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DESCRIPCIÓN 
 
Compuestos de sulfuro de hidrógeno para tratar preeclampsia o restricción del crecimiento fetal inducido por 
hipertensión 
 5 
La presente invención se refiere a procedimientos de tratamiento de preeclampsia o crecimiento fetal alterado 
inducido por hipertensión y a procedimientos de monitorización de dicho tratamiento, en los que se genera o se 
proporciona la producción de sulfuro de hidrógeno (H2S). 
 
El sulfuro de hidrógeno (H2S), una molécula gaseosa de señalización, fomenta la vasodilatación1 y estimula la 10 
angiogénesis en la vasculatura,2 propiedades antiinflamatorias del H2S

3 y es también citoprotectora contra el daño 
celular inducido por hipoxia letal o lesión por reperfusión.4, 5 La cistationina γ-liasa (CSE) es la enzima principal 
responsable de la producción endógena de H2S.6 La administración prolongada del inhibidor de CSE 
DL-propargilglicina (PAG) conduce a tensión arterial elevada y remodelación vascular en la rata7 y tanto los niveles 
de CSE como de H2S se reducen en ratas hipertensas pulmonarmente.8 Los ratones deficientes genéticamente en 15 
CSE desarrollan hipertensión dependiente de la edad, hiperhomocisteinemia grave y disfunción endotelial.9 De 
manera clara, el H2S tiene múltiples papeles en la salud y la enfermedad,10, 11 sin embargo se desconoce su papel 
en la hipertensión inducida por la gestación. 
 
La preeclampsia es un síndrome hipertensivo que afecta al 4-7 % de todas las gestaciones y es un factor 20 
contribuyente principal de la morbilidad y mortalidad materna y fetal en todo el mundo.12 Se clasifica como 
preeclampsia proteinúrica y no proteinúrica.13 Mientras que las mujeres con preeclampsia proteinúrica presentan los 
síntomas clásicos, tales como hipertensión y proteinuria después de las 20 semanas de gestación, las mujeres con 
preeclampsia no proteinúrica son más propensas a padecer hipertensión y enfermedad hepática. En comparación 
con la hipertensión gestacional, este grupo de mujeres tiene más propensión a tener restricción del crecimiento 25 
intrauterino (IUGR)13. Se desconoce la causa exacta de la preeclampsia, pero existe una buena asociación con 
placentación anómala14, 15 y desequilibrio en factores angiogénicos.16, 17 De manera importante, los niveles 
circulantes de Flt-1 soluble (sFlt-1), el inhibidor endógeno del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el 
factor de crecimiento placentario (P1GF) así como de endoglina soluble (sEng), el producto escindido del 
correceptor endoglina del factor de crecimiento transformante β1 (TGF-β1), se elevan varias semanas antes de la 30 
aparición de las manifestaciones clínicas de la preeclampsia,18, 19 mientras que se reduce el PlGF en el primer 
trimestre de mujeres gestantes que desarrollaron posteriormente el síndrome.20-26 Junto con la disfunción endotelial, 
éstas se han convertido en el rasgo distintivo bioquímico de la preeclampsia grave. Pocos estudios han investigado 
las funciones de CSE/H2S en la gestación. Recientemente, Patel et al demostraron que tanto la cistationina 
β-sintasa como la CSE están presentes en la placenta y tejidos intrauterinos humanos.27, 28 Dado que la placenta es 35 
un órgano muy vascular los inventores de la presente invención creen que la desregulación de la ruta de CSE/H2S 
puede contribuir a anomalías placentarias y a una afección similar a la preeclampsia. 
 
Yu et al, Placenta, 2012, 33(6), 487-494, describen el efecto de la S-alil-L-cisteína sobre los explantes placentarios in 
vitro en estrés oxidativo. 40 
 
Cindrova-Davies et al, AM.J.Pathol., 2013, 182(4) 1448-1458, dan a conocer que los niveles reducidos de CSE se 
asocian con resistencia vascular aumentada en gestaciones con crecimiento restringido. Tao et al, 2005, C.A. 
Database No. de reg. 2006:688906 estudian el H2S en pacientes con hipertensión inducida por la gestación. 
 45 
Actualmente, los inventores de la presente invención, han demostrado ahora que los niveles plasmáticos de H2S en 
la madre y la expresión de CSE en la placenta se reducen en las gestaciones complicadas por la preeclampsia en 
comparación con los controles de la misma edad gestacional. Se da a conocer la evidencia de la reducción en el H2S 
circulante en la preeclampsia y que se acompaña de regulación por disminución de la CSE placentaria, la enzima 
clave responsable de la generación de H2S endógeno. La inhibición de la actividad de CSE ex vivo de explantes 50 
placentarios del primer trimestre (8-12 semanas) de gestación da como resultado una disminución marcada en la 
producción de factor de crecimiento placentario (PlGF) y se inhibe la invasión de trofoblasto in vitro. La inhibición de 
CSE en ratones gestantes induce hipertensión, aumenta los niveles de sFlt-1 y sEng y provoca anomalías 
placentarias debido a la inhibición de la producción de H2S como un compuesto que genera H2S, GYY4137, de 
liberación lenta, recuperó el crecimiento fetal alterado por la inhibición de CSE e inhibió la subida de los niveles de 55 
sFlt-1 y sEng circulantes. Estos hallazgos indican que una ruta disfuncional de CSE/H2S contribuye a la patogenia de 
la preeclampsia. 
 
