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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar si el citrato de sildenafil incrementa el peso
fetal y favorece la tolerancia a la asfixia perinatal inducida en fetos extraidos por
cesarea. Se utilizaron 20 cobayas gestantes que fueron asignadas aleatoriamente a
los diferentes grupos: en el grupo 1 o testigo (n=10) los animales recibieron solucion
salina estéril, mientras que los grupos 2 (n=5) y 3 (n=5) recibieron sildenafil 50 ug/kg
(n=5)y 500 pg/kg (n= 5) respectivamente. La dosis fue administrada por via oral a las
cobayas desde del dia 35 de gestacion hasta el dia de la cesarea. Inmediatamente
después de la extraccion del feto de la cavidad uterina, se obtuvo el primer muestreo
sanguineo por puncién cardiaca. La muestra de sangre se transfirié a un micro-capilar
heparinizado (150-ul) y se analiz6 a través del equipo de gasometria GEM premier
3000. Después del muestreo sanguineo, la asfixia perinatal se indujo por compresion
del corddon umbilical durante 5 minutos. Previo a la descompresion del cordén
umbilical, se realizd un segundo muestreo sanguineo. Los fetos obtenidos de madres
tratadas con 500 pg/kg sildenafil fueron 1.5 veces mas pesados (P<0.001) y mas
largos (P=0.004) que los fetos obtenidos de los otros dos grupos. El peso del corazén y
pulmones fueron significativamente mayores (P<0.05) en el grupo con dosis alta de
sildenafil (500 ug/kg) respecto al grupo testigo. En contraste, no hubo diferencias de
estos pesos entre el grupo testigo y el grupo con dosis baja de sildenafil. El 20% de los
fetos en el grupo testigo, no sobrevivieron a la asfixia perinatal inducida, a diferencia
de estos resultados, no fue observada ninguna muerte en los grupos tratados con el
farmaco. De acuerdo a la gasometria sanguinea y los electrolitos, las crias de madres
tratadas con sildenafil 500 pg/kg tuvieron mayor tolerancia a la asfixia que los fetos a
término obtenidos de madres incluidas en el grupo testigo y de fetos extraidos de
madres que recibieron una dosis de sildenafil de 50 pg/kg. En conclusion, la
administracion de 500 ug/kg de sildenafil a cobayas desde el dia 35 hasta el dia de la
cesarea resulta en un incremento del crecimiento fetal y de la tolerancia a la asfixia
perinatal inducida. Los dos grupos tratados con sildenafil mostraron mejor desarrollo
fetal respecto a los fetos del grupo testigo.

Palabras clave: peso fetal, crecimiento de érganos fetales, asfixia, cobayo, sildenafil.
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ABSTRACT

Our aim was to determine whether sildenafil increases fetal weight and favors fetal
tolerance to induced asphyxia in guinea-pig fetuses delivered by cesarean section.
Twenty pregnant sows were randomly allocated to receive a) placebo (group 1; n= 10),
b) sildenafil 50 pg/kg (groups 2; n=5), or c) sildenafil 500 ug/kg (group 3; n= 5),
starting from day 35 of gestation to delivery. The tablets of sildenafil were crushed and
diluted with sterile saline solution in a 50-ml Erlenmeyer flask. The proper volumes
were administered orally every day to the animals until day of the cesarean section.
Animals underwent cesarean sections. Immediately after the extraction of the piglet
from the uterine cavity, a 1-ml blood sample was obtained by cardiac puncture. The
blood sample was transferred to a 150-ul heparinized micro-capillary tube and was
analyzed by a gasometer (GEM premier 3000). After blood sampling, perinatal asphyxia
was induced by clamping the umbilical cord by an occluder cuff for a period of 5 min. In
the last minute of induced asphyxia, a second blood sample was obtained. The fetuses
extracted of mothers treated with 500 pg/kg sildenafil were 1.5 times heavier and
significantly larger than piglets obtained of the other two groups. The weight of heart
and lungs were significantly higher (P<0.05) in the high-dose sildenafil group than in
the control animals but there were no differences in the weights between controls and
the low-dose sildenafil group. In the control group, approximately 20% of piglets did not
survive the induced asphyxia whereas none died in the treated groups. As judged by
blood gases and serum electrolytes of surviving guinea piglets, the offspring of mothers
treated with the high dose of sildenafil (500 pug/kg) had a better tolerance to asphyxia
than piglets born to control animals as well as those born to mothers receiving a lower
dose of sildenafil (50 pg/kg). In conclusion, sildenafil 500 pg/kg administered from day
35 to the day of the cesarean section in guinea pigs resulted in an enhanced fetal
growth and a better tolerability to induced intrapartum asphyxia than sildenafil 50

ug/kg; both treatments resulted in better fetal outcomes compared with controls.

Key words: fetal body weight, fetal organ growth, asphyxia, guinea pig, sildenafil.



LINTRODUCCION

En medicina humana, en el area de perinatologia las complicaciones del parto
juegan un papel importante como causa de hipoxia y sufrimiento fetal, el cual produce
una alteracion metabdlica compleja debida a una disminucion del intercambio feto-
materno, de evolucion relativamente rapida, que lleva a una disfunciéon de la
homeostasis fetal y puede conducir a disfuncién organica grave o a la muerte fetal
(Schwarcz et al., 1995).

La asfixia perinatal es una de las principales preocupaciones en salud mundial
debido a las complicaciones y graves secuelas que se presentan si el neonato
sobrevive al evento de asfixia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que,
en el mundo, entre 4 y 9 millones de recién nacidos presentan asfixia cada ano. De
estos aproximadamente 1.2 millones muere y casi el mismo ndmero presentara
secuelas graves (OMS, 1998). La OMS también estima que el 29% de la mortalidad en
el mundo es secundario a asfixia al nacimiento (State of the World's Newborns, 2001).

La disminucion en el intercambio gaseoso materno-fetal secundario a asfixia
perinatal puede ser ocasionado por distintas causas que acontecen durante el
embarazo, trabajo de parto y después del nacimiento, por ejemplo; interrupcion de la
circulacion sanguinea umbilical, alteracion del intercambio de sangre placentaria,
inadecuada perfusion del lado materno de la placenta, alteracion de la oxigenacion
materna, e incapacidad del neonato para ejercer una adecuada insuflacion del pulmoén
y una adecuada transicion de la circulacion fetal a la neonatal (Mota-Rojas et al., 2006;
Orozco-Gregorio et al., 2006a).

La asfixia afecta todos los 6Organos y sistemas en diverso grados segun la
intensidad y duracion. Es en el sistema nervioso central se produce la lesion mas
relevante, por sus consecuencias en cuanto a mortalidad y secuelas. La gran mayoria
de las causas de asfixia perinatal son de origen intrauterino. Aproximadamente el 5%
ocurre antes del inicio del trabajo de parto, 85% durante el parto y el 10% restante

durante el periodo neonatal (Volpe, 2001).
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Una de las mayores causas de muerte perinatal es la prematuridad (Norman et al.,
1999). No obstante, la compresion del cordon umbilical y la prevencion del trabajo de
parto prematuro contindian siendo las principales metas de la investigacion en el area
de obstetricia. Como resultado de una compresion en el cordéon umbilical, ocurren
cambios en la circulacion pulmonar causando un incremento en la resistencia vascular
pulmonar, alteracion pulmonar en la reactividad vascular, e induccion vascular y
remodelacion cardiaca, estos cambios pueden ser prevenidos por inhibicion selectiva
de fosfodiesterasa (PDE) tipo 5 (Larrue et al., 2005).

La sal citrato de sildenafil (Viagra) 1-{[3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-ox0-3-propyl-1H-
pryrazolo [4,3-d]pyrimidin-5-yl)-4-ethoxyphenyl]sulfonyl}-4-methylpiperazine) (Gobry et al.,
2000) esta indicada en el tratamiento de la disfuncion eréctil (DE) (Edwars y Muirhead,
2002; Michelakis et al., 2002; Muirhead et al., 2002). En los Gltimos anos, el citrato de
sildenafil ha sido usado satisfactoriamente para el tratamiento de la DE (Khan et al.,
2004). Sin embargo, y desde la introduccion del sildenafil en 1997, hasta hace algunos
anos, no se habia evaluado su efecto en mujeres (Sher y Fisch, 2000; Sanchez-Aparicio
etal., 20006).

El citrato de sildenafil no ejerce un efecto relajante directo sobre el cuerpo
cavernoso humano aislado, es un inhibidor especifico de la fosfodiesterasa tipo 5 que
aumenta el efecto vasodilatador del oxido nitrico (ON) evitando la degradacion del
segundo mensajero GMPc (Gunanosin Monofosfato ciclico) (Ardeschir et al., 2002;
Michelakis et al., 2002; Sher, 2002; Khan et al.,, 2004), potencializando el efecto
vascular del oxido nitrico en el muasculo liso (Sher y Fisch, 2000; Sher, 2002), a nivel
de cuerpo cavernoso (Gobry et al., 2000; Muirhead et al., 2002), miometrio humano
normal (Khan et al., 2004) o con restriccion de crecimiento fetal (Wareing et al., 2005)
y pulmén (Shekerdemian et al., 2004; Larrue et al., 2005) dando inicio a una vaso
relajacion (Zoma et al., 2004).

Recientemente, el citrato de sildenafil ha sido usado como un agente terapéutico
por su efecto sobre el aumento de la vasodilatacion de pequenas arterias
miometriales, disminucion en la resistencia periférica con incremento del flujo

sanguineo Utero-placenta y mejoria de la perfusion sistémica perinatal (Wareing et al.,
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2005). La aplicacion de citrato de sildenafil parece ser efectiva y con seguridad
causaran inquietud las observaciones sobre los efectos en el sistema materno-fetal
(Khan et al., 2004).

Dada la importancia que se le ha brindado al estudio del citrato del sildenafil en los
Gltimos anos y la versatilidad en sus lineas de investigacion, consideramos necesario
evaluar una serie de determinaciones metabdlicas que permitan evaluar y caracterizar
de forma integral y mas certera el proceso de asfixia in utero por el cual curso el
modelo animal (cobayos fetos) de madres que fueron tratadas con citrato de sildenafil
durante el tercer tercio de gestacion. Los resultados de este estudio se consideran
importantes ya que podriamos prevenir el proceso de asfixia y conocer si el farmaco
causa efectos teratogenicos en los productos, permitiendo dar iniciar a nuevos
proyectos de investigacion relacionados a la prevencion del proceso de asfixia perinatal
en algunas especies mamiferas susceptibles a este acontecimiento, de esta forma
podriamos contribuir en el area de perinatologia de animales y humanos a fin de

mejorar la calidad y grado de supervivencia neonatal.
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ILANTECEDENTES

1. Fisiopatologia de la Asfixia Perinatal

En la actualidad, resulta evidente que los fetos in utero estan expuestos a diversos
factores que provocan interrupcion del paso de oxigeno a través del corddén umbilical,
ocasionandoles asfixia con hipoxia y acidosis metabdlica. A estos factores, se adicionan
la duracion del parto y susceptibilidad del cerebro a hipoxia.

En el presente capitulo, se revisan la fisiopatologia de la asfixia durante la etapa de
transicion de feto a neonato que ocurre durante el proceso del parto, los indicadores
para su evaluacion, asi como los mecanismos involucrados para compensar la
disminucion de la concentracion de oxigeno. Los mecanismos fisiologicos que ocurren
durante la asfixia en mamiferos neonatos de especies como el cobayo, cerdo e incluso
el hombre, pueden presentar algunas similitudes (Arbay et al., 1996; Singer, 1999);
por tanto, es posible realizar comparaciones cautelosas de fetos y neonatos entre
estas especies.

Los eventos comunes que acontecen durante el proceso de asfixia aguda tales
como hipoxia y acidosis metabdlica, afectan el bienestar del neonato y su desempeno
postnatal ya que hay una consecuente disminucion de la viabilidad (Orozco et al.,
2007; Trujillo-Ortega et al., 2006). En este apartado se revisan diferentes indicadores
de hipoxia y de viabilidad usados en humanos y que en algunos casos son empleados
en otras especies animales usadas en laboratorios bajo condiciones controladas; por
ejemplo, la escala de Apgar ampliamente utilizada en bebés podria ser una alternativa
en el area de obstetricia animal. Por Ultimo, se analiza la patofisiologia de la hipoxia en
neonatos.

A pesar de los trabajos publicados, se requieren mas estudios para monitorear el
estrés fetal durante el parto, establecer la correlacion entre los indicadores
tradicionales de hipoxia y los métodos para cuantificar el vigor del neonato, como son
la valoracion del pulso cardiaco, latencia a intentos de inspiracion, ritmo respiratorio,

tono muscular, y otros parametros que permitan en conjunto una mejor evaluacion de
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la hipoxia fetal y una ampliacion en el conocimiento acerca del impacto de estos
indicadores sobre la viabilidad del neonato (Mota-Rojas et al., 2006).

En medicina humana, en el area de perinatologia las complicaciones al parto como
hipoxia y sufrimiento fetal juegan un papel importante ya que producen una alteracion
metabdlica compleja debida a una disminuciéon del intercambio gaseoso feto-materno,
de evolucion relativamente rapida que lleva a una disfuncion de la homeostasis fetal y
puede conducir a disfuncion organica grave o a la muerte fetal (Schwarcz et al., 1995).
El proceso de asfixia fetal y neonatal que ocurre durante el proceso del parto, ha sido
ampliamente evaluado en medicina humana (Lievaart y de Jong 1984; da Silva et al.,
2000; Low et al., 2001). Una de las principales causas de mortalidad perinatal en
humanos es la asfixia intra-parto; el mejor método para evitarla es la interpretacion de
las senales del sufrimiento fetal y la intervencion oportuna (Buchmann et al., 2002).

En medicina veterinaria, el proceso de asfixia perinatal también ha sido objeto de
diversas investigaciones donde los modelos experimentales por excelencia han sido el
feto de neonato porcino y cobayo. Los estudios de investigacion realizados en fetos y
neonatos porcinos han proporcionado aportaciones relevantes a la medicina humana
(Alward et al., 1978; Randall, 1979), demostrando que la gran mayoria de las causas
de asfixia perinatal son de origen intrauterino; aproximadamente el 5% ocurre antes
del inicio del trabajo de parto, 85% durante el parto y el 10% restante durante el
periodo neonatal (Volpe, 2001).

Es posible que varios sucesos tengan lugar en el periodo pre-parto y jueguen un
papel importante en los fendmenos del post-parto inmediato. Cuando se prolonga y
dificulta el proceso de parto, el neonato puede nacer en condiciones de hipoxia aunque
aparentemente sano (Varley, 1995). La hipoxia in utero o durante el parto en modelo
animal es producida por diversas causas incluyendo la compresion o ruptura temprana
del cordon umbilical, las cuales representan una causa importante de mortalidad,
debilidad y de pobre desarrollo (Mota et al., 2005a). Independientemente de la causa
que impide que el feto nazca, la asfixia durante el parto es un factor importante en la
etiologia de la mortalidad durante el proceso de parto, y un alto porcentaje se

encuentra asociado a la anoxia (Mota et al., 2002a).
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El objetivo del presente apartado es revisar las secuelas de la hipoxia, la
fisiopatologia de la asfixia del feto y del neonato durante el proceso del parto, los
indicadores para su evaluacion, asi como los mecanismos involucrados para

compensar la disminucion de la concentracion de oxigeno.

1.1. Asfixia perinatal

El término perinatal puede ser usado para denotar diferentes periodos de gestacion
o para referirse al periodo en torno al tiempo de nacimiento. La asfixia resulta de una
deficiencia de oxigeno o un exceso de bioxido de carbono que generalmente es
causado por interrupcion de la respiracion y que origina inconsciencia (Gilstrap et al.,
1989). Este proceso puede ocurrir en la vida intrauterina, al momento del parto, o
inmediatamente después de éste (Lacoius, 1987). Otros términos comuinmente
empleados en el proceso de asfixia son los de hipoxia, definido como una baja
concentracion de oxigeno, asi como el de isquemia, la cual se define como una
disminucion de la perfusion del riego sanguineo a otro 6rgano.

Recientemente se ha puesto en duda si la hipoxia-isquemia perinatal es la causa
primaria de la encefalopatia neonatal y paralisis cerebral. Estudios epidemiol6gicos
importantes han sugerido una amplia gama de etiologias como: enfermedad tiroidea
materna, anormalidades del sistema hemostatico e inmune, corioamnionitis o
evidencia clinica de alteracion en el intercambio gaseoso intrauterino (Edwards y
Azzopardi, 2000).

Una falla en el mecanismo que regula la respiracion del neonato produce hipoxia e
inicialmente la respiracion se torna rapida y profunda, si este mecanismo
compensatorio no es exitoso, el neonato experimentara apnea en 2 o 3 min (apnea
primaria), presentando bradicardia y vasoconstriccion en la piel, mdsculos, rinones e
intestino, y redistribuyendo el flujo sanguineo al corazon, cerebro y pulmones en un
intento por preservar la concentracion de oxigeno en los 6rganos vitales. Posterior a la
apnea primaria, el feto hace un esfuerzo por inspirar de forma irregular, coincidiendo
con una reduccion de la frecuencia cardiaca y el descenso de la presion sanguinea
(Provis y Moyniham, 1999).
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El feto y el recién nacido son particularmente vulnerables a la asfixia durante el
trabajo de parto e inmediatamente después del nacimiento. Existen cuatro
mecanismos basicos para la produccion de asfixia durante esos momentos (Flores,
1996): a) asfixia fetal por interrupcion del flujo sanguineo umbilical, como sucede en la
compresion del cordon umbilical durante el trabajo de parto (Mota et al., 2002b); b)
asfixia fetal por alteracion del intercambio de oxigeno a través de la placenta, como
ocurre en el desprendimiento placentario; c) asfixia fetal por inadecuada perfusion de
la placenta, por ejemplo en la hipotension materna, y d) asfixia neonatal por fracaso en
la expansion pulmonar al nacer o un incremento del flujo pulmonar, o por ambos.

La medicion del pH, glucosa y temperatura en el recién nacido, ayudaran en la
interpretacion del grado de asfixia. El 90% de los recién nacidos vivos que nacen con
corddn umbilical roto, tenidos de meconio en piel, débiles, con un pH umbilical menor
a 7, glucosa menor a 45 mg/dL y temperatura menor a 36.5 °C, mueren en las
primeras 24 horas post-parto (Provis y Moyniham, 1999).

La asfixia perinatal en bebés se caracteriza por alteraciones bioquimicas, como:
hipoxemia [presion arterial de oxigeno (pO2) menor de 50 mm Hg], hipercapnia (pCO2
mayor de 50 mm Hg), pH menor o igual a 7.10, y HCOz menor o igual a 8 mEq/L
(Quisber, 1995). En la asfixia fetal, los cambios predominantes son la hipoxemia y la
acidosis metabdlica secundaria, persistiendo un intercambio placentario insuficiente
para proveer un intercambio adecuado de O y CO2 (Mota-Rojas et al., 2006; Orozco-
Gregorio et al., 2006a).

1.2. Fisiopatologia de la asfixia fetal y neonatal

Los mamiferos neonatos incluyendo el hombre, presentan similitudes respecto a
las peculiaridades fisiologicas durante la asfixia (Singer, 1999). Los eventos que
acontecen en un proceso de asfixia aguda tales como acidosis metabdlica e hipoxia,
interactian con el bienestar del neonato y su desempeno postnatal (Mota et al.,
2005b). La asfixia afecta a todos los érganos y sistemas en diverso grados segln la
intensidad y duracion. En el sistema nervioso central se produce la lesibn mas

relevante, por sus consecuencias en cuanto a mortalidad y secuelas post-nacimiento.
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Aunque el cobayo neonato es considerado maduro al nacimiento, parece ser mas
sensible a la hipoxia que los neonatos de otras especies (ratas, cachorros, gatitos y
gazapos), que se consideran inmaduros (Stanton y Carroll, 1974). Algunos fetos
presentan una tolerancia muy baja a la anoxia por asfixia y dano cerebral irreversible,
que ocurre durante los primeros 5 min después de la ruptura del cordon umbilical en el
lechén lo que impide el flujo sanguineo e interrumpe la comunicacion con su madre
(Curtis, 1974). Cuando ocurre compresion del cordon umbilical por mas de 5 min o
ruptura del cordén umbilical, tal como sucede con la administracion excesiva de
oxitocicos, se ocasiona asfixia y dano cerebral irreversible en el feto (Curtis, 1974;
Sprecher et al., 1974).

La asfixia puede ser causada por el efecto acumulado de las contracciones uterinas
sucesivas (Mota et al., 2005c), reduciendo el oxigeno disponible en el (los) feto(s) que
aln no ha nacido e incrementando asi el riesgo de oclusion, dano y ruptura del cordén
umbilical, e incluso desprendimiento de la placenta durante el proceso del parto previo
a la expulsion del feto (English y Wilkinson, 1982). Las contracciones uterinas
disminuyen el flujo sanguineo del Gtero y a su vez, el intercambio gaseoso a través de
la placenta (Tucker y Haut, 1990). Un mayor nimero de muertos al parto ocurren por la
carencia de oxigeno debido a que el cordon umbilical esta enrollado o roto y se impide
la circulacion materno-fetal (Randall, 1972; Provis y Moyniham, 1999). Por lo tanto,
una tension elevada del corddén umbilical durante el parto puede repercutir de forma
negativa en el producto al incrementar el riesgo de anoxia intra-parto y aumentar la
tasa de mortalidad prenatal (Gilbert, 1999; Mota et al., 2005a). Sin embargo, Herpin et
al. (1996) establecieron que la asfixia intermitente o prolongada in utero durante el
proceso de parto no necesariamente conlleva a la muerte.

