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RESUMEN

El objetivo del trabajo consistio en comparar el efecto de la administracion de
sildenafil y tadalafil sobre el crecimiento fetal en ratas gestantes. Se utilizaron 15
ratas gestantes Wistar, las cuales fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos.
A las ratas del G (n=5) se les administro un volumen de 0.5 mL de solucion salina
estéril via oral. A los animales incluidos en el G, (n=5) y G; (n=5), se les
administr6 500 pg de sildenafil y tadalafil via oral respectivamente. Los
tratamientos iniciaron el dia 14 de la gestacion y concluyeron el dia 21,
administrandoles el farmaco una vez al dia y aproximadamente a la misma hora.
Se obtuvo el peso de las madres al inicio de la gestacion, al inicio del tratamiento y
al final del tratamiento mediante una bascula mecanica de triple brazo. Los fetos
fueron extraidos a fin de obtener el peso corporal mediante una bascula analitica.
El peso de las ratas al inicio de la gestacion, inicio del tratamiento y peso al final
de la gestacién mantuvieron la misma tendencia lo que indica ausencia del efecto
de la madre sobre el crecimiento fetal. El peso de los fetos del G3 (tadalafil) fue
significativamente mayor respecto al peso de los fetos del G y G, (2.70+0.22° vs.
2.02+0.02%, 1.99+0.3%). El peso de los 6rganos en los fetos del grupo tratado con
tadalafil fue significativamente mayor (P<0.01) respecto al peso de los fetos del G4
y G, (0.53 + 0.01° vs. 0.39 + 0.003?% 0.37 + 0.002°). El perimetro abdominal, el
ancho de cabeza y de grupa fueron significativamente mayores en el grupo tratado
con tadalafil. Se concluye, que la administracion de 500 pg de tadalafil a partir del

dia 14 hasta el dia 21 de la gestacion favorece el crecimiento del feto.

Palabras clave: PDES5, Crecimiento fetal, Morfométria, Sildenafil, Tadalafil.
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ABSTRACT

The aim of the study was to compare the effect of sildenafil and tadalafil on fetal
growth in pregnant rats. We used 15 pregnant Wistar rats, which were randomly
assigned to three groups. A G4 rats (n = 5) were administered a volume of 0.5 mL
of sterile saline orally. The animals included in G, (n = 5) and G3 (n = 5), were
given 500 pg of oral sildenafil and tadalafil respectively. Treatments began on day
14 of gestation and concluded on day 21, administering the drug once a day at
approximately the same time. Weight was obtained from the mothers at the
beginning of pregnancy, the beginning of treatment and end of treatment using a
triple-beam mechanical scale. The fetuses to obtain body weight by analytical
scale. The weight of the rats at the beginning of pregnancy, weight baseline and at
the end of pregnancy remained the same trend indicating no maternal effect on
fetal growth. The weight of fetuses of G3 (tadalafil) was significantly greater than
the weight of fetuses of G; and G, (2.70 + 0.22° vs. 2.02 + 0.02°, 1.99 + 0.3%). The
weight of the organs in fetuses tadalafil-treated group was significantly higher (P
<0.01) on the weight of the fetuses of G and G, (0.53 + 0.01° vs. 0.39 + 0.003?,
0.37 + 0.002%). The abdominal circumference, head width and rump were
significantly higher in the group treated with tadalafil. We conclude that
administration of 500 pg of tadalafil from day 14 to day 21 of gestation promotes

fetal growth.

Keywords: PDE5, Fetal growth, Morphometry, Sildenafil, Tadalafil.



.LINTRODUCCION

El English National Healt Service reporté que entre el 50-70 % de la mortalidad
neonatal en humanos no han sido esclarecidos ni clasificados. Las investigaciones
realizadas demuestran que en todos los casos se identificaron fallas a nivel
placentario que presumiblemente derivan en problemas de crecimiento fetal
(Gardosi et al., 2013). En México, el Instituto Mexicano del Seguro Social (2011)
estimo que anualmente nacen en el mundo 30 millones de nifios con problemas de
crecimiento fetal, la prevalencia en paises desarrollados es de 6.9 %, en tanto
paises en vias de desarrollo presentan un 23.8 %. Los casos con problemas de
crecimiento fetal tienen mayor riesgo de muerte perinatal, complicaciones
neonatales, problemas neuronales y enfermedades relacionadas a la vida adulta
como diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares e hipertension (Conde-
Agudelo et al., 2013). Alisi et al. (2011) sefalaron que existe una relacién entre el
peso al nacimiento y los problemas cardiovasculares en la vida adulta lo que

conlleva a muertes anticipadas.

Las lineas de investigacion generadas por el alto porcentaje de mortinatos al
nacimiento enfoncan la atencion a la relacién utero-placenta, es de vital
importancia establecer un flujo sanguineo adecuado para mantener la bioactividad
de sustancias que son el instrumento para la adaptacion, mantenimiento de la
gestacion, la nutricion y el crecimiento fetal adecuado (Conde-Agudelo et al.,
2013). Schneider (1991), sefalo que el transporte utero-placentario es esencial

para el mantenimiento de la homeostasis en el comportamiento fetal.

En los ultimos anos, se ha introducido al mercado el Tadalafil que corresponde a
la clase de medicamentos con especificidad a la fosfodiesterasas tipo cinco (PDE
5) (Toque et al., 2009). Difiere de otros inhibidores de fosfodiesterasa (PDE), tales
como vardenafil y sildenafli, debido a que cuenta con un mejor desempefio en su

farmacocinética (Wright, 2006). Es utilizado para tratar la disfuncién eréctil (DE),
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hipertension pulmonar y para mejorar los sintomas de la hiperplasia prostatica
benigna en humanos (Toque et al., 2009), pero hasta la fecha no se ha evaluado

su efecto en hembras gestantes o sus neonatos.