La presente invención da a conocer sulfuro de hidrógeno (H2S) o un compuesto que genera H2S para su utilización 
en el tratamiento de preeclampsia (PE) o la restricción del crecimiento fetal inducida por hipertensión (FGR inducido 60 
por hipertensión o restricción del crecimiento fetal intrauterino). 
 
La adición de H2S se ha demostrado que estimula, por ejemplo, la angiogénesis, dando como resultado la 
recuperación de riego sanguíneo al feto. 
 65 
Esto significa también que, por ejemplo, se puede tratar también el parto prematuro (que es sólo parte de la presente 
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invención por lo que respecta a que está dentro del alcance de las reivindicaciones). 
 
La preeclampsia, tal como se describió anteriormente, es un síndrome hipertensivo y un factor contribuyente 
principal a la morbilidad fetal. De manera adicional, el feto puede tener un crecimiento fetal alterado debido a la 
hipertensión inducida por la gestación. Este “crecimiento fetal alterado” produce recién nacidos con peso de 5 
nacimiento inferior y recién nacidos con un riesgo aumentado de complicaciones posteriormente. 
 
El sujeto es normalmente un mamífero, especialmente un ser humano. 
 
El H2S se puede administrar, por ejemplo, como un gas o una solución, tal como en un disolvente portador. 10 
 
Se conocen compuestos que donan H2S que se producen de manera natural. Estos incluyen alicina del ajo que se 
descompone en disulfuro de dialilo y trisulfuro de dialilo. El sulforafano se produce por el brócoli y la erucina se 
descubrió en la rúcula (Eruca Sativa). Estos se pueden proporcionar por vía oral, tal como en forma de comprimidos 
o cápsulas. 15 
 
Se conocen varios compuestos de H2S sintéticos. Estos incluyen GYY4137 (fosfinoditiolato de 
morfolin-4-io-4-metoxifenil (morfolino)) de Cayman Chemical. Este se ha utilizado anteriormente en estudios con 
ratas para estudiar la actividad de H2S mediante inyección por vía intraperitoneal (i.p.) o por vía intravenosa (i.v.). El 
reactivo de Lawesson es otro donador de H2S. 20 
 
El SG1002 (Sulfa GENIX Inc) es también un compuesto que produce H2S y se puede utilizar. Ver también la Patente 
US 8,361,514 B. 
 
La Anetol tritiona es también un donador de H2S utilizado comúnmente. Se ha utilizado sulfuro de sodio en tampón 25 
(producido por Ikaria como IK-1001) en ensayos clínicos para lesión por reperfusión. Otros compuestos que generan 
H2S se dan a conocer en Bannenberg G.L. y Viera HLA (Expert Opin. Ther. Patents (2009) 19(5) 663-682). 
 
Otros compuestos se dan a conocer en el artículo de Predmore B.L. et al (Antioxidants and Redox Signalling (2012) 
17 (1) 119-140), que incluye compuestos ADT-OH, TBZ e isotiocianato de 4-hidroxifenilo. 30 
 
El compuesto puede ser ACS-14, AC583, ACS 84, ACS 85, ACS 86 (Lee M, J. Biol Chem (2010) 285, 
17318-17328), DATS (trisulfuro de dialilo), S-diclofenaco, sulfuro de sulfano, tiocisteína, hidropersulfuro de GSH, 
GYY4137, SG1002, un derivado donador de H2S de sildenafilo (ACS6-Sparatore A et al Expert Rev, Clin. Pharmacol 
(2011) 4, 109-121), ADT-OH, TBZ e isotiocianato de 4-hidroxifenilo, tioglicina, 1-tiolisina, 1-tiovalina o sales de los 35 
mismos. 
 
Otros compuestos de interés incluyen H2S-Latanoprost, H2S-sildenafilo, H2S-Sartans o H2S-L-DOPA y derivados 
de cualquiera de estos. 
 40 
Los compuestos se pueden introducir mediante cualquier medio adecuado, que incluye por vía oral i.p., i.v., 
intrauterina, por ejemplo, como un óvulo vaginal o por vía intramuscular. Se pueden administrar junto con uno o 
varios portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables. Las dosis típicas pueden ser de 10 mmol/kg a 
0,01 mol/kg, normalmente de 10 mmol/kg a 0,1 mmol/kg. 
 45 
Los procedimientos de monitorización del tratamiento de la preeclampsia o el crecimiento fetal alterado, que 
comprenden la medición de la cantidad de H2S en una muestra de sangre, suero o plasma en un sujeto antes del 
tratamiento con H2S, o un compuesto, tal como se describió anteriormente, y comparándola con la cantidad en una 
muestra tomada después del tratamiento. El tratamiento de parto prematuro se puede monitorizar de manera similar. 
 50 
Esto permite que la cantidad de H2S en el cuerpo tenga la capacidad de garantizar que se proporcionan los niveles 
óptimos de H2S. La cantidad de H2S detectada se puede detectar mediante técnicas conocidas generalmente en la 
materia, tales como el procedimiento de ensayo descrito a continuación. 
 
