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Resumen

La preeclampsia (PE) es un trastorno multisistémico del embarazo caracterizado por hipertensién, proteinuria y
edema, que se asocia con la disfuncién endotelial generalizada y el estrés oxidativo. En el embarazo normal, los
mecanismos de vasodilatacién sugieren que el 6xido nitrico (ON) es el mas importante mediador en la reducciéon de
la resistencia vascular, mientras que en la PE la respuesta dilatadora dependiente de endotelio y mediada por el ON
se encuentra reducida. Se ha demostrado que la inhibicién de la sintesis del ON mediante la administracién crénica
de L-NAME en ratas prenadas, resulta en un modelo animal que ocasiona un sindrome similar a la PE, el cual cursa
con hipertension, proteinuria, trombocitopenia y retardo de crecimiento intrauterino. En el presente estudio caracte-
rizamos las alteraciones renales que ocurren durante la PE experimental, para lo cual empleamos el modelo animal
de preeclampsia inducido por la inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico, en ratas de 13 dias de gestacién. Se cuan-
tifico la posible alteracién en la actividad de las enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), superdxido dismuta-
sa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPx) renal. El tratamiento crénico con L-NAME en ratas prefiadas incrementé la PAM
(+20 mmHg), produjo proteinuria, redujo el peso promedio de los fetos, sin embargo no alteré significativamente el
nuamero de ellos. El estudio histolégico de los rinones de animales pre-eclampticos mostré que los mismos presen-
tan tumefaccion turbia de epitelios tubulares, focos hemorragicos y congestioén de capilares glomerulares. La inhibi-
cion de la sintasa del 6xido nitrico en las ratas prenadas redujo la actividad de las tres enzimas antioxidantes eva-
luadas. El tratamiento crénico con tempol, un compuesto que mimetiza a la actividad de la SOD, previno el incre-
mento de la presion arterial, la proteinuria, la evidencia morfolégica de endoteliosis glomerular, la reducciéon del
peso de feto y la disminuciéon de la actividad de las enzimas antioxidantes inducida por el L-NAME en ratas prena-
das. Estos hallazgos sugieren que la PE experimental cursa con alteracién de la funcién renal asociada a la reduc-
cion de la actividad antioxidante. Igualmente indican que estas acciones estan mediadas por un incremento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno, por lo que el uso terapéutico de los antioxidantes como estrategia far-
macoldgica en la preeclampsia parece ser prometedor.
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Abstract

Preeclampsia (PE) is a multisystem disorder of pregnancy characterized by hypertension, proteinuria and edema. PE
is associated with endothelial dysfunction, oxidative stress and decreased endothelial nitric oxide synthase activity.
The mechanisms of normal pregnancy-associated vasodilatation suggest that nitric oxide (NO) is the most important
mediator for the reduction of vascular resistance. Many studies demonstrated reduction of endothelium-dependent
dilator response mediated by NO in PE. Inhibition of NO synthesis is an animal model which results in a PE-like syn-
drome such as hypertension, proteinuria, thrombocytopenia and intrauterine growth retardation. In order to assess
the possible renal alteration in this animal model of preeclampsia induced by chronic administration of L-NAME, we
determined the activity of three antioxidant enzymes: catalase, superoxide dismutase and gluthation peroxidase in
the rat kidney. Chronic L-NAME treatment in pregnant rats increased MAP (+20 mmHg), produced proteinuria, redu-
ced fetuses mean weight, while did not change their number. Histological examination of the kidneys showed cloudy
swelling PE tubular epithelia, hemorrhagic foci and congestion of glomerular capillaries. Likewise, inhibition of ON
synthesis reduced CAT, SOD, GPx activity in the kidney. Tempol treatment blunteo hypertension, proteinuria, reduc-
tion in fetus weight, morphological evidences of endotheliosis and decreased antioxidant enzyme activity induced
by L-NAME in pregnant rats. These findings suggest that in experimental preeclampsia, renal alterations are associa-
ted with a reduction in the antioxidant enzyme activity. In addition, they suggest a role of reactive oxygen species pro-
duction in renal dysfunction indicating the possible use of antioxidants as a therapeutic tool in preeclampsia.
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Introduccién