La disminuciéon en el intercambio gaseoso materno-fetal secundario a asfixia
perinatal puede ser ocasionada por distintas causas que acontecen durante el
embarazo, trabajo de parto o nacimiento. Por ejemplo: interrupcion de la circulacion
umbilical, alteracion del intercambio de sangre placentaria, inadecuada perfusion del
lado materno de la placenta, alteracion de la oxigenacion materna, e incapacidad del

neonato para ejercer una adecuada insuflacion del pulmon y una adecuada transicion
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de la circulacion fetal a la neonatal (Mota-Rojas et al., 2006). No obstante, la
compresion del corddén umbilical y la prevencion del trabajo de parto prematuro
contindian siendo las principales metas de la investigacion en el area de obstetricia. De
igual forma, es necesario mencionar que una de las mayores causas de muerte

perinatal es la prematuridad (Norman et al., 1999).

1.2.1. Secuelas de la asfixia. El proceso de asfixia por el que cursa el feto pone en
juego su vida; sin embargo, si logra sobrevivir a este episodio, en la mayoria de los
casos tendra secuelas graves que afectaran su viabilidad postnatal (Bracci et al.,
2001). La hipoxia intermitente o prolongada in utero y durante el parto, debilita a los
fetos y disminuye su capacidad de adaptacion a la vida extra-uterina. Cabe resaltar
que los recién nacidos pueden diferir enormemente respecto a su vigor aparente
(Mota-Rojas et al., 2006). La cascada de eventos que causan danos reversibles o

irreversibles a consecuncia de la asfixia se evaltan en la Figura 1y 2.

1.2.2. Cambios circulatorios. En las primeras etapas de la asfixia, el volumen
cardiaco se mantiene pero su distribucion se modifica en forma radical. Se produce
una vasoconstriccion regional selectiva que reduce el flujo sanguineo hacia los
organos y tejidos menos importantes como el intestino, rindbn, masculos y piel (Jasso,
2002). En tanto que la vasoconstriccion persista, habra palidez cutanea intensa y
cuando comienza a ceder, la piel adquiere coloracion rosada, la perfusion mejora y se
observa un llenado capilar adecuado (Flores, 1996). El flujo sanguineo de 6rganos
vitales como cerebro, miocardio y glandulas suprarrenales, se mantiene e incluso
puede aumentar a causa de una vasodilatacion y un consecuente incremento en la
permeabilidad de las paredes de los vasos sanguineos (Jasso, 2002). Debido a la
subsiguiente irrigacion y falta de oxigeno en las mucosas, clinicamente el neonato
adquirira sucesivamente los colores “azul manchado” y blanco en la piel, por la
presencia de vasoconstriccion periférica. El otro aspecto clinico relevante respecto a
los cambios circulatorios que senala Jasso (2002), y que también ha sido reportado

por Mota y Ramirez (1997ab), se refiere a la presencia de abundante edema acido en
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el saco pericardico y cavidades toracica y abdominal (hidropericardio, hidrotérax y
ascitis) en el 100% de neonatos nacidos muertos por asfixia durante el parto.

La redistribucion del flujo sanguineo ayuda a mantener un aporte adecuado de
oxigeno a los 6rganos vitales, aunque el contenido de oxigeno en la sangre arterial esté
disminuido (Flores, 1996; Orozco-Gregorio et al.,, 2006a); sin embargo, esta
redistribucion de sangre produce isquemia relativa en algunos érganos y puede ser en
parte, responsable de la asociacion de asfixia y alteraciones como la enterocolitis
necrotizante, insuficiencia renal (Phibbs, 1994) con disfuncion mitocondrial, y
activacion de la fagocitosis a nivel cerebral (Bracci et al., 2001). Alward et al. (1978), al
inducir experimentalmente un proceso de asfixia, hipercapnia y acidosis en neonatos
encontraron una disminucion del flujo sanguineo renal, debido posiblemente a un
incremento en la resistencia renal originada por cambios en el tono de las arteriolas
glomerulares aferente y eferente.

El flujo sanguineo pulmonar disminuido en el neonato produce hipertension
pulmonar y cortocircuito de la sangre de derecha a izquierda. Cuando la asfixia es
grave, el miocardio depende de sus depoésitos de glucogeno para la obtencion de
energia. Si esta reserva se consume, el miocardio esta simultaneamente expuesto a
concentraciones de pO2 y niveles de pH progresivamente mas bajos, cuyo efecto
combinado lleva a una disminucion de la funcién miocardica con una reduccion del
flujo sanguineo hacia los oOrganos vitales. Esta secuencia de fendmenos
cardiovasculares se manifiesta por cambios en la frecuencia cardiaca y en las
presiones adrtica y venosa central (Orozco-Gregorio et al., 2006a). En las primeras
etapas de asfixia, la presion venosa central (auricula derecha) puede subir levemente
debido a la hipertension pulmonar y a la vasoconstriccion sistémica, que también se
produce en la asfixia (Orozco et al., 2007). Cuando el miocardio finalmente falla, la
presion venosa central se incrementa aln mas, mientras que la adrtica se reduce y se
acentla la disminucion de la frecuencia cardiaca; sin embargo, la insuficiencia
miocardica no se produce hasta que el pH y la presion arterial de oxigeno se
encuentran extremadamente reducidos, en el espectro de 6.90 y 20 mm Hg,

respectivamente (Orozco-Gregorio et al., 2006a).
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1.2.3. Liberacion de catecolaminas y metabolismo energético. El nacimiento ha
mostrado ser un estimulante efectivo de la liberacion de catecolaminas,
particularmente cuando se presenta un parto complicado asociado a un proceso de
hipoxia severa (Greenough et al., 1987). La liberacién de catecolaminas junto con otras
respuestas endocrinas tales como un incremento en la concentracion de hormona
adenocorticotropica (ACTH), beta-endorfinas, vasopresina y glucocorticoides,
contribuyen en conjunto a la redistribucion del flujo sanguineo a 6rganos vitales (Challis
et al., 1989; Provis y Moyniham, 1999).

Respecto a las catecolaminas, Greenough et al. (1987), observaron en bebés, una
estrecha correlacion entre altos niveles de adrenalina y noradrenalina y un pH menor a
7.25. Por otro lado, Herpin et al. (1996), reportaron concentraciones elevadas de
adrenalina y noradrenalina de 12.8 y 68.0 ng/mL, respectivamente, en neonatos que
cursaron por un proceso de asfixia. Dichos investigadores consideran que los niveles
hormonales se encuentran elevados debido a que juegan un papel crucial en la
proteccion del feto durante la privacion de oxigeno. Posiblemente, su aseveracion esta
fundamentada en el hecho de que la adrenalina ademas de ser la encargada de
estimular la glucogendlisis hepatica, mediante la inhibicion de la secrecion de insulina
y la estimulacion de la secrecion de glucagon, incrementa los niveles plasmaticos de
glucosa (Randall, 1979; Mathews et al., 2002; Orozco-Gregorio, et al., 2006b).
También es conocido su efecto sobre el aumento de la profundidad y la frecuencia de
los latidos cardiacos (Mathews et al., 2002), por tanto la funcion de las catecolaminas
es ayudar a liberar glucosa y movilizar los nutrimentos por tiempos indefinidos a tejidos
vitales como el miocardio, adrenales y sistema nervioso central. Esto es posible gracias
a la baja tasa metabdlica de los tejidos que cuentan con gran disponibilidad o reserva
fetal de sustrato de glucoégeno (Cruz, 1994). Esto es de fundamental importancia ya
gue cuando existe un proceso de asfixia, los requerimientos energéticos de las células
son cubiertos por medio de un aumento del consumo de hidratos de carbono (Vispo et
al., 2002). Randall (1979), encontré niveles menores en las concentraciones de

glucdégeno hepatico y cardiaco en fetos porcinos asfixiados, en comparacion con los
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fetos de la misma camada que no cursaron por un proceso de asfixia; sin embargo, el

glucdégeno muscular fue similar en ambos grupos.

1.3. Acidosis metabdlica

La acidosis metabdlica es consecuencia directa de la asfixia, fundamentalmente
por la produccion de lactato. Trabajos recientes resaltan la importancia del valor de la
lactoacidemia en el recién nacido con hipoxia (Deshpande y Platt, 1997; da Silva et al.,
2000). La velocidad y el grado con los que evoluciona la hipoxia son muy variables. La
asfixia subita y severa puede ser letal en menos de 10 min, mientras que la hipoxia
leve puede empeorar progresivamente en media hora o mas. En etapas tempranas, la
hipoxia puede invertirse espontaneamente si se suprime su causa (Phibbs, 1994); sin
embargo, si la hipoxia continua, el feto pasa de la oxidacion aerdbica de la glucosa a la
glucdlisis anaerobia (Flores, 1996), a través del uso de sus reservas de carbohidratos
(Curtis, 1974). Esta forma de obtencion de energia por via anaerobia le permite al feto
resistir la hipoxia por mas tiempo (Cruz, 1994), ya que el catabolismo de la glucosa a
piruvato o lactato no requiere de oxigeno, aunque en este caso so6lo se generan dos
moles de ATP, mientras que en presencia de oxigeno el piruvato entra en el ciclo de
Krebs, con lo que se ceden 38 moléculas de ATP a partir de ADP por cada molécula de
glucosa oxidada a CO2 y H20 que se procesa por completo a través de la glucélisis y del
ciclo de Krebs. De esta forma la glucdlisis acoplada con la degradacion de las reservas
energéticas de los hidratos de carbono constituye una forma rapida, aunque poco
eficaz, de movilizar la energia (Mathews et al, 2002). Esto debido a que la
acumulacién de cualquiera de los dos productos finales de las reacciones glucoliticas,
el acido piravico y los atomos de hidrégeno combinados con el NAD* para formar NADH
y H*, detiene el proceso glucolitico y evita la formacion posterior de ATP (Guyton y Hall,
1997) lo que resulta insuficiente para resistir por mas tiempo la asfixia.

Cuando una persona comienza a respirar oxigeno de nuevo tras un periodo de
metabolismo anaerobio, el acido lactico se convierte rapidamente en acido pirdvico y
NADH mas H*, de los que grandes porciones son oxidados inmediatamente para formar

grandes cantidades de ATP. Este exceso de ATP ocasiona que hasta las tres cuartas
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partes del acido piravico excedente se conviertan nuevamente en glucosa (Guyton y
Hall, 1997). Al respecto, algo similar pudiera haber ocurrido en neonatos porcinos
cuando experimentalmente se les administraron cantidades extra de oxigeno mediante
inhalacion. En el estudio de Herpin et al. (2001), se observd un incremento en el pH
sanguineo (7.40) en lechones a los que les fue administrado oxigeno inhalado
inmediatamente después del nacimiento, comparados con el grupo control (pH 7.35).
Resultados similares se observaron en las concentraciones de lactato, en las que el
grupo tratado con oxigeno mostré concentraciones considerablemente inferiores
respecto al grupo control (34.1 vs 58.2 mg/dL). Este equipo de investigadores asume
que los resultados se deben a la estimulacion del metabolismo oxidativo y la completa
oxidacion aerodbica de la glucosa a través de la inhalacion de oxigeno por el lechén, lo
que resulta en una produccion extra de ATP. Sin embargo, Zaleski y Hacker (1993), no
encontraron una disminucion en el ndmero de mortinatos por la administracion
inhalada de oxigeno, aun cuando el nivel de pO2 se incrementd. Se deduce que la
suma de todos estos factores y aunado a la reduccion de la ventilacion pulmonar, hay
un aumento de la pCO2 del liquido extracelular. Ello da lugar a un aumento en la
concentracion de acido carbonico (H2CO3) y de iones de hidrégeno con la consiguiente
acidosis respiratoria. Aunado a esto, las reacciones metabdlicas anaerobias dan lugar
a alteraciones en la relacion lactato-piruvato, ya que la mayor parte de piruvato se
convierte en lactato con el resultado de una mayor produccion de éste, lo que
incrementa la formacion de cantidades excesivas de acidos organicos, dando como
resultado un proceso de acidosis metabdlica y un descenso de pH (Guyton y Hall,
1997; Vispo et al., 2002). Esto origina una disminucion de la funcién miocardica con
una reduccion del flujo sanguineo a parénquimas no vitales, mientras que el flujo
sanguineo a organos vitales como cerebro y miocardio se mantiene temporalmente
(Phibbs, 1994; Jasso, 2002).

En condiciones normales, la caida del pH que acompana a la acidosis metabdlica
representa un estimulo para la ventilacion. El aumento de la ventilacion alveolar
elimina el CO2, lo que reduce la pCO2 restaurando la proporcion de concentraciones de
HCO3z-/0.03 pCO2 y llevando el pH hacia la normalidad (Cunningham, 1997). Sin
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embargo, en casos donde se presenta una falta en la concentracion de Oy, la caida del
pH interfiere con el funcionamiento de enzimas metabdlicas (Vispo et al., 2002),
debido a que la respuesta de dichas enzimas a los cambios de pH fuera del margen
fisioldégico, son de importancia considerable para su eficacia catalitica. La aceleracion
de la reaccion depende en muchos casos del estado de ionizacion de algunos grupos,
de modo que estos catalizadores sélo son eficaces dentro de margenes determinados
de pH (Mathews et al., 2002).

Si la hipoxia se prolonga todavia mas, el feto puede sufrir isquemia grave en los
tejidos cuyo riego sanguineo proviene de las arterias coronarias, principalmente
izquierda y circunfleja, lo que origina elevacion inicial de enzimas citoplasmicas y
muerte celular con necrosis localizada por infarto. A toda esta serie de eventos se le
conoce como cardiomiopatia hipéxico-isquémica (Jasso, 2002).

A pesar de los estudios realizados en neonatologia humana, alin existe controversia
respecto a la acidosis respiratoria en la muerte por asfixia. La valoracién de la escala
de Apgar permite una rapida evaluacion del estado cardio-respiratorio y neuroldgico del
recién nacido, cuando esta es aplicada en el periodo neonatal inmediato (primer y
quinto minuto de recién nacido), y toma en cuenta cinco indicadores (Pineda vy
Rodriguez, 2002): frecuencia cardiaca, esfuerzo respiratorio, tono muscular,
irritabilidad refleja y el color de la piel. Cada indicador tiene un valor minimo de O y un
maximo de 2 puntos. En neonatos que cursaron por un problema de distrés fetal a
través de bajos puntajes en la calificacion de Apgar, so6lo el 31% tuvieron un pH acido
(menor a 7.1) de la sangre del corddén umbilical, cuando lo esperado era que todos los
bebés cursaran por un proceso de acidosis tanto respiratoria como metabdlica (Josten
et al., 1987). En obstetricia humana se ha propuesto el uso de nuevos indicadores
para el bebé recién nacido inmediatamente después del parto, en combinacion con
otros indicadores anteriormente ya utilizados como lo es la escala de Apgar (Mota-
Rojas et al., 2006).

Randall (1971), reportd que lechones que presentaron acidemia e hipercapnia al
nacimiento con niveles de pH de 6.5 y 6.95, y de 105 y 185 mm Hg de pCOy,

mostraron una baja viabilidad al nacimiento en comparacion con los lechones que
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presentaron niveles de pH de 7.10 a 7.42 y pCO> de 46 a 75 mm Hg; estos resultados
los atribuyd a un proceso de asfixia fetal durante el parto. Si consideramos los valores
utilizados para caracterizar la asfixia postnatal en bebés, estos valores indicarian que
los lechones se encontraban en el momento del inicio de los procesos glucoliticos
anaerobios y estarian cursando por un proceso patolégico de acidosis severa (Saling y
Langner, 1991).

Actualmente se considera que la acidosis reflejada sélo a través del pH de la sangre
del corddon umbilical no es un predictor exacto de la asfixia neonatal, y no siempre esta
relacionada con pérdida de la viabilidad neonatal, ya que la acidosis fetal depende de
factores adicionales como la duracion de la misma, la tolerancia a niveles elevados de
CO, fetal, el peso del feto, su adaptacion cardiovascular, edad, tipo de parto y
complicaciones neonatales, entre otros (Trujillo-Ortega et al., 2006). Asi mismo, se ha
demostrado que las anomalias en la frecuencia cardiaca fetal producen alteraciones
del equilibrio acido basico, y la acidosis en el recién nacido se vincula con un mayor
riesgo de complicaciones neonatales, de ahi la importancia de conocer las variaciones
de la FCF (Mota-Rojas et al., 2006) (Figura 1).

En bebés, se ha reportado supervivencia sin complicaciones a pesar de tener un pH
arterial de 6.6 después de una hora del nacimiento. En términos practicos, esto
significa que la linea que divide al pH normal y anormal no es precisa y la interpretacion
del pH debera tomarse siempre junto con otras medidas clinicas relevantes (Steer et
al., 1989). La calificacion de vitalidad neonatal mide una serie de respuestas
neuromusculares que pueden verse deprimidas por asfixia, pero hay que considerar
que también pueden deprimirse simplemente porque el neonato no es maduro o lo
suficientemente fuerte para mostrar las respuestas requeridas (Goldenberg et al.,
1984).

Un valor de pH bajo puede ser el resultado de periodos prolongados de hipoxia con
acumulacioén de diferentes acidos, pero también de un periodo corto de compresion del
cordon con acumulacion de bidxido de carbono en la segunda etapa del parto que no
compromete la viabilidad del feto, por lo que valores bajos de pH no son sinébnimos de

asfixia (Goldenberg et al., 1984). Piquard et al. (1991, citados por da Silva et al.,
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2000), mencionan que las mediciones de acidosis metabdlica pueden carecer de
especificidad cuando la acidosis fetal proviene de una acidosis materna, y cuando el
acido lactico es producido por otros mecanismos encontrados durante la asfixia, tales
como degradacion proteica, inhibicion metabdlica por endotoxinas y choque séptico.
Dichos autores estiman que sblo el 6% de los procesos de acidosis fetal son debidos a

acidosis materna.

1.3.1. Daino cerebral. La transformacion del NAD a NADH segundos después de la
induccion de la asfixia, origina un aumento en la permeabilidad i6nica de las
membranas neuronales. Asi, se origina una despolarizacion de las neuronas y una
pérdida de la actividad eléctrica espontanea. Durante los primeros tres minutos y tras
la induccion de la asfixia, se produce un rapido aumento del lactato cerebral; al mismo
tiempo, disminuye la produccién de acido tricarboxilico, disminuyendo la produccion de
fosfatos de alta energia. De esta forma se origina una disminucion rapida de la
fosfocreatina y una reduccion de la concentracion cerebral de ATP; mientras que la
glucosa y el glucogeno cerebral disminuyen de manera rapida (Menkes, 1984).

El sistema nervioso central puede utilizar ademas de hidratos de carbono,
cetoacidos y otros acidos grasos como generadores de energia (Cruz, 1994), cuando el
cerebro del feto o del neonato es expuesto a episodios severos de hipoxia e isquemia,
se da inicio a una disminucion de compuestos de fosfatos de alta energia y durante los
primeros minutos se inicia una serie compleja de reacciones citotoxicas dentro de las
neuronas hasta terminar en muerte celular. La elevacion de calcio citoplasmico, la
liberacion de radicales libres y mediadores pre-inflamatorios asociados a dano
mitocondrial estan implicados en esta fase (Wyatt, 2002). De éstos, la liberacion de
radicales libres desempena un papel importante en el desarrollo del dano cerebral
seguido de un proceso de encefalopatia hipoxico-isquémica (Bracci et al., 2001).

En estudios realizados con fetos y neonatos, se ha demostrado que la hipoxia
ocasiona un incremento en la generacion de radicales libres en la corteza cerebral, que
resulta en dano a la membrana celular cerebral por el incremento de la peroxidacion

de los lipidos de la membrana y disminucion de la actividad de la ATPasa Na*/K*. Asi
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mismo, el incremento de Ca** intracelular tal vez puede activar varias vias enzimaticas
tales como la fosfolipasa A2 y el metabolismo del acido araquidénico, las cuales
generan liberacion de radicales libres y peroxidacion asi como disfuncién en el cerebro
hipoxico. La presencia de defensas antioxidantes desempena también un papel
importante en la integridad cerebral fetal y neonatal durante la hipoxia (Prakash y
Delivoria, 1999). Con relacion a estos acontecimientos, los agentes hematopoyéticos
neuroprotectores tales como la eritropoyetina (EPO), pueden ejercer un efecto protector
sobre las neuronas y prevenir su muerte celular. De acuerdo con Aydin et al. (2003), la
administracion de una inyeccion intracerebro-ventricular de EPO inmediatamente
después del inicio de la hipoxia isquémica en neonatos de rata, disminuyd el dano
cerebral hipoxico-isquémico.