El citrato de sildenafil farmaco inhibidor de las PDE, ha sido utilizado como un
agente terapéutico para contrarestar el problema de la DE en hombres debido a su
potente accion vasodilatadora. Las PDE se encuentran en la vasculatura del
cuerpo cavernoso, en el sistema arterial y venas (Mehaffey et al., 2010). En
mamiferos se han identificao 11 tipos de PDE, las cuales se encargan de la
degradacion de su segundo mensajero Guanosin Monofosfato Ciclico (GMPc) o
Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc) (Gupta et al., 2005). La PDES es especifica
para degradar al GMPc y esta presente en concentraciones relativamente altas en
el musculo liso y cuerpo cavernoso del pene (Cotreau et al., 2005). Estudios
realizados en mujeres gestantes, a las cuales se les administré citrato de
sildenafil, muestran un incremento en la vasodilatacion de pequefas arterias
miometriales por disminucion en la resistencia periférica, resultando en la mejora
de la perfusion y flujo sanguineo del sistema utero-placentario (Wareing et al.,
2005). Maharaj et al. (2009), sefialaron que la presencia de PDES en mujeres esta
localizada directamente en la circulacion feto-placentaria. Sanchez-Aparicio et al.
(2007) administraron citrato de sildenafil en cobayas gestantes durante el ultimo
tercio de la gestacién y concluyeron que la administracion de 0.05 mg de citrato de

sildenafil a cobayas gestantes resulta en un incremento del peso fetal.

Dada la importancia que se le ha brindado al Tadalafil y sildenafil como
farmacos inhibidores de PDE5 en los ultimos anos en el area de obstetricia, se
considera necesario evaluar el efecto de estos farmacos sobre el crecimiento fetal,
con la final de encontar una alternativa viable para administrarse en mujeres

gestantes con problemas de crecimiento fetal.
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ILANTECEDENTES

1.- Crecimiento fetal.

El crecimiento fetal inicia con una célula, la cual se desarrolla un ser pluricelular
con organos Y tejidos. En los primeros dos tercios de la gestacion el crecimiento
depende del potencial genético del feto, en el ultimo tercio de la gestacion lo mas
importante es el aporte de elementos nutritivos a través de la funcion utero-
placentaria y la capacidad del feto para utilizar estos nutrientes (Ballabriga y
Carrascosa, 2006).

El desarrollo embrionario empieza con el cigoto, denominada como la primera
célula de cada nuevo ser. El cigoto se divide por mitosis hasta transformarse en
morula, blastocito y asi implantarse en la mucosa uterina, es en este momento
cuando el organismo creciente deja de ser embrion y se le define como feto
(Goldenberg y Culhane, 2007). Un crecimiento fetal adecuado sélo es posible si
desde la circulacion utero-placentaria, se transfiere al feto una cantidad suficiente
de gases, glucosa, oxigeno (O;), agua y electrolitos ya que el feto es
completamente dependiente de su madre en lo que se refiere a nutricion,

respiracion y excrecion (Baschat, 2004).

Sélo a través de la placenta es posible comprender el crecimiento fetal desde su
etapa de mayor cambio, mayor crecimiento y mayor especializacion. Mamiferos
neonatos de especies como la rata y el ser humano, presentan similitudes en el
tipo de placentaciéon (Arbay et al., 1996; Singer, 1999; Galina y Valencia, 2011);
por tanto, es posible realizar comparaciones cautelosas de fetos y neonatos entre

estas especies.

1.1. Formacion de la placenta.

Inicia cuando el embrién en forma de blastocito se implanta en el endometrio,
formando el complejo placentario como resultado de la interaccion entre los tejidos

extraembrionarios y los endometriales de la madre (Sherer y Abulafia, 2001). El
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primer componente embrionario que da origen a la placenta es el trofoblasto, el
cual se divide en sincitotrofoblasto (capa externa del trofoblasto) y citotrofoblasto
(capa interna). El segundo componente que esta ubicado entre la cavidad del
blastocisto y trofoblasto se le define como mesodermo extraembrionario. El
trofoblasto y mesodermo extraembrionario son tejidos unidos que forman una
estructura denominada corion (Huppertz et al., 2002). El corion es una membrana
fetal que tiene por objetivo formar vellosidades que provean al feto acidos grasos,
fosfolipidos, hormonas, aminoacidos, lipoproteinas (Arroyo et al., 2004). Battaglia
y Meschia (1986), reportaron que el O, y la glucosa son responsables del

crecimiento y del aporte de energia.

El desarrollo de las vellosidades del corion durante la vida neonatal, es vital para
la comunicacién utero-placentaria y el flujo sanguineo adecuado (Orozco et al.,
2008), este desarrollo tiene un crecimiento exponencial y se pueden denotar tres

fases (Figura 1).

Desarrollo de las
vellosidades coridnicas

Vellosidades
corionicas primarias

Vellosidades
corionicas secundarias

Formadas por
sincitiotrofoblasto en la
parte externa y un
nucleo.

Se desarrolla el
mesodermo
extraembrionario.
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Vellosidades
corionicas terciarias

Surgen pequefos
vasos sanguineos
dentro del mesodermo
extraembrionario.

Figura 1.- Desarrollo de las vellosidades coriénicas (Demir et al., 2004; Arroyo et al., 2004).



El blastocito esta rodeado por el trofoblasto y tiene capacidad de formar
vellosidades coriales, mientras que el trofoblasto tiene la capacidad de crecer mas
y de ramificar sus vellosidades coriales (Goldman et al., 2004). Por las
caracteristicas en esta regién del corion se lo conoce como corion frondoso, que
corresponde a la parte embrionaria de la placenta y esta en contacto directo con la
decidua basal, estas dos estructuras dan origen a la placenta (Schneider, 1991).
La capacidad invasora de las células del trofoblasto, la proliferacion vy
diferenciacion celular placentaria asi como su capacidad de adaptacién a procesos
patoldgicos son factores importantes para el desarrollo de la placenta (Huppertz et
al., 2002).

La estructura que esta en contacto directo con la sangre materna durante la
gestacion es el sincitiotrofoblasto. Las vellosidades coriales se unen formando
I6bulos placentarios llamados cotiledones, que se separan por estructuras
derivadas de la decidua basal llamadas tabiques placentarios (Arroyo et al., 2004).
Entre las vellosidades y la decidua basal existen alrededor de 150 mL de sangre
materna que se intercambia cada minuto, de tal manera que las arterias espirales
uterinas transportan sangre materna, nutrientes y O, hacia las vellosidades. Estos
componentes se difunden a través de la barrera placentaria y llegan a los vasos
coriales por donde circula la sangre que ira de regreso hacia el embrion; de la
misma manera los desechos y dioxido de carbono (CO;) que contiene la sangre
que circula por los vasos coriales, estos a su vez, son difundidos hacia la sangre

materna que se encuentra por fuera de las vellosidades (Goldman et al., 2004).

La placenta en humanos esta conformada por miles de vellosidades corionicas
que estan en contacto con la sangre materna para que se suscite el intercambio

de elementos que ayuden al crecimiento fetal adecuado (Figura 2).
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Corddn umbilical

Vena umbilical

Arterias umbilicales

Corion

Vellosidades del corion

Pared del endometrio

Placenta
Arteria uterina

Vena uterina

Figura 2.- Corte longitudinal de la placenta donde se aprecia una vellosidad del

corion y su conexién con arterias y venas uterinas.

1.2. Circulacion Fetal.

La circulacion fetal difiere de la circulacion extrauterina, siendo el intercambio
gaseoso el que denota mayor cambio. En el periodo fetal, los pulmones no son
requeridos para realizar el intercambio gaseoso ya que se encuentran colapsados
y la placenta es el 6rgano encargado del intercambio gaseoso y nutrimental
(Verburg et al., 2008).

En el feto, la sangre circula en los pulmones, el cerebro y el resto del cuerpo de
manera simultanea. Para asegurar este proceso, la circulacién incluye
derivaciones: un conducto venoso que permite el paso de sangre al higado, el
foramen oval que es una abertura entre la auricula derecha e izquierda y el
conducto arterioso que conecta la arteria pulmonar con la aorta y evita que la

sangre llegue a los pulmones (Orozco et al., 2008). La sangre oxigenada y con
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nutrientes llega a través de la vena umbilical y la sangre con materiales de
deshecho y con CO, viaja a la placenta a través de las 2 arterias umbilicales
(Verburg et al., 2008). Tanto las arterias como la vena trascurren en el cordén

umbilical.

En los humanos, el aparato cardiovascular inicia su formaciéon al final de la
tercera semana de edad y es posible percibir latidos cardiacos tan temprano como
a la cuarta semana de vida embrionaria. El sistema circulatorio fetal esta cubierto
por dos capas: una capa basal de cara al endometrio (placa trofoblastica) y una
superficial de cara a la cavidad del blastocisto (placa coridnica). La placa coridnica
empieza cuando el citotrofoblasto invade las trabéculas sincitiales y finalmente, se
extiende a la placa trofoblastica. La sangre fetal llega a la placenta a través de la
placa coridnica, las ramas mas pequefias forman redes capilares en las
vellosidades coridnicas, es ahi donde ocurre el intercambio (Goldenberg y
Culhane, 2007). Los capilares sanguineos, se van consolidando en vasos venosos
hasta formar la vena umbilical que lleva al feto la sangre oxigenada, con nutrientes
y otras sustancias que obtiene de la sangre materna (Huppertz et al., 2002;
Verburg et al., 2008).

Entre 80 y 100 arterias espirales del endometrio vierten la sangre en los
espacios intervellosos e irrigan a las vellosidades. La sangre llega a las
vellosidades con presion reducida y suficiente para transportarla al feto. La sangre
venosa retorna al corazén por la vena cava superior, la vena cava inferior, el seno
coronario y las venas pulmonares. De toda esta sangre, la menos oxigenada es la
que proviene del cerebro y del cuerpo superior a través de la vena cava superior y
del corazén a través del seno coronario. La vena cava superior garantiza que casi

toda la sangre pase a través de la valvula tricuspidea (Demir et al., 2004).

La angiogénesis que se lleva acabo para dar forma al sistema circulatorio fetal
requiere de una adecuada interaccion de los factores de crecimiento y sus

receptores, principalmente el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el
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factor de crecimiento placentario que actuan a través de receptores de tirosina
cinasa (Arroyo et al., 2004; Demir et al., 2004). Moonen et al. (2012) reportaron
que el factor de crecimiento endotelial vascular esta relacionado a la presencia de
enfermedades crénicas vasculares pulmonares, retinopatias, hemorragia
intraventricular y problemas renales. El feto recibe sangre oxigenada de la
placenta a través de la vena umbilical, esta pasa por el sistema porta y por el
conducto de arancio el cual es un vaso sanguineo que une la vena cava con la

umbilical (Figura. 3).

Placenta

Vena Umbilical | Arterias Umbilicales
‘ Sistema porta (50%) }——| Conducto de Arancio (50%) |

4| Vena Cava Inferior ‘

(Vena Cava superior)

| Auricula Derecha I IVentricquderecho|

l (Foramen Oval) l

‘ Auricula Izquierda ‘ | Arterias Pulmonares ‘

l

| Ventriculoizquierdo ‘

\ ‘ Ductus Arterioso |

| Arterias Coronarias |
‘ Arterias Carotidas } 21 Aorta

Figura. 3.- Transporte de sangre en vida fetal. La sangre proveniente de la placenta fluye
por la vena umbilical, pasa al sistema porta y al conducto de arancio. Ambas derivan
hacia la vena cava, quién envia la sangre a la auricula derecha para dividir el flujo en dos
direcciones. La primera circula a través del foramen oval hacia el ventriculo derecho para
desembocar en la aorta. La segunda circula a la auricula izquierda, atravesando las
arterias coronarias y carétidas para desembocar en la aorta y confluir las dos vias en las

arterias umbilicales y regresar a la placenta.
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La mayoria de la sangre que entra, pasa a través del conducto venoso
directamente en la vena cava inferior, donde la sangre rica en O, de la placenta se
mezcla con la sangre del feto (Orozco et al., 2008). La corriente mezclada de la
sangre entra en la auricula derecha y cruza la membrana interauricular a través
del foramen oval al ventriculo derecho (Verburg et al.,, 2008). En la auricula
izquierda, la sangre se mezcla otra vez con sangre pobremente oxigenada de las
venas pulmonares y pasa a través del ventriculo izquierdo a la aorta. La sangre de
la vena cava superior y una pequefia cantidad de sangre de la vena cava inferior
es desviada en la arteria pulmonar, donde la sangre se desvia en la aorta toracica
descendente a través del conducto arterial. La sangre mezclada resultante entra
en la aorta, a la circulacién de las visceras y de las extremidades inferiores,
alcanzando eventualmente la placenta a través de las arterias umbilicales, para la

oxigenacion (Orozco et al., 2008).

En vida fetal, solo el 65 % de la sangre llega al corazén y transita al ventriculo
derecho, el resto fluye por el ductus arterioso a la aorta descendente; de esta
sangre solo la tercera parte llega al cuerpo fetal y las dos terceras partes restantes
llegan a la placenta en busca de nutrientes. El ventriculo izquierdo recibe el 35 %
restante del retorno venoso, de este porcentaje el 63 % de sangre es enviado al
cerebro y al cuerpo superior, 8 % a las coronarias y 29 % hacia el cuerpo inferior y
placenta. En fetos de mujeres gestantes el volumen de eyeccidon de ambos
ventriculos es cercano a 400 mL/kg/minuto, lo que equivale a la salida de cada
ventriculo en un neonato. El flujo sanguineo fetal humano es menor al
documentado en otras especies con placentacion similar, ya que la capacidad de
transporte de O, es mucho mayor en la sangre fetal humana y el consumo de O,

es menor (Ballabriga y Carrascosa, 2006).

El flujo sanguineo uterino y umbilical dentro de la placenta, representa la
circulacién de la madre y del feto, respectivamente (Ramsey, 1982; Mossman,
1987; Michel, 2006). Los autores Reynolds y Redmer (1995; 2001); Magness

(1998; et al., 2001) mencionaron que conforme avanza la gestacion, el flujo
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sanguineo aumenta significativamente, manteniendo un ritmo durante el
crecimiento fetal. Sin embargo, en la ultima mitad de la gestacién en los humanos
al aumentar la velocidad en el flujo sanguineo la resistencia disminuye con una

correlacion positiva (Gadelha Da Costa et al., 2005).
1.3. Placentacion en humano y roedor

La placenta puede ser clasificada de acuerdo a la posiciébn que ocupa el
embridn, a la morfologia o a su histologia. Considerando la posicién del embrién,
en los primates incluyendo al humano y roedores se puede clasificar en:
placentacion intersticial, ya que el embrion invade completamente la mucosa
uterina perdiendo todo contacto con el lumen (Galina y Valencia, 2011). De
acuerdo a su morfologia, es de tipo discoidal, donde la placenta forma un disco
oval en el corioalantoides para unirse al endometrio. Por su histologia, la placenta
es de tipo hemocorial en ambas especies, esta constituida por tres capas
histolégicas en las que se pierde el endotelio de los vasos maternos y la sangre
materna se extravasa para que las vellosidades del corion estén en contacto
directo con la sangre materna (Verburg et al., 2008). La placenta presenta una
organizacion progresiva y funcional, que de manera armoénica se adapta a las
necesidades del desarrollo de los compartimientos materno-fetales (Goldenberg y
Culhane, 2007).

Las sustancias que pasan desde la sangre materna hacia la circulacién fetal
son el Oy, agua, electrolitos, vitaminas, hormonas, anticuerpos, farmacos y
sustancias toxicas. El intercambio o transporte en ambos sentidos (madre-feto/
feto-madre) es la funcibn mas relevante de la placenta, la cual utiliza los
mecanismos de las membranas celulares: difusion simple, difusion facilitada,
transporte activo y endocitosis. Existen factores unicos de la membrana placentaria
que influyen en el transporte. Por ejemplo, la superficie de intercambio que
aumenta progresivamente a medida que avanza la edad gestacional (Goldenberg y

Culhane, 2007). La magnitud de la superficie de las vellosidades coriales se

19



correlaciona con la superficie de los capilares placentarios que puede considerarse
como la superficie real de intercambio, es decir a mayor superficie mayor flujo
sanguineo. Pero a medida que la gestacion avanza, ambas circulaciones se
aproximan progresivamente. Al término del embarazo, estan separadas por una

sola capa de células sincitiales y endotelio vascular (Galina y Valencia, 2011).

1.3.1. Transporte de oxigeno, aguay electrolitos.

El O,, que se encuentra disuelto en la sangre materna pasa por difusién simple
guiado por un gradiente de presion de O, entre la sangre materna y la fetal, esto
significa que la presiéon parcial de O, en la sangre materna es mayor a la presion
de la sangre fetal (Verburg et al., 2008). Una interrupcion del flujo sanguineo por
breve que sea, reducira el suministro de O, y puede afectar su crecimiento

intrauterino e incluso ser letal para el feto.

El agua se intercambia de forma libre y rapida, los electrolitos como Na™ K" y
Ca*" necesitan bombas que gastan adenosin trifosfato para su transporte. Las
vitaminas atraviesan la barrera placentaria y lo hacen mas rapido las que son
hidrosolubles. El transporte de glucosa de la madre hacia el feto se lleva a cabo
por difusion facilitada y es la principal fuente de energia del feto (Ballabriga y
Carrascosa, 2006).

1.3.2. Transporte de anticuerpos.

Los anticuerpos son de naturaleza proteica y pueden atravesar la barrera
placentaria, son captados por receptores y transferidos a la circulacion fetal,
principalmente la inmunoglobulina G (IgG), favoreciendo en el feto la adquisicion
de inmunidad para algunos microorganismos (Gardosi et al.,, 2013). Los
macrofagos placentarios o células de Hofbauer, son componentes microscopicos
de la placenta que se encuentran entre el mesodermo extraembrionario. Se les
han atribuido algunas funciones como células de la inmunidad embrionaria y como
reguladores de la respuesta inmune materna para evitar que la madre ataque al

embridn como cuerpo extrano (Singer, 1999).

20



1.4. Generalidades.

La placenta es fundamental en el crecimiento y desarrollo fetal, de tal forma
que las alteraciones que tienen lugar en ésta se correlacionan con problemas
fetales y en su mayoria con pobre crecimiento. Los procesos normales por los
cuales cursa el sistema circulatorio fetal permiten comprender y analizar los
cambios fisiolégicos y morfolégicos a los cuales se ve sometido el neonato durante
la vida intrauterina. La placenta provee al feto de elementos tales como acido
grasos, fosfolipidos, hormonas, aminoacidos, glucosa y O,. Hathcock (2003), con
ayuda de modelos animales menciond, que si se disminuye bruscamente el flujo
placentario en mas del 50 % en el lado materno o fetal, disminuye la captacién de

O en el feto y por ende comienza a sufrir problemas de crecimiento intrauterino.

Las caracteristicas placentarias tales como el area de superficie de
intercambio, los niveles de flujo sanguineo, la permeabilidad de la urea y la
capacidad de transferencia de la glucosa continua incrementandose hasta el final
de la gestacion, por lo cual el tamafio y funcién placentaria son los factores mas
importantes del crecimiento fetal. Se ha comprobado que después de una
inadecuada comunicacion utero-placentaria, el feto corre riesgo de muerte
(Figueras y Gardosi, 2010; Gardosi et al., 2013). Siendo necesarias nuevas

investigaciones que permitan esclarecer los problemas de crecimiento fetal.

Solo el entendimiento de la fisiologia placentaria permite la comprension de la
dinamica sanguinea fetal y sienta la base cientifica para el uso responsable de
pruebas diagnosticas e Intervenciones farmacologicas con fines terapéuticos que

permitan contrarrestar los problemas de crecimiento intrauterino.
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2. Farmacos inhibidores de las Fosfodiesterasas.

2.1. Fosfodiesterasas

Las fosfodiesterasas son enzimas que inactivan al adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc), los segundos mensajeros
del Oxido Nitrico (ON). Una variedad de procesos fisioldgicos en el sistema
cardiovascular estan controlados por la ruta de senalizacién ON /GMP; (lIgnarro,
2002; Sanchez Aparicio, 2008). Dichas enzimas estan distribuidas en el
organismo, tienen diferente accion y afinidad de sustratos. EI GMPc Intracelular se
inactiva rapidamente a GMP por la actividad de PDE (Maurice et al., 2003).

En los mamiferos, las enzimas PDE se clasifican en 11 familias, iniciando por la
PDE1 y acabando con la-PDE11 (Cuadro 1). La clasificacién se basa en:
secuencias de aminoacidos, propiedades reguladoras, propiedades
farmacoldgicas y en su distribucion tisular. Funcionalmente diferentes PDE de la
misma familia estan relacionados y pueden tener diferentes especificidades de
sustrato. Algunas son hidrolasas selectivas de AMPc, otras son GMPc selectivas y
otras pueden hidrolizar AMPc y GMPc (Mehrotra et al., 2007). La nomenclatura de
la familia PDE se indica mediante un numero arabigo que es seguido por una letra
mayuscula para denotar el gen de la familia. Un segundo nimero arabigo indica la
variante del receptor derivado de un solo gen (por ejemplo, PDE1C3 = familia: 1,
gen: C, variante del receptor: 3). Las PDE regulan la duracion, y la amplitud de

nucledtidos ciclicos dentro de los dominios de senalizacion celular.
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Cuadro 1.- Familia de las Fosfodiesterasas en Mamiferos.

Actua a nivel de
segundo mensajeros

Organos involucrados

isoformas

Estimula calmodulina Corazon, Cerebro, Pulmon y
Ca+2 Musculo liso

Glandula adrenal, Corazon,

Estimula GMPc Pulmén e higado

Corazon, Pulmon, Tejido
Adiposo Células de la
inflamacioén

Inhibe GMPc
Especifico AMPc

Células de Sertoli, Pulmon,
Especifico AMPc Rinon, Higado, Cerebro y
Células de la inflamacion

Especifico GMPc Pulmén, Musculo liso

Especifico GMPc
Especifico AMPc

Musculo esquelético, Corazoén,
Especifico AMPc RiAon, Cerebro, Pancreas y
linfocitos T

Ojo, Higado, Musculo
Selectivo AMPc esquelético, corazén, RiAdN,
Ovario y Cerebro

Especifico GMPc Rifién Higado, Pulmon y
Especifico AMPc Cerebro
Selectivo AMPc Cerebro

Musculo esquelético, Préstata,
Especifico GMPc Rinon, Higado y Glandula
Pituitaria

Adaptado de Mehrotra et al., 2007.
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Los inhibidores de PDES5 tienen un volumen de distribucidn que excede el total
de volumen de agua corporal, lo que indica una distribucion en los tejidos v,
posiblemente su unién a proteinas plasmaticas (Sussman, 2004). Son eficaces en
el tratamiento de la DE sola o asociada con enfermedad vascular. La DE consiste
en la incapacidad para lograr o mantener la ereccion del pene suficiente para tener
rendimiento sexual satisfactorio (Yuan et al., 2013). Algunos medicamentos
desarrollados para el tratamiento de DE como el citrato de sildenafil o tadalafil
tienen efectos hemodinamicos en sujetos sanos. Kloner et al. (2001) reportaron
que el sildenafil es eficaz en el tratamiento de la DE en hombres hipertensos.

Los farmacos inhibidores de PDE5 bloquean esta enzima y previene la
degradacion del GMPc resultando en la relajacion de musculo liso en el cuerpo
cavernoso, aumento del flujo sanguineo y ereccion. El farmaco produce efectos
similares en las arterias miometriales. La via principal de eliminacion de la PDES
es el metabolismo hepatico, con excrecion renal. El sildenafil se excreta
principalmente como metabolitos en las heces (73-88 %) y en menor medida en la
orina (6-15 %). En tanto, el tadalafil se excreta principalmente como metabolitos
inactivos después de la administracion oral principalmente en las heces (61 %) y
en la orina 36 % (Mehrotra et al., 2007). Las diferencias en la farmacocinética y la
farmacodinamia de los inhibidores de la PDE5 dan lugar a propiedades
especificas de interés para su perfil de riesgo-beneficio y uso clinico, asi como
requisitos diferenciales para ajustar la dosis en interacciones medicamentosas en
poblaciones especiales (Gupta et al., 2005). Rosen y Kostis (2003), confirmaron
que la inhibicién de las PDES5 relaja el musculo liso por el aumento de GMPc y

tiene una intima relacion con la liberacién de ON.

2.3. Oxido Nitrico

Es conocido que el 6xido nitrico (ON) esta involucrado en una variedad de
procesos fisiolégicos (Norman et al., 1999). Actua en el sistema nervioso central y

periférico siendo un mediador importante de interacciones paracrinas, en especial
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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 accién se potencializa por el
superoxido dismutasa (SOD) enzima distribuida a lo largo del sistema que inactiva

los aniones de superoxido (Cameron y Campbell, 1998; Sanchez-Aparicio, 2007).

Enzimas generadas a partir del ON como lo son la sintasa del 6xido nitrico
(SON) han sido identificadas en el endometrio de un cierto numero de especies,
sugiriendo que el ON puede estar involucrado en algunas funciones endometriales
como lo es el control local del endometrio (Cameron y Campbell, 1998). Isoformas
del ON, ONS; (inducible) y ONS, (endotelial) han sido identificadas en el endotelio
vascular del endometrio y miometrio humano (Norman et al., 1999; Sher y Fisch,
2000). Tres isoformas de ONS; NOS. y NOS,, (neuronal), ambas dependientes del
calcio y de enzimas las cuales estan expresadas constitutivamente han sido
descritas en tejido miometrial (Norman et al., 1999), su expresién en el endometrio
fue descrita originalmente como enzimas constitutivas generadoras de pequefias
cantidades de ON para neurotransmitir y mantener el tono vascular (Cameron y
Campbell, 1998). Mientras que la enzima ONS; es independiente del calcio, cuya
expresion puede ser inducida en diversas células por varias citocinasas (Norman
et al., 1999).

Una variedad de vias de sefialamiento y moléculas que intervienen para
mantener la contractilidad uterina durante la gestacion y hasta su finalizacion han
sido estudiadas, incluyendo el ON, GMP,, y canales i6nicos 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). EI 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
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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).

2.4. Tadalafil

Tadalafil, forma parte de una clase de medicamentos llamados de especificidad
a la PDES5 es decir es un inhibidor selectivo de la PDES, se utiliza principalmente
para tratar la DE, hipertension pulmonar y mejorar los sintomas de la hiperplasia
prostatica benigna en humanos (Croxtall y Lyseng-Williamson, 2010). Fue
aprobado en 2003 por la FDA para el tratamiento de la DE, con la siguiente
férmula quimica: (6R-trans) -6- (1,3-benzodioxol-5-il) - 2, 3, 6, 7, 12, 12a-
hexahidro-2-metil-pirazino 1',2":1,6] pirido [3,4-blindole-1,4-diona. Su peso
molecular es de 389.4 g/mol; tiene efectos farmacoldgicos similares al citrato de
sildenafil a nivel hemodinamico, pulmonar, hematoldégico y en cuerpo cavernoso.
La presentacion comercial es en comprimidos de 5 y 20 mg con una capa entero
gastrica, constituida de lactosa monohidratada, hipromelosa, triacetina, didxido de
titanio y 6xido de hierro amarillo. La via de administracion recomendada es la via
oral (Pickering et al., 2002).

Figura 4.-Formula quimica del sildenafil.
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La PDES5 es encontrada en el cuerpo cavernoso del musculo liso, el musculo liso
vascular y visceral, esquelético muscular, plaquetas, riidn, pulmén, cerebelo, y el
pancreas (Yuan et al., 2013). En estudios in vitro han demostrado que el efecto de
tadalafil es mas potente sobre la PDES5 que sobre otras fosfodiesterasas. Siendo el
tadalafil > 10 000 veces mas potente para la PDES5 que para PDE1, PDE2, PDE4 y
PDE7 en humanos. Las enzimas se encuentran en el corazon, cerebro, vasos
sanguineos, higado, leucocitos, musculo esquelético, y otros érganos (Mehrotra et
al., 2007). Tadalafil es 10.000 veces mas potente para la PDES que para la PDES3,
una enzima que se encuentra en el corazon y los vasos sanguineos. Tadalafil es
700 veces mas potente para la PDES que para la PDEG, que se encuentra en la
retina y es responsable de la fototransduccién. Tadalafil es > 9000 veces mas
potente para la PDES que para PDES8, PDE9 y PDE10. Tadalafil es 14 veces mas
potente para la PDE5 que para la PDE11. El papel fisiolégico y clinico
consecuencia de la inhibicion de la PDE11 en los seres humanos aun no se han
definido (Croxtall y Lyseng-Williamson, 2010).

El tadalafil, inhibidor PDES, aumenta los niveles de GMPc y por lo tanto aumenta
el ON generando una vasodilatacion, se absorbe rapidamente por via oral y la
concentracion plasmatica maxima (Cnzx) Se alcanza en un tiempo promedio de 2 h.
La velocidad y tasa de absorcion del tadalafil no estan influidos por la ingesta de
alimentos (Croxtall y Lyseng-Williamson, 2010). El volumen de distribucion medio
es de aproximadamente 63 L, se distribuye ampliamente en los tejidos. A
concentraciones terapéuticas, el 94 % del tadalafil en plasma se encuentra unido a
proteinas. El principal metabolito circulante es el glucuronido de metilcatecol. Este
metabolito es al menos 13,000 veces menos selectivo que tadalafil para la PDES5.
Por consiguiente, no se espera que sea clinicamente activo a las concentraciones
observadas. La depuracion promedio de tadalafil es de 2.5 L/h y su vida media es
de 17.5 h. El tadalafil tiene una tiempo maximo de accién (tmax) de
aproximadamente 2 h y un tiempo de inicio de 30 a 120 min después de la dosis,
iniciando 16 min después de la dosificacién (Eardley et al., 2002). Algunos

investigadores (Carson y Lue, 2005; Pickering et al., 2002) han demostrado su
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eficacia 36 h después de su administracion. Se excreta predominantemente en
forma de metabolitos inactivos, principalmente en heces (aproximadamente 61 %)

y en menor grado en la orina (aproximadamente el 36 %).

Un estudio realizado en pacientes geriatricos con insuficiencia renal crénica,
insuficiencia hepatica y diabetes no mostro modificaciones en la farmacocinética
del tadalafil. El tadalafil es principalmente metabolizado en higado por el citocromo
P450 y CYP34A. Farmacos inhibidores del citocromo P450 y CYP34A como el
ketoconazol aumenta el efecto de farmacos como el tadalafil (Croxtall y Lyseng-
Williamson, 2010).

2.4.1. Uso de tadalafil en modelos animales y mujeres gestantes

Desde la introduccion del tadalafil en el 2003, este ha sido usado ampliamente
en el tratamiento de la disfuncion eréctil (DE) (Croxtall y Lyseng-Williamson, 2010).
Recientemente nuevas lineas de investigacion han surgido en torno a este
farmaco, basandose principalmente en urologia y en medicina cardiovascular,
pero hasta la fecha no se han realizado estudios que relacionen el farmaco con
aspectos de crecimiento fetal. Gardosi et al. (2013) demostraron que existen
varios factores de riesgo relacionados a la presencia de mortinatos en el
embarazo, el factor mas importante y comun es la restriccién del crecimiento fetal,
por lo que es necesario incrementar los esfuerzos para la prevencion de este

problema.

Una variedad de procesos fisioldgicos en el sistema cardiovascular estan
controlados por la ruta de sefalizacion ON/GMPc (Ignarro, 2002). Cremers et al.
(2003) determinaron que el uso de tadalafii en humanos amplifica la vaso
relajacion inducida por el ON en los vasos sanguineos y provoca la dilatacion de
las arterias coronarias cuando se administra a pacientes con enfermedad de la
arteria coronaria. En voluntarios sanos, el tadalafil se asocia con una disminucién

de 0.2/4.6 mm Hg en la presion arterial sistolica de personas con un aumento en la
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frecuencia cardiaca 0 a 5 latidos por minuto (Kloner et al., 2003). Al examinar las
propiedades vasodilatadores del tadalafil, Cleber et al. (2005) demostraron que
logra relajar potentemente la aorta aislada de rata y que el efecto depende
directamente de mecanismos de participacion del ON. Estos hallazgos corroboran
los informes donde la relajacion vascular mediada por el tadalafil esta relacionada
con la ruta ON/GMPc. Existe esta vaso relajacion en la aorta de la rata (Sussman,
2004), en el conducto arterioso de conejo (Montorsi et al., 2004), en arterias
intrapulmonares de rata (Andersen et al., 2005) y en la arteria basilar de cobaya
(Cleber et al., 2005).

Toque et al. (2009) reportaron el uso de tadalafil en un estudio detallado de un
analisis comparativo de las propiedades farmacoldgicas en el musculo coxigeo de
la rata, los resultados demuestran que la inhibicion de las PDES5 tiene accion en la
relajacion del musculo coxigeo producido por el aumento de GMPc y tiene una
intima relacion con la liberacion de ON. Tadalafil esta aprobado para el tratamiento
de pacientes con hipertension pulmonar, la cual es una enfermedad que abarca un
grupo heterogéneo de padecimientos que se caracterizan por remodelacion
vascular, como resultado de la vasoconstriccion, la proliferacion celular, la
trombosis y obstruccion luminal. Croxtall y Lyseng-Williamson (2010) han
demostrado que 40 mg de tadalafil administrados via oral una vez al dia resulta
ser eficaz en la mejora de pacientes con problemas de hipertension pulmonar. Se
realizd una investigacion en un modelo animal recién nacido con hipertension
pulmonar aguda al cual se le administro tadalafil via oral y resulto en la reduccion
de la resistencia vascular pulmonar y aumento en la oxigenacién arterial mediante

el aumento del gasto cardiaco (Mehaffey et al., 2010).

Guzeloglu et al. (2013) administraron tadalafii en conejos para tratar la
hiperplasia neointima, enfermedad que se caracteriza por la respuesta al dafo
arterial causado por intervenciones terapéuticas y es un factor principal en la
patogenia de la restenosis, que se produce después de la arteriosclerosis, dafo

vascular y angioplastia. Los resultandos sefalan que después de la
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revascularizacion, se inhibe la proliferacion neointimal debido al aumento de la

permeabilidad vascular lo que ayuda a prevenir la hiperplasia neointima.

El tadalafil aun no se ha estudiado como un agente terapéutico para problemas
relacionados con las mujeres gestantes. Sin embargo, Downing et al. (2004)
proponen que, la inhibicion de PDES5 en la preeclampsia dilata las arterias
espirales y arterias umbilicales mejorando la comunicacién sanguinea y postulan
al tadalafii como un potente agente terapéutico para tratar problemas de
preeclampsia en mujeres gestantes. La patogénesis de la preeclampsia se deriva
de cambios aberrantes en la interface placentaria. La invasion trofoblastica
endovascular a las arterias espirales los convierten en conductos pasivos. Lo que
causa Insuficiencia utero-placentaria y feto-placentaria resultando en problemas
de crecimiento fetal (Roberts, 2000). La informacién que se tiene de este problema

aun es inconclusa (Karasu et al., 2011).

Existe un interés significativo en el tadalafil como farmaco inhibidor de las PDE5
que se refleja en un relevante numero de publicaciones. Sin embargo, el interés se
ha centrado exclusivamente en problemas a nivel de urologia (DE) y en medicina
cardiovascular. Los hallazgos derivados de estas investigaciones, nos hacen
pensar en la utilizacion del tadalafii como un potente agente terapéutico en
problemas relacionados con restriccion de crecimiento fetal. Por lo cual, es
necesario realizar investigaciones en las que se consideren los efectos
vasodilatadores de este farmaco y su contribucion en el desarrollo fetal. Este tipo
de caracterizacién sera importante a fin de realizar determinaciones que sirvan
como pauta para realizar experimentos posteriores en modelos animales de ratas
tratadas con farmacos vasodilatadores y su posterior aplicacién en el area de

perinatologia humana.
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2.5. Citrato de sildenafil.

La formula quimica del citrato de sildenafil es 1-[[3- (6,7-dihidro-1-metil-7-ox0-3-
propil- 1  Hpirazolo[4,3-d]pirimidin-5-yl)-4-etoxifenil]sulfoni]-4-citrato de metil
piperazina, cuyo peso molecular es de 666,7. Es conocido como sildenafilo o
sildenafil, caracterizado por ser un potente inhibidor competitivo de la PDES5. El
citrato de sildenafil (Viagra®) esta indicado para el tratamiento de la DE (Khan et
al., 2004; Hernandez-Gonzalez et al., 2006; Sanchez-Aparicio, 2008).

Figura 5.-Formula quimica del tadalafil

Los programas de investigacion del sildenafil comenzaron en 1985 intentando
su aprobacién como el primer tratamiento oral para la DE del hombre. El objetivo
del proyecto inicial fue el disefio y sintesis de inhibidores de PDE que pudieran
incrementar los niveles tisulares de GMPc, y ser de utilidad para el tratamiento en
padecimientos cardiovasculares. Los programas de investigacidon que condujeron
al descubrimiento del sildenafil, fueron creados por el interés de crear un factor
natriuretico atrial (FNA), un péptido endégeno con propiedades vasodilatadoras y
natriuréticas que ejercen su papel fisiolégico por la estimulacién de la guanilato
ciclasa para incrementar los niveles tisulares de GMPc a través de éste segundo
mensajero degradado rapidamente por una PDE especifica (Campbell, 2000). La

PDE es familia de las isoenzimas que hidrolizan al AMPc y GMPc. Se ha
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identificado que Inhibidores especificos de subtipos PDE pueden aumentar los
efectos de nucledtidos ciclicos en tejidos blanco (Sher y Fisch, 2000; Muirhead et
al., 2002) Estudios in vitro han demostrado que el efecto del sildenafil es mas
potente sobre la PDES5 que sobre otras fosfodiesterasas conocidas (> 80 veces
para la PDE1 y > 1,000 veces sobre las PDE2, PDE3 y PDE4). La selectividad
aproximadamente 4,000 veces mayor para la PDES en comparacion con la PDE3
estos indicadores son importantes, debido a que la PDE participa en el control de
la contractilidad cardiaca (PLM, 2009) Tras la administracion oral, el sildenafil se
absorbe rapidamente, alcanzando la Cnsx en 1 h (rango: 0,5 a 2 h) en ayuno. El
tiempo de inicio de la accién generalmente es de 2 a 2 h después de su
administracion. Mehrotra et al. (2007) reportaron tiempos de activacion de 11 min
después de la dosis. Su biodisponibilidad oral es del 41 %. El area bajo la curva y
Cmax aumentan proporcionalmente con dosis habituales (25 a 100 mg). El
volumen de distribucion es de 105 L. El grado de union a las proteinas de sildenafil
y su metabolito circulante es del 96 %. Se metaboliza mayoritariamente en el
higado, principalmente por las isoenzimas hepaticas CYP3A4, originando, entre
otros, el derivado N-desmetilo de sildenafil, metabolito con similar selectividad
sobre PDE que sildenafilo con la mitad de potencia. Las concentraciones
plasmaticas de este metabolito son del 40 % que las observadas con sildenafil. Se
excreta mayoritariamente metabolizado en las heces (80 %), y en menor medida

con la orina (13 %).

2.5.1. Uso de citrato de sildenafil en modelos animales y mujeres gestantes

Desde la introduccion del sildenafil en 1997 y hasta el 2000 no se habia
evaluado su efecto en mujeres (Sher y Fisch, 2000). Aunque el viagra es una
droga bien establecida para el tratamiento de DE, este es efectivo cuando se
aplica de forma terapéutica en mujeres post-menopausicas con disfuncion sexual
(Zoma et al., 2001).
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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). Se ha observado que el citrato de
sildenafil potencializa el efecto de vasodilatacion de los nitratos (Zoma et al.,
2004). La sal citrato de sildenafil puede favorecer el aumento del peso fetal por el
incremento del flujo sanguineo utero-placentario debido a su potente accion
tocolitica. En un reporte preliminar Sher y Fisch (2000), describen el uso del
sildenafil para mejorar el flujo sanguineo de la arteria uterina y la apariencia
sonografica endometrial en cuatro pacientes (mujeres) con repeticiones de
reproduccion ciclica asistida no exitosa debido a una pobre respuesta endometrial.
Encontrando que el sildenafil vaginal puede ser efectivo, mejorando el flujo de
sangre en la arteria uterina y el desarrollo endometrial en pacientes con

fertilizacion in vitro con pobre respuesta del endometrio.

La aplicacién del sildenafil ha iniciado nuevas lineas de investigacién en cuanto
a su uso, p.e. gestaciones exitosas en estudios con fertilizacion in vitro. Agha y
Taha (2001) realizaron un experimento in vitro en el que obtuvieron un tejido
uterino de rata al cual se le habia administrado sildenafil y reportaron un aumento
en las concentraciones de progesterona, prostaglandinas y acetