lo que
puede ocurrir ya sea juntos o por separado.

Hay dos hipdtesis principales que se han propuesto para
explicar la patogénesis de la lesion por IR, la ocurrencia de
estrés oxidativo y la sobrecarga de Ca** (13). Ambos
mecanismos son Mas propensos a estar relacionados entre
si, pero no se sabe si operan simultineamente o0 uno
precede al otro. El estrés oxidativo, que se asocia
generalmente con aumento de la formaciéon de ERO,
modifica los fosfolipidos y proteinas, que conducen a la
peroxidacion de lipidos y la oxidacion de grupos tiol; estos
cambios alteran la permeabilidad y configuracién de la
membrana, ademas de producir una modificacion
funcional de las diversas proteinas celulares (14). El estrés
oxidativo también puede resultar en defectos celulares,
incluyendo una depresion de las actividades de las bombas
Ca?"y Na'/K'"-ATPasa en la membrana celular, cambios que
conducen a una disminucién de flujo de salida de Ca*"y un
aumento del flujo de entrada (15).

Estas alteraciones se reducen notablemente previa
administracion de antioxidantes como miméticos de la CAT
y SOD (16). Por otro lado, un aumento intracelular de Ca?*
durante la isquemia induce la conversion de la xantina
deshidrogenasa a xantina oxidasa y la generacion de
radicales superdxido (17). Con respecto a esto ultimo, el
Alopurinol, un inhibidor de la xantina oxidasa, ha
demostrado ser beneficiosa en proteger al miocardio del
dafio por isquemia-reperfusion (18). El IAM es un modelo
clinico de estrés oxidativo, en donde las ERO son los
promotores principales del dafio miocardico durante la IR.
El infarto se inicia generalmente por isquemia miocardica
debido a oclusién de una arteria coronaria y la duracién de
esta determina por una parte el tamafio de infarto, la
magnitud de la respuesta inflamatoria y el incremento en
la produccién de ERO.
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Tamafio de infarto en las ratas suplementadas con w3 D1(0,3 g/ kg/dia) y
D2 (0,6 g/kg/dia) durante 8 semanas. Los valores se expresan como media
+ SD de volumen ventricular total. * p<0.05 vs Control; ¥ p<0.05 w3 vs D1.

Sin embargo, es durante la reperfusion y principalmente
los primeros minutos donde se produce el mayor
incremento en la generacion de estas especies. Los
neutrdfilos son la principal fuente de ERO durante la
reperfusion. Las células endoteliales y cardiomiocitos
también puede generar EROS. Existen fuentes enziméticas
y no enziméticas para la generacion de ERO, dentro de las
primeras se encuentran la enzima xantina oxidasa de las
células endoteliales, las reacciones de transporte de
electrones mitocondrial en los cardiomiocitos y la NADPH
oxidasa en los leucocitos (19). Ademas, el estrés oxidativo
contribuye a la oxidacién de la tetrahidrobiopterina, un
factor de acoplamiento de la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). En consecuencia, eNOS desacoplada
produce aniones superoxido en vez de 6xido nitrico (20).

Es de interés hacer notar que los pacientes sometidos a
angioplastia coronaria primaria debido a un infarto con
supradesnivel del segmento ST, presentan un aumento de
la concentracion de F2-isoprostanos en el seno coronario,
lo que proporciona una evidencia directa de mayor estrés
oxidativo in vivo en el tejido miocardico durante la
reperfusion (21). Por otra parte, Se ha reportado que, en
ratones transgénicos en los que la SOD esta sobre
expresada, el tamafio del infarto se reduce marcadamente
(22). Por lo tanto, se debe esperar que el reforzamiento del
sistema de defensa antioxidante contrarreste el efecto de
las ERO lo que traduciria en un efecto cardioprotector
durante la reperfusion miocardica.
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Medicién de la funcién ventricular en las ratas suplementadas con w3 D1
(0,3 g /kg/ dia) y D2 (0,6 g/kg/dia) y el control (sin w3), en basal y final de
la reperfusion (120 min). Los valores se expresan como media + SD.
Diferencias significativas: p<0.05 vs Control; T p<0.05 vs PUFA D1.
Abreviaturas: presion de perfusion coronaria (PPC); presion ventricular
desarrollada (PVD); presion ventricular de fin de distole (PVFD); la
primera derivada del maximo peak positivo y negativo de la presion del
ventriculo izquierdo (+dP/dtmax, -dP/ dtmin).

