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Efecto de los donadores de 0xido nitrico en la induccion de la maduracion cervical

GABRIEL ARTEAGA-TRONCOSO,* MARCELA LOPEZ-HURTADO,* FERNANDO GUERRA-INFANTE=

RESUMEN

Los nitratos organicos o ésteres del acido nitrico, tales como el dinitrato de
isosorbide, trinitrato de glicerilo y nitroprusiato de sodio, son una nueva clase
de compuestos utilizados para inducir la maduracién cervical. Su eficacia se
basa en la capacidad que tienen para ser bioactivados en el sistema de 6xido
nitrico para relajar al musculo liso vascular. Los experimentos quimicos han
implicado tanto a las riboflavinas como a los tioles en la activacion de los nitratos
organicos. Aunque existe una gran cantidad de estudios biolégicos que sugieren
que el 6xido nitrico puede formarse a partir de los nitratos organicos en el medio
ambiente intracelular, el mecanismo quimico de las células endoteliales de
cuello uterino, mediante el cual ocurre, aun no se ha establecido. En este articulo
se revisan las posibles interacciones entre los nitratos organicos, flavinas y
tioles, como un medio para determinar el papel que pueden desempenar estas
especies bioquimicas enla produccion de 6xido nitricoy la maduracion cervical.

PALABRAS GUIA: Oxido nitrico, maduracion cervical, induccion.

INTRODUCCION

Las células endoteliales producen y liberan
distintos agentes vasoactivos que regulan el
tono del musculo liso vascular. Uno de estos
agentes es la molécula 1abil llamada, factor
relajante derivado del endotelio (EDRE, por
sus siglas en inglés)! y que ha sido identificado
como oOxido nitrico (NO, por sus siglas en
inglés). Las evidencias bioquimicas
demuestran que el endotelio vascular mantiene
una cierta produccién de NO en situacidén
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basal, pero que bajo condiciones especiales, el
NO acttia como un potente vasodilatador
endégeno cuya vida media es muy corta. Las
propiedades paramagnéticas de NO (como
tener una cantidad impar de electrones)
contribuyen a que tenga afinidad por el grupo
hemo, lo que explica que NO se asocie a dicho
grupo en la guanilato ciclasa (GC).? Dicha
unién provoca un incremento substancial de
la produccién de Monofosfato de Guanocin
ciclico (GMPc) en las células blanco del
endotelio vascular.? La vasorrelajacion se pro-
duce a partir de la modulacién del GMPc
dependiente de las proteinas cinasas, de la
fosforilacion/defosforilacién de las cadenas
ligeras de miosina y del control de los canales
idonicos K*_ con la homeostasis del calcio
intracelular.*®

Los donadores de 6xido nitrico o compuestos
organicos con grupo funcional éster, tales como
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trinitrato de glicerilo (GTN, por sus siglas en
inglés), dinitrato de isosorbide y el tetranitrato
de pentaeritritol (PETN, por sus siglas en
inglés), tienen propiedades farmacoldgicas
similares y, al igual que la nitroglicerina, son
con frecuencia prescritos en el tratamiento de
una variedad de trastornos vasculares
cardiacos. Los nitratos organicos son
metabolizados reductivamente hasta liberar
NO, el cual conduce la activaciéon de la GC y la
catalisis en la conversion del GTP a GMPc, el
segundo mensajero implicado en mediacién
de NO.¢ El incremento de los niveles de GMPc
conduce a la relajaciéon de la musculatura lisa
como resultado del metabolismo de NO.”?
Ademas, los nitratos organicos pueden
participar en la ruta endégena de la produccion
de NO por las células endoteliales para
mantener el tono vascular.!!? Esto ha
conducido el interés por explorar la actividad
metabolica de NO y el uso clinico de las drogas
nitrovasodilatoras como potenciales inductores
de la relajacién endocervical.!® En esta revision
se pretende mostrar el efecto de las drogas
donadoras de 6xido nitrico en la actividad
metabdlica de la generacién de NO, el cual
puede servir de base para el entendimiento de
la bioactivacion/relajacion que realizan las
células endoteliales de la musculatura lisa del
cérvix.