El sujeto se puede haber tratado con un compuesto, tal como se describió anteriormente o de manera alternativa 55 
otro anti-PE no relacionado como un compuesto contra el crecimiento fetal alterado. 
 
La presente invención se describirá, a continuación, a modo de ejemplo, sólo con referencia a las siguientes figuras: 
 
Figura 1. Expresión de CSE y niveles de H2S en la preeclampsia. 60 
 
Figura 2. Efectos de la inhibición de CSE sobre la liberación del factor de angiogénesis de placenta del 1er trimestre 
humana. 
 
Figura 3. La CSE modula la liberación de sFlt-1 y sEng en células endoteliales. 65 
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Figura 4. El H2S rescata la inhibición inducida por suero preeclámptico de la formación de tubos in vitro. 
 
Figura 5. La inhibición de la CSE reduce el H2S endógeno circulante y fomenta la hipertensión y la vascularización 
placentaria anómala en ratones gestantes. 
 5 
Figura 6. El compuesto generador de H2S, GYY4137, recuperó el crecimiento fetal e inhibió los sFlt-1 y sEng 
inducidos por la inhibición de la CSE en ratones gestantes. 
 
Figura 7. Efecto de la inhibición de la CSE sobre invasión celular del trofoblasto. 
 10 
Figura 8. El donador de H2S recupera la vascularización placentaria en ratones gestantes. 
 
Materiales y procedimientos 
 
Recogida y preparación de tejido placentario 15 
 
El Comité de Ética Institucional aprobó la recogida de sangre y tejido y se obtuvo el consentimiento informado por 
escrito. Los inventores de la presente invención analizaron muestras de sangre de mujeres con gestaciones únicas 
seleccionadas en clínicas de bajo y alto riesgo y en la unidad de partos. Se realizó el seguimiento de manera 
prospectiva de todas las mujeres desde el ingreso hasta el parto. Se recogieron tejidos placentarios humanos de 20 
gestaciones con complicaciones por preeclampsia y de gestaciones sin complicaciones con asistencia al parto por 
cesárea programada. Las muestras de tejido placentario se procesaron para la extracción de ARN y se utilizó el 
plasma materno de las mismas pacientes (PE n=14 y control n=14) para el análisis. A partir de otro conjunto de 
pacientes se recogió placenta (PE n=5 y control n=5) para el estudio de inmunohistoquímica. Se definió la 
preeclampsia como una tensión arterial >140/90 mm Hg, como mínimo, en 2 mediciones consecutivas y una 25 
proteinuria materna, como mínimo, de 300 mg/24 h. Se recuperaron tejidos placentarios del primer trimestre (6-9 
semanas de edad gestacional) de gestaciones normales que habían sufrido un aborto provocado. Se prepararon 
explantes de vellosidades, tal como se describió anteriormente.29 Brevemente, se incubaron explantes de 
vellosidades placentarias humanas con o sin PAG durante 24 horas, y se recogió medio acondicionado y se sometió 
a ensayo para determinar sFlt-1 o sEng y PlGF. 30 
 
Protocolo experimental con animales 
 
Se aparearon ratones C57/black6 de ocho a diez semanas de edad. El primer día de gestación (E0.5) se definió por 
la presencia de un tapón vaginal a la mañana siguiente. Se asignaron de manera aleatoria los ratones gestantes a 35 
cuatro grupos: (i) solución salina (control de vehículo), (ii) 25 mg/kg de DL-propargilglicina (PAG; Sigma, Poole, 
R.U.), (iii) 50 mg/kg de grupos PAG y (iv) 50 mg/kg de PAG con 0,25 mg/kg de donador de H2S de liberación lenta, 
GYY4137(Sigma). Se inyectó a los ratones por vía intraperitoneal (i.p.) solución salina o PAG a partir del E8.5. Se 
midió la tensión arterial mediante pletismografía de manguito en la cola. Se entrenó a los ratones para la medición 
en días alternos desde el E4.5. Alternativamente, se anestesió a los ratones mediante un cóctel de 40 
ketamina/xilazina. Se aisló la arteria carótida y se insertó una cánula con un catéter de micropunta de alta fidelidad 
3-Fr conectado a un transductor de presión (Millar Instruments, Houston, Texas, EE.UU.). Se registró la tensión 
arterial y se promedió a lo largo de un periodo de 10 minutos. En el E17.5, después de la medición de la tensión 
arterial y la recogida de muestras de sangre se sacrificaron los animales y se recogieron el riñón, el hígado y la 
placenta. Se recogieron y se pesaron los fetos y las placentas no absorbidos. 45 
 
Toda la experimentación se realizó, según la Ley de Animales del Reino Unido (procedimientos científicos), 1986 
usando los procedimientos aprobados por el Comité de Revisión de Ética de la Universidad de Edimburgo. 
 