La preeclampsia se considera como un desorden
hipertensivo que ocurre principalmente por una ma-
la adaptacion placentaria, que involucra disfuncion
endotelial y que afecta consistentemente al rinén
(Shah, 2005). La génesis del proceso reside, proba-
blemente, en una implantacién anémala del trofo-
blasto placentario mediado por mecanismos inmuno-
légicos y quizas genéticos. Esto provoca hipoperfu-
sién utero-placentaria, la cual favorece a la liberacion
de sustancias citotéxicas que lesionan difusamente
al endotelio causando disfuncién endotelial y vaso-
constriccidon generalizada (rindn, cerebro, higado,
etc), asi como activacion de la cascada de la coagula-
cion. Ademas se produce la activacion del sistema
nervioso simpatico y el desequilibrio entre la sintesis
de sustancias vasodilatadoras (prostaciclina y 6xido
nitrico) y vasoconstrictoras (tromboxano A, y endote-
lina), desviandose el equilibrio hacia estas tultimas
(Seligman y col., 1994; Lyall y Greer, 1996; Silver y
col., 1996; Dekker y Sibai, 1998; Clambers y col.,
2001; Roberts y Cooper, 2001; Pacheco, 2003).

Ademas de la liberacién de sustancias vasoacti-
vas y angiogénicas, como la angiotensina II, se libe-
ran sustancias como el anticuerpo anti-receptor AT,
(AT1-AA) y de un antagonista del factor de crecimien-
to endotelial vascular (VEGF) el sFlt-1 (placental solu-
ble fms-like tyrosine kinase 1). Este ultimo, al redu-
cir los niveles circulantes del VEGF y del factor de cre-
cimiento placentario (PIGF), contribuyen a la hiper-
tension, la disfuncién endotelial y al dano renal (Bank
y col., 1998; Tsatsaris y col., 2003). Alin mas, el pre-
dominio de la liberacién de sustancias vasoactivas
que ocurre en la placenta, a su vez favorece a la acti-
vacion de vias intrinsecas y extrinsecas de la coagu-
lacion, y con ello se genera incremento de tromboxa-
nos, citoquinas, factor de necrosis tumoral que afecta
también la integridad endotelial vascular.

Como consecuencia al dano endotelial que ocu-
rre en los vasos sanguineos, se produce un incre-
mento del estrés oxidativo y por ende de la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual
conlleva a un aumento de la reactividad vascular a la
angiotensina Il periférica y al dano renal (Shah, 2005).
Otro de los factores que influyen en el dano renal en
la preeclampsia, es la disminucion de la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD y GPX placentarias, a
los altos niveles de malonil-dialdehido (MDA) (produc-
to final de peroxidacion lipidica), al incremento de
tromboxanos y lipoperdxidos. Por ello, la desregula-
cion funcional esta asociada a una baja proteccién
oxidativa que favorece a la insuficiencia renal (Balal y
col., 2003).
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La disfuncién endotelial en el rindn en la pree-
clampsia se manifiesta por disminucion del flujo
plasmatico renal (FPR) y de la tasa de filtracion glo-
merular (TFQ), presencia de proteinuria que puede
estar en rango nefrético, asi como también evidencia
morfologica de endoteliosis glomerular (Munkhaugen
y Egil, 2009). La evidencia indica que durante el
embarazo normal existe una adaptacion fisiolégica
vascular, que comprende un incremento en el volu-
men sanguineo, un aumento del gasto cardiaco y una
disminucién de la resistencia periférica vascular,
acompanada de un incremento enddégeno en la pro-
duccién de 6xido nitrico (ON), y un aumento en la
respuesta vascular dependiente del endotelio intac-
to (Buhimschi y col., 1998). Actualmente no existen
dudas que el incremento de la produccién de ON en
el endotelio vascular y su biodisponibilidad normal
constituyen mecanismos criticos que explican la
adaptaciéon hemodinamica en el embarazo normal
(Lopez-daramillo y col., 2008).