LA MADURACION DEL CERVIX

El cérvix humano se compone de 10 a 15%
de células de musculatura lisa y de 85 a 90% de
tejido conectivo.!* El endotelio vascular
presenta una fina capa de epitelio de forma
columnar que recubre al canal del endocérvix
y que contiene una gran cantidad de glandulas
ramificadas; mientras que el estroma muestra
una matriz extracelular, principalmente de
proteinas de colagena de tipo I y IIL.!'5:1¢
Ademas, el colageno de tipo IV esta presente
en las células musculares lisas y en las paredes
de los vasos sanguineos.!” Las fibras de
colageno proporcionan la rigidez que puede
ser rapidamente substituida por colagenasas,
aunque la fuente y el control de estas enzimas
ain no han sido completamente entendidas.'®
La matriz estad compuesta por agua,
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glicosaminoglicanos y protoglicosamino-
glicanos, asi como de sulfato de dermatan,
acido hialurdnico y sulfato de heparan.'”” La
elastina y fibronectina se localizan entre las
fibras de colageno y forman una capa delgada
de proteinas debajo del epitelio. La
maduracién cervical es el proceso que permite
que el cuello uterino cambie de estructura y que
se modifique de ser una
perfectamente cerrada para mantener un
embarazo intrauterino, a un O6rgano compa-
tible con la dilatacién que facilite el paso del
feto. Una disminucién en el contenido de
colageno acompanado por un aumento de agua
y acido hialurénico, permite el ablandamiento
del cuello uterino inmediatamente antes y du-
rante el parto. Los cambios estructurales que
muestra el cérvix durante el trabajo de parto
aparecen en dos fases: 1) maduracién, en
donde se presenta la reorganizacién del
colageno, y 2) dilataciéon. La maduracién cer-
vical es la parte fundamental de la fase que
condiciona el alumbramiento y ocurre

estructura

Figura 1.
El orificio interno del cérvix

donde comienza la maduracion cervical se
localiza muy cerca de las membranas fetales.
La rigidez del cuello del atero se debe en gran
medida a la presencia de colagenos y, por lo

tanto, éstos son susceptibles al ablandamiento
por accidn de las colagenasas Iy III.

Cabeza del feto
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independientemente de las contracciones
uterinas.!>!8 El orificio interno del cérvix donde
comienza el proceso de maduracidn se muestra
en la figura 1. La dilatacién cervical implica
una reaccion inflamatoria y la presencia de una
compleja cascada de enzimas degradativas que
acompanan al nuevo arreglo de proteinas de
matriz extracelular y de glicoproteinas.!>%2! La
hiperplasia y la hipertrofia de los fibroblastos,
asi como la creciente hidrataciéon del tejido de
la regién cervical, son los cambios anatomo-
fisiol6gicos que ocurren al final de la gestacion.”

ASPECTOS FISIOLOGICOS
DEL CONTROL DE LA
DILATACION CERVICAL

La maduracién del cérvix comienza antes de
la apariciéon de las contracciones y del trabajo
de parto. La maduracion cervical es el resultado de
una serie de complejos procesos bioquimicos
que termina con la reorganizacidén y rees-
tructuracion de las moléculas de colageno, lo
que provoca que el cuello del atero se adelgace,
suavice, relaje y dilate como respuesta del inicio
de las contracciones uterinas.

En la dltima etapa del embarazo, las enzimas
catabdlicas inician la degradacién del colageno
y de otras proteinas estructurales de matriz
externa.'>!¢ El incremento en la produccién del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o, por sus
siglas en inglés) y de interleucina 1 beta (IL-1f),
produce un aumento de la expresioén de las
moléculas de endotelial vy
extravasacion de neutréfilos en el estroma del
cuerpo cervical. También se ha observado que
altas concentraciones de &acido hialurdénico
correlacionan con la induccién de IL-1p y TNF-
o..?? Un aumento en la concentracion de IL-1f3 se
asocia con la expresiéon de los mensajeros para
interleucina 6 (IL-6) en el cérvix. La IL-6 y la
expresiéon del RNAm de interleucina 8 (IL-8)
en la decidua del corion, asi como la presencia
de TL-1B e IL-8 en el amnios, condicionan el
inicio del trabajo de parto.?*?* Inclusive, la
presencia de otras células positivas para IL-8
(localizadas en el cérvix humano) tales como las
de origen estromal, macré6fagos y granulocitos,
pueden participar durante el trabajo de
parto.?*?> Cabe senalar que los niveles de IL-8

adhesiéon
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de origen cervical se correlacionan con la
liberacion de colagenasas (metaloproteasas de
matriz cervical-8), que son las enzimas que
también modulan las proteinas de matriz
extracelular.?*?52® El aumento de la sintesis de
IL-8 estimula la produccién de progesterona
(PG) y leucotrienos, 1o que provoca la dilatacion
de los vasos sanguineos del cérvix y favorece el
reclutamiento de leucocitos.?? La presencia de
las células polimorfonucleares activadas en fase
de degranulacién, siempre acompafna a la
lisis de las proteinas de matriz extracelular.’”
Después de la degranulaciéon de los neutréfilos,
las proteasas encuentran una red desestabilizada
de fibras de colageno. La accion de las enzimas
sobre las células estromales tiene un tiempo
limitado, el cual se controla por la concentracion
de proteinas inhibitorias de proteasas presentes
en el tejido.?? La metaloproteasa de matriz 8
(MMP-8) parece correlacionar con la
maduracién cervical (localizada principalmente
en el tejido estromal) a diferencia de las
metaloproteasas de matriz 1 y 3.2'2° La
utilizaciéon de interleucina 8 exdgena ha sido
exitosa para madurar farmacoldgicamente al
cérvix de algunas especies animales.03!

Por otra parte, la PG parece estar implicada
en el control de la maduracién/dilatacién cer-
vical, sobre todo por los resultados obtenidos
en animales y humanos utilizando anti-
progestagenos.’?>* La retirada funcional de la
progesterona condiciona y prepara el inicio
del trabajo de parto, es decir, un cambio en
la afinidad receptor-ligando de la PG y la
disminucién en la concentraciéon de la misma
en el miometrio y/o en el cérvix. Los resultados
preliminares sostienen la hipo6tesis de que el
retiro de la hormona puede tomar lugar en el mio-
metrio humano, via los cambios en la expresion
de co-activadores de los receptores de
progesterona,* o por la ruta de la expresion
diferencial de las isoformas del receptor.®:3¢
Estos resultados soportan la idea de que la
desaparicion de progesterona puede ocurrir a
través de receptores, facilitando asi la respuesta
de retroalimentacién de la hormona a nivel de
la hipofisis anterior.

Otros mediadores no hormonales que
participan en la maduracién/dilatacién cervi-

305

Perinatol Reprod Hum



Gabriel Arteaga-Troncoso y cols.

cal incluyen las prostaglandinas, la IL-8' 16y
las uterotoninas, como la oxitocina y la
endotelina 1, y que son
independientes de la progesterona. Quizas
también la proteasa secretoria inhibitoria de
leucocitos (SLPI: presente en el moco cervical
durante la fase de maduracién),’” sea un
poderoso inhibidor de la funcién de neutréfilos
con efecto antagonista de la accién de IL-8.38
Ademas, el factor activador de plaquetas (PAF,
por sus siglas en inglés), que es una citocina
pro-inflamatoria que acelera la colagendlisis
por la via de la induccién de la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, por
sus siglas en inglés) y que regula la sobre
activacion del linfocito T RANTES positivo.*®
Finalmente, varios neuropéptidos, como la
sustancia P, capsaicina, neuroquinina A, el
péptido relacionado al gen de calcitonina y la
secretoneurina, son productos que pueden
contribuir eficientemente en la maduracién

mediadores

del cérvix.*°

EL OXIDO NITRICO ES
ESTIMULADO EN EL CERVIX
DURANTE EL TRABAJO DE PARTO

El NO representa el final de la ruta metabdli-
ca en la maduracion del cérvix siendo acompanada
por la biosintesis de prostaglandinas. Se ha
identificado en las secreciones vaginales de
mujeres en trabajo de parto pretérmino una
alta concentracién de productos metabdlicos
del 6xido nitrico (NOx).*' Aunque se desconoce
la fuente de estos metabolitos, es posible que
las células inflamatorias que infiltran al tejido,
asi como las células que estan presentes en el
cérvix pueden ser las responsables de la sintesis
de NO. El NO puede inducir la muerte celular
por apoptosis,!®*? pero también activar las
MMPs.#4 Es asi que la sobreproduccién de
NO puede estar relacionada con la maduracién
del cérvix, fragilidad de las membranas y el
subsecuente inicio de trabajo de parto
prematuro.

La produccién de NO endégeno ha sido
detectada en el cérvix de diferentes especies
siendo regulado negativamente durante la
gestacion y sobre regulado en la labor de parto.
Los estudios realizados en animales
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demuestran que NO se asocia con la induccién
de la maduracién cervical y con la elevacion de
la liberacién de la molécula durante el trabajo
de parto.*% El NO comparte con el TNF-a la
habilidad para iniciar y/o bloquear el proceso
de apoptosis dependiendo del ciclo celular y
de maultiples factores que hasta el momento no
han sido identificados.*> A pesar de que el NO
es una sustancia apoptética que puede desviar
el ciclo celular también puede permitir la
reorganizacion del colageno.*#7

Asimismo, el 6xido nitrico, en armonia con
PGE2, puede inducir la vasodilatacién local,
aumentar la infiltracién
permeabilidad del leucocito y regular
directamente la actividad y produccién de
MMPs.484  Aunque Ledingham vy
demostraron que la secrecién de MMP-2 y
MMP-9 en fibroblastos de origen cervical no
fueron reguladas por la sobre produccién de
NO_SO

vascular, la

cols.

SINTESIS DEL
OXIDO NITRICO ENDOGENO

El 6xido nitrico endégeno es sintetizado a
partir del aminoacido L-arginina y esta sintesis
es catalizada por la enzima o6xido nitrico
sintetasa (NOS, por sus siglas en inglés) en
presencia de oxigeno molecular, fosfato
nicotinamida adenina dinucleétido (NADPH,
por sus siglas en inglés) y varios co-factores
tetrahidrobiopterinos. Ademas, la produccién
de NO intracelular es estimulada por la unién de
calcio con la calmodulina en las células
endoteliales. Las tres isoformas de la sintetasa
de 6xido nitrico (NOSn, NOSi y NOSe, por sus
siglas en inglés) estan presentes en el cérvix
humano:5!-53

e La sintetasa de o6xido nitrico neuronal
(NOSn o NOS 1), localizada en el estroma y
las células epiteliales.*

* La sintetasa inducible (NOSi o NOS II)
presente en neuronas, endotelio vascular y
macrofagos activados, asi como en células
epiteliales y el estroma de las células
fusiformes del cérvix.

* La enzima endotelial (NOSe o NOS III),
identificada en el endotelio vascular.!
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Originalmente, la NOS fue descubierta como
un activador enzimatico que cataliza la sintesis
del 6xido nitrico a partir de L-arginina.’* Bredt
y cols. fueron los primeros investigadores en
publicar el clonaje molecular de la NOS,
sefalando la existencia de tres sitios de unién
para los co-factores oxidativos (NADPH, FAD,
FMN), asi como la secuencia consenso para un
sitio de unién a la calmodulina.’®> La secuencia
carboxi terminal de la NOS es semejante a la
citocromo P-450 reductasa y, de hecho, la NOS
en el cerebelo puede funcionar como una
citocromo P-450 reductasa.’® El ADN
complementario de NOSe fue la dltima de las
tres isoformas que fue clonada y es altamente
homologa a las otras dos.” En humanos, la
NOSe es codificada por una sola copia del
genoma localizado en el cromosoma 7q35-36.%®
El ADN gendémico codifica para una proteina
de 1294 aa con un peso molecular de 135 kDa y
se expresa en las células endoteliales que limitan
la vasculatura del tejido conectivo. La actividad
quimica del NO producido por la via de la
NOS, radica en el hecho de activar la ruta de
la guanilato ciclasa soluble (GCs), provoca el
incremento en la sintesis del GMPc resultante
a nivel intracelular, lo que a su vez induce la
relajacion de las células subendoteliales de
la musculatura lisa, asi como las venas en el
cerebro y corazdén, e inhibe la agregacién y la
adhesion plaquetaria.®® S6lo la NOS tipo Iy III
se expresan constitutivamente dependiendo de
los niveles de calcio y calmodulina; mientras
que la formacién de NOSIi requiere la sintesis
de novo, independientemente de los niveles de
calcio y mediado por algunas citocinas (IFN-y y
TNF-a), de lipopolisacaridos bacterianos y de
procesos de estrés oxidativo e inflamacion.®%¢!

El modelo de ratén transgénico para NOSe
ha permitido explorar el papel de la enzima en
la regulacién de la presién sanguinea y su
localizacién en los tejidos.®?%* Estos estudios
muestran los sitios de sobreexpresion de NOSe
en las células de la vasculatura lisa del corazén,
pulmones y udtero, con niveles de expresion
mas bajos en cerebro, cerebelo e higado. Sin
embargo, la produccién de NO por la accién
NOS en el endotelio de estos animales se
observa claramente reducida cuando es
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mediada por los vasodilatadores nitrogenados.
Estos animales muestran un estado de
hipotensién permanente, pero sin incremento
en el volumen de orina excretado ni aumento
de la frecuencia cardiaca.

Por el contrario, los ratones “knock-out” para
el gen NOSe muestran el fenotipo de
hipertensién con modificaciones en el
comportamiento, anormalidad cardiaca a nivel
de valvulas y resistencia a la insulina; ademas
presentan alta sensibilidad a la accidén
contractil inducida por agonistas -
adrenérgicos. A partir de estos estudios se ha
propuesto el papel dual de la sintetasa de
oxido nitrico endotelial, ya que se encuentra
implicada no uUnicamente en la regulacién de
la presion arterial, sino también en la homeos-
tasis de lipidos, glucosa y angiogénesis.t>¢7

LOS DONADORES
DE OXIDO NITRICO Y
LA MADURACION DEL CERVIX

La nitroglicerina (GTN, por sus siglas en
inglés) fue introducida como un agente
terapéutico de la angina de pecho. Otros
compuestos organicos con grupo funcional
nitrato éster (-O-NO,), como el dinitrato de
isosorbide y el tetranitrato de pentaeritritol
tienen propiedades farmacoldgicas similares
y al igual que la GTN son prescritos en el
tratamiento de una variedad de afectaciones
cardiacas y vasculares.®®

Los nitratos organicos son reducidos hasta
producir NO, los cuales conducen la activacion
de la guanilato ciclasa. La GC cataliza la
conversion de GTP a GMPc e incrementa las con-
centraciones a nivel intracelular que conducen a
la relajaciéon de las células endoteliales de la
musculatura lisa.”*%-7! Por lo tanto, la actividad
de los nitratos éster esta relacionada con el
NO. Estos productos
biorreactivos también pueden participar en la
ruta endégena de la produccién de NO para
mantener el tono de la vasculatura lisa.!%1?

Los estudios previos indican que la
bioactivacion de los nitratos éster a NO, puede
ser un proceso enzimatico que posiblemente
involucra al sistema del citocromo P-450 y/o a
los grupos tioles que requieren glutationa

metabolismo de
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(GSH) para la reduccion.’>7¢ Ademas, la
activacién de los nitratos éster puede ser
mediada por las flavoproteinas asociadas a la
membrana celular.”” Durante la intimidad
quimica entre los grupos tioles y las flavinas
(flavin mononucledtido, FMN; flavin adenina
dinucleétido, FAD) es posible la catalisis de
los nitratos éster por NAD(P)H para reducir a
diferentes especies nitrogenadas, las cuales
son precursoras de la formacién de NO.”

Los estudios quimicos proveen la evidencia
de que el nitrato éster organico puede ser
reducido en presencia de nucledtidos
pirimidicos y de flavinas a nitrito éster. A nivel
bioquimico, es posible que este primer paso en
la activacion de los nitratos éster, sea capaz de
integrar a las flavoproteinas transmembranales
a manera de que la catalizaciéon potencialice los
nitritos para la produccién de NO. Sin em-
bargo, debido a que los nitratos éster son mas
estables a la hidroélisis que los nitritos, el papel
de los nitratos éster puede ser actuar a manera de
“escudo protector” para el nitrito organico,
hasta que éste sea introducido totalmente a la
célula endotelial.”8°