Histopatología 50 
 
El riñón, el hígado y la placenta se fijaron por inmersión en paraformaldehído al 4 % durante 24 horas y se 
procesaron en parafina. Se cortaron una serie de secciones de 5 µm y se procesaron en tinción de hematoxilina y 
eosina (H&E). 
 55 
Cultivo celular 
 
Se aislaron células endoteliales de la vena umbilical humanas (HUVEC) y se cultivaron, tal como se describió 
anteriormente.30 Se realizaron los experimentos en las HUVEC de tercer o cuarto paso. 
 60 
Interferencia de ARN 
 
Para silenciar la expresión de CSE humana, se realizó la transfección de dúplex de ARN de interferencia pequeña 
(ARNip) usando electroporación (Nucleofector, Amaxa). Se sintetizaron ARNip de control y de CSE por Eurogentec 
(Colonia, Alemania). El silenciamiento de la CSE en las HUVEC se confirmó utilizando transferencia de tipo Western. 65 
 

E14709393
18-02-2020ES 2 773 518 T3

 



5 

Transferencia génica adenoviral 
 
Se purificaron el vector de adenovirus deficiente en replicación recombinante que codifica la CSE humana (AdCSE) 
y el vacío (AdEV) en gradientes de CsCl, se valoraron y se almacenaron a -80 ºC en tampón de almacenamiento 
viral antes de su utilización, tal como se describió anteriormente.31 La multiplicidad óptima de infección para la 5 
AdCSE se determinó que era de 20 IFU/célula mediante transferencia de tipo Western utilizando un anticuerpo de 
conejo anti-CSE (Abcam). Se utilizaron HUVEC infectadas con AdEV como un control negativo. 
 
Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas 
 10 
Se obtuvieron kits de ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) para determinar Flt-1 soluble, endoglina 
soluble y PlGF humano y murino de R&D Systems y se realizaron según las especificaciones del fabricante. 
 
Inmunohistoquímica 
 15 
Se prepararon una serie de secciones de 3-5 µm de tejido placentario humano y murino fijado en formalina, 
incrustado en parafina para la inmunohistoquímica, tal como se describió anteriormente.29 Se utilizaron isolectina B4 
marcada con biotina, anti-CSE (5 mg/ml) y control de isotipo. Se analizó la tinción utilizando un microscopio invertido 
Nikon y un software de análisis de imágenes Image Pro Plus (Media Cybernetics). 
 20 
Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) 
 
Se realizó la preparación de muestras y la PCR cuantitativa en tiempo real, tal como se describió anteriormente.30 
Brevemente, se extrajo ARNm de tejido placentario utilizando TRIzol y digestión/purificación de ADNasa-1 en 
columnas RNAeasy (Qiagen), y se realizó la transcripción inversa con el kit de síntesis de ADNc (Promega). Se 25 
amplificaron patrones y muestras de ADNc por triplicado en SensiMix que contenía SYBR green (Quantace) con 
cebadores específicos de CSE (GCC-CAG-TTC-CGT-GAA-TCT-AA; CAT-GCT-GAA-GAG-TGC-CCT-TA) o β-actina. 
Se normalizó el ciclo de umbral medio (CT) para CSE a β-actina y se expresó en relación con el control. 
 
Ensayo de angiogénesis in vitro 30 
 
La formación espontánea de estructuras similares a capilares por las HUVEC en Matrigel reducido con factor de 
crecimiento (Becton Dickinson, Bedford, MA), se utilizó para evaluar el potencial angiogénico. Se trataron HUVEC 
con muestras plasmáticas recogidas de gestaciones con complicaciones por preeclampsia y gestaciones sin 
complicaciones con o sin donador de H2S (NaHS) y se incubaron a 37 ºC durante 24 horas. Se recubrieron placas 35 
de noventa y seis pocillos con Matrigel (10 mg/ml) según las instrucciones del fabricante. A continuación, se 
sembraron las HUVEC (1 × 104 células/pocillo) sobre placas recubiertas con Matrigel. Después de la incubación 
durante 6 horas, se observaron células con microscopio invertido Nikon y se registraron los resultados 
experimentales utilizando el software de análisis de imágenes Image Pro-Plus (Media Cybernetics). 
 40 
Medición de H2S en plasma 
 