Las alteraciones del flujo sanguineo cerebral inducidas por la asfixia son
igualmente importantes para la comprension de la génesis de los danos al nacimiento,
ya que inicialmente hay una redistribucion del gasto cardiaco en el que una gran
proporcion se destina al cerebro, con un incremento del flujo cerebral sanguineo del 30
al 175% del. Al mismo tiempo, se presenta una pérdida de la autorregulacion vascular
cerebral. A consecuencia de esto, las arteriolas cerebrales no son capaces de
responder a los cambios en la presion de perfusion y a las concentraciones de
anhidrido carbonico, originando un flujo cerebral pasivo dependiente de la presion. Una
vez que la autorregulacion cerebral no es funcional, el sistema arteriolar es incapaz de
responder al déficit de presion de perfusion por medio de la vasodilatacion, originando
una disminucién drastica del flujo cerebral sanguineo (Menkes, 1984).

da Silva et al. (2000), senalan que recientemente la relacion entre asfixia intra-
parto y las anormalidades neuroldgicas han sido cuestionadas, y citan varios estudios
en los cuales se ha observado una minima relacion entre acidosis metabdlica y las
consecuencias neurolégicas neonatales. Por ejemplo, Adamson et al. (1995), a través
de un estudio epidemiol6gico observaron que la mayoria de los problemas neurolégicos
neonatales fueron correlacionados con pirexia materna durante el parto y con

tratamientos con tiroxina y ruptura temprana de las membranas.
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2. El cobayo (Cavia porcellus) como modelo experimental de
desarrollo uterino, crecimiento fetal, asfixia perinatal y dilatacion
vascular pulmonar.

La asfixia perinatal es, y continuara siendo, una de las principales preocupaciones
en salud mundial debido a las complicaciones y graves secuelas que se presentan si el
neonato sobrevive al evento de asfixia (Hernandez-Gonzalez et al., 2006). En medicina
veterinaria, el proceso de asfixia perinatal ha sido objeto de diversas investigaciones
en las que el modelo experimental por excelencia ha sido el feto de especies animales
mamiferas debido a que los mamiferos al nacimiento incluyendo al hombre, presentan
similitudes en los mecanismos fisiolégicos mostrados durante la asfixia (Singer, 1999).
La asfixia perinatal inducida in utero o durante el parto en animales de laboratorio es
producida por la compresion del cordon umbilical (Sanchez-Aparicio et al., 2006). Los
modelos animales experimentales usados extensamente en este tipo de
investigaciones biomédicas son el cobayo (Cavia porcellus) y la rata (Rattus
norvegicus) de laboratorio. Los datos disponibles acerca de la reproduccion del cobayo
y la rata, son indispensables para poder llevar a cabo investigacion y/o reproduccion
de estas especies. La respuesta cardiovascular del feto que cursa por un proceso de
hipoxemia esta bien caracterizada en bebés humanos, en los que existe una
redistribucion del flujo sanguineo a 6rganos Utiles como corazon, cerebro y glandulas
adrenales (Hernandez-Gonzalez et al., 2006). No obstante, existen diferencias en los
mecanismos patologicos y neuropatolégicos entre cobayos y ratas que se pueden
explicar por la susceptibilidad individual de las especies a la hipoxia-isquémica, la cual
dependera de su metabolismo, consumo de oxigeno y diferentes mecanismos que
incluyen a los factores inductores de hipoxia. También debemos ser prudentes al llevar
a cabo la comparacion entre humanos, cobayos y ratas, en términos de metabolismo y

susceptibilidad a hipoxia.
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2.1. El cobayo en la investigacion cientifica de asfixia perinatal inducida

Durante la gestacion puede haber algunas condiciones intrauterinas adversas que
varian en cuanto a la duracion, severidad y recuperacion (Hernandez-Gonzalez et al.,
2006). No obstante, hay estudios previos en los que se demuestra la capacidad de
recuperacion del feto respecto a las condiciones intrauterinas adversas cuando los
periodos de exposicion son cortos (Gardner et al., 2001). La asfixia perinatal es, y
continuaréa siendo, una de las principales preocupaciones en salud mundial debido a
las complicaciones y graves secuelas que se presentan si el neonato sobrevive al
evento de asfixia (Hernandez-Gonzalez et al., 2006). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que en el mundo, entre 4 y 9 millones de recién nacidos
presentan asfixia cada ano. De estos aproximadamente 1.2 millones muere y casi el
mismo namero presentara secuelas graves (OMS, 1998), la OMS también estima que
el 29% de mortalidad en el mundo es secundario a asfixia al nacimiento. El proceso de
asfixia perinatal ha sido objeto de diversas investigaciones en las que el modelo
experimental por excelencia ha sido el feto de especies animales mamiferas debido a
que los mamiferos al nacimiento incluyendo al hombre presentan similitudes en los
mecanismos fisiologicos mostrados durante la asfixia (Arbay et al., 1996). Una
diversidad de técnicas experimentales han sido usadas para producir largos periodos
de asfixia in utero, los métodos mas comunes son aquellos que restringen la
capacidad de la placenta para transportar nutrientes y oxigeno al feto (Hernandez-
Gonzalez et al., 2006). La asfixia perinatal inducida in utero o durante el parto en
animales de laboratorio es producida por la compresion del cordon umbilical, como
resultado de ésta ocurren cambios en la circulacion pulmonar causando un incremento
en la resistencia vascular pulmonar, alteracion pulmonar en la reactividad vascular, e
induccion vascular y remodelacion cardiaca, estos cambios pueden ser prevenidos por
inhibicion selectiva de fosfodiesterasa (PDE) tipo 5 (Larrue et al., 2005).

El cobayo de laboratorio (Cavia porcellus), también denominado cuyo, cuye, curiel,
conejillo de indias, cobaio en portugués y en inglés guinea pig o cavi, es un mamifero
pequeno que pertenece al orden Rodentia. Este animal es originario de Sudamérica,

es de facil manejo y se le utiliza cominmente en investigaciones biomédicas, como
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pruebas farmacoldgicas, bioquimicas y fisiolégicas (Noonan, 1994). Como animal de
laboratorio, la estirpe Dunkin-Hartley es la mas difundida y de mayor distribucion en el
mundo (Sutherland y Festing, 1987). El cobayo es una especie precoz, que nace con
los ojos abiertos, y un elevado grado de coordinacion neuro-muscular y competencia
neuro-conductual, capaz de termo-regularse y alimentarse de manera independiente
desde el primer dia de vida (Vaillancourt y Boksa, 2000).

Al comparar el cobayo con ratones, ratas y hamsteres, se deduce que es menos
probable que el cobayo sea afectado por deficiencias en el cuidado materno, ya que el
resto de las especies antes mencionadas son animales menos maduros al nacimiento
debido a que nacen ciegos, con los conductos auditivos cerrados, sin pelo, incapaces
de regular su temperatura, y dependen completamente de los cuidados y atencion de
su madre para sobrevivir (Vaillancourt y Boksa, 2000; Villanueva y Hernandez, 2004)
como lo seria también en el ser humano (Bernert et al., 2003). A diferencia de la rata,
el cobayo alcanza competencia neuro-conductual temprana y su cerebro esta
completamente desarrollado al nacimiento (Vaillancourt y Boksa, 2000). Por ejemplo,
las enzimas glucoliticas del cerebro de cobayo recién nacido estan a los mismos
niveles de un adulto, en contraste, los niveles enzimaticos en el cerebro de la rata al
nacimiento son bajos respecto a un adulto de la misma especie.

Existe abundante literatura dispersa en un sin numero de investigaciones acerca
de los aspectos reproductivos del cobayo y la rata, esta informacion es indispensable
para llevar a cabo investigacion y/o reproduccion de estas especies, por tal motivo, la
informacion basica concerniente a la reproduccion del cobayo y rata han sido
compiladas y resumidas (Hernandez-Gonzalez et al., 2006) en el Cuadro 1. Cabe
senalar, que el cobayo y la rata son importantes modelos animales de experimentacion

debido a las similitudes que existen con la biologia reproductiva del ser humano.

30



Cuadro 1. Indicadores reproductivos del cobayo y la rata.

Parametros Cobayo Rata
(Hartley) (Wistar)
Peso adulto:
Macho (g) 900-1200 300-400
Hembra(g) 700-900 250-300
Peso al nacimiento (8 70-100 5-6
Temperatura corporal (°C) 37.2-39.5 37.5
Tiempo de vida (anos) 4-5 2.5-3
Consumo alimento (100 g de peso corporal/dia) 6g 5¢g
Consumo agua (100 g de peso corporal/dia) 10-40 ml 811 ml
Inicio de madurez sexual:
Macho
Peso (g) 600-700 200-250
Edad (d) 90-120 50+10
Hembra
Peso (g) 350-450 150-180
Edad (d) 60-90 50+10
Ciclo estral  (dias) 14-17 4-5
Gestacion (dias) 59-72 21-23
Pseudo prenez (dias) 17 12
Fertilidad de estro post-parto (%) 60-80 50
Tamano camada 2-5 812
Peso al destete (g) 150-200 35-55
Frecuencia respiratoria (respiraciones/min) 42-104 85
Frecuencia cardiaca (respiraciones/min) 230-380 300-500
Duracion del estro (horas) 6-11 10-20
Esquema de monta Pares ° Pares °
1M/10H 1M/10H
% Mortalidad
Nacimiento 4.83%
Destete 15.93%

Fuente: Hernandez-Gonzalez et al., 2006. pag 378.
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2.1.1. Asfixia perinatal natural e inducida; efectos adversos a nivel de SNC. El parto
normal esta asociado a un incremento en la liberacion de hormonas en plasma
incluyendo a las catecolaminas y glucocorticoides entre otras, las cuales sirven para
proteger al neonato de hipoxia y promover la adaptacion de la vida extrauterina a
través del pulmén y de otras funciones (Lagercrantz, 1994). Los humanos, cobayos y
ratas que nacen por cesarea carecen del incremento de catecolaminas y presentan
bajos niveles de glucocorticoides en el periodo neonatal, contrario a lo que ocurre en
nacimientos espontaneos (El-Khodor y Boksa, 1998). Estas deficiencias hormonales
pueden tener efectos directos sobre el desarrollo del sistema nervioso central (SNC)
(Vaillancourt y Boksa, 2000). Un gran nimero de estudios epidemiolégicos han
demostrado que las complicaciones perinatales, a menudo involucran hipoxia fetal o
neonatal, y estan asociados con un incremento en el riesgo para desarrollar
esquizofrenia (Zornberg et al., 2000), sobre todo en aquellos que nacieron con bajo
peso al nacimiento o prematuros (Mallard et al., 2000). Un periodo de hipoxia global al
nacimiento sirve como un estimulo potente para reactivar las catecolaminas en el
plasma de ratas y humanos, asi como la activacion a nivel central de la respuesta de
ventilacion compensatoria (Lagercrantz, 1994; El-Khodor y Boksa, 1998). La respuesta
cardiovascular del feto que cursa por un proceso de hipoxemia esta bien caracterizada
en bebés humanos, en los que existe una redistribucion del flujo sanguineo a érganos
utiles como corazdn, cerebro y glandulas adrenales (Jensen et al., 1999; Richardson y
Bocking, 1998). No obstante, la respuesta fetal es distinta dependiendo de la duracién
y severidad de hipoxemia. Durante la hipoxemia aguda, hay un incremento en la
presion arterial sanguinea con decremento del latido cardiaco (Jensen et al., 1999) e
incremento de los niveles de norepinefrina y epinefrina en plasma (Richardson y
Bocking, 1998).

Se ha demostrado que el cobayo adulto de la estirpe Hartley-Duncan con una
gestacion de 58 a 62 dias sometido a estrés o hipoxia cronica, exhibe cambios
morfolégicos y hematolégicos e incrementa la produccion de 6xido nitrico y contribuye
al efecto vasodilatador de la acetilcolina (Thompson et al., 2000). Otros estudios

previos realizados en la misma especie animal han demostrado que la acetilcolina
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estimula la liberacion de un factor de hiperpolarizacion derivado de endotelio y que el
oxido nitrico puede activar canales de potasio K1 (Waldron y Cole, 1994). La hipoxia
cronica incrementa la contribucion del 6xido nitrico a la acetilcolina induciendo
vasodilatacion en el corazén fetal de cobayo. La activacion de canales Ki también
contribuyen a la dilatacion del corazon si todavia no esta afectado por la hipoxia
cronica. El incremento de sintasas de 6xido nitrico endotelial y la expresion de ARNm
en el corazon fetal por hipoxia cronica, sugieren que la produccion de o6xido nitrico por
el corazbn puede ser sobre-regulada bajo estas condiciones como una respuesta
adaptativa al estrés hipoxico (Thompson et al., 2000). Por otra parte, el cambio en el
peso del corazon de fetos de cobayo sometidos a hipoxia es relativamente modesto en
comparacion a otras especies. Sin embargo, en otras especies animales la exposicion
a hipoxia crénica causa incremento sanguineo debido al crecimiento de vasos
sanguineos en el corazbn de modelos animales de recién nacidos (Hernandez-
Gonzalez et al., 2006).

Los modelos animales proporcionan una gran oportunidad para probar si las
complicaciones al parto, como son los efectos a causa de la hipoxia sobre la actividad
dopaminérgica en el SNC, pueden causar cambios a largo plazo en términos de dias,
semanas, meses e incluso anos después del nacimiento (Vaillancourt y Boksa, 2000).
El desarrollo del cerebro bajo condiciones intrauterinas sub-6ptimas contribuyen a
muchos desordenes neurolégicos que se manifiestan después del nacimiento, la
causa mas importante de dano neurolégico en el recién nacido es la asfixia perinatal al
producir dano cerebral reversible (que puede ser de consecuencias minimas como en
el caso de la disfuncién cerebral, retraso mental y epilepsia), o irreversible con dano
severo como la muerte (Hill, 1991), por la alteracion que produce el fendmeno hipoxia-
isquemia al danar ciertas sub-poblaciones de neuronas que van muriendo mientras
que otras sobreviven (Bottiger et al., 1998). La neuropatologia causada por hipoxia-
isquémica perinatal esta atribuida a un dano en el flujo sanguineo cerebral que
probablemente ocurre a consecuencia de la interrupcion en el flujo de sangre en
placenta (isquemia) e intercambio gaseoso (hipoxia), que puede ser agudo o cronico

(Hernandez-Gonzalez et al., 2006) (Figura 2).
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Se ha demostrado en fetos de ratas extraidos por cesarea, que se pueden producir
cambios en la bioquimica dopaminérgica y de comportamiento a largo plazo. Sin
embargo, debemos tomar en cuenta que el cerebro de la rata es un tanto inmaduro
para poder llevar a cabo una comparacion con cerebros de humanos al nacimiento
razén por la cual, se debe determinar si las complicaciones al nacimiento alteran las
funciones mediadas por la dopamina en una especie animal que posea un SNC mas
maduro al nacimiento, como lo es el SNC del cobayo (Vaillancourt y Boksa, 2000). Con
relacion a la posible relevancia clinica, se sabe que el cerebro de rata generalmente es
menos maduro al nacimiento que el cerebro del recién nacido humano,
aproximadamente al dia 10 post-nacimiento, el cerebro de la rata esta en la etapa de
crecimiento rapido, aceleracion de la sinaptogénesis, mielinizacion y proliferacion de
astrocitos, caracteristicas similares del humano (Romijn et al., 1991) y del cobayo
recién nacido a término. Recientemente, se ha propuesto que el cerebro maduro es
mas susceptible a dano hipoxico-isquémico cerebral (Yager y Thornhill, 1997), y que la
elevada susceptibilidad del animal maduro no solo puede ser el reflejo de la funcion
metabdlica, sino también de la diferente capacidad del mecanismo inmaduro para
llevar a cabo los procesos de reparacion e incrementar su potencial por la proliferacion
de neuronas (Bernert et al., 2003).

Las neuronas del hipocampo, cerebelo, cuerpo estriado, talamo y neo-corteza se
caracterizan por su vulnerabilidad al dano hipoxico-isquémico. Aparte de la muerte
celular aguda causada por asfixia perinatal, es necesario conocer si ésta puede
provocar efectos detrimentales sobre el SNC meses e incluso anos después del
nacimiento del individuo (ej. como inductor de neurodegeneracion) (Blennow et al.,
1995). Es bien conocido que el SNC inmaduro es mas resistente a hipoxia que el SNC
maduro (Jilek et al., 1970). Los neonatos de ratas resultan ser muy habiles ya que
pueden sobrevivir de 20 a 22 min de anoxia, mientras que los cobayos sélo son
capaces de sobrevivir a 2 min de anoxia al hacimiento debido a la relativa madurez del
SNC al nacimiento (Vaillancourt y Boksa, 2000). Lubec et al. (2000), mencionan que la
asfixia perinatal en ratas causa una supervivencia de 20 minutos de hipoxia, mientras

que el cobayo solo tolera 4 minutos de estado hipdxico. No obstante, al comparar el
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cobayo con otras especies animales como fetos de conejo u oveja, este posee la
habilidad de tolerar de mejor manera la asfixia debido a algunas diferencias
relacionadas a la edad gestacional, niveles de hipoxia, duracién a la exposicion, e
incluso mejor eficiencia en el intercambio gaseoso-placentario que aln es desconocido
(Thompson et al., 2000).

El desarrollo cerebral bajo condiciones intrauterinas sub-6ptimas contribuye a
muchos desordenes neurologicos que se manifiestan después del nacimiento
(Harrison, 1999). Se ha demostrado que el régimen crénico y agudo a causa de
compromiso intrauterino resulta en alteraciones de conectividad neuronal (Bisignano y
Rees, 1988). Los cambios del sistema mono-aminérgico relacionados a la asfixia
perinatal han sido reportados por diversos grupos, y la sensibilidad de este sistema al
dano asfictico fue acentuado en hombres y modelos animales (Blennow et al., 1995).

Bernert et al. (2003), mencionan que la induccion de asfixia perinatal en un
modelo animal como lo es el cobayo, es muy parecida a la asfixia perinatal
intrauterina, por la presencia de hipoxia quimica y ventilacion mecanica, dando inicio a
la neurodegeneracion como se ha observado en el sistema humano al ser evaluado
por un criterio neuropatélogico clasico. Dichos investigadores, caracterizaron la
neurodegeneracion, gliosis, pérdida neuronal y diferenciacion, asi como alteraciones
en el sistema funcional, caracterizado por neurotransmisores especificos en un
modelo animal de asfixia perinatal con animales maduros al nacimiento. La técnica de
asfixia perinatal, consiste en la extirpacion de los cueros uterinos que contienen los
fetos para ser separados de sus membranas y secados en una campana de flujo
laminar para realizar la induccion de la asfixia en bano de agua a 37 °C por diferentes
periodos de tiempo (2, 3, 4 0 5 minutos) aunque la exposicion a 5 minutos de asfixia
no es compatible con la supervivencia del cobayo.

Se ha demostrado que ocurre neurodegeneracion con muerte neuronal,
proliferacion glial, y cambios en la neurotransmisibilidad en varios modelos animales
con asfixia perinatal como la rata (Blennow et al., 1995) y el cerdo (Fritz, et al., 1996).
Sin embargo, la primera evidencia de neurodegeneracion en diversas regiones

cerebrales se dio a conocer en un modelo animal de cobayos con induccion de asfixia
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perinatal, 3 meses después de haberse llevado a cabo el parto (Bernert et al., 2003).
No obstante, debemos estar conscientes de que aunque la neurodegeneracion
mostrada en el modelo animal con cobayo es inequivoca, no pueden ser extrapoladas
las implicaciones directas en el neonato humano (Hernandez-Gonzalez et al., 2006).

Al comparar los datos obtenidos en cobayo (Bernert et al., 2003) con otro modelo
animal de asfixia perinatal como lo es la rata inmadura respecto al mismo punto de
comparacion, se pueden encontrar diferencias en términos de regiones afectadas e
intervencion de neurotransmisores individuales (Kohlhauser et al., 1999), indicando
diferencias especificas. Cuando se comparan los resultados de cobayo con el sistema
humano, se encuentra pérdida neuronal, gliosis, y cambios monoaminérgicos y
colinérgicos en areas afectadas de neonatos asfixiados (Barkovich, 1992). Por lo tanto,
Bernert et al. (2003), sugieren que el uso de cobayo como modelo experimental de
asfixia perinatal es muy parecido a la asfixia perinatal en humano en diversos
aspectos, garantizando asi los estudios acerca de asfixia perinatal. No obstante, las
comparaciones hechas con fetos de cobayo sobre otras especies de animales recién
nacidos deben hacerse con precaucion porque aldn no esta claro qué constituye la
diferencia entre especies.

En sintesis, las diferencias que existen en los mecanismos patologicos vy
neuropatolégicos entre las diferentes especies de mamiferos se pueden explicar por la
susceptibilidad individual de las especies a la hipoxia-isquémica, la cual dependera de
su metabolismo, consumo de oxigeno y diferentes mecanismos que incluyen a los
factores inductores de hipoxia. No obstante, debemos ser prudentes al llevar a cabo la
comparacion entre ratas, humanos y cobayos en términos de metabolismo vy

susceptibilidad a hipoxia (Hernandez-Gonzalez et al., 2006).