Ahora bien, la caracteristica mas importante ob-
servada en la preeclampsia es la vasoconstriccion ge-
neralizada. Debido a ello, se ha propuesto la existen-
cia de una alteracion en la sintesis de ON endotelial.
En efecto, se ha demostrado que durante la pree-
clampsia ocurre una disminucioén de la concentracion
de nitratos y nitritos, asociada a disminucion de los
niveles de GMPc, cuando se compara con pacientes
controles. Ademas, existe una disminucion de la bio-
disponibilidad del ON, posiblemente mediado por la
acumulacioén de la dimetilarginina asimétrica (ADMA),
un inhibidor enddégeno de la sintasa de 6xido nitrico
endotelial (Slaghekkee y col., 2006), al posible incre-
mento de la actividad arginasa endotelial (Demou-
geot y col., 2005) y a un incremento del estrés oxida-
tivo responsable de la rapida degradacién del ON,
especialmente debido a su gran reactividad con el
anion superoéxido para formar peroxinitrito, lo cual
explicaria la vasoconstricciéon periférica, la disfun-
cién endotelial y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad (Lopez-Jaramillo y col., 2008).

Debido a la fuerte evidencia que indica el papel
primordial del ON y su desregulacion en la pree-
clampsia, se generé un modelo experimental que
resulta de la inhibicién cronica de la sintesis de ON
mediante la administraciéon de L-NAME a ratas prena-
das. En este modelo los animales desarrollan hiper-
tension, y cambios fisiologicos como la potenciacion
de la respuesta presora a la angiotensina Il, vasopre-
sina y noradrenalina, proteinuria e incremento de la
agregacion plaquetaria, similar a los cambios que
ocurren en la preeclampsia humana (Molnar y Herte-
lendy, 1992). El tratamiento con L-NAME en ratas
prenadas produce disfuncion renal, vasoconstric-
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cion en las arterias renales, y una disminucion en la
tasa de filtracion glomerular, alteraciones en la pla-
centa y trombosis en los vasos sanguineos. De mane-
ra que la reduccién de la sintesis 6xido nitrico en
ratas prenadas desarrolla un buen modelo de pree-
clampsia muy similar a la preeclampsia desarrollada
en humanos (Pandhi y col., 2001).

En la actualidad se conocen algunas de las gene-
ralidades de este modelo experimental, sin embargo
aun no se ha caracterizado la contribucion relativa
del estrés oxidativo y de la actividad de las enzimas
antioxidantes en la alteracion de la funcion renal en
este modelo de preeclampsia.

Materiales y métodos
ANIMALES Y PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION

Como animales de experimentacion se utilizaron
ratas hembras primigestas, de la cepa Sprague-Daw-
ley, de 12-13 semanas de edad, provenientes del Bio-
terio del Instituto de Medicina Experimental (Cara-
cas), mantenidas bajo libre acceso al agua y a la co-
mida (Ratarina®) hasta el momento del experimento.
Después del apareamiento, la presencia del esperma-
tozoide en el frotis vaginal marca el dia 1de la gesta-
cion. A partir del dia 13 de la gestacion, los animales
se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos.
Los animales del grupo I que recibieron una dosis de
50 mg/kg/dia de N-nitro-L-arginina (L-NAME) adminis-
trada por via intraperitoneal, durante 7 dias. El grupo
Il recibio solo vehiculo (solucidn fisiologica). El grupo
Il recibié tempol (20 mg/kg/dia, i.p.) durante 7 dias
y el grupo 1V recibio el tratamiento combinado de
L-NAME+tempol durante 7 dias. Todos los anima-
les fueron pesados dos veces a la semanay se les de-
terminé la presion arterial sist6lica, diastolica y fre-
cuencia cardiaca.