Al analizar los datos obtenidos, se observa una reduccion
del tamafio de infarto en las ratas suplementadas con
omega-3 (DHA:EPA=1.2/1), que fue dosis dependiente.
Estos efectos se asocian a una potenciacion de algunos
mecanismos antioxidantes de tipo no enzimatico (indice
ti6lico, como GSH).

En el caso del los efectos cardioprotectores asociados a la
suplementacion crénica de acidos grasos poliinsaturados
omega 3, estos se pueden dividir en directos y mediados.
Con respecto a los efectos directos, estos se generarian por
la incorporacion en la membrana celular, principalmente
del DHA, donde destaca principalmente la competencia
con el acido araquidénico, el cual es un precursor de vias
pro-inflamatorias, por lo tanto, al disminuir la presencia de
este en la membrana se estaria disminuyendo
directamente la actividad inflamatoria, lo que contribuird
a un menor dafio secundario al proceso de IR. Ejemplo de
esto es la menor activacion de factores transcripcionales
pro-inflamatorios, en modelos de suplementacién crénica,
como el factor nuclear kappaB (23, 24). Respecto a las vias
indirectas, los omega-3 se asocian aumento en la
transcripcion de enzimas antioxidantes, que derivan en la
sintesis de GSH (25). Esto concuerda con los datos
obtenidos en otro trabajo del grupo en prensa (datos no
mostrados), en el cual la actividad de SOD, y CAT fueron
mayores en las ratas suplementadas con omega-3 respecto
del control, con ambas dosis.

Respecto al glutation, se sabe que es uno de los principales
mecanismos antioxidantes a nivel citoplasmético. En los
resultados obtenidos se evidencia el aumento de la
relacion GSH/GSSG lo que denota un aumento de la
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actividad antioxidante asociado posiblemente a uno de los
efectos indirectos del omega-3 (Fig. 4B). Respecto a los
niveles de lipoperoxidacion, en la condicion basal
(posterior a la suplementacién), se muestran mayores
niveles de lipoperoxidacion probablemente por un efecto
asociado a una incorporacion en la membrana miocardica,
lo que hace més susceptible a fendmenos de oxidacion. En
cambio en los grupos D1 y D2 al final del protocolo
(isquemia + reperfusion) los niveles de lipoperoxidacion
fueron menores asociados posiblemente al efecto
protector que inducen en el miocardio posterior a su
incorporacion gatillados por procesos de IR (26) (Fig. 4A).
Se conocen que algunos mediadores lipidicos derivados de
la via no enzimatica de oxidacion en membrana (J3
isoprostanos)  pueden  activar  algunos  factores
transcripcionales citosélicos como el factor Nrf2 (Nuclear
related erhytroid factor-2), que mediaria la sintesis de
algunos factores antioxidantes. (27).

Figura 4
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Lipoperoxidacion (A) y la relacién GSH / GSSG (B) en las ratas
suplementadas con D1 PUFAs (0,3g/kg/d)yD2 (0,6 g/kg/d)yel
control (sin PUFA), en estado basal y final de la reperfusién (120 min). Los
valores se expresan como promedio + SD. Diferencias Significativas: * p
<0,05 vs basal; T p <0,05 vs D1 AGPI; § Control vs.
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PERSPECTIVAS

Segin los resultados obtenidos la ingesta cronica de
omega-3 se podrian asociar a un efecto cardioprotector
que disminuiria el dafio causado por IR, sin embargo el o
los mecanismos moleculares no estdn dilucidados. Lo
importante es resaltar que estos compuestos a las dosis
sugeridas, durante un consumo crénico, tienen una serie
de efectos pleiotrépicos que puede tener elevada
repercusion clinica, tanto en prevencion cardiovascular
como en otras enfermades crénicas no transmisibles.
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