2.2. Restriccidon de crecimiento fetal intrauterino

La forma mas comun en la que se presentan condiciones intrauterinas adversas en
gestaciones humanas es la compresion del cordon umbilical ya que ocurre con una
incidencia del 40% (Clapp et al., 1999). Esta es la razén por la cual se han desarrollado

algunas técnicas para la induccion de condiciones adversas in utero en modelos
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animales experimentales a fin de caracterizar la respuesta cardiovascular (bradicardia,
presion arterial y vasoconstriccion periférica), magnitud hemodinamica, endocrina y
metabdlica del feto. EI método irreversible y severo mas comun que induce condiciones
intrauterinas adversas, es la compresion temprana del cordon umbilical que causa
reduccion del flujo sanguineo umbilical en un 30%, y restriccion de la capacidad
placentaria para transportar nutrientes y oxigeno en el feto; como resultado de esta
compresion hay una reduccion en el tamano de la placenta que da inicio a
hipoglucemia, hipoxemia, alteracion en el balance endocrino y retraso en el crecimiento
fetal, estos son indicativos de dano cerebral que a su vez, incrementan la incidencia en
la mortalidad fetal (Gardner et al., 2001). La restriccion del crecimiento fetal, es
responsable de una considerable mortalidad y morbilidad perinatal ya que incrementa
el riesgo de complicaciones previas al nacimiento en los neonatos, como son diestrés,
asfixia, hipotermia, encefalopatia neonatal, hipotermia e hipoglucemia, pobre
alimentacion asi como riesgos neuroldgicos a largo plazo, y desordenes del desarrollo
(Wareing et al., 2005).

En estudios previos se ha demostrado que la restriccion de crecimiento fetal
espontanea en cobayo puede ocurrir con una larga duracion de hipoxia y en edades
gestacionales tempranas. Tolcos et al. (2002), desarrollaron un modelo experimental
para producir restriccion de crecimiento fetal in utero, a través de la alteracion y
restriccion de la perfusion Gtero-placentaria por medio de una técnica que consiste en
la ligadura unilateral de la arteria uterina materna entre el dia 28 y 30 de gestacion en
cobayas gestantes de la cepa Monash. Esta técnica ha sido empleada por diversos
investigadores obteniendo como resultado una reduccion en el peso y tamano de los
fetos, hipoxia crénica, desnutricion (asociada a reduccion celular) (Lafeber et al.,
1984), alteracion en el balance endocrino (Jones et al., 1987) y restriccion de
crecimiento asimétrico en cobayos recién nacidos. También se han observado algunas
alteraciones en la estructura cerebral de neonatos nacidos con bajo peso de acuerdo a
su edad gestacional, que cursaron por un proceso de restriccion de crecimiento que
incluyen una reduccion en el peso cerebral, peso del cerebelo y volumen del hemisferio

cerebral (Mallard et al., 2000). En contraste, Thompson et al. (2000), demostraron en
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cobayas que la hipoxia crénica causada por la restriccion de crecimiento uterino no
altera el crecimiento fetal, peso del corazon, cerebro y placenta, asi como la relacion
del peso de estos organos respecto al peso corporal de la cobaya. Otros estudios
realizados en cobayas con restriccion de crecimiento fetal intrauterino han demostrado
una reduccion del flujo sanguineo (Detmer y Carter, 1991) y oxigenacién (Jensen et al.,
1996). De acuerdo con Mallard et al. (2000), la restriccion de crecimiento fetal
intrauterino en ratas y/o cobayas resultan en cambios drasticos en cuanto al contenido
de amino acidos y metabolismo de la serotonina a nivel cerebral asociado a retraso en
la maduracion de la funcion colinérgica.

La restriccion del crecimiento fetal trae como consecuencia la asfixia progresiva
gue es un estrés fisioldgico que estimula el sistema nervioso autobnomo en general, y
en particular activa los receptores de didxido de carbono y oxigeno (Ting et al., 1994).
Tolcos et al. (2002), reportaron una reduccion cerebral de la tolerancia a la hipoxia en
cobayos, semejante a lo que ocurre en diversas especies, demostrando que la
restriccion de crecimiento fetal intrauterino esta asociada con alteraciones en la
respuesta de ventilacion y termorregulacion del recién nacido sometido a asfixia e
hipercapnia, ya que la ventilacion basal durante un estado de hipercapnia tiende a
elevarse y se incrementa significativamente durante la asfixia progresiva respecto a la

concentracion de CO2 (> al 5% de COy).

2.3. Uso de citrato de sildenafil y su efecto sobre el sistema materno-fetal

en mujeres y modelos animales

El citrato de sildenafil también conocido como sildenafilo o sildenafil, es un potente
inhibidor competitivo de la PDE5, éste aumenta el efecto vasodilatador del éxido nitrico
(ON) al evitar la degradacion del segundo mensajero GMPc (Gobry et al., 2000;
Michelakis et al., 2002; Khan et al.,, 2004), potencializando el efecto vascular del ON
en el mdasculo liso (Sher y Fisch, 2000; Muirhead et al., 2002) iniciando la
vasodilatacion ya que el citrato de sildenafil actla a través del ON-GMPc (Zoma et al.,
2004), al incrementar las concentraciones de GMPc (Cameron y Campbell, 1998)

ejerce un efecto de relajacion en el musculo liso y produce en su momento una
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desfosforilacion de cadenas cortas (ligas) de miosina (Norman et al., 1999). La accion
relajante de GMPc en musculo liso, es a través del efecto de un flujo disminuido de la
enzima proteina cinasa G (PCG), lo que resulta en reduccion de los niveles de calcio
(Ca2*) intracelular y una disminucion de la sensibilidad en los elementos contractiles
del Ca2* (Khan et al., 2004).

Desde la introduccion del citrato de sildenafil en 1997, este ha sido usado
ampliamente en el tratamiento de la disfuncion eréctil (DE), pero hasta entonces no se
habia evaluado su efecto en mujeres (Sher y Fisch, 2000). Aunque el citrato de
sildenafil es una droga bien establecida para el tratamiento de DE, esta droga es
efectiva cuando se aplica de forma terapéutica en mujeres post-menopausicas con
disfuncién sexual (Zoma et al., 2004). El citrato de sildenafil a altas concentraciones
activa la relajacion del miometrio en mujeres embarazadas, esto incrementa la
posibilidad de que el citrato de sildenafil o moléculas relacionadas puedan tener un
futuro promisorio por su potente aplicacion tocolitica (Khan et al., 2004) debido a que
se ha observado que el citrato de sildenafil potencializa el efecto de vasodilatacion de
los nitratos (Zoma et al., 2004). La aplicacion vaginal de sildenafilo parece ser efectiva
y seguramente produciran gran interés las observaciones sobre los efectos en el
sistema materno-fetal (Khan et al., 2004).

Es conocido que el ON esta involucrado en una variedad de procesos fisiologicos
(Norman et al., 1999), actia en el sistema nervioso central y periférico siendo un
mediador importante de interacciones paracrinas, en especial en el sistema vascular.
Este es un poderoso inhibidor de agregacion plaquetaria y un potente vasodilatador
(Cameron y Campbell, 1998). La variedad en las funciones del ON se reduce a la
presencia de componentes que generan aniones de superdxido como la xantina y
xantina oxidasa, y su accion se potencializa por el superdxido dismutasa (SOD) enzima
distribuida a lo largo del sistema que inactiva los aniones de superoxido (Cameron y
Campbell, 1998).

Enzimas generadas a partir del ON como lo son la sintasa del éxido nitrico (SON)
han sido descritas en el endometrio de un cierto nimero de especies, sugiriendo que el

ON puede estar involucrado en algunas funciones endometriales como lo es el control
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local del endometrio (Cameron y Campbell, 1998). Isoformas del ON, iSON (inducible) y
eSON (endotelial) han sido identificadas en el endotelio vascular del endometrio y
miometrio humano (Norman et al., 1999; Sher y Fisch, 2000). Tres isoformas de SON;
eNOS y nNOS (neuronal), ambas dependientes del calcio y de enzimas las cuales estan
expresadas constitutivamente han sido descritas en tejido miometrial (Norman et al.,
1999), su expresion en el endometrio fue descrita originalmente como enzimas
constitutivas generadoras de pequenas cantidades de ON para neurotransmitir y
mantener el tono vascular (Cameron y Campbell, 1998). Mientras que la enzima iSON
es independiente del calcio, cuya expresion puede ser inducida en diversas células por
varias citocinasas (Norman et al., 1999).

Una variedad de vias de senalamiento y moléculas que intervienen para mantener
la contractilidad uterina durante la gestacion y hasta su finalizacion han sido
estudiadas, incluyendo el ON, GMPc, PCG y canales idbnicos en miometrio de humanos y
ratas (Khan et al.,, 2004). Schmidt et al. (1992), sugieren que el ON esta involucrado en
la relajacion miometrial como efecto del péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (cgrp). El ON derivado del endometrio puede contribuir en el control local de
la contractilidad miometrial. Sin embargo, el ON derivado del endometrio también
puede suprimir la contractilidad miometrial. Por lo tanto, existe interés sobre la parte
en que el ON puede mantener la relajacion miometrial durante la gestacion, sugiriendo
la administracion de donadores de ON como una propuesta terapéutica para el
tratamiento durante el trabajo de parto (Cameron y Campbell, 1998).

Estudios recientes han examinado el endometrio en diferentes especies, rata
(Schmidt et al., 1992; Buhimschi et al., 2004), ovino (Zoma et al., 2004) e incluso
humanos (Cameron y Campbell, 1998; Khan et al., 2004; Norman et al., 1999), para
discutir la potente accion vasodilatadora y antiplaquetaria del ON, ya que pueden jugar
un papel importante en la implantacion, o bien el ON derivado del endometrio puede
actuar como un relajante en el masculo liso vascular y endometrial (Cameron vy
Campbell, 1998).

En ratas y conejos, se ha demostrado la importancia del ON en el mantenimiento de

la relajacion uterina durante el trabajo de parto; la actividad del ON en el tejido uterino
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es elevada a lo largo de la gestacion, pero disminuye antes del momento del parto,
aunque otros han postulado que el ON también puede ser responsable del
mantenimiento de la relajacion uterina durante el trabajo de parto en humanos
(Norman et al., 1999). Dos lineas de investigacion apoyan estas hipotesis, la primera
que el ON relaja el miometrio humano in vitro y la segunda, que productos de ON-GMPc
estan presentes en el miometrio humano de gestantes y no gestantes. Estos datos
sugieren que el ON es producido en el miometrio durante la gestacion y puede
mantener la relajacion uterina por un efecto de relajacion en el miometrio. Este
senalamiento es de suma importancia ya que la relajacion automatica del Gtero gravido
durante la mayor parte de la gestacion facilita el crecimiento y maduracién fetal (Khan
et al., 2004).

El cobayo y la rata también se han utilizado como modelos animales para estudiar
el efecto del citrato de sildenafil sobre la repolarizacion cardiaca y sobre los cambios
estructurales en los 6rganos genitales en respuesta a los casos clinicos de muerte
repentina en pacientes humanos que consumieron citrato de sildenafil. Chiang et al.
(2002), usaron técnicas convencionales de micro-electrodos en musculo aislado de
cobayo, encontrando que la duracion del potencial de accion con 90% de
repolarizacion no fue afectada por el consumo de citrato de sildenafil en rangos
terapéuticos (1 < microM), pero fue acortada por elevadas concentraciones (> 10
microM). La dosis dependiente del citrato de sildenafil bloqued los canales de Ca2*
tipo-L, pero no tuvo efectos sobre la persistencia de corrientes de iones de Na* en los
miocitos ventriculares de cobayo, concluyendo que el citrato de sildenafil no prolonga
la repolarizacion cardiaca. Por otro lado, Kilinc et al. (2003), determinaron los efectos
ultra-estructurales que causa la administracion de 0.5 mg/kg de citrato de sildenafil en
los 6rganos genitales de ratas Wistar que estaban ciclando, concluyendo que son
evidentes los cambios histolégicos causados por la administracion de sildenafilo en el
cuerpo cavernoso del clitoris y las glandulas de Bartolini debido a que fueron los
organos que mostraron los mayores efectos.

La rata de estirpe Sprague-Dawley ha sido usada por Kim et al. (2004), para

investigar la respuesta vaginal de la hembra y el papel del ON sobre la via del flujo
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sanguineo vaginal in vivo. Los cambios del flujo sanguineo vaginal fueron inducidos por
estimulacion nerviosa pélvica a través de un laser de efecto Doppler, que determina la
frecuencia de respuesta en cada animal. En suma, los cambios en el flujo vaginal
fueron medidos después de la administracion intravenosa de un inhibidor de sintasas
de oxido nitrico L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil ester) o citrato de sildenafil, inhibidor
especifico de la fosfodiesterasa tipo 5. Dichos investigadores concluyeron que la
administracion de citrato de sildenafil incrementd significativamente la estimulacion
nerviosa pélvica inducida por el flujo de sangre vaginal (166.9% + 25.8% vs testigo a
30 minutos, p<0.00001).

Sin lugar a duda, el endometrio juega un papel importante en hembras
fisiologicamente reproductivas (Norman 1996; Cameron y Campbell, 1998). No
obstante, el conocimiento obtenido en los Ultimos anos sobre el trabajo de parto
fisiologico, ha avanzado considerablemente, aunque el estudio de nuevas drogas que
aseguren la ausencia de efectos colaterales de agentes tocoliticos usados

comunmente para tratar el trabajo de parto han sido lentas (Khan et al., 2004).

2.4. Uso de citrato de sildenafil y su efecto sobre el sistema pulmonar en
humanos y animales de laboratorio.

La hipertension pulmonar persistente del neonato (PPHN), contribuye de forma
considerable al aumento de la morbilidad y mortalidad neonatal, es conocida como un
sindrome clinico asociado a diversas enfermedades cardio-pulmonares, incluyendo la
asfixia durante el parto, aspiracion de meconio y sindrome de distrés respiratorio
(Larrue et al.,, 2005; Villanueva-Garcia y Mota-Rojas., 2006). La PPHN esta
comunmente asociada con el sindrome de aspiracion de meconio (SAM), 66% de casos
de PPHN son consecuencia del SAM. Existe un niumero de tratamientos posibles para
esta condicion, en la que es importante normalizar el pH, que se logra apropiadamente
por administracion alcalina, mejor que la hiperventilacién, la cual esta asociada con
problemas de reduccion en la perfusion cerebral e incremento de riesgo de

enfermedad crénica pulmonar y neumotérax (Fernandez et al., 2003). El calcio
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aumenta la contraccion de la musculatura lisa en vasos sanguineos, la cual depende
de la disponibilidad de calcio que afectan las células.

El 6xido nitrico es un vasodilatador pulmonar especifico cuando es inhalado y se ha
reportado que su uso es efectivo en neonatos con SAM. El descubrimiento del ON ha
revolucionado el tratamiento de hipertension pulmonar aguda, ya que produce
vasodilatacion pulmonar en regiones ventiladas de pulmén (Shekerdemian et al.,
2004). El ON actia como un potente vasoldilatador pulmonar selectivo; sin embargo,
Su uso es limitado debido a su vida media relativamente corta (Michelakis et al., 2002)
en estudios realizados in vivo (Cameron y Campbell, 1998). No obstante, hay pocos
reportes y no hay evidencia aleatoria en las que se justifique su uso. Por tales motivos,
actualmente existe una gran variedad en los tratamientos empleados en Ila
hipertension pulmonar severa (epoprostenol i.v., 6xido nitrico i.); sin embargo, estas
terapias son costosas, tienen efectos colaterales y hay ausencia en la selectividad de
los responsables en la vasodilatacion (Ardeschir et al., 2002).

En 1999, un par de investigadores describieron tres casos en ninos recién nacidos
de 4 meses de edad a quienes administraron sildenafilo via oral, con el fin de aminorar
los efectos de una repentina descontinuacion de ON inhalado por los tres pacientes,
basados en los resultados iniciales, los autores concluyen que el sildenafilo fue
efectivo ya que incrementd los niveles de GMPc en la circulacion normal y a nivel
intracelular, logrando la prevencion de una degradacion rapida de GMPc y repercutir en
la hipertension cuando se descontinua la terapia del ON inhalado (Atz y Wessel, 1999).
Un sinnimero de documentos también han sido publicados describiendo la eficacia del
sildenafilo en adultos con hipertension pulmonar. En el 2002, se publicd un estudio
realizado en 14 pacientes de 5 a 30 anos de edad que fueron tratados con sildenafilo
como parte de una terapia de hipertension pulmonar cronica. Nueve pacientes
padecian hipertension pulmonar primaria, los cinco restantes tenian hipertension
pulmonar. Todos ellos recibieron una terapia estandar iniciada con sildenafilo, la media
de la dosis usada fue de 87.5 mg/dia en ninos con un peso menor de 30 Kg, y 150

mg/dia en pacientes adultos, clinicamente se reportd mejora en todos los pacientes,
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registrando una reduccion en la presion sistélica del ventriculo derecho, sélo en tres
pacientes esta reduccion fue estadisticamente significativa (Kothari y Duggal, 2002).

Recientemente, diversos investigadores han usado el citrato de sildenafil como una
alternativa respecto a las terapias tradicionales enfocadas a la dilatacion de la
vasculatura pulmonar (Buck, 2004). El citrato de sildenafil es un vasodilatador
pulmonar efectivo en pacientes que sufren de hipertensién pulmonar arterial,
hipertension pulmonar trombo-embdlica (Ardeschir et al., 2002), e hipertension
pulmonar severa debido a que disminuye la resistencia vascular pulmonar (PPH) en
humanos (Michelakis et al.,, 2002). El sildenafilo incrementa la vasodilatacion
pulmonar producida por el ON en animales despiertos con hipertension pulmonar
inducida por un vasoconstrictor (Shekerdemian et al., 2004).

Cada vez son mas los reportes que revelan el uso de sildenafilo y otras PDE tipo 5,
en el tratamiento de hipertension pulmonar (Shekerdemian et al., 2004), debido a la
conveniencia de administrar dosificaciones orales que relativamente tienen pocos
efectos adversos, ademas de que los costos son substancialmente menores
comparados con otros agentes (Buck, 2004). En un estudio reciente, se report6 que el
sildenafilo administrado por via oral inhibe la hipoxia inducida en modelos animales
que cursaron por un proceso de hipertension pulmonar cronica (Shekerdemian et al.,
2004). De igual forma, hay reportes que senalan el uso de sildenafilo en el tratamiento
clinico de hipertension pulmonar primaria en ninos y adultos (Ardeschir et al., 2002;
Shekerdemian et al., 2004). Por otro lado, un estudio realizado en 24 cerdos
domeésticos de 12 a 16 semanas de edad tuvo como objetivo examinar los efectos del
silenafilo sobre la hemodinamica e intercambio gaseoso pulmonar, la administracion
de 50 y 100 mg de sildenafilo resulté en una disminucion de la presion parcial de
oxigeno (Pa02), en tanto que la administracion de 25, 50 y 100 mg, estimularon la
hemodinamica pulmonar en cerdos anestesiados entubados y con ventilacion artificial
(Kleinsasser et al., 2001).

Después de la administracion de sildenafilo, se ha observado un tiempo de
respuesta inicial de 15 min que se extiende de 45 a 60 min posteriores a su

administracion (Ardeschir et al., 2002). Sin duda alguna, existe una amplia diversidad
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en las dosis de citrato de sildenafil aplicadas durante el tratamiento de hipertension
pulmonar (Shekerdemian et al., 2004), esta puede ser la razén por la que el tiempo de
repuesta de vasodilatacion que ejerce el sildenafilo varia. Basados en algunos casos
clinicos reportados y estudios dirigidos con el uso de sildenafilo a la fecha, se
recomienda a pacientes pediatricos con hipertension pulmonar una dosis inicial de
0.25 a 0.5 mg/Kg via oral cada 4 u 8 h, mientras que para adultos con hipertension
pulmonar, el sildenafilo puede ser administrado a una dosis de 25 mg cada 6 0 8 h
(Buck, 2004). No obstante, es necesario realizar mas investigaciones a fin de
desarrollar un régimen 6ptimo respecto a la dosificacion y establecer asi con mas
precision la eficiencia del sildenafilo.

Una alternativa novedosa, es la administracion combinada de sildenafilo oral y
oxido nitrico inhalado, éstos actian sinérgicamente causando una potente
vasodilatacion pulmonar en pacientes con hipertension pulmonar arterial e
hipertension pulmonar trombo-embdlica (Michelakis et al., 2002). Sin embargo, al
comparar el efecto vasodilatador pulmonar del citrato de sildenafil con el éxido nitrico i.
en pacientes con hipertension pulmonar, y al evaluar la dosis-respuesta, la
administracion oral de 12.5 mg o 50 mg de sildenafilo resulté en una disminucion de la
presion arterial pulmonar y en una dosis-dependiente (Ardeschir et al., 2002). Asi
mismo, se ha observado que el citrato de sildenafil también produce efectos
colaterales sistematicos importantes en humanos y animales al combinar su uso con
nitratos. En un experimento se co-administraron 6xido nitrico y sildenafilo, observando
hipotension en humanos que habian recibido ON previo a la administracion del
sildenafilo (Wareing et al., 2005). En un estudio realizado en animales que habian sido
tratados con ON y 1 mg/Kg de sildenafilo, se observaron fallas en la presion sanguinea,
hipotension y una correspondiente disminucion en el sistema de resistencia vascular
(svr). La respuesta de vasodilatacion es mas marcada en pacientes que recibieron
sildenafilo comparada con la administracion de 6xido nitrico i. en los mismos pacientes
(Ardeschir et al., 2002; Shekerdemian et al., 2004).
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3. Equilibrio acido base en el recién nacido asfictico; aspectos
relevantes de la gasometria sanguinea en humanos, cobayos y

ratas

La hipoxia, hipercapnia y acidosis metabdlica, secundarios al metabolismo
anaerdbico son caracteristicas esenciales de la asfixia. La evaluacion de dichos
parametros a partir de sangre arterial de cordon umbilical al nacimiento en bebés y
animales, ha permitido evaluar la severidad del grado de asfixia intra-parto, y ha sido
correlacionado con indicadores fetales intra-parto, tales como patrones de la
frecuencia cardiaca fetal, determinacion de gases sanguineos del cuero cabelludo y
escala de Apgar (Villanueva-Garcia et al., 2006). En medicina, la acidosis respiratoria
es descrita frecuentemente como el incremento predominante de pCO2. Mientras que
la acidosis metabdlica es provocada por el incremento de acido lactico; sin embargo,
mientras que la acidosis fetal aguda es inicialmente respiratoria, ésta es seguida
rapidamente por la mezcla de acidosis respiratoria y metabdlica si no hay mejora en la
oxigenacion. Los gases en sangre obtenidos en el periodo perinatal inmediato ayudan a
evaluar el proceso de asfixia. La determinacion de gases en sangre arterial y de pCO>
proporcionan la mayoria de determinaciones acertadas respecto a la ventilacion
alveolar adecuada. Un sin fin de técnicas para realizar la obtencion de sangre han sido
usadas con diferente grado de éxito, entre ellas estan: muestreo venoso, arterial,
capilar y trans-cutaneo. Razon por la cual, debe ponerse atencion al sitio , tiempo y

momento del muestreo, asi como del posible diagnostico.

3.1. Gasometria sanguinea de cordén umbilical en neonatos

Los eventos de la asfixia durante el nacimiento, tales como presencia de acidosis
metabdlica, hiperlactemia e hipoxia, son comunes (English y Wilkinson, 1982; Herpin et
al., 1998); estos indicadores interactidan entre si perturbando el comportamiento y
termorregulacion postnatal en el neonato, afectando la supervivencia neonatal (Herpin

et al., 1996). La duracion y grado de asfixia fetal en neonatos humanos causa
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morbilidad fetal y neonatal asi como mortalidad (James et al., 1958). Nelson et al.
(1996; citado por Brouillette y Waxman, 1997), reportan que una de las consecuencias
de haber cursado por un proceso de asfixia perinatal, resulta en 10 a 20% de casos
con paralisis cerebral en ninos. La hipoxia, hipercarpnia (acidosis respiratoria) y
acidosis metabdlica (frecuentemente medida por el déficit de base) secundarios al
metabolismo anaerdbico, son caracteristicas esenciales de la asfixia (Villanueva-Garcia
et al., 2006). La evaluacion de dichos parametros a partir de sangre arterial de cordon
umbilical al nacimiento, en bebés y animales, ha permitido evaluar la severidad del
grado de asfixia intra-parto (James et al., 1958), y ha sido correlacionada con
indicadores fetales intra-parto, tales como patrones de la frecuencia cardiaca fetal,
determinacion de gases sanguineos del cuero cabelludo, y la escala de Apgar
(Strickland et al., 1984).

La sangre obtenida del cordon umbilical en neonatos humanos, proporciona
informacion suficiente para conocer la relacion existente entre el exceso de base,
cambios en las concentraciones de pO2, saturacion de 02, pCO2 y pH debido al
intercambio continuo de gases sanguineos en la placenta (Nodwell et al., 2005). El
conocimiento y la interpretacion de los gases en sangre proporcionan informacion
importante sobre el estado del paciente después del nacimiento (Brouillette y Waxman,
1997), y pueden ayudar tanto a clinicos e investigadores en la evaluacion, manejo
ante-parto y cuidado postnatal del neonato (Strickland et al., 1984). Sin embargo, el
muestreo sanguineo de cordon umbilical algunas veces es limitado debido a la
obtencion de volumen insuficiente de sangre al nacimiento (Nodwell et al., 2005).

El resultado de los valores normales en sangre de arteria y vena umbilical en
neonatos humanos son diferentes. Para la sangre arterial umbilical se describe un pH:
7.27, pO2: 18 mmHg, pCO2: 50 mmHg, bicarbonato: 22 mEq/l y EB: -3 mEq/I; para la
sangre de vena umbilical, pH: 7.34, pO2: 28 mmHg, pCO2: 41mmHg, bicarbonato: 21
mEq/l y EB: -2 mEqg/Il (HUbner, 2001). Arikan et al. (2000), senalan valores en vena
umbilical para Sa02: 51.6+18.4%, pH: 7.33+0.07, EB: -3.92+2.28 mmol/L y en arteria
umbilical, Sa02: 26.0+16.9%, pH: 7.24+0.08 y EB: -4.78+2.28 mmol/L. La diferencia

en las concentraciones entre arteria y venas umbilicales sugiere que la circulacion
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placentaria elimina el lactato de la sangre fetal ayudando a compensar el déficit del

oxigeno fetal

3.2. Importancia de la gasometria en perinatologia

La medicion de gases en sangre complementadas con técnicas de monitoreo no
invasivas proporcionan informacion clinica esencial en pacientes que estan siendo
evaluados para tomar alguna decision terapéutica. Estos datos son importantes en
recién nacidos enfermos y otros pacientes criticos, debido a que cambian su fisiologia
rapidamente. El acceso a arterias o venas para realizar el muestreo sanguineo, en
algunas ocasiones suele dificultarse por ende, el resultado es la obtencion de
pequenos volimenes sanguineos que presentan cambios Unicos (Hernandez-Gonzalez
etal., 20006).

En perinatologia humana la medicion de gases en sangre (pO2, pCO2) y pH, ademas
de técnicas complementarias a través del monitoreo no invasivo, proporcionan
informacion esencial para evaluar al paciente, tomar la decision terapéutica y realizar
un diagnoéstico correcto (Nodwell et al.,, 2005). Aunado a esto, los valores de
mediciones de gases sanguineos de arteria umbilical sirven también para identificar a
los neonatos que necesitan cuidado neonatal adicional, y proporcionan una excelente
herramienta de evaluacion retrospectiva para preservar la salud neonatal durante el
nacimiento (Williams y Singh, 2002). Cabe senalar que los valores normales de gases
sanguineos arteriales son dependientes del tiempo de vida postnatal.

Un sin fin de técnicas para realizar la obtencion de sangre han sido usadas con
diferente éxito, entre ellas estan: muestreo venoso, arterial, capilar y trans-cutaneo. Por
lo tanto, debe ponerse particular atencion al sitio de muestreo, tiempo de vida y al
posible diagnostico (Brouillette y Waxman, 1997). Es necesario mencionar que estas
técnicas de evaluacion hace algunas décadas eran exclusivas del area de medicina
humana, sin embargo desde la introduccion de animales de laboratorio (rata y cobayo
por mencionar algunos) en la década de los 1950°s, se han disenado diversas

técnicas no invasivas de muestreo sanguineo. Estudios recientes realizados por Orozco
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et al. (2007), han utilizado con éxito algunas de estas técnicas en el area de

perinatologia veterinaria.

3.3. Obtencion de gases en sangre

Frecuentemente la sangre es requerida en numerosos proyectos de investigacion
que involucran especies animales bajo experimentacion, su obtenciéon es uno de los
procedimientos mas comunes en animales de laboratorio y humanos, las técnicas
usadas deben ser refinadas debido a que el estrés causado en el individuo a muestrear
puede afectar las variables fisiol6gicas (Hernandez-Gonzalez et al., 2006).

Las muestras de sangre en animales pueden ser obtenidas de varios sitios del
cuerpo, el método a emplear dependera de diversos factores usando una variedad de
métodos en venas, arterias o por puncion cardiaca, puncion del seno orbital o
decapitacion (Hem et al., 1998). En la actualidad, la coleccion de sangre en animales
se realiza bajo los efectos de algun anestésico a fin de asistir la inmovilizacion y
disminuir el estrés causado, proporcionando asi informacidbn mas acertada en los
resultados cuando se trata de gasometria sanguinea. No obstante, adn queda
pendiente determinar los efectos del anestésico sobre los valores resultantes de la
guimica sanguinea.

Respecto al uso de los anestésicos, el pentobarbital sddico es una droga usada en el
tratamiento de epilepsia en caninos, felinos y humanos, aunque de acuerdo a la Norma
Oficial Méxicana, NOM-062-Z00, la sobre-dosificacion de este farmaco puede ser
usada comunmente para sacrificar animales bajo experimentacion incluyendo a los
roedores. Demir et al. (2001), evaluaron el efecto del pentobarbital sobre los
parametros de gases en sangre en raton concluyendo que causa depresion respiratoria
y disminucién de la actividad superoxidasa dismutasa en tejido cerebral, y ambas
pueden causar acidosis respiratoria temporal, el analisis de gases en sangre demostrd
que los niveles de pH y pO2 disminuyeron severamente.

A diferencia del ser humano adulto, el muestreo sanguineo en el cobayo resulta
dificil debido a su tamano y forma compacta. Sin embargo, anatdmicamente muchos

sitios son accesibles para realizar el muestreo si se tienen los conocimientos
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necesarios. Las técnicas de muestreo sanguineo cominmente usadas son vena cava
anterior para la coleccion de grandes cantidades, cardiocentesis, seno retro-orbital y
vaso femoral para volimenes de sangre moderados (Terril y Clemons, 1998).

En la rata se recomienda la puncion de la vena en la cola, mientras que la puncion
retro-orbital es muy usada, la puncién en la vena sublingual ha sido reportada con poca
frecuencia ya que este método requiere anestesia general y su uso puede resultar en
una reduccién del consumo de alimento. Otra técnica como la puncion en vena safena
de la rata también ha sido empleada solo que esta técnica es mas compleja y necesita

de dos operadores (Hem et al., 1998).

3.4. Desequilibrio acido-base y perfil metabdlico del recién nacido

Durante la vida intrauterina y el proceso del parto, los fetos dependen totalmente de
su madre respecto al intercambio placentario de oxigeno y biéxido de carbono. Dicho
intercambio mantiene las concentraciones adecuadas de gases en sangre materna,
aporte sanguineo uterino, transferencia placentaria, y transporte de gases fetales; la
interrupcion de cualquiera de estos factores puede ocasionar hipoxia fetal, que a su
vez puede causar acidosis a pesar de los mecanismos compensatorios (Bobrow vy
Soothill, 1999). La acidosis metabdlica y respiratoria también pueden originarse como
consecuencia del estrés alun de un parto normal en el cual ocurre cierto grado de
hipoxia tisular e insuficiencia placentaria (Brouillette y Waxman, 1997). Cuando la
transferencia de 02 se restringe, posiblemente por compresion del cordon umbilical,
resulta imposible completar el metabolismo de carbohidratos a CO2 y agua, por lo
tanto, el metabolismo fetal se realiza a través de vias anaerobicas acumulando un
exceso de acido lactico. El aumento de lactato durante la asfixia, se da por un
incremento en la produccion del metabolismo anaerébico (Soothill et al., 1987).
Cuando los iones de H* reaccionan con el bicarbonato de la sangre fetal, se registra
una disminucién en la concentracion de bicarbonato y un descenso el pH, mismo que
regularmente se mantiene dentro de un rango estrecho por diversos sistemas de

amortiguacion en el cuerpo. Sin embargo, un valor anormal es provocado por una
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compensacion acido-base deficiente o por trastornos metabdlicos y respiratorios
ocasionando un desequilibrio en la misma direccion (Orozco et al., 2007).

Herpin et al. (1998), senalan que se observé una disminucion repentina en los
niveles de pH y glucosa en sangre, simultanea a un incremento significativo de PaCOz y
niveles de lactato, en lechones a los que se les impidio la respiracion en los primeros 4
minutos de vida postnatal.

En medicina humana, la acidosis respiratoria es descrita frecuentemente como un
incremento predominante de pCO2, y la acidosis metabdlica es provocada por un
incremento de acido lactico. Sin embargo, mientras que la acidosis fetal aguda es
inicialmente casi siempre respiratoria, ésta es seguida rapidamente por la mezcla de
acidosis respiratoria y metabdlica si no hay mejora en la oxigenacion (Villanueva-Garcia
et al., 2006).

Acidosis significa una alta concentracion de iones hidrégeno en tejidos, mientras que
acidemia se refiere a la alta concentracion de iones hidrogeno en sangre y es la
medicion que indica la acidosis tisular con mayor facilidad. Otro indicador empleado
algunas veces para evaluar acidosis es el exceso de base o bicarbonato (HCOz)
(Bobrow y Soothill, 1999). Low et al. (1997), revisaron el papel del tipo de acidosis para
determinar la incidencia de complicaciones en neonatos humanos al parto, y de esta
forma definir la acidosis metabdlica como un déficit de base mayor a 16 mmol/L, y
acidosis respiratoria con pCO2 mayor a 75 mmHg sin déficit de base en arteria
umbilical de 16 mmol/L o menos. Sugiriendo que el déficit de base es el mecanismo
mas apropiado para evaluar el riesgo de complicaciones en recién nacidos.

Los neonatos poseen la habilidad para compensar la acidosis, la compensacion es la
primera respuesta al desorden, cuyo objetivo es regresar al pH tan cerca como sea
posible al neutral (Brouillette y Waxman, 1997), ademas la respuesta a la hipoxia esta
influenciada por factores que incluyen reservas fetales, madurez y crecimiento fetal.
Algunos fetos pueden tolerar baja saturacion de oxigeno sin una disminucion en el
exceso de base. La acidosis es el reflejo mas sensible de la asfixia, la ausencia de

acidemia indica que no hubo asfixia. En la literatura, los limites abajo de lo normal para
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el pH de arteria umbilical y exceso de base en neonatos humanos, son 7.04-7.10y-12
mmol/L, respectivamente (Arikan et al., 2000).

Uno de los mecanismos que utiliza el feto al cursar por un proceso de desequilibrio
acido-base, es la compensacion renal que generalmente no es completada pero que
causa retencion de bicarbonato, regresando el pH a sus valores normales, el pH
permanece a <7.40 (Villanueva-Garcia et al., 2006). Los diuréticos son empleados para
mejorar los mecanismos pulmonares, disminuyen el agua en pulmén y favorecen el
intercambio de gases. La thiazida y otros diuréticos resultan en pérdida de cloro,
potasio, sodio y retencion de bicarbonato. La administracion de dosis elevadas de
diuréticos y sin reemplazo de sales, puede resultar en alcalosis metabdlica, con valores
de pH >7.40. Bajo estas circunstancias el ritmo respiratorio puede disminuir,
resultando en hipoventilacion. Algunas estrategias que pueden ser usadas para reducir
el bicarbonato plasmatico y minimizar el problema son: disminucion de la dosis de
diuréticos, cambio de un LOOP por un diurético de tipo thiazida, reemplazo de sales o
uso de acetazolamida (Brouillette y Waxman, 1997).

Por otro lado, recientemente en un estudio retrospectivo realizado en neonatos a
término, con sospecha de haber tenido un grado de asfixia intra-parto significativo,
observaron que los niveles arteriales de lactato obtenidos en la primer hora de nacidos,
antes del restablecimiento de la acidosis metabdlica con bicarbonato de sodio, son
predictores importantes de encefalopatia hipoxico-isquémica de moderada a severa
(Shah et al., 2004).

La temperatura corporal postnatal de neonatos que han cursado por un proceso de
asfixia, disminuye probablemente por falta de energia debido a la termorregulacion,
provocando a su vez disminucion del vigor y consumo de calostro (Herpin et al., 1998).
Con relacion a la temperatura corporal, existe un efecto directo sobre el metabolismo
tisular, alteracion del metabolismo de carbohidratos y reduccion en el suministro de Oz
a los tejidos; generalmente estan asociados con hipotermia, reduccion de la eficiencia
del trabajo y fatiga muscular provocada por acidosis, estos son mecanismos para
regular el enfriamiento corporal sobre el metabolismo energético del neonato (Lossec
et al., 1998).
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Recientemente Orozco et al. (2007), utilizando un modelo porcino, senalan que
durante el primer minuto de vida, los valores de pH y temperatura fueron
significativamente elevados en lechones sin evidencia de asfixia en comparacion con
lechones nacidos asfixiados. Respecto a los niveles plasmaticos de glucosa, calcio,
lactato y pCO2, éstos fueron significativamente mayores en el grupo de lechones

sobrevivientes a un episodio de asfixia, respecto al grupo testigo.

3.4.1. Alternativas para restablecer el equilibrio acido base en el recién nacido con
asfixia. Los valores de PaO2 y SaOz pueden ser bajos en neonatos humanos
prematuros debido a una reduccion en la tensién de oxigeno inspirado, que causa una
disminucion en la funcién pulmonar (Brouillette y Waxman, 1997). Un método
novedoso para lograr mantener una adecuada PaO2 y SaO2 y minimizar el gasto
cardiaco asi como el gasto respiratorio, es a través de la utilizacion de la terapia con
oxigeno en el neonato (Brouillette y Waxman, 1997). Estudios realizados por Herpin et
al. (2001), indican que después de 2 o 3 minutos de inhalacion de oxigeno (controlado
en camara de 02), incrementa la pO2 sanguinea, debido a que la tension de O2 en
arterias aumenta, evitando asi el incremento en los niveles de lactato en sangre.

Por otro parte, la inhalacion de oxigeno en cerdas durante el parto via catéter nasal
resulta efectiva, al incrementar la concentracion de oxigeno en el feto durante el parto
(Zaleski y Hacker, 1993). Sin embargo, en la practica comun este tratamiento no
mejora la viabilidad neonatal de lechones. Herpin et al. (2001), mencionan que la
inhalacion de oxigeno en cerdas durante el parto, modifica el metabolismo de los
lechones por medio de la estimulacion del metabolismo oxidativo (reduccion de niveles
circulantes de lactato), y evita bajos niveles de hipotermia postnatal (particularmente
en lechones de bajo peso).

Tollofsrud et al. (2001), demostraron que es posible la reoxigenacion eficiente con
camaras de ventilacion (100% 02) en lechones recién nacidos expuestos a hipoxemia,
seguido por aspiracion de meconio, evaluados en términos de presion arterial
sanguinea, presion arterial pulmonar, indice cardiaco, déficit de base e hipoxantina

plasmatica. Los autores senalaron que el grado de madurez de los lechones
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probablemente es mas importante que el peso corporal. Por otro lado, aunque la
administracion de oxigeno puede no evitar la aparicion de hipotension sistémica en el
dano por aspiracion de meconio y asfixia severa, la hipertension pulmonar hipoxémica
se supone, protege a los organos del recién nacido en contra del dano oxidativo
durante los intentos de resucitacion después de la asfixia al nacer (Aaltonen et al.,
2003).

El uso reciente de 6xido nitrico para el tratamiento de la hipertension pulmonar en
recién nacidos y pacientes adultos mayores, ha suscitado atenciéon especial en la
metahemoglobinemia. El 6xido nitrico inhalado se une rapidamente a la hemoglobina
en la circulacion pulmonar, resultando en relajacion selectiva del muisculo liso vascular
pulmonar. EI complejo 6xido nitrico-hemoglobina es convertido a metahemoglobina, y
las concentraciones de 6xido nitrico toxicas pueden resultar en metahemoglobinemia.
A la fecha, la metahemoglobinemia no ha sido un problema serio en neonatos que
recibieron de 5 a 80 ppm de 6xido nitrico inhalado (Brouillette y Waxman, 1997). El
descubrimiento del ON ha revolucionado el tratamiento de hipertension pulmonar
aguda, ya que produce vasodilatacion pulmonar en regiones ventiladas de pulmoén
(Shekerdemian et al., 2004).

Otra solucion interesante en neonatos que han cursado por un proceso de asfixia
podria ser a través del incremento de ON por la via GMPc. Uno de los propésitos de la
presente tesis fue intentar mejorar el crecimiento de 6rganos en fetos extraidos de
cobayas tratadas con citrato de sildenafil, de tal forma que haya un incremento en la

tolerancia a la asfixia perinatal inducida.
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M.OBJETIVOS

General

e Evaluar el crecimiento fetal y perfil biofisico del feto que ha cursado por un proceso
de asfixia perinatal inducida, nacido de cobayas tratadas con citrato de sildenafil

durante el Gltimo tercio de la gestacion.

Especificos

e Determinar los perfiles sanguineos de pH, pCO2 y pO2 (mmHg), Na+, K+ y Ca2* (mmol/L),
y lactato con un analizador de gases en sangre, de fetos que cursaron por un proceso
de asfixia perinatal inducida por pinzamiento del cordén umbilical, y de cobayos (fetos)
sin evidencia clinica de sufrimiento fetal agudo a fin de determinar si el feto de la
madre tratada con citrato de sildenafil tiene mayor capacidad de resistir la asfixia

perinatal.

e Determinar el perfil de glucosa al nacimiento de fetos que cursaron con asfixia

perinatal inducida.

e Evaluar la relacion que existe entre la regulacion de la temperatura corporal del feto

con la determinacién de glucosa en sangre.
e Establecer el grado de asfixia perinatal a través del perfil metabdlico.

e Establecer el grado de correlacion entre los indicadores de asfixia perinatal y el
desarrollo corporal de los fetos obtenidos de los 3 tratamientos a través de la

morfometria y pesaje de los 6rganos.
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IV.HIPOTESIS

e FEl uso del citrato de sildenafil promueve el crecimiento fetal, mejora los indicadores
de intercambio gaseoso y lactoacidemia, y puede representar una alternativa para que
los fetos durante el dltimo tercio de gestacion tengan un mejor crecimiento organico

que les permita tolerar en mayor grado la asfixia perinatal.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Tipo de animales y localizacion

Los animales bajo estudio fueron cobayos (Cavia porcellus) de pelo corto
pigmentados, sin signos clinicos de enfermedad (Foto 1), su estancia fue en el Bioterio

del Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran bajo condiciones controladas.

1.1. Condiciones de alojamiento. Los animales fueron alojados en contenedores de
polipropileno con piso sélido y cama tipo virutas (Aspen Shavings®) (Foto 2), a una
densidad poblacional de 0.66 m2 por animal, temperatura ambiental de 22°C + 2°C,
humedad relativa promedio de 50+10 % (Foto 3), ventilacion de 20 recambios de
aire/hora con ciclos de iluminacion controlada de 12 horas luz/12 horas de oscuridad
(Foto 4). Se les proporciond alimento balanceado en forma de pellet, de la marca
comercial Harlan Tekland Global Diets con 18% de proteina cruda, 3.5% de grasa cruda
y 13% de fibra cruda. Se les proporciono alimento a libre acceso todos los dias durante
las mananas (8:00 am) y tardes (3:00 pm), en comederos de acero inoxidable tipo “j”.
Asimismo, se les proporciond agua potable ad libitum en botellas de polipropileno
provistos de pipetas con balines de acero inoxidable para impedir derrames

accidentales (Foto 2).

1.2. Namero de animales y formacién de grupos. Cuarenta y tres cobayos, hembras
multiparas fueron alojadas bajo un sistema de Harem por cinco dias, durante este
periodo algunas hembras presentaron estro y se aparearon con los machos. Los
animales fueron manejados de acuerdo a lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio. Durante los 5 dias de alojamiento, las hembras fueron
revisadas en orden y se identifico la presencia de un tapon vaginal con la finalidad de

corroborar la monta y eyaculacion. Se consider6 el dia uno de gestacion cuando se
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observo el tapon vaginal. Treinta y cinco dias después, los animales fueron pesados y
examinados por palpacion abdominal a fin de confirmar la presencia de gestacion
(Foto 5). El incremento del peso corporal durante el periodo de alojamiento también
fue usado como un indicador de gestacion.

Se identificaron 22 animales gestantes. De estos, 20 fueron designados de forma

aleatoria a 3 diferentes grupos por medio del diseno de una tabla de niumeros al azar.

2. Tratamiento

El citrato de sildenafil (Viagra®, Pfizer, Sandwich, UK), fue adquirido en forma
comercial (tabletas) a una concentracion de 50 mg bajo condiciones asépticas (Foto
6), las tabletas fueron maceradas en un mortero y diluidas en un matraz Erlenmeyer
con 50 ml de solucién salina estéril (Foto 7). El volumen correcto fue obtenido a través
de una jeringa con capacidad de 1 ml y fue administrada por via oral dia a dia a las
hembras bajo estudio (esquema 1). La dosis fue ajustada de acuerdo al peso de los
animales y permaneci6 sin cambios por una semana. Los animales del grupo testigo
(n=10) recibieron solucion salina estéril, mientras que el grupo 2 (n=5) y 3 (n=b5)
recibieron citrato de sildenafil a diferentes dosis de 50 y 500 pg/kg, respectivamente.
El sildenafil fue administrado diariamente a las 10:00 horas, incluyendo los fines de

semana, iniciando a partir del dia 35 de gestacion hasta el dia de la cesarea (Foto 8).

3. Cesérea

De acuerdo a Hernandez-Gonzalez et al. (2006), la duracion total de la gestacion de
las cobayas es muy variable de 59 a 72 dias. Por esta razén, los animales fueron
revisados intencionalmente a partir del dia 50, en la manana (entre 7y 8 am) y en la
tarde (de 1 a 3 pm), la duracién de la gestacion de los animales utilizados en este
experimento también fue muy variable, de 51 a 67 dias. Se considerd el Gltimo dia de
gestacion cuando la apertura de la sinfisis pubiana era mayor a 1 cm.

El proceso de parto en las cobayas inicia con la dilatacion de la sinfisis pubiana. Si

se identificaba la dilatacion del pubis y ésta era mayor a 1 cm, los animales eran
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pesados casi inmediatamente y sometidos a una cirugia por cesarea 2 horas después.
El peso (kg) de las madres al inicio (dia 35 post-monta) y al final del periodo de
tratamiento fueron obtenidos por una bascula electrénica con una capacidad de 0.01
a 10 kg (Salter, Brecknell Weighing Products, USA).

De forma simultanea se administro 50 mg/kg de Ketamina y 3 mg/kg de Xilazyna
por via intraperitoneal (Foto 9). Los animales fueron alojados en una caja de propileno
esterilizada mientras se llevaba a cabo la pérdida de consciencia (Foto 10).
Posteriormente, la superficie abdominal fue roseada con una solucion yodada y
limpiada con una gasa estéril (Esquema 1). Los animales fueron colocados en una
mesa de cirugia para animales (pequenas especies) y fueron inmovilizados de sus 4
extremidades. El area abdominal baja fue rasurada. Una vez confirmada la ausencia
de reflejos en los animales, se realizd una incision abdominal de 2 a 3 cm (Foto 11),
entonces los cuernos uterinos fueron cuidadosamente expuestos y una incision en
cada cuerno fue realizada. Por conveniencia, para ser ordenados y homogéneos
durante el procedimiento quirdrgico, se decidid abrir en primera instancia el lado
izquierdo, de forma manual se obtuvieron a cada uno de los fetos a través de la
presion cautelosa de los cuernos (Foto 12) y fueron separadas las membranas
placentarias manteniendo el cordon umbilical conectado a la placenta. Durante el
procedimiento quirdrgico, se creo un medio ambiente artificial que mantuvo la

temperatura corporal de los fetos a 37 °C.

3.1. Induccién de la asfixia y muestreo sanguineo. Después de un periodo de 20 a
30 segundos posteriores a la extraccion de los fetos de la cavidad uterina, una
muestra de sangre de 1 ml fue obtenida por puncion cardiaca a través de una aguja
estéril calibre 23Gx1”en (Foto 13). Parte de la sangre obtenida fue transferida a un
micro-capilar preparado previamente con heparina de litio, con capacidad de 150-ul
para ser analizada por un gasémetro (GEM premier 3000, IL Diagnostics SA de CV,
México DF, México) (Foto 14), después del analisis fueron obtenidos el pH, pCO2 y pO2
(mmHg), Na+, K+ y Ca2* (mmol/L), glucosa (mg/dL) y lactato (mg/dL). Después del
muestreo sanguineo, se indujo la asfixia perinatal por compresion del cordén umbilical

(Esquema 1), la oclusion fue realizada con pinzas hemostaticas por un periodo de 5
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minutos (Foto 15). Se realiz la valoracion de viabilidad neonatal a través del conteo
de tiempo desde el momento del pinzamiento hasta la presencia del primer intento de
inspiracion, posteriormente se realiz6 el conteo de los intentos de inspiracion hasta
que concluyeron los 5 minutos de asfixia perinatal inducida. En el Gltimo minuto de
asfixia, un segundo muestreo (1 ml) fue obtenido por puncién cardiaca en un periodo
de 20 a 30 segundos. Las muestras fueron obtenidas y analizadas en el mismo orden
por el gasémetro descrito previamente, obteniendo las variables antes mencionadas.
Cuando las pinzas hemostaticas fueron removidas del cordon umbilical, se realiz6 el
corte de este y la placenta fue cuidadosamente extraida después de que todos los
fetos fueron obtenidos. Después de la extraccion de los fetos, las madres fueron
sacrificadas por una sobredosis de pentobarbital sodico de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-033-Z00, Sacrificio Humanitario de los animales domésticos y salvajes.

El nidmero de fetos que tuvieron respiracion espontanea y movimientos (animales
que sobrevivieron) al final de los 5 minutos de asfixia fue registrada. Los fetos que
sobrevivieron fueron sacrificados por una sobredosis de pentobarbital sodico via
puncion cardiaca. Los fetos que no presentaron respiraciones durante el periodo de

asfixia, también recibieron una sobredosis de pentobarbital sodico.

4. Zoometria y morfometria

A fin de evaluar el crecimiento fetal y caracterizar la zoometria del feto, se
realizaron mediciones zoométricas en los cadaveres. Los siguientes parametros fueron
obtenidos: peso a la extraccion (g) (Foto 16), longitud de la cabeza a la base de la cola
o largo dorsal (cm) (Foto 17), ancho de cabeza (Foto 18) y grupa (cm) (Foto 19),
perimetro toraxico y abdominal (cm), perimetro de canas anterior y posterior (cm) en
una de las extremidades distales abdominal y toracica. El ancho fue obtenido por un
calibrador vernier mientras que los otros parametros somatomeétricos fueron obtenidos
con cinta métrica.

Los 6rganos incluyeron corazon, pulmones, higado, bazo, rinones y cerebro, al
respecto, estos fueron removidos (Foto 20) y pesados pares de 6rganos, ej. pulmones
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o rinones (Esquema 1). El peso de la placenta, fetos y sus 6rganos fueron obtenidos
por una bascula con una capacidad de 0.1 - 1,000 g (Ohaus, Scale Corporation,
Florham Park, New Jersey, USA).

Finalmente, se realizo la diseccion del utero en las madres sacrificadas, a fin de
obtener el largo del Gtero con un calibrador vernier(Esquema 1), posteriormente se
realizo el pesaje de este con una bascula (Ohaus, Scale Corporation, Florham Park,
New Jersey, USA).

5. Variables observadas

Los indicadores neonatales observados fueron: nimero de cobayos extraidos por
hembra, presencia de latidos cardiacos, nidmero de movimientos inspiratorios y
latencia a intentos de inspiracion durante la asfixia perineal inducida. El seguimiento
de la cesarea, pesaje y medicion de organos, fue a través del llenado de una hoja de
registros (Anexo 3).

6. Analisis estadisticos

En cada grupo de estudio, los datos fueron resumidos como media + desviacion
estandar, mediana (y rangos), o bien como el nimero de casos observados (%). Debido
a que el numero de madres incluidas en el estudio fue diferente (10 en el grupo testigo
y 5 en cada grupo de tratadas con diferentes dosis de sildenafil), los parametros fueron
comparados entre los 3 grupos por la prueba de Kruskal-Wallis seguida por una
comparacion de la prueba Conover-lnman (una prueba de Fisher simple). Las variables
categoricas fueron comparadas entre los 3 grupos por una prueba de X2 para grupos
multiples. Para las variables relacionadas a la vitalidad y a los indicadores
reproductivos, se realizd una prueba de ANDEVA. El analisis estadistico fue realizado
con el StatsDirect 2.4.5 (StatsDirect Ltd., Cheshire, United Kingdom) por uno de los
investigadores ignorando la distribucion de los datos en los grupos. El limite de
significancia fue fijado con una prueba de 2 colas y un nivel de significancia de P<
0.05.
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|COBAYA GESTANTE "—l

Administracion oral de citrato de sildenafil
del dia 35 hasta el dia de la cesarea

Cesarea

Sin asfixia

Muestreo sanguineo por Obtencion de
puncion cardiaca

Induccion
de AP

Sacrificio
de animales

- | Zoometria

Capilar
150 microL

Coleccion de 6rganos
y morfometria

Esquema 1.- Representacion general de la metodologia empleada antes, durante y

después de la cesarea en cobayas.
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VLRESULTADOS

Treinta y cinco dias después de haber identificado el tapon vaginal, la gestacion fue
confirmada y los animales fueron alojados de forma aleatoria a cada uno de los
tratamientos, el peso de las madres fue de aproximadamente 0.7 kg en los tres grupos
de estudio (P=0.6). Los animales en los tres grupos de tratamiento incrementaron su
peso corporal en aproximadamente 0.3 kg (P=0.4). Respecto al peso corporal de los
fetos a término obtenidos de madres tratadas con 500 pg/kg sildenafil, estos fueron
mas pesados (P<0.001) y mas largos (P=0.004) que los fetos obtenidos de los otros
dos grupos (Cuadro 2). Los fetos obtenidos de madres tratadas con 500 pg/kg
sildenafil, presentaron ancho de cabeza y de grupa mas amplias (P=0.001), a
diferencia de lo registrado en los grupos testigo y con dosis baja de sildenafil. Los
valores del largo dorsal, ancho de cabeza, ancho de grupa y peso de los fetos a
término obtenidos de cobayas incluidas en el grupo testigo fueron similares a los
observados en los fetos de madres tratadas con 50 ug/kg de sildenafil.

Los pesos ajustados a mg/10 g del peso corporal del corazén y pulmones, fueron
significativamente mas elevados (P<0.05) en el grupo de fetos extraidos de cobayas
tratadas con dosis alta de sildenafil (500 pg/kg) respecto a las mismas variables
observadas en el grupo testigo, en contraste, no hubo diferencias de estos pesos entre
el grupo testigo y el grupo con dosis baja de sildenafil (Cuadro 3). No hubo diferencias
en ninguna de las variables mostradas en el cuadro 3 entre los grupos testigo y dosis
baja de sildenafil. En relacion al peso de los bazos, estos fueron aproximadamente
50% mas ligeros en el grupo con dosis alta de sildenafil que los pesos observados en
los otros dos grupos (dosis baja y alta de sildenafil). Respecto a los rinones, estos
fueron significativamente mas pesados (P<0.05) en el grupo tratado con 500 ug/kg de
sildenafil a diferencia de lo observado en los grupos testigo y dosis baja de sildenafil.
El peso del higado, cerebro y placenta fue similar en los tres grupos de estudio (Cuadro
3).
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Antes de la compresion del cordon umbilical, los niveles de glucosa en sangre
fueron elevados en el grupo de fetos incluidos en el grupo testigo y grupo con dosis
baja en comparacion al grupo con dosis alta de sildenafil (Cuadro 4). Sin embargo,
estas diferencias no fueron observadas entre los fetos en los tres grupos de
tratamientos. Aproximadamente el 20% de los fetos extraidos de madres incluidas en
el grupo testigo, no sobrevivieron a la asfixia perinatal inducida, a diferencia de estos
resultados, no fue observada ninguna muerte en los grupos tratados con el farmaco
(Cuadro 4). De acuerdo a los gases en sangre y electrolitos de fetos que sobrevivieron
al proceso de asfixia perinatal inducida, las crias de madres tratadas con dosis elevada
de sildenafil (500 ug/kg) tuvieron mayor tolerancia a la asfixia que los fetos a término
obtenidos de madres incluidas en el grupo testigo y de fetos extraidos de madres que
recibieron una dosis baja de sildenafil (50 pg/kg). En los fetos del grupo testigo que
sobrevivieron a la asfixia perinatal inducida, los niveles de pH en uno, pCO2 en dos,
lactato en uno y Ca?* en siete animales mostraron niveles incalculables por el
gasometro al estar por debajo del rango de calibracion, reflejando entonces la
severidad del desbalance en sus metabolitos y electrolitos.

En relacion a la vitalidad de los fetos, los hallazgos mas relevantes sugieren que los
fetos extraidos de madres tratadas con dosis alta de sildenafil mostraron menor
tiempo para realizar el primer intento de inspiracion (P<0.05) respecto a los otros 2
grupos (Cuadro 5). Respecto al nimero de intentos de inspiracion durante el proceso
de asfixia perinatal inducida, los fetos del grupo tratado con 500 ug/kg de sildenafil
tuvieron mayor numero de intentos de inspiracion (P<0.05), a diferencia de lo
observado en los grupos testigo y dosis baja de sildenafil, en los que no se encontraron
diferencias estadisticas (Cuadro 5).

En relacion al crecimiento uterino, el largo del Utero Unicamente fue mayor en el
grupo de cobayas tratadas con dosis alta de sildenafil y solo hubo diferencias
significativas al compararlos con el grupo testigo (Cuadro 6). Finalmente, no

observamos alguna malformacion morfologica en los fetos o sus érganos.
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Cuadro 2 Parametros somatométricos de cobayos al nacimiento expuestos a los
efectos maternos por ingesta de sildenafil

Sildenafil
Testigo Dosis baja Dosis alta

(50 pg/kg) (500 pg/kg) Valor P
Madres (n) 10 5 5 -
Peso a los 35 dias de gestacion (kg) 0.7 £ 0.1 0.7 £ 0.07 0.7 £0.04 0.6
Peso al final de la gestacion (kg) 1.1+£0.2 1.0 £ 0.06 1.0 £ 0.06 0.6
Ganancia de peso durante la
gestacion(kg) 0.3+0.08 0.3+0.04 0.3 +0.06 0.4
Duracion de la gestacion (semanas) 8.4 + 0.8 8.2+0.2 8.4 +0.3 0.9
Fetos (n) 37 16 14 -
# de fetos extraidos por hembra 3.7 £1.88 3.2 +0.83 2.8 +0.83 0.640
Peso a término (8 61.9+216 66.3+16.0 90.0+12.7ab <0.001
Largo dorsal (cm) 9.3+1.0 96+12 10.6 £ 1.1ab 0.004
Ancho de cabeza (cm) 2.1+0.2 2.1+0.2 2.7 + 1.4ab 0.001
Ancho de grupa (cm) 1.7+0.4 1.8+0.2 2.1 +0.2ab 0.001
Perimetro toracico (cm) 8.0+1.0 79+1.1 8.8+ 0.6 0.05
Perimetro abdominal (cm) 7.9+0.9 7.8+1.2 8.7 £ 0.7ab 0.02

aP<0.05, testigo vs dosis alta de sildenafil; PP<0.05, dosis baja vs dosis alta de sildenafil. No
hubo diferencias al comparar los parametros entre el grupo testigo y el grupo con dosis baja de
sildenafil.

Cuadro 3 Efecto del sildenafil sobre el peso de los 6rganos sélidos y de la placenta de
fetos extraidos por cesarea

Sildenafil
Testigo Dosis baja Dosis alta

Variables (50 pg/kg) (500 ug/kg) Valor P
Fetos (n) 37 14 16 -
Corazén (mg/10g) 62.8+21.2 72.8 +27.3 77.5+13.32 0.03
Pulmones (mg/10g) 211.1+42.1 227.4+29.8 242.7+41.52 0.04
Higado (mg/10g) 591.8 +131.6 582.7 +92.0 597.3+51.4 0.6
Bazo (mg/10g) 21.5+11.9 205+ 7.1 11.3+1.62ab <0.0001
Rinones (mg/10g) 82.1+33.1 84.0+29.6 102.8+25.5ab 0.03
Cerebro (mg/10g) 360.0+69.5 345.9+29.7 324.0+52.5 0.1
Placenta (g) 57+1.4 54+0.7 56+1.2 0.7

Los fetos incluidos en el grupo testigo fueron extraidos de 10 madres, mientras que en los
grupos tratados con sildenafil solo fueron extraidos de 5 madres en cada grupo. 2P<0.05,
grupo testigo vs grupo dosis alta; °P<0.05, grupo dosis baja vs grupo dosis alta de sildenafil.
No hubo diferencias al comparar los parametros entre el grupo testigo y dosis baja de
sildenafil.
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Cuadro 4 Parametros metabdlicos y desequilibrio acido-base de fetos a término

expuestos a asfixia perinatal inducida

Sildenafil

Testigo Dosis baja Dosis alta Valor P
Variables (50 pg/kg) (500 pg/kg)
Con cordén umbilical conectado
a la placenta
Fetos totales (n) 37 16 14 -
pH 7.0+0.1 7.2 +0.092 7.1+ 0.09v 0.004
pCO2 (mmHg) 75.9 £ 19.3 66.9 + 18.82 54.8 + 13.0°¢  0.0005
pO02 (mmHg) 6.0+29 6.4 + 3.7 7.8+3.8 0.3
Lactato (mg/dL) 8.3+3.3 4.4+ 1.4 4.7 + 1.6 <0.0001
Glucosa (mg/dL) 107.1+42.7 120.7£29.0 82.9+38.2¢ 0.02
Na+* (mmol/L) 128.2+4.5 1344 +4.22 139.0 £ 4.6bc <0.0001
K+ (mmol/L) 6.4+20 4.8 +0.92 4.7 + 1.1 0.004
Caz+ (mmol/L) 1.4+0.2 1.1+0.3 0.8 +0.2p¢  <0.0001
Después de 5 min de asfixia
perinatal inducida
Nimero fetos vivos/ muertos 30/37 16/16 14/14
Porcentaje de sobrevivenvia (81.1%) (100%) (100%)
Ph 6.9+0.2 7.0 £ 0.08= 7.0 +0.07° 0.007
pCO2 (mmHg) 87.0+22.8 84.7+14.4 71.3 + 14.6° 0.009
pO2 (mmHg) 9.8+4.5 08+4.4 149+ 11.2 0.3
Lactato (mg/dL) 10.5 + 3.6 7.6+ 1.12 7.7 £1.5b 0.002
Glucosa (mg/dL) 89.5 + 46.9 96.3+29.8 88.6 +41.6 0.8
Na+* (mmol/L) 128.0+ 4.9 135.6 + 5.72  138.9 £ 3.5bc  <0.0001
K+ (mmol/L) 72+27 5.7+ 1.7 4.3 +0.7p¢  <0.0001
Ca2+ (mmol/L) 1.2+0.1 1.0+0.3 0.8 +0.1pc  <0.0001

aP<0.05, grupo testigo vs grupo dosis alta; PP<0.05, grupo dosis baja vs grupo dosis alta

de sildenafil. cP<0.05, grupo testigo vs dosis baja
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Cuadro 5. Efecto del uso de Sildenafil sobre indicadores de vitalidad en fetos
sometidos a asfixia perinatal inducida.

Indicadores Testigo Sildenafil Sildenafil Valor de P
n=38 Dosis Baja Dosis Alta Ala
n=16 h=14 prueba de
ANDEVA

Latencia a primera  114.20+14.862 96.87+12.852 52.35+6.78P 0.0034

inspiracion (seg)
Nlmero de inspiraciones 16.66+3.52°" 14.31+2.82" 28.50+2.912 0.0058

durante la asfixia inducida

Nota: 22 de los 30 fetos del grupo testigo presentaron latido cardiaco y apnea permanente.

Cuadro 6. Efecto del uso de Sildenafil sobre los indicadores reproductivos de las
cobayas a la cesarea

Indicadores Testigo Sildenafil Sildenafil Valor de P
Dosis Baja Dosis Alta A la prueba
de ANDEVA

Peso dtero  (g) 21.89+1.79e 25.0+1.81- 24.24+1.47a 0.4407
Largo utero (cm) 9.93+£1.06° 12.26+0.35ab 13.76+0.332 0.0257
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VILDISCUSION

Este estudio proporciona evidencia experimental respecto a que las crias de
madres tratadas con sildenafil mostraron un incremento en la tasa de sobrevivencia
después de un proceso de asfixia perinatal inducida debido a un incremento en el
crecimiento fetal y desarrollo organico, principalmente de pulmones. El crecimiento
retardado de fetos cobayos los hace menos capaces de mantener el oxigeno que es
repartido al cerebro y miocardio después de un incremento en el flujo sanguineo, esto
frecuentemente resulta en fetos acidemicos (Detmer et al., 1991). Por lo tanto, parece
ser que el peso del feto es un factor decisivo en la sobrevivencia perinatal en cobayos
como un reflejo extenso de maduracion intrauterina. Las condiciones que reducen la
disponibilidad de sustratos o aquellos que reducen el reparto de nutrientes al otro lado
de la placenta disminuyen el crecimiento fetal (Clapp et al., 1999; Gardner et al.,
2001). En contraste, el sobrepeso fetal observado en gestaciones complicadas a
causa de diabetes, es resultado de un incremento en la disponibilidad de sustratos
que estimulan la secrecion de insulina fetal y por ende el crecimiento fetal (Jansson et
al., 2006).

En este estudio, el incremento observado en el peso corporal de las madres
incluidas en el grupo testigo no fue diferente a lo observado en los dos grupos tratados
con sildenafil. Por lo tanto, no es posible atribuir algin otro efecto directo del sildenafil
hacia las madres, Unicamente el efecto de vasodilatador en las arterias uterinas
(Villanueva-Garcia et al.,, 2007). Aunado a la contribucién y suplemento de
nutrimentos, el crecimiento fetal también esta regulado por la interaccion de algunas
hormonas. La somatotropina de origen materno y placentario asi como los factores de
crecimiento maternos como el de insulina, son puntos clave de crecimiento fetal y
peso al nacimiento (Evain-Brion et al., 1994; Mcintyre et al., 2000; Chellakooty et al.,
2004, Trujillo-Ortega et al., 2006). Por lo tanto, los resultados ejercen una implicacion
dual de porque el sildenafil no solo incremento la habilidad del feto para adquirir mas
nutrientes debido al incremento en el flujo sanguineo uterino sino que también, no fue

alterada la homeostasis endocrina entre la madre, placenta y feto a consecuencia del
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farmaco, favoreciendo asi el crecimiento fetal. En los fetos extraidos de madres
expuestas a 500 ug/kg de sildenafil, el peso del corazon, pulmones y rifones fue
significativamente mayor a diferencia de lo observado en el grupo testigo y grupo
tratado con dosis baja, respecto al peso del higado y cerebro este fue similar, mientras
que los bazos fueron mas pequenos. Una posible hipotesis es que los fetos extraidos
del grupo con dosis alta tuvieron una reduccion en el crecimiento del bazo debido a un
efecto toxico del sildenafil. Sin embargo, los diferentes parametros de crecimiento,
desarrollo y la mejor taza de sobrevivencia en las crias expuestas in utero a sildenafil
en comparacion a las crias del grupo testigo no soportan tal hipétesis. En cambio,
nuestros resultados son indicativos de que el crecimiento del higado y cerebro fueron
proporcionales al desarrollo muscular en los dos grupos tratados con sildenafil,
mientras que el bazo no mostré los mismos resultados. Estas diferencias en la tasa de
crecimiento de diferentes érganos respecto al crecimiento general fetal es de suma
importancia para investigaciones futuras respecto a su relativa contribucion fisiologica
sobre la salud fetal.

Los pulmones en cobayos son maduros al nacimiento y mas del 50% de fetos
cobayos son capaces de sobrevivir desde 8 dias previos a su término (Sosenko &
Frank, 1987). Diferentes factores medio ambientales incluyendo la nutricion materna
pueden alterar de forma adversa el desarrollo intrauterino de pulmones y su funcion
después del nacimiento (Maritz et al., 2005). Los resultados confirman que un
crecimiento fetal engrandecido también puede resultar en el incremento de peso en
pulmones y en la capacidad de los fetos a tolerar la asfixia intraparto. El corazén
también peso mas en los fetos extraidos de madres expuestas a dosis elevadas de
sildenafil durante la tercera fase de gestacion. El contenido miofibrilar y mitocondrial
estan desarrollados de forma incompleta en el corazén fetal de cobayos a término
(Rolph et al., 1982). Probablemente esto fue porque los fetos con pesos elevados
tuvieron corazones mas desarrollados, mismos que pudieron haber contribuido al
incremento en la taza de sobrevivenvcia.

Es conocido que la privacion de oxigeno y reduccion del flujo de sangre a través del

corddn umbilical, estimula al producto para que se lleve a cabo la primera respiracion
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en animales mamiferos incluyendo al humano (Togari et al., 1992) y cobayos. Los
gases en sangre y electrolitos en suero demostraron que los fetos incluidos en el grupo
testigo fueron mas susceptibles al proceso de acidosis respiratoria con una
sobreproduccion de acido lactico asi como un desbalance de electrolitos. En contraste,
los fetos extraidos de madres expuestas a 50 y 500 ug/kg de sildenafil in utero
mostraron menor desbalance y estuvo en funcién de la dosis-dependiente. Tales
diferencias pueden ser atribuidas a un mejor desarrollo intrauterino de los fetos
extraidos de madres expuestas a sildenafil, existiendo una mayor capacidad de
respuesta por respiracion a oxigeno y deprivacion de sangre.

Previo a la compresion del corddn umbilical, los niveles de glucosa en sangre
fueron elevados en el grupo testigo y con dosis baja de sildenafil a diferencia del grupo
tratado con dosis alta de sildenafil. Sin embargo, tales diferencias no fueron
sostenidas al final de la asfixia (5 minutos). Estas diferencias pueden ser atribuidas a
una mejor compensacion de estrés en el grupo de fetos extraidos de madres tratadas
con dosis alta de sildenafil. Es bien conocido que la hipoxemia severa desencadena
una cascada de eventos iniciando con la glicdlisis, glicogenolisis, hipotension y
finalmente la acumulacion de elevadas concentraciones de lactato a nivel celular. Por
lo tanto, la disminucion en los niveles de glucosa del grupo testigo y tratado con dosis
baja de sildenafil puede ser secundario a un elevado consumo y deplecion del
glicogeno hepatico almacenado a causa de la hipoxia, el cual puede explicarse por la
muerte eventual de casi el 20% de fetos en el grupo testigo. Aunque no se realizaron
estudios para conocer si la droga tenia la capacidad de atravesar la barrera
placentaria, a pesar de que el sildenafil tiene un peso molecular relativamente bajo de
aproximadamente 475 dalton. Por esta razéon, no se puede afirmar que el sildenafil
atraveso la placenta.

En relacion al crecimiento uterino observado en el grupo con dosis alta, Sher y
Fisch (2000), mencionan que el sildenafil mejora el crecimento a nivel de endometrio
gue a su vez es dependiente del incremento en el flujo sanguineo de la arteria uterina.
Aunado a esto, podemos mencionar que el sildenafil potencializé el efecto vascular del

oxido nitrico en el musculo liso (Muirhead et al., 2002) dado inicio a un proceso de
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vaso relajacion a través del ON-GMPc (Zoma et al., 2004). Esta accion relajante, es a
través del efecto de un escaso flujo de la enzima protein kinsa G, resultando en una
reduccion de los niveles de Ca2* intracelulares y una disminucion de la sensibilidad en
los elementos contractiles como el Ca2* (Khan et al., 2004).

Finalmente, en este estudio, no se observaron ni se identificaron malformaciones
morfolégicas en los fetos o bien en sus 6rganos. De la misma manera, ninguno de las
evaluaciones preclinicas previas han reportado eventos de teratogenicidad con dosis
mucho mas altas que las evaluadas en el presente estudio, asi como fue mencionado
en una revision sistémica reciente de estudios publicados acerca del sildenafil
(Villanueva-Garcia et al., 2007).

De las limitantes del estudio, el relativamente nimero pequeno de cobayos
hembras que solamente tuvieron unos pocos productos limitan un diseno estadistico
mas apropiado al considerar a las hembras como las unidades experimentales. Sin
embargo, las diferencias observadas respecto al crecimiento fetal entre el grupo
testigo y los grupos de cobayos tratados con sildenafil fueron muy evidentes y
consistentes, particularmente cuando comparamos con el grupo de dosis elevada de
sildenafil. Por lo tanto es improbable que esta limitacion estadistica pueda alterar las
conclusiones. Ademas de esto, no se diseno alguna evaluacion ultra estructural para
verificar la carencia de alguna alteracion producida por la administracion de sildenafil
durante la gestacion. No se estimaron los niveles de sildenafil en los fetos para evaluar
la transferencia de la droga y poder establecer conclusiones mas contundentes acerca
del mecanismo de accion de este farmaco y su efecto sobre el crecimiento fetal y

mucho menos para confirmar la seguridad del uso del farmaco durante la gestacion.
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VILCONCLUSIONES

En conclusion, la administracion de 500 ug/kg de sildenafil a cobayas desde el dia
35 hasta el final de la gestacion, resulta en un incremento del crecimiento uterino y
crecimiento fetal e incrementa la tolerancia a la asfixia perinatal inducida; los fetos
extraidos de madres incluidas en los tratamientos con sildenafil 50 ug/kg y 500 pg/kg
mostraron mejor desarrollo fetal respecto a los fetos del grupo testigo. No se reporto
evidencia de malformaciones morfolégicas en los fetos extraidos de madres tratadas
con sildenafil.

No obstante, es necesario que se realicen estudios a futuro con el objeto de
evaluar los posibles efectos adversos en los fetos e incluso en la madre respecto a la

administracion de sildenafil durante el dltimo tercio de la gestacion.
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Figura 1. Fisiopatologia de la muerte fetal por asfixia.
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X.FOTOGRAFIAS

Hembras multiparas utilizadas
en el desarrollo experimental.
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contenedores
formando grupos de 5 animales,
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bajo condiciones de clima controlado.

Foto 2.- Cobayos

Foto 3.- Control de humedad del cuarto
donde fueron alojados las cobayas bajo
estudio.
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Foto 4.- Control de iluminacién para
regular ciclos de luz/oscuridad a 4, 8, o
12 horas luz por 20, 16 y 12 horas de
oscuridad respectivamente.

Foto  b.-llustracion  del = método
empleado para el diagnostico de la
gestacion en cobayas




Foto 6.- Cada tableta de sildenafil fue
extraida de su envoltura comercial para
ser macerada a posteriori.

= - A
Foto 7.- Diluciéon 1:1, una tableta de 50
mg de sildenafil con 50 mL de solucion
salina a temperatura ambiente.

Foto 8.- Administracion por via oral de
la dilucion a cobayas gestantes desde
el dia 35 de gestacion hasta el dia de la
cesarea.
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Foto 9.- Aplicacion de anestésico por via
intraperitoneal previo a la cesarea.
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Foto 10.- Alojamiento temporal de
animales anestesiados previo a la
cesarea.

Foto 11.- Después de la aplicacion del
anestésico 'y del proceso de
esterilizacion, se inicio con la cesarea
realizando una incision longitudinal en
el area abdominal.
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Foto 12.- Extraccion gentil de fetos a
término a través de la presion ejercida
sobre el cuerno uterino.

K

Foto 13.-

Muestreo sanguineo por
puncion cardiaca en fetos a término
conectados a placenta.

Foto 14.- Transferencia de sangre de
una jeringa hacia un micro capilar
heparinizado con litio, para ser
insertada en un analizador de gases en
sangre Gem premier 3000.
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Foto 15.- Método de asfixia perinatal
inducida basada en la compresion del
cordon umbilical

Foto 16.- Después del sacrificio
humanitario de los fetos, se obtuvo el
peso individual.
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Foto 17.- Medicion del largo dorsal en
fetos a término previamente
sacrificados.




Foto 18.- Obtenciéon del ancho de cabeza
mediante el uso de un calibrador vernier.

Foto 19.- Medicion del ancho de grupa
en fetos a término sacrificados a través
de un calibrador vernier.

Foto 20.- Extraccion simultanea de érganos
con la colaboracion de los M. en C. Adriana,
Miguel ; M.V.Z. Ménica y Antonio.
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XI.LANEXOS

1) Articulos aceptados derivados del proyecto de tesis.

J Obstet Gynaecol 2007; 27(4).

1.1) A systematic review of experimental and clinical studies of sildenafil citrate for
intrauterine growth restriction and preterm labor
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Summary

Sildenafil could be an alternative in the treatment of intrauterine growth retardation
(IUGR) and premature delivery. In order to systematically review the reproductive-
related effects of sildenafil, a search was made on PubMed and the Science Citation
Index for studies evaluating the effects of sildenafil on uterine vessels or myometrium
either in vitro or in experimental animal models as well as for any clinical trial or case
reporting the outcome of pregnant women treated with sildenafil. The information was
obtained from 3 in vitro studies, 5 studies performed in experimental animal models, 4
studies on women with fertility and sterility disorders receiving 100 mg/d of sildenafil

intravaginally, and 2 case reports of pregnant women who received sildenafil for the
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treatment of pulmonary hypertension. Incubation with sildenafil of different in vitro
preparations resulted in vasodilator and uterine relaxant effects. No evidence of
teratogenicity was observed in the studies performed in mice, rats and dogs. Sildenafil
increased fetal weight in rats. In women, contradictory results on uterine blood flow
and endometrial development were reported after the intravaginal administration of
sildenafil. No adverse fetal outcomes were reported in the two pregnant women with
pulmonary hypertension receiving sildenafil late in their pregnancy. In conclusion, there
is still limited information about the efficacy of sildenafil for the treatment of IUGR and
premature delivery. However, studies in experimental animal models and two human
case reports have reported no deleterious effects on the mother or offspring.

Key words: Fetal growth, phosphodiesterase inhibitors, sildenafil citrate, tocolytic

agents

Introduction

Sildenafil, the citrate salt of 1-(4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1H-
pyrazolo(4,3-d)pyrimidine-5-yl)phenyl-sulphonyl)-4-methylpiperazine prevents the
degradation of the second messenger cyclic guanosine 3’,5’-cyclic monophosphate
(GMPc) by phosphodiesterase-5 (PDES) (Ballard et al. 1998; Corbin and Francis 1999).
It was the first oral treatment used for male erectile dysfunction. Sildenafil was also
evaluated for the treatment of female sexual arousal disorder but the results were
inconclusive in terms of its efficacy in several large scale, placebo controlled studies
involving approximately 3,000 women (Mayor 2004). In addition, at least two
experimental studies supported sildenafil as a potential candidate for the treatment of
IUGR as well as premature labor in both animals and humans (Buhimschi et al. 2004;
Belik 2005; Sanchez-Aparicio et al., 2006). Therefore, in order to evaluate whether
there is already enough evidence on its efficacy and safety for the treatment of IUGR
and premature labor, the aim of this study was to systematically review the
reproductive-related effects of sildenafil not related to the treatment of erectile

dysfunction and female sexual arousal disorder.
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Method

A search was made on PubMed (National Center for Biotechnology Information,
United States National Library, Bethesda, MD) and the Science Citation Index
Expanded (The Thompson Corporation, Stamford, CT) from its inception on September
30, 2006. Studies evaluating the effects of sildenafil in uterine vessels or myometrium
in vitro or in experimental animal models were included. Experimental studies, clinical
trials or cases reporting the fetal outcome of pregnant women treated with sildenafil at
any time during pregnancy were also included. No limitation in language was used. A
review of the titles and, if available, abstracts was performed by 2 of the investigators
who eliminated review papers, duplicated manuscripts, and studies evaluating the
effects of sildenafil for male erectile dysfunction or women sexual arousal disorders.
Nineteen manuscripts were retrieved for further revision. Studies on pulmonary
hypertension in pregnant women providing information on the fetal outcome were
included. Review papers on sildenafil closely related to the study’s interests were also
reviewed for identification of useful references. Studies performed to evaluate the
efficacy of sildenafil for treating pulmonary hypertension in neonates were excluded
from the analysis. Disagreements between investigators were resolved by consensus.

Data abstraction was performed by 2 other investigators. From the in vitro studies
the type of tissue, concentrations of sildenafil evaluated, duration of incubation, and
main findings were obtained. From the studies performed in experimental animal
models the following variables were obtained: animal model and sample size, dose,
duration of treatment, and effects. Finally, from the case reports, if available,
information regarding the dose, duration of treatment, and effects was obtained. Of the
19 retrieved studies, the information was obtained from 14 selected reports (Sher and
Fisch 2000; Agha and Taha 2001; Zoma et al. 2001; Paulus et al. 2002; Sher and
Fisch 2002; Abbott et al. 2004; Buhimschi et al. 2004; Check et al. 2004; Khan et al.
2004; Lacassie et al. 2004; Belik 2005; Molelekwa et al. 2005; Wareing et al. 2005;
Refuerzo et al. 2006).
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Results

We identified the following studies reporting the evaluation of sildenafil for
reproductive-related purposes: 3 in vitro studies, 5 in vivo studies in experimental
animal models, 4 different reports of non-pregnant women with fertility and sterility
problems receiving 100 mg/d of sildenafil intravaginally, and 2 case reports of
pregnant women who received sildenafil in combination with other drugs for their
treatment of pulmonary hypertension.

The in vitro studies showed that incubation with sildenafil resulted in vasodilator and
uterine relaxant effects (Table 1). It increased uterine blood flow in ewes and decreased
intrauterine pressure in rats at term and preterm labor (Table 2). Two studies in rodents
treated with sildenafil showed an increased fetal weight gain. However, its effects were
evident only in the group of pups born to mothers exposed to hypoxia. In humans,
contradictory results on uterine blood flow and enhanced endometrial development
were observed in non-pregnant women after intravaginal administration of sildenafil
(Table 3). The larger human study was a retrospective analysis of a cohort of women
exposed to sildenafil intravaginally, and reported positive effects of sildenafil for
enhancing endometrial development.

In one case report of a pregnant women with pulmonary hypertension treated with
150 mg/d of sildenafil, an increased fetal weight gain was observed, however labor
failed to progress after 8 hours of oxytocin infusion (Table 3). The second case report of
a pregnant woman treated with sildenafil for pulmonary hypertension did not provide
any details on changes in the fetal weight however the baby was born healthy.

In addition, no teratogenic or fetotoxic effects were observed in any of the teratology
studies performed in mice, rats and dogs (Table 2). However, the duration of exposure
to sildenafil was cited as exposure ‘during organogenesis’, without specific details. In
the two human case reports, one woman received sildenafil for pulmonary hypertension
during the first 9 weeks of pregnancy and no teratogenicity was observed (Table 3);
both cases received the drug late in pregnancy and no evidence of fetotoxicity was

reported.
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Discussion

Since its approval by the United States Food and Drug Administration, sildenafil
(Viagra) is a drug extensively prescribed for treating men with erectile dysfunction
(Jackson et al. 2005). However, sildenafil has little or not benefit in the treatment of
women with sexual dysfunction (Shields and Hrometz, 2006). On the other hand, this
drug has been evaluated for a different range of clinical conditions where a potential
role of phosphodiesterases may be relevant (Sanchez-Aparicio et al., 2006), and its use
has currently been extended to treat newborns and adult patients with pulmonary
hypertension (Ghofrani et al., 2006; Kane and Klings, 2006). The present systematic
review identified that sildenafil may also be considered a potential candidate for
treating pregnant women with IUGR or as a tocolytic agent. IUGR affects approximately
8% of all pregnancies (Brar and Rutherford 1988), and is associated with an increased
risk of neonatal morbidity and mortality (Yanney and Marlon 2004). Fetal growth is
regulated by a complex mechanisms in which hormonal (Gluckman and Pinal 2003;
Trujillo-Ortega et al. 2006) and vascular changes play a key role throughout pregnancy
(Lang et al. 2003). Sildenafil may favor fetal weight gain by increasing blood flow within
the uteroplacental bed. It may also act as a tocolytic agent. Therefore, sildenafil may be
particularly relevant at 24-28 weeks of gestation where extending pregnancy by 7-10
days may significantly influence immediate postnatal and long-term sequels (Hoekstra
et al. 2004).

Myometrial small arteries from pregnancies complicated by IUGR had increased
vasoconstriction and reduced endothelium-dependent relaxation compared with that
observed in normal pregnancies (Wareing et al. 2005); incubation of small arteries with
sildenafil from IUGR pregnancies enhanced endothelium-dependent relaxation to levels
seen in the latter. However, as identified in the present systematic review, the uterine
vasodilatation effects of sildenafil were not consistently observed across the
experimental studies nor were they consistently reported in pregnant women treated
with sildenafil for pulmonary hypertension. Sildenafil also showed an increase in fetal

weight gain in a study performed in rodents as well as in a pregnant woman with
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pulmonary hypertension who received sildenafil at a dose level of 150 mg/d from week
31 to 36 of gestation (Lacassie et al. 2004; Belik 2005).

One of the major limitations of the studies on these potentially relevant effects of
sildenafil is the reduced number of studies in experimental animal models exploring the
hypotheses of whether sildenafil may increase fetal growth gain and whether it has
tocolytic effects. In addition, as observed in this systematic review, there is no evidence
that sildenafil is teratogenic in experimental animal models even at doses much higher
than those prescribed to humans. Furthermore, if evaluated for treating IUGR or
premature delivery, sildenafil would be administered in the third trimester of pregnancy,
when the risk for gross malformations is over and the delivery of premature, low-
birthweight babies is associated with elevated perinatal mortality and morbidity rates.
In fact, there is yet no definitive treatment for preterm births and secondary adverse
events with current treatments may vary from tolerable maternal tachycardia to fetal
death (Hernandez-Hernandez et al. 2002; van Veen et al. 2005). Therefore,
investigations in this area are still very active (Raymajhi and Pratap 2003; Durlach et al.
2005; Al-Omari et al. 2006).

In conclusion, this systematic review found limited and conflicting experimental and
clinical information about the efficacy of sildenafil for the treatment of IUGR and
premature delivery. However, no teratogenic or fetotoxic effects of sildenafil have been
reported in experimental animal models at dose levels much higher than those used in
humans. In addition, the 2 case reports in pregnant women did not show any

deleterious effect in the babies exposed late in utero to sildenafil.
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Table 1 In vitro reproductive-related effects of sildenafil.

Experimental model

Drug
concentration

Duration
treatment

of Effects

Agha
2001

& Taha

Khan et al. 2004

Wareing et al.
2005

Full-thickness uterine tissue
obtained from each uterine horn
from an unspecified number of
non-pregnant rats. Each
evaluation consisted of 4
experiments.

Myometrial samples from an
unspecified number of women

who underwent elective
cesarean section at 39-42
weeks gestation. Number of
evaluated tissue strips varied
from 4 to 12.

Small arteries obtained at
delivery by cesarean section
from myometrium biopsies from
healthy women with normal FG
(n= 12) and women with FGR

(n=27)

30 and 100 Nm

10 nmol/L to 1
mmol/L

0, 10 and 100
nmo/L

Incubation period:
15 min

Cumulative
addition of sildenafil
every 30 min

Incubation period:
1 hour

A shift to the right of
the non-cumulative
concentration-response
curves of PGE2, oxytocin
and ACh was observed.
Pre-incubation of uterine
strips  with  methylene
blue reduced the effects
of sildenafil on oxytocin-
and ACh-evoked
contractions

Myometrial relaxation
probably occurring
independently of GMPc
but dependently of Kt
channels

A limit of the effects of
vasoconstrictors on
myometrial small arteries
from women with FGR
and normal FG

ACh= acetylcholine; FG= fetal growth, FGR: fetal growth restriction; cGMP= cyclic guanosine monophosphate; PGE2= prostaglandin Ez
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Table 2 Reproductive-related effects of sildenafil evaluated in vivo in experimental animal models.

Experimental model Dose Duration of treatment Effects
Zoma et al. 5 non-pregnant 50 mg One dose An increase in uterine blood flow
2001 ovariectomized ewes
Abott et al. Rats 50, 150 and 500 mg/Kg 10 days No changes in organ weight and
2004 * histopathology of ovaries and
testes

10, 45 and 200 mg/Kg 1 month
3, 12 and 60 mg/Kg 6 months
10, 30 and 300 mg/kg 10 days
5, 20 and 80 mg/Kg 1 month
3, 25, and 80 (reduced to 50) 6 months
mg/Kg
3, 10, and 50 mg/Kg 12 months
Rat fertility 3, 12 and 60 mg/Kg NE No treatment-related effects on
mating behavior, pregnancy
success or other reproductive
parameters
Rat embryo/fetal toxicity 10, 50 and 200 mg/Kg During organogenesis Slight or minimal maternal
toxicity recorded at maximum
dosage. No fetal toxicity recorded.
Rabbit embryo/fetal 10, 50 and 200 mg/Kg During organogenesis Ibidem
toxicity
Buhimschi et Two groups of 7 and 6 Cumulative doses (0.005, 0.05, In term and preterm Reduction of intrauterine
al. 2004 rats, respectively 0.5, 5 mg/Kg) labor pressure during term and preterm
labor beginning at 0.5 mg/Kg
Belik 2005* Rats ? By an osmotic pump An increase in fetal weight gain
from day 9 of gestation to
one group and orally b.i.d.
from day 17 of gestation
Refuerzo et al. 7 non-hypoxic treated 45 mg/Kgq 12 h On gestational days A decrease in the size of
2006 rats and 7 controls, as well 18-21 to hypoxic and non- offspring born to non-hypoxic rats.
as 4 hypoxic treated rats hypoxic rats An increase in the size of pups born
and 6 controls to hypoxic animals

*The authors did not clarify the number of animals included in the evaluations.
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Table 3 Reproductive-related effects of sildenafil in women.

Patients

Dose and duration of treatment

Effects

Sher
Fisch 2000

and

Sher
Fisch 2002

and

Paulus et al.
2002

Check et al.
2004

Lacassie et

al. 2004

Molelekwa et
al. 2005

4 patients with prior failed
assisted reproductive cycles due to
poor endometrial response.

Retrospective analysis
cohort of 105 women

of a

10 women with reduced uterine
artery blood flow and poor
endometrial development

Women failing to attain an 8 mm
endometrial thickness on either the
oocyte retrieval cycle or their first
frozen embryo transfer despite an
oral graduated E2

A 23 year old primigravid with
pulmonary hypertension NYHA
class varying from Il to IV

A 23 year old primigravid with
pulmonary hypertension NYHA
class Il

25 mg intravaginally 4 times a day
for 7 days

25 mg intravaginally 4 times a day
for 3-10 days

25 mg intravaginally 4 times a day
for 9-10 days

25 mg intravaginally 4 times a day

150 mg/d until the 9t week of
pregnancy. Sildenafil was restarted at
week 31 of gestation. She was also
treated with diltiazem and L-arginine

From 28t to 30t weeks of
gestation at a dose not specified. She
was also treated with minihep,
progesterone pessaries, continuous
oxygen therapy, dexamethasone (1
course), and bosentan

In  combination with estradiol
valerate, it improved blood flow and
endometrial thickness

An enhancement of the endometrial
development in 70% of patients
occurred

No production of vasodilatation
effects seen but increased
endometrial thickness occurred

No improvement of endometrial
thickness or blood flow in the
subsequent frozen embryo transfer-
cycle occurred

An increase in fetal weight gain
occurred. At 36 weeks of gestation, a
healthy 2.3 kg boy was delivered.
However, labor failed to progress after
8 hours of oxytocin infusion and
required C-section

A healthy 1.4 Kg girl was delivered

The studies performed on female sexual arousal disorder were not listed
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1.2) Systemic Effects of Sildenafil Citrate on Pregnancy and Perinatal Periods
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Abstract

Sildenafil citrate is an orally administered effective treatment for erectile
dysfunction; nevertheless administrated in high concentrations produces relaxation of
myometrium in pregnant women, thus sildenafil or related molecules may have future
potential tocolytic application. In the present review sildenafil mechanism of action,
pharmakocinetics and therapeutic use are discussed. Sildenafil is also considered a
potent pulmonary vasodilator in pharmacology representing an alternative to neonates
during the last month of in utero development. We conclude that studies in animals
including metabolic and physiological traits in the fetus and neonates from treated
dams with sildenafil in their last third of pregnancy may help to characterize neonate

tolerance to asphyxia with posterior application in human perinatology.

Key words: Sildenafil, phosphodiesterase inhibitors, pregnancy, perinatal.
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Introduction

A research program that started in 1985 led to the approval of Sildenafil in 1998, as
the first oral treatment for male erectile dysfunction (ED). The initial project objective
was the design and synthesis of novel inhibitors of phosphodiesterase (PDE) that would
increase tissue levels of guanosine 3',5'-cyclic monophosphate (cGMP) and that could
be beneficial for the treatment of cardiovascular conditions. The research programme
that led to the discovery of sildenafil originated from the interest in factor atrial
natriuretic factor (ANF), an endogenous peptide with vasodilator and natriuretic
properties. One of the 2 major synthetic pathways for cGMP generation from guanosine
5'-triphosphate (GTP) is directed by natriuretic peptides, consisting of atrial (ANP), B-
type (BNP), and C-type (CNP) natriuretic peptides, which act via the membrane receptor
guanylate cyclases GC-A (highest affinity for ANP, BNP) and GC-B (highest affinity for
CNP). ANP and BNP, released from the heart by mechanical stretch in response to
increased atrial pressure/volume, and CNP, released from the endothelium, can all
cause smooth muscle relaxation and vasodilation. ANF exerts its physiological roles by
stimulating guanylate cyclase to increase tissue levels of cGMP, although this second
messenger will degrade rapidly by a specific phosphodiesterases (Campbell, 2000,
Munzel et al., 2003)

The mammalian phosphodiesterases (PDEs) are composed of 11 families of enzymes
that catalyze the termination of second messenger activity in cells by breaking the
phosphodiester bond of either cyclic adenosine monophosphate (CAMP) or cGMP.
Eleven distinct families have been identified (PDE-1 to PDE-11) that are known or
implicated in a broad range of cellular functions. PDE-5 is cGMP-specific and is present
in relatively high concentrations in the smooth muscle of corpora cavernosum of the
penis. PDE-5 inhibitors enhance erectile function during sexual stimulation by
penetrating into smooth muscle cells and inhibiting PDE-5. This results in decreased
degradation of cGMP, which maintains sufficient cellular levels of cGMP in both corpus
cavernosum and the vessels supplying it. This increases relaxation of the smooth
muscle, which dilates the corporeal sinusoids resulting in increased blood flow,

allowing an erection to occur. Sildenafil or one of the other PDE-5 inhibitors foster
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accumulation of the cell cGMP by competitively inhibiting PDE-5, which triggers penile
erection. PDE-5 inhibitors do not increase the nitric oxide level, but they potentiate the
nitric oxide effect to stimulate erection. Without sexual arousal, this effect activates the
nerve-nitric oxide pathway, these inhibitors are ineffective (Corbin and Francis, 2003).
However, with the exception of platelets (a homogenous cell population) the isoforms
hydrolyzing cGMP in cells stimulated by NO are uncertain: most studies have been
conducted on tissue homogenates in which PDEs normally located in different cell
types or cell compartments are mixed together. Knowledge of the participating
isoforms is important for understanding the dynamics of the signal transduction
pathways and for providing pharmacological tools to probe those pathways (Bellamy
and Garthwaite 2001).

Sildenafil citrate (1-{[3-(6, 7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1H-pryrazolo [4,3-
d]pyrimidin-5-yl)-4-ethoxyphenyl]sulfonyl}-4-methylpiperazine) (Gobry et al., 2000) is an
orally administered effective treatment for erectile dysfunction (ED) (Campbell, 2000;
Ardeschir et al., 2002; Michelakis et al., 2002; Muirhead et al., 2002), sildenafil has
been used with great success in the treatment of male ED, but so far studies in women
are scarce (Sher and Fisch, 2000). Moreover, although sildenafil citrate is a well-
established drug for treatment of ED, its therapeutic effectiveness in postmenopausal
women with diminished sexual response remains to be determined (Zoma et al.,
2004).

The citrate of sildenafil not only exerts a relaxant effect directly on the corpus
cavernosum, it appears to be such a potent and highly selective inhibitor specific of
phosphodiesterase type 5 that augments the vasodilatory effects of nitric oxide (NO) by
preventing the degradation of the second messenger cGMP (Gobry et al., 2000; Sher
and Fisch, 2000; Ardeschir et al., 2002; Michelakis et al., 2002; Sher, 2002; Khan et
al., 2004). Thus, sildenafil citrate promotes smooth muscle relaxation, however the
calcium-activated by potassium channels (BKca) have been implicated directly or
indirectly in the actions of sildenafil, NO and cGMP (Khan et al., 2004).

In the present review sildenafil mechanism of action and therapeutic use are

discussed.
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Sildenafil citrate may be recovered from the urine or feces so metabolism is the major
mechanism for clearance of sildenafil (Muirhead et al., 2002). Sildenafil metabolites
are excreted mainly in the feces (80%), whereas urine rate of excretion is lower (13%).
The pharmacokinetics of sildenafil may be influenced by its physicochemical

characteristics (Gobry et al., 2000).

Therapeutic applications of sildenafil

Pregnancy: Sildenafil citrate used as a therapeutic agent in women s pregnancies, may
improve myometrial perfusion in FGR pregnancies by promoting myometrial small
artery vasodilatation, decreasing peripheral resistance and increasing flow within the
utero-placental bed (Wareing et al., 2005). Fetal and neonatal asphyxia has been
amply studied in human medicine (Lievaart et al., 1984; da Silva et al., 2000; Low et
al., 2001). Mammal neonates have similar physiological mechanisms during asphyxia
(Arbay et al., 1996; Singer, 1999), in veterinary medicine the asphyxia process has
been studied using as a model the pig (Alward et al., 1978; Randall, 1979; Orozco et
al., 2006).

Several alternative potential therapeutic applications of sildenafil have brought new
lines of investigation (Khan et al., 2004). For example, successful pregnancies in
previously failed attempts of in vitro fertilization have been attributed to the improved
vasodilation that is caused by sildenafil citrate (Sher and Fish, 2000). In addition,
sildenafil may play a role in the treatment of female sexual dysfunction (Khan et al.,
2004). Sildenafil has been used to improve uterine artery blood flow and sonographic
endometrial appearance in four patients (women) with prior failed assisted
reproductive cycles due to poor endometrial response (Sher and Fisch, 2000). These
authors found that vaginal application of Viagra increases endometrial thickness
favoring blood flow of the uterine artery in certain women with thin endometrium
undergoing in vitro fertilization. They suggest it is necessary to evaluate a random
number of patients in order to validate this sort of treatments. With the popularity of
Viagra soaring worldwide, it is not surprising that studies are underway to determine

the therapeutic efficacy of Viagra in women with diminished sexual response (Zoma et
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al.,, 2004). Studies done in women with pregnancy problems and fetal growth
restriction, justifies the use of citrate of sildenafil administered in vivo, since it

improves the uterine-placenta blood flow (Wareing et al., 2005).

Perinatal asphyxia: Hypoxia in utero or during labor is produced by various causes,
including early rupture or compresion of the umbilical cord, which represents an
important cause of weak piglets with poor growing rates (Mota et al., 2005). Asphyxia
during labor is an important etiology in intra-partum deaths in pigs a high stillbirth rate
is associated with anoxia (Mota et al., 2002, 2006ab; Alonso-Spilsbury et al., 2005).
Similarly, in human medicine labor complications play an important role causing
hypoxia and fetal suffering, which is a complex metabolic perturbation due to a
decrease in maternal-fetal exchange, it evolves quickly and leads to a failure in fetal
homeostasis with subsequent tisular alterations or fetal death (Schwarcz et al., 1995).
After ductus arteriosus compression, changes in the pulmonary circulation cause
progressive increase in pulmonary vascular resistance, altering pulmonary
vasoreactivity, and inducing vascular and cardiac remodeling, these changes in lung
circulation can be prevented by selective PDE-5 inhibition (Larrue et al.,, 2005). The
compression of the ductus arteriosus and the prevention of pre-term labor remains one
of the primary goals of obstetric research. Nevertheless, neonatal death most

important cause is premature babies prematurity (Norman et al., 1999).

Cardioprotective effects after ischemia/reperfusion injury

Sildenafil inhibits PDE V, the enzyme that specifically hydrolyzes cGMP. By a complex
mechanism, increased intracellular cGMP leads to the hyperpolarization of smooth-
muscle membranes and subsequent vascular relaxation. Moreover, cGMP is involved in
the regulation of myocardial L-type Ca2* channel current (ICa): In guinea pig, frog, and
human cardiomyocytes, cGMP can also stimulate ICa via inhibition of cGMP-inhibited
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) PDE (PDE Ill), thus augmenting cardiac
output. PDE isozyme types |, lll, IV, and V are present in the human pulmonary artery.

Sildenafil inhibits PDE V, the enzyme that specifically hydrolyzes cGMP. By a complex

111



mechanism, increased intracellular cGMP leads to the hyperpolarization of smooth-
muscle membranes and subsequent vascular relaxation. Moreover, cGMP is involved in
the regulation of myocardial L-type Ca2+ channel current (ICa): In guinea pig, frog, and
human cardiomyocytes, cGMP can also stimulate ICa via inhibition of cGMP-inhibited
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) PDE (PDE Ill), thus augmenting cardiac
output. PDE isozyme types |, lll, IV, and V are present in the human pulmonary artery
(Kleinsasser et al, 2001).

Each year, more than 25,000 children undergo corrective surgery for congenital heart
disease. Early surgical intervention is important to promote more normal development.
Infants undergoing surgery for congenital heart disease are at risk for myocardial
ischemia during cardiopulmonary bypass, circulatory arrest, or low-flow states. Brief
episodes of ischemia protect the myocardium from more prolonged periods of
ischemia, a phenomenon called ischemic preconditioning. A variety of other stimuli,
such as hypoxia, thermal stress, pharmacologic agents, and endogenous triggers of
preconditioning such as nitric oxide and adenosine have also been shown to induce
cardioprotective effects in several animal species. Also, recent studies from Ockaili et
al. (2002), have shown that sildenafil citrate, a selective PDE-5 inhibitor, induces
powerful preconditioning-like protective effects in the ischemic heart. Sildenafil
induced delayed cardioprotective effect in the mouse heart through up-regulation of
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
(Salloum et al, 2003). The hypothesis behind these studies was that the vasodilatory
action of sildenafil could potentially release endogenous mediators of preconditioning
such as adenosine, bradykinin, or nitric oxide. One or more of these mediators may
trigger a signaling cascade leading to activation of protein kinase C and opening of the
mitoKATP channel resulting in acute and delayed cardioprotective effects. It is possible
that sildenafil citrate may be clinically important in protection of the heart in the setting
of cardiac surgery using cardiopulmonary bypass, circulatory arrest, or low-flow states

in infants with congenital heart disease. (Das et al., 2004)
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Persistent pulmonary hypertension of the newborn

The fetal growth restriction is responsible for considerable perinatal mortality and
morbidity; infants have increased risk of perinatal complications such as fetal distress,
asphyxia, neonatal encephalopathy, hypothermia, hypoglycaemia and poor feeding, as
well as risks of long term neurological and developmental disorders (Wareing et al.,
2005). The persistent pulmonary hypertension of the newborn (PPHN) contributes to
increase dramatically neonatal morbidity and mortality. It is a clinical syndrome that is
associated with diverse neonatal cardiopulmonary diseases, including birth asphyxia,
sepsis, meconium aspiration and respiratory distress syndrome it can be idiopathic too
(Larrue et al., 2005).

Sildenafil may significantly increase plasma cGMP levels. This increase in cGMP raises
the possibility of modulation of cGMP-regulated phosphodiesterases in tissues in which
phosphodiesterase 5 is not present (eg, the myocardium), (Schalcher et al, 2002). In
lung tissue it is a rich source of phosphodiesterases, phosphodiesterase-3 (PDE3) and
phosphodiesterase-4 (PDE4) (Ardeschir et al., 2002).

Mortality
In the United States, sildenafil has already been prescribed more than 6 million times
(representing 50 million tablets), and 130 deaths of patients who had been prescribed

sildenafil were reported to the U.S. Food and Drug Administration by November 1998.

In summary, due to sildenafil citrate”s important use as a potent vasodilator in
pharmacology, and its different uses in research, we consider that it may represent a
viable alternative in models of neonate animals from mothers treated in the last third
of pregnancy. Ongoing research evaluating physiological and metabolic traits in animal
neonates may help to characterize neonate tolerance to asphyxia with posterior

application in human perinatology.
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3) Formato para registrar indicadores y variables durante y después de la cesarea en

cobayos.

Cesarea, morfometria y pesaje de érganos de fetos Fecha

Variables Hembra Grupo:

N° cobaya Placenta

# Parto Hora

Peso Peso

Variables al part

o

Cobaya / feto Cobaya ( ) Feto 1 Feto2 Feto 3

Feto 4

Hora ceséarea/extraccion feto

Estado extraido vivo/muerto CEV CEM CEV CEM CEV CEM CEV CEM

CEV CEM

Sexo Q 3 Q d Q d ? 3

Viabilidad Neonatal

FC o 1 2 o 1 2 o 1 2 o 1 2

Latencia Intentos Inspiracion (seg)

Nimero de Intentos de Inspiracion

Mediciones Zoométricas del cobayo escala (cm)

Largo dorsal

Perimetro abdominal

Perimetro toraxico

Ancho de grupa

Ancho de cabeza

Perimetro cafas

Organos escala (mg)

L=largo, A=ancho Peso L/A Peso L/A Peso L/A Peso L/A

Peso L/A

Corazon

Pulmones

Higado

Bazo

Rinones Derecho

Rinones Izquierdo

Adrenales

Encéfalo

Utero (madre) / Placenta (feto)
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