Se obtuvo sangre citrada de mujeres con gestaciones sin complicaciones (n=14) y preeclampsia (n=14) y también de 
ratones gestantes antes de la terminación de la gestación. Se midieron los niveles de H2S, tal como se describió 
anteriormente, con modificación.32 Brevemente, se mezclaron 75 µl de plasma con 250 µl de acetato de zinc al 1 % 45 
(p/v) y 425 µl de agua, seguido por 250 ml de ácido tricloroacético al 50 % para retirar la proteína. A continuación, se 
añadieron 133 µl de sulfato de N-dimetil-p-fenilendiamina 20 mM en HCl 7,2 mM y 133 µl de FeCl3 30 µM en HCl 
1,2 mM a la mezcla. Después de 10 min de incubación a temperatura ambiente, se sedimentaron las mezclas de 
reacción mediante centrifugación a 10.000 g (2 minutos). Se midió la absorbancia de la solución resultante a 670 nm 
con un espectrofotómetro en una placa de 96 pocillos. Se calculó la concentración de H2S en la solución contra una 50 
curva de calibración de hidrogenosulfuro de sodio. 
 
Análisis estadístico 
 
Los datos se expresan como media±EEM. Se sometió a ensayo la significancia de la diferencia entre las medias 55 
mediante una prueba de la t de Man Whitney no paramétrica. Para el análisis estadístico de los cambios en 
muestras clínicas, se utilizó ANOVA de una vía, seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls según fuera 
apropiado. Un observador desconocedor del tratamiento realizó los análisis. La significancia estadística se 
estableció a p<0,05. 
 60 
Resultados 
 
La expresión de CSE de placenta se reduce en la preeclampsia 
 
Para investigar si la actividad de CSE/H2S se altera en la preeclampsia, se midió el H2S en plasma obtenido de 65 
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gestaciones de control con la misma edad gestacional y las complicadas por preeclampsia. Los niveles plasmáticos 
meternos de H2S se redujeron significativamente en la preeclampsia en comparación con el grupo de control (figura 
1A). La PCR cuantitativa en tiempo real reveló que la expresión de ARNm de la CSE se redujo significativamente en 
la placenta preeclámptica (figura 1B) y la tinción inmunohistoquímica confirmó que la inmunorreactividad de la CSE 
se redujo de manera drástica en estas muestras (figura 1C iv) lo que sugirió que los cambios en los niveles de CSE 5 
placentaria afectan a los niveles de H2S circulante maternos. La expresión de la CSE se localizó en el trofoblasto, el 
endotelio y las células mesenquimatosas dentro del núcleo de las vellosidades coriónicas. Las últimas son 
posiblemente las células de Hofbauer, que son de origen mesenquimatoso (figura 1C iii). Las características clínicas 
de los pacientes del estudio se describen en la tabla 1. 
 10 
La inhibición de la actividad de la CSE reduce la liberación de PlGF en explantes placentarios 
 
Los factores angiogénicos producidos por la placenta son importantes en la regulación del desarrollo vascular 
placentario.33 El desequilibrio de los factores proangiogénicos y antiangiogénicos generados por la placenta29 puede 
explicar la disfunción endotelial materna extendida en la preeclampsia.34 Para investigar si los niveles reducidos de 15 
CSE tienen algún efecto sobre la producción de producción de factor angiogénico placentario, se midieron los 
niveles de sFlt-1, sEng y PlGF en medio acondicionado a partir de explantes placentarios humanos del primer 
trimestre en presencia de una concentración creciente de inhibidor de CSE PAG a lo largo de 24 horas. Mientras que 
los niveles de sFlt-1 y sEng permanecieron sin cambios por la inhibición de la actividad de la CSE, la producción de 
PlGF se redujo significativamente (figura 2). Esto sugiere que la reducción en el H2S endógeno puede alterar la 20 
proporción sFlt-1/PlGF placentaria, que se ha implicado en la patogénesis de la preeclampsia.18, 29 Además, se 
observó una reducción significativa (p< 0,01) en la invasión celular cuando se incubaron células de trofoblasto del 
primer trimestre (HTR-8/SVneo) con el inhibidor específico de CSE, PAG (50 µM), en comparación con el control de 
vehículo (figuras S1A y SIB complementarias), lo que sugiere que la falta de actividad de la CSE puede afectar a la 
perfusión placentaria que es esencial para establecer una gestación normal. 25 
 
La CSE modula la liberación de sFlt-1 y sEng en células endoteliales 
 
Aunque se ha considerado que la placenta es la fuente principal de liberación de sFlt-1 y sEng en las pacientes con 
preeclampsia, algunos estudios han demostrado que los niveles de sFlt-1 permanecieron elevados en mujeres con 30 
antecedentes de preeclampsia en comparación con aquellas sin preeclampsia un promedio de 18 meses después 
del parto35, 36 lo que sugiere que otros medios antiangiogénicos están implicados en el proceso. Para investigar si la 
CSE afecta a la liberación de sFlt-1 y sEng en células endoteliales, se moduló la expresión de CSE por ARNip o 
adenovirus en HUVEC. La regulación por disminución de la CSE aumentó tanto la liberación de sFlt-1 como de sEng 
(figura 3A, 3B) mientras que la sobreexpresión de CSE inhibió la liberación de sFlt-1 y sEng por HUVEC (figura 3C, 35 
3D). Estos datos respaldan además el concepto de que la pérdida de actividad de la CSE puede contribuir a la 
patogenia de la preeclampsia. 
 