Al dia 20 de la gestacion, los animales fueron co-
locados en jaulas metabdlicas individuales para la
recoleccion de orina de 24 horas. Inmediatamente
después de la recoleccion de las muestras de orina
los animales fueron sacrificados por decapitacién, se
recolectaron muestras del rinén y fetos los cuales
fueron colocadas inmediatamente en hielo. Los fe-
tos fueron cuantificados y pesados y las cortezas re-
nales fueron homogenizadas y congeladas a -20 °C,
hasta su utilizacion en los ensayos respectivos.

Los procedimientos empleados en los experi-
mentos fueron sometidos para su aprobacién, al Co-
mité de Bioterio de la Facultad de Farmacia, Uni-
versidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.
Todos los experimentos fueron realizados siguiendo
las buenas practicas para el manejo de animales de
laboratorio (NIH Guide, 1996).

Revista Facultad de Farmacia  Vol. 74 ¢ N°2 « 2011

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL (PA)
Y DE LA FRECUENCIA CARDIACA (FC)

Para la determinacion de la PA (PAS y PAD) y FC se
utilizé el método indirecto no invasivo mediante el
empleo de un pletismoégrafo digital de cola (Digital
Pressure Meter LE 5000, LETICA y el Pressure Cylin-
der LE 5100, LETICA® Scientific Instruments, Barce-
lona, Espana). Para ello, las ratas fueron calentadas
en una estufa graduada a 42 °C durante 15 minutos,
y luego colocados en un cepo para la determinacion
no invasiva de los parametros cardiovasculares. Es-
tos fueron determinados a la misma hora del dia
durante los periodos de entrenamiento y del experi-
mental. La PAM fue calculada de acuerdo a la formu-
la: PAD+1/3(PAS-PAD).

CUANTIFICACION DE LA EXCRECION
URINARIA DE PROTEINAS

Se empled el método colorimétrico basado en el
método de Biuret, en el cual se determina la cantidad
de proteinas presentes en la orina mediante la forma-
ciéon de un quelato coloreado, donde ocurre una
reaccién entre los iones cuprico y los enlaces peptidi-
cos. El método se fundamenta en la co-precipitacion
de proteinas, en presencia del reactivo de rojo Pon-
ceau y la adicion del acido tricloroacético. La concen-
tracion de proteinas urinaria se cuantificoé espectrofo-
tométricamente a una longitud de onda de 560 nm,
su concentraciéon se calculé mediante la utilizacién
de una curva estandar de albiimina sérica de bovino.
Los resultados se expresaron como mg de protei-
nas/100 g de rata (Pesce y Strande, 1973).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA CATALASA (CAT)

La actividad de la catalasa fue determinada em-
pleando una modificacién del método de Aebi
(1984), que se basa en la disminucién de la absor-
bancia del H,O, debido a su degradacion enzimatica
y monitoreada a una longitud de onda de 240 nm, a
25 °C. Brevemente, en una celda de cuarzo se colo-
can 25 pL de homogenizado del tejido diluido 1:33
en amortiguador de fosfatos 10 mM (pH 7,0), se adi-
ciona 725 pL de H,0, 7,7 mM e inmediatamente se
mide el cambio de absorbancia a 240 nm, alos 15y
30 segundos. De acuerdo a Aebi, se utiliza la cons-
tante de reaccion de primer orden (k) como la uni-
dad de actividad de la CAT, la cual queda definida de
acuerdo a la siguiente férmula: k = (1/t) (2,3 x log
A,/ A,), donde t es el intervalo de tiempo medido
(seg), A; y A, son las absorbancias del H,O, en los
tiempos t; y t,. Los resultados se expresan como
k/mg de proteina.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La actividad de SOD se determiné mediante una
modificacién del método de Oberley y col. (1984), el
cual mide la capacidad SOD presente en la muestra
para inhibir la reduccién del azul de nitrotetrazolio
(NBT) por el anién superoxido generado a través del
sistema de la xantina-xantina oxidasa presente en la
mezcla de reaccion. Los resultados son expresados
como U/mg proteina. Una U de actividad SOD se defi-
ne como la cantidad de enzima requerida para inhibir
en un 50% la formacién de los cristales de formazan.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
DE LA GLUTATION PEROXIDASA (GPX)

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) fue
determinada de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé (1984), mediante una reacciéon
acoplada con la glutatién reductasa. El glutation redu-
cido es empleado por la GPx para reducir el peroxido
de hidrégeno, el cual es regenerado por la glutation
reductasa a partir de glutation oxidado y NAD (P)H. La
reaccion mide la disminucién de la absorbancia a 340
nm debido a la desaparicién de NAD(P)H. Los resulta-
dos fueron expresados como actividad enzimatica en
U/mg proteina (¢ = 6.22 mM™! cm™!). Una U de GPX
representa un mmol de NAD(P)H oxidado/min por mg
proteina.

DETERMINACION LAS PROTEINAS TISULARES

Las proteinas tisulares totales fueron determina-
das por el método de Lowry y col. (1951) utilizando
albumina sérica de bovino como patrén. Los resulta-
dos fueron expresados como mg de proteinas/ml.

Histologia renal

Los animales fueron sacrificados mediante deca-
pitacion, se practicé una incision en la parte media
del abdomen, y el rindn izquierdo fue extraido, de-
capsulado y pesado. El rindn derecho, fue fijado en
formalina y embebido en parafina para los estudios
histopatolégicos, utilizando rebanadas de rinén de
unas 4-6 micras. Los estudios morfologicos fueron
realizados por un observador ciego con respecto al
dgrupo de tratamiento al que pertenece el animal.

El dano tubulointesticial, fue evaluado mediante
el uso de una escala semicuantitativa. Las rebanadas
de rinbn embebidas en parafina, fueron tenidas con
hematoxilina y eosina y observadas bajo un micros-
copio de luz.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como la
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media mas o menos el error estandar de la media
(X £ EEM). Las diferencias entre los grupos se deter-
min6é mediante el uso de la prueba de «t» de Student
y el analisis de varianza de una via (ANOVA). Un valor
de p<0,05 fue considerado como estadisticamente
significativo.

Resultados

Presion arterial media y excrecion urinaria de
proteinas en ratas con preeclampsia experimental
inducida mediante el tratamiento con L-NAME.
Efecto del tratamiento con tempol.

El tratamiento a ratas prenadas con L-NAME du-
rante 7 dias consecutivos produjo un incremento sig-
nificativo de la presion arterial media, cuyos valores
alcanzaron a 157,3 + 3 mmHg (Figura 1). De igual
forma, el tratamiento con L-NAME elevo significativa-
mente la excreciéon urinaria de proteinas (Tabla Iy
Figura 2). Aun cuando no se observaron reducciones
en el nimero de fetos después del tratamiento con
L-NAME, si se produjo una reduccion significativa en
el peso promedio de los fetos asociada con incre-
mento de la resorciéon (Tabla I). La observaciéon al mi-
croscopio de luz (Figura 3) muestra que el rinén de la
rata prenada sin tratamiento presenta tumefaccion
turbia y edema glomerular, mientras que en el rindn
proveniente de las ratas prenadas y tratadas con
L-NAME presentan tumefaccion turbia de epitelios
tubulares, focos hemorragicos y congestion de capi-
lares glomerulares. El tratamiento con tempol (20
mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos redujo en
forma significativa el incremento de la presion arte-
rial media inducido por la inhibicion de la sintesis de
ON en ratas prenadas (Figura 1). El tempol por si mis-
mo no alter¢ significativamente el curso temporal de
la presion arterial media en ratas prenadas (Figura 1).
De igual forma, el tratamiento con tempol revirtié
completamente la proteinuria, la reduccion de los pe-
sos promedio de los fetos y la resorcién observada
en este modelo de preeclampsia experimental (Figu-
ra 2, Tabla ).

Efectos histologicos

La observacion al microscopio de luz (Figura 3)
muestra que el rindn de la rata prenada sin trata-
miento presenta tumefacciéon turbia y edema glome-
rular (CONTROL); mientras que en el rindbn provenien-
te de las ratas prenadas y tratadas con L-NAME pre-
senta tumefaccion turbia de epitelios tubulares, fo-
cos hemorragicos y congestion de capilares glomeru-
lares (L-NAME). Los rinones provenientes de animales
tratados con tempol muestran tumefaccion turbia de
epitelios tubulares, edema glomerular (TEMPOL);
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mientras que el tratamiento simultaneo con L-NAME
+ tempol muestra rinones con tumefaccion turbia de
epitelios tubulares, congestion de capilares glomeru-
lares, pequenos focos hemorragicos.
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Figura 1. Curso temporal del efecto del tempol (20 mg/kg/
dia) durante 7 dias, sobre el incremento de la presion arterial
inducido por el L-NAME en ratas preiadas. N= 8 por grupo.
*p<0,01 comparado con ratas tratadas con tempol, **p<0,001
comparado con ratas tratadas con L-NAME.
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Figura 2. Efecto del tempol (20 mg/kg/dia) durante 7 dias,
sobre la excrecion urinaria de proteinas en ratas con pree-
clampsia inducida por el tratamiento con L-NAME. N = 8 ani-
males por grupo. ***p<0,0001 comparado con ratas prenadas
control.

Efecto del tempol sobre la actividad de las enzi-
mas antioxidantes renales en ratas con preeclam-
psia experimental inducida mediante el tratamien-
to con L-NAME.

Como se observa en las figura 4, la actividad re-
nal de las enzimas antioxidantes superdxido dismu-
tasa (-54%), catalasa (-55%) y glutatién peroxidasa
(-42%) se encuentran significativamente disminuidas
en la corteza renal de las ratas con preeclampsia ex-
perimental inducida por el tratamiento con L-NAME.
El tratamiento crénico con tempol previno la reduc-
ciéon de la actividad de las enzimas antioxidantes
SOD y CAT inducida por el L-NAME en ratas prena-
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CONTROL

L-NAME

TEMPOL

Figura 3. CONTROL: Riinén de ratas prenadas tratadas con
vehiculo: tumefaccién turbia. Edema glomerular; L-NAME:

Rinén de ratas tratadas con L-NAME: tumefaccién turbia de
epitelios tubulares, focos hemorragicos, congestion de capi-
lares glomerulares; TEMPOL: Rifién de ratas tratadas con
tempol: tumefaccién turbia de epitelios tubulares, edema
glomerular; TEMPOL+ L-NAME: Rinon de ratas preinadas trata-
das con Tempol+L-NAME: tumefaccion turbia de epitelios
tubulares, congestion de capilares glomerulares, pequeinos
focos hemorragicos. Tincion con eosina y hematoxilina.

das, pero afecto solo parcialmente la reduccién de la
GPx (-33%).

Discusion

Los resultados del presente trabajo estan en con-
cordancia con las evidencias acerca de un modelo
experimental de preeclampsia que resulta de la inhi-
bicién crénica de la sintesis de ON mediante la ad-
ministracion de L-NAME a ratas prenadas y ratifican el
papel primordial del ON y su desregulacion en la pre-
eclampsia. En efecto, el tratamiento crénico con
L-NAME, produjo un incremento significativo de la pre-
sion arterial similar a lo que ocurren en la preeclam-
psia humana (Molnar y Hertelendy, 1992). Efectiva-
mente, la preeclampsia es un desorden hipertensivo
que ocurre principalmente por una mala adaptaciéon
placentaria, que involucra disfuncién endotelial, la
cual afecta consistentemente al rinén (Shah, 2005).
Nuestros hallazgos apoyan este concepto ya que la PE
inducida por la inhibicion de la sintesis de 6xido nitri-
co (Camacho y col., 2011), estuvo asociada a disfun-
cion endotelial en el rindn que se manifesté por pro-
teinuria, asi como evidencias morfolégicas de endo-
teliosis glomerular (Munkhaugen y Egil, 2009). Asi, se
observo una lesion renal precisa, identificable me-
diante microscopia de luz, caracterizada por tumefac-
cion turbia de las células endoteliales tubulares, focos
hemorragicos y congestion de capilares glomerulares,
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Figura 4. Efecto del tempol (20 mg/kg/dia) durante 7 dias, sobre la actividad de las enzimas antioxidantes renales: superéxi-
do dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (N=8 por grupo), en ratas con preeclampsia inducida por el tratamiento con
L-NAME. *p<0,01 y **p<0,001 comparado con ratas preiadas control; #p<0,01 comparado con TEMP.

Tablal
CONTROL L-NAME TEMPOL L-NAME +
TEMPOL
Numero
de fetos 10,11+£0,5 | 9,0£0,5 |10,01£1,02| 11,1+0,9
Pesos /no.
defetos(g)| 3.24+0,2 |1,95+0,1* 3,810,3 2,13+0,1
Necrosis 0 1,5+0,1 * 0 0,33+0,02

*p<0,01 comparado con control. N= 28-40 por grupo.

posibles responsables de las alteraciones de la fun-
cion renal. Al respecto, se ha demostrado que mien-
tras que en el embarazo normal, aumenta la tasa de
filtracion glomerular (TFG), por un aumento del flujo
plasmatico renal (FPR), las alteraciones funcionales a
nivel renal en la mujer preeclamptica incluyen dismi-
nucion del flujo plasmatico renal (FPR) y la tasa de fil-
tracién glomerular (TFG), como también proteinuria
que puede estar en rango nefrético (Moran y col.,
2003).

Otro hallazgo significativo en este estudio fue la
observacion de los signos clasicos de la preeclampsia
en ratas, como lo es el retardo en el crecimiento in-
trauterino e incremento de la resorcion fetal; signos
que probablemente son debidos a la vasoconstric-
Cién y a la isquemia de la unidad feto-placentaria des-
crita en la preeclampsia.

Ahora bien, el estrés oxidativo es un desbalance
entre las fuerzas pro-oxidantes y anti-oxidantes y se ha
demostrado que en los embarazos con preeclampsia
ocurre una disminucion significativa de la proteccion
antioxidante. Muchas son las causas que parecen es-
tar involucradas en el incremento del estrés oxidativo
en la preeclampsia. Se ha postulado que el incremen-
to del estrés oxidativo y la produccion de anién supe-
roxido en la preeclampsia (Biri y col., 2007) se asocia
a una temprana placentacion anormal con isquemia
placentaria e hipoxia (Gilbert y col., 2007); a la pre-
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sencia de anticuerpos anti-receptores AT; de angio-
tensina Il (Xiay col., 2003), a alteraciones en el meta-
bolismo de carbohidratos asociado a la resistencia a
la insulina con sobrepeso y obesidad (Joffe y col.,
1998) y a la presencia de infecciones subclinicas en
la vagina, sistema urinario y enfermedad periodontal
(Herrera y col., 2007). Todas estas alteraciones con-
ducen a una reaccién inflamatoria intravascular gene-
ralizada y un estado de estrés oxidativo que produce
disfuncion endotelial que predispone a la mujer em-
barazada a desarrollar preeclampsia (Herrera y col.,
2001). En estudios de placentas de mujeres con pre-
eclampsia comparadas con placentas normales, se
ha demostrado en las primeras un aumento de la
peroxidacion de lipidos mitocondriales y de la gene-
racion de aniones superoxidos, lo que podria contri-
buir y ser una fuente importante de estrés oxidativo
en la placenta (Wang y Walsh, 1998). Debido a este
desbalance oxidativo de origen placentario, se ha
postulado que la hipoperfusion sanguinea mediada
por la angiotensina Il, la vasoconstriccion sistémica y
el estrés oxidativo placentario, son factores respon-
sables de la disfuncién endotelial vascular renal, y
que contribuye con el desarrollo de la preeclampsia
(Shah, 2005).

Uno de los factores que podrian influir en dano
renal en la preeclampsia, es el estrés oxidativo local
que resultaria, entre otras causas, por la disminucion
de la actividad de las enzimas antioxidantes renales.
Nuestros resultados apuntan a esa posibilidad ya que
la inhibicién de la sintesis de ON que se demuestra
por la reduccion de la actividad de la sintasa de 6xido
nitrico renal (Camacho y col., 2011), genera un mo-
delo de PE experimental con endoteliosis glomerular
que esta asociado a la disminucion significativa de
tres de las enzimas antioxidantes renales: la catalasa,
la superdxido dismutasa y glutation peroxidasa. La
disminucién de la actividad de las enzimas antioxi-
dantes, las cuales son mecanismos enzimaticos que
defienden en situaciones de estrés oxidativo, sugiere
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que la desregulacion de la funcionalidad renal esta
asociada a una baja proteccion oxidativa que condi-
ciona a la insuficiencia renal (Balal y col., 2003).

El organismo normalmente contiene mecanismos
enzimaticos antioxidantes que limita este proceso.
Sin embargo, en ciertas circunstancias estos meca-
nismos regulatorios no pueden controlar el balance
redox intracelular, generando elevadas concentracio-
nes de perdxidos lipidicos (Buhimschi y col., 1998) y
del anién superoxido, el cual es capaz de unirse al
ON y formar peroxinitrito, este ultimo al unirse a pro-
teinas es altamente citotoxico; ademas, los niveles
elevados de peroxinitrito reducen la biodisponibili-
dad de ON con todos los efectos perjudiciales que a
nivel vascular y renal esto implica.

Se ha sugerido que el incremento temprano del
estrés oxidativo placentario, que cursa antes del ini-
cio de los sintomas maternales, juega un papel fun-
damental en la disfuncién endotelial generalizada y el
dano renal, por lo que el tratamiento temprano con
antioxidantes podria interrumpir el proceso de la en-
fermedad. Nuestros resultados apoyan esta posibili-
dad ya que demuestran que el tratamiento crénico
con un compuesto que mimetiza a la SOD, el tempol,
fue capaz de reducir significativamente la hiperten-
sion y bloquear completamente la proteinuria. Asi
mismo el tempol fue capaz de revertir la disminucion
de la actividad de dos de las enzimas antioxidantes y
los danos a nivel renal. Todo ello sugiere un papel de-
terminante del estrés oxidativo en las manifestacio-
nes disfuncionales en este modelo experimental de
preeclampsia. En apoyo a nuestros hallazgos se en-
cuentran los descritos por Hoffmann y col. (2008),
quienes demostraron que el tempol es capaz de pre-
venir la hipertension, la proteinuria y la funcion feto-
placentaria en un modelo de preeclampsia en raton,
el BPH/5, el cual desarrolla de forma espontanea las
caracteristicas clinicas de la preeclampsia humana.

En conclusién, en la preeclampsia experimental
inducida por la inhibicion crénica de la SON, la dis-
funcion renal se asocia a una disminucion de los me-
canismos antioxidantes renales, lo que conduce a un
incremento del estrés oxidativo. La produccion de es-
pecies reactivas de oxigeno parece ejercer un efecto
causal importante en la disfuncién endotelial genera-
lizada y del dano renal, y por ello el uso de terapéuti-
co de los antioxidantes como tratamiento de la pree-
clampsia parece ser prometedor.
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