Después de ser formado, el nitrito éster se
hidroliza para dar un hidrégeno, una molécula
con grupo alcohol y el nitrito inorganico, el cual
reacciona con la GSH en presencia de la

glutationa S-transferasa, para formar S-
nitroglutationa (GSNO). Esta posibilidad
también integra la idea de que la glutationa S-
transferasa puede estar involucrada a través de
su habilidad para catalizar la formacién S-
nitrosotioles a partir de GSH y de los nitritos
éster enddgenos. Basado en estas observaciones,
la figura 2 resume el mecanismo posible de la
bioactivacion de los ésters organicos para
inducir la relajacion del cérvix, en las siguientes
ctapas:

* Captacion de los nitratos éster por las células
endoteliales de la musculatura lisa.

e Difusién de los compuestos estéricos dentro
de la célula y reduccidén a nitritos organicos
por la accién de algunas proteinas unidas a
la membrana, tales como las flavoproteinas.

* Reaccién entre la GSH y los nitritos éster
para formar GSNO, catalizada por la GSH
S-transferasa.

e Liberacién mediada por GSNO de las
moléculas de NO por una variedad de
mecanismos bioquimicos atin no descritos
a nivel cervical.’-8

En modelos animales los medicamentos
donadores de NO, resultan ser efectivos para
inducir la maduracién cervical.* Por su parte,

GSH

RONO,

Relajacion
musculatura lisa

Figura 2.
Mecanismo propuesto en la
bioreaccién de los nitratos
organicos hasta la reduccion de
NO y la induccién de la
relajacion.

transferasa

-

Activacion
guanilato ciclasa

ROH + GSNO ==NO
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los donadores de NO, como el mononitrato de
isosorbide,*8387 nitroprusiato de sodio®%® vy
trinitrato de glicerilo, cuando se aplican a
mujeres por via intravaginal o intracervical
inducen la maduracién del cérvix al final de la
gestacion.”®®! En general, los donadores de
NO parecen ser menos efectivos para dilatar al
cérvix que las PGs en gestaciones viables. Sin
embargo, en gestaciones iniciales no viables,
el dinitrato de isosorbide (IDN) resulta ser
mas efectivo y seguro que misoprostol para
inducir la maduracién cervical.’® El IDN, asi
como otros donadores de NO, son seguros y no
muestran efectos adversos mayores en el feto y
en la mujer.20,83,92-96

CONCLUSION

El uso terapéutico de las distintas drogas
donadoras de 6xido nitrico han mostrado tener
una actividad efectiva para inducir la
maduracién del cérvix en las mujeres que asi lo

requieren. Los nitratos estéricos pueden ser
reducidos adecuadamente a nitritos en
presencia de ciertas flavoproteinas de la mem-
brana celular. La FMN y la FAD (formas
quimicas de flavoproteinas) son utilizadas por
el sistema enzimdatico para catalizar la
reduccién del nitrato estérico NAD(P)H en la
produccién de diferentes especies de nitrégeno,
las cuales son precursoras de la formacién de
NO. No obstante, que el 6xido nitrico es un
agente vasoactivo extremadamente potente
que regula el tono de la vasculatura lisa, la baja
produccién metabdlica de la molécula
proveniente de los compuestos organicos con
grupo funcional nitrato éster, permite que estos
medicamentos puedan ser considerados en la
terapéutica de la maduracién cervical. Sin
embargo, se requiere de mayor informacién
en la literatura médica, antes de que pueda
recomendarse su uso rutinario en los
consultorios.

ABSTRACT

The organic nitrates or nitric acid esters, such as isosorbide dinitrate, glyceryl

trinitrate and sodium nitroprusside, are a new class of compounds used toinduce

cervical ripening. Their effectiveness relies on their ability to be bioactivated to

nitric oxide system for relaxing vascular smooth muscle. Biochemical assays

have implicated both riboflavins and thiols in organic nitrate ester activation.

Although there have been a lot of biological studies that suggest that nitric oxide

can be formed from organic nitrate esters in intracellular environment, the

chemical mechanism in endothelial cells from cervix by which this occurs has yet

to be established. Thus, we reviewed the possible chemical interactions among

organic nitrate esters, flavins, and thiols as a means of determine the role these
species may play in nitric oxide production and cervical ripening.

KEY WORDS: Nitric oxide, cervical ripening, induction.
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