El H2S rescata de manera parcial la inhibición inducida por plasma preeclámptico de la formación de tubos 
in vitro 40 
 
Se ha demostrado que el sFlt-1 en exceso generado por la placenta preeclámptica inhibe la formación de tubos 
endoteliales in vitro y la retirada de sFlt-1 de las muestras con preeclampsia recupera la angiogénesis.29 Para 
evaluar si el H2S puede invertir los efectos antiangiogénicos de la preeclampsia, se añadió plasma de mujeres 
normotensas o preeclámpticas a HUVEC que se hicieron crecer en Matrigel reducido en factor de crecimiento en 45 
presencia de NaHS 100 mM, un donador de H2S, y se realizó el ensayo de formación de tubos in vitro. De manera 
coherente con los primeros hallazgos, el plasma preeclámptico inhibió la formación de la red de tubos capilares en 
comparación con los sueros de control normales (figura 4). De manera más importante, el NaHS, un donador de 
H2S, recuperó de manera parcial la capacidad de las HUVEC para formar una estructura similar a tubos (figura 4A, 
4B). 50 
 
El bloqueo de H2S endógeno provoca hipertensión y vascularización placentaria anómala en ratones 
gestantes 
 
Los inventores de la presente invención predijeron que la inhibición de la CSE in vivo podría provocar un síndrome 55 
similar a la preeclampsia en ratones gestantes. Se trataron diariamente tres grupos (5-8/grupo) de ratones C57B16/J 
gestantes con vehículo o 25 mg/kg de PAG o 50 mg/kg de PAG desde el E8.5 hasta el E16.5. Después de 8 días de 
tratamiento, se combinó plasma de todos los animales en cada grupo de tratamiento, y se midieron los niveles de 
H2S combinados. La PAG provocó una disminución dependiente de la dosis en los niveles de H2S circulante. La 
mayor dosis redujo los niveles plasmáticos de H2S en aproximadamente el 50 % (figura 5A). De manera coherente 60 
con estos datos, se descubrió que la tensión arterial media en el grupo tratado con alta dosis de PAG fue 
significativamente mayor en comparación con el control de vehículo (74,40±4,61 y 64,74±2,04) (tabla 2). Aunque no 
se observaron cambios patológicos renales, tales como la proteinuria en animales tratados con PAG (tabla 2), se 
descubrió daño hepático representado por un nivel aumentado de aspartato transaminas (AST) de enzimas 
hepáticas circulantes en animales tratados con PAG (tabla 2). Estos datos sugieren que la falta de actividad de la 65 
CSE puede provocar preeclampsia no proteinúrica. De manera interesante, todos los cambios de ratones gestantes 
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tratados con PAG se anularon mediante el tratamiento con compuesto generador de H2S, GYY4137, de liberación 
lenta (0,25 mg/kg) (tabla 2). Los análisis histológicos ciegos de secciones placentarias mostraron que el espacio 
sanguíneo materno en la zona del laberinto pareció mayor en animales tratados con 50 mg/kg de PAG que en los 
controles de vehículo (figura 5B). La zona del laberinto consiste en células de trofoblasto y de origen mesodérmico 
que juntas experimentan una morfogénesis ramificada, lo que da como resultado una gran área superficial para el 5 
intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el feto. El espacio sanguíneo materno se reviste por trofoblasto. 
Durante el desarrollo placentario, este espacio se vuelve de manera progresiva más finamente dividido.37, 38 Usando 
isolectina B4 para resaltar la célula endotelial fetal,39 los inventores de la presente invención compararon las 
características anatómicas de la zona del laberinto en ratones tratados con vehículo y con 50 mg/kg de PAG. En los 
ratones de control, el laberinto apareció como vasos fetales organizados con morfogénesis ramificada bien 10 
desarrollada. En cambio, la vasculatura fetal de la placenta en animales tratados con PAG se observó como una 
ramificación irregular (figura 5C) y la vasculatura materna parecía estar dilatada. La morfología de la placenta de 
animales tratados con PAG sugiere un defecto vascular placentario debido a la inhibición de la actividad de la CSE. 
Este defecto también se recuperó mediante el tratamiento con el donador de H2S, GYY4137 (figura S2). 
 15 
Los efectos de la inhibición de la actividad de la CSE sobre los desenlaces fetales y la producción de sFlt-1 y 
sEng 
 
El peso fetal disminuyó significativamente en los ratones que recibieron la mayor dosis de PAG (figura 6A). Esto 
podría explicarse por el defecto vascular placentario inducido por la inhibición de actividad de la CSE. GYY4137, a 20 
0,25 mg/kg recuperó el crecimiento fetal comprometido por el inhibidor de CSE (figura 6A). Además, GYY4137 
inhibió los niveles plasmáticos de sFlt-1 y sEng inducidos por la inhibición de CSE (figura 6B y 6C) en ratones 
tratados con 50 mg/kg de PAG (figuras 5B y 5C). El PlGF plasmático estaba por debajo del límite de detección del 
ensayo. Estos datos sugieren que la inhibición de la actividad de la CSE altera el equilibrio angiogénico materno y el 
H2S puede ayudar a recuperar el estado angiogénico normal. 25 
 
Análisis 
 
La administración crónica de un inhibidor de CSE conduce a H2S reducido y tensión arterial aumentada en ratas.7 
Por tanto, es plausible que una reducción en el nivel de H2S circulante pueda contribuir a la hipertensión en la 30 
preeclampsia. En este estudio se dan a conocer evidencias de que la preeclampsia se asocia con H2S circulante 
reducido, que se acompaña de la regulación por disminución de la CSE placentaria, la enzima clave responsable de 
la generación de H2S endógeno. Además, la inhibición de CSE en ratones gestantes induce hipertensión, aumenta 
los niveles de sFlt-1 y sEng y provoca anomalías placentarias. Esto es debido a la inhibición de la producción de H2S 
ya que un compuesto que genera H2S, GYY4137 de liberación lenta, inhibió los niveles de sFlt-1 y sEng circulantes y 35 
recuperó el crecimiento fetal comprometido por la inhibición de CSE. Estos hallazgos indican que una ruta 
disfuncional de CSE/H2S puede contribuir a la patogenia de la preeclampsia. 
 
El H2S es un factor vasorrelajante que actúa a través de los canales de KATP que provocan la relajación del músculo 
liso.1, 40 Los estudios que usan ratones deficientes genéticamente en CSE demostraron que esta enzima es la 40 
principal fuente de H2S tanto en la vasculatura como en los tejidos periféricos.9 Recientemente, se descubrió la 
expresión de CSE en la placenta y el miometrio gestante y se demostró que desempeña un papel en la contractilidad 
uterina.27, 28 En este estudio, los niveles de CSE placentaria se redujeron de manera drástica en las pacientes 
preeclámpticas en comparación con los controles normotensos. Un estudio reciente demostró también un patrón 
similar en la CSE en placenta preeclámptica.41 Estos hallazgos sugieren que la falta de la CSE conduce a la 45 
reducción en el H2S circulante. 
 
El desequilibrio angiogénico se ha resaltado como el principal responsable de la preeclampsia por encima de la 
inflamación sistémica.42, 43 En este estudio, se descubrió que la CSE era un regulador negativo de los factores 
antiangiogénicos, sFlt-1 y sEng, en células endoteliales, lo que sugiere que la desregulación de la CSE puede 50 
contribuir a la disfunción endotelial duradera y a un riesgo elevado de enfermedad cardiovascular en mujeres con 
antecedentes de preeclampsia. Además, la disminución de la actividad de VEGF y PlGF en la preeclampsia se cree 
que es el resultado del sFlt-1 en exceso.16, 18 Como los niveles de sFlt-1 son comparables a los controles sanos 
durante el primer trimestre de la gestación, esta teoría no explica por qué los niveles circulantes de PlGF son bajos 
en la gestación temprana en mujeres que desarrollan posteriormente preeclampsia.44 Los hallazgos de que la 55 
inhibición de generación de H2S placentaria endógena por el inhibidor de CSE atenúa la producción de PlGF en los 
explantes placentarios del primer trimestre dan a conocer una posible explicación y una nueva hipótesis para la 
prueba: concretamente, la disminución de la expresión de PlGF en la gestación temprana es debida a la pérdida o 
reducción en las enzimas que producen H2S. Además, la inhibición de la actividad de la CSE suprimió la invasión de 
células de trofoblasto extravellosas del primer trimestre lo que sugiere que la desregulación de la ruta de CSE/H2S 60 
puede cambiar no sólo el equilibrio de los factores placentarios proangiogénesis y antiangiogénesis, sino 
desregularizar también la remodelación de la arteria espiral materna y el desarrollo placentario. 
 
En ratones gestantes, la inhibición de la CSE redujo el H2S endógeno y esto se acompañó por un aumento de la 
tensión arterial, y daño hepático sin cambios patológicos renales tales como proteinuria y endoteliosis glomerular, un 65 
síndrome similar a la preeclampsia no proteinúrica. Sin embargo, sugiere también que otros factores están 
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implicados también en el espectro completo de la preeclampsia. La preeclampsia se asocia también de manera 
fuerte con anomalías placentarias incluyendo volumen de vellosidades y área superficial comprometidos, así como 
una vascularización placentaria reducida.15, 45 En los ratones tratados con PAG, el laberinto fetal mostró 
morfogénesis ramificada alterada, lo que indica que se requiere H2S endógeno para el desarrollo placentario. 
 5 
Se ha notificado que se produce perfusión placentaria y oxígeno subóptimo y difusión de nutrientes alterados como 
un resultado de la vascularización del laberinto inapropiada con estructuración, ramificación y dilatación alteradas.46 
Se rescataron la tensión arterial, la función hepática y el peso fetal comprometidos mediante el tratamiento con PAG 
por el compuesto generador de H2S, GYY4137, de liberación lenta, lo que demuestra que los efectos del inhibidor 
de CSE se debieron a la inhibición de producción de H2S. Estos resultados implican que se requiere H2S endógeno 10 
para que una vasculatura placentaria sana apoye el bienestar fetal. 
 
Perspectiva clínica 
 
El presente estudio muestra que la desregulación de la ruta de CSE/H2S se asocia con preeclampsia y la inhibición 15 
de la actividad de la CSE en ratones gestantes produce algunas de las características de la preeclampsia, 
incluyendo la hipertensión y desenlaces fetales alterados. Estos hallazgos apoyan el concepto de que el H2S es un 
importante regulador del desarrollo de la vasculatura placentaria, cuya deficiencia parece asociarse con 
preeclampsia y restricción del crecimiento fetal. 
 20 
PROCEDIMIENTOS COMPLEMENTARIOS 
 
Ensayo de invasión de células de trofoblasto 
 
La línea celular de trofoblasto extravellosa (EVT) humana HTR-8/SVneo fue un amable regalo del profesor Charles 25 
H. Graham, Queen’s University, Kingston, Ontario, Canadá. El ensayo de invasión se realizó, tal como se describió 
anteriormente, con modificación.30 Brevemente, se colocaron las células HTR-8/SVneo (50.000) tratadas con o sin 
PAG en la cámara superior de insertos Transwell (1 mg/ml) recubiertos con Matrigel (poro de 8 µm, Falcon, BD, 
R.U.) y se colocaron en una placa de 24 pocillos. Se permitió que las células invadieran de un extremo a otro la 
matriz extracelular reconstituida durante 24 horas en presencia o ausencia de PAG 50 µM (n=3). Las células de 30 
trofoblasto localizadas sobre el envés de la membrana Transwell se fijaron con metanol enfriado con hielo y se 
tiñeron con hematoxilina, y se obtuvieron imágenes de campo claro obtenidas con un microscopio invertido Nikon y 
el software de análisis de imágenes Image Pro Plus (Media Cybernetics). 
 
Inmunohistoquímica 35 
 
Se prepararon una serie de secciones de 3-5 µm de tejido placentario murino fijado en formalina, incrustado en 
parafina para la inmunohistoquímica, tal como se describió anteriormente.48 Se utilizó isolectina B4 marcada con 
biotina. Se analizó la tinción utilizando un microscopio invertido Nikon y el software de análisis de imágenes Image 
Pro Plus (Media Cybernetics). 40 
 
Figura 7. Efecto de la inhibición de la CSE sobre la invasión celular del trofoblasto. Se realizaron ensayos de 
migración Transwell de células HTR-8/SVneo en presencia de 50 µM de PAG, tal como se describió en los 
Procedimientos. (A) Se tiñeron las HTR-8/SVneo migradas con hematoxilina, y se capturaron imágenes de campo 
claro. (B) Se contó el número de células, y se expresaron los resultados como un porcentaje del control (n=3). 45 
 
Figura 8. El donador de H2S recupera la vascularización placentaria en ratones gestantes. El tejido placentario 
de ratones recibió (A) PAG 50 mg/kg o (B) PAG 50 mg/kg más una inyección de GYY4137, se seccionaron y tiñeron 
con isolectina B4 para visualizar la zona del laberinto hemotricorial. 
 50 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Sulfuro de hidrógeno (H2S) o compuesto que genera (H2S) para su utilización en el tratamiento de preeclampsia 
(PE) o restricción del crecimiento fetal inducido por hipertensión. 
 5 
2. Utilización, según la reivindicación 1, en la que el compuesto es H2S, ACS 14, ACS583, ACS 84, ACS 85, ACS 
86, DATS (trisulfuro de dialilo), S-diclofenaco, sulfuro de sulfano, tiocisteína, hidropersulfuro de GSH, GYY4137, 
SG1002, un derivado donador de H2S de sildenafilo, ADT-OH, TBZ e isotiocianato de 4-hidroxifenilo, tioglicina, 
1-tiolisina, 1-tiovalina o sales de los mismos, H2S-Sartans o H2S-L-DOPA. 
 10 
3. Procedimiento de monitorización del tratamiento de preeclampsia o crecimiento fetal alterado inducido por 
hipertensión, que comprende medir la cantidad de H2S en una muestra de sangre, suero o plasma en un sujeto 
gestante antes del tratamiento y compararla con la cantidad en una muestra tomada después del tratamiento, en el 
que el sujeto se ha tratado con H2S, un compuesto que genera H2S o compuesto de estimulación de la producción 
de H2S. 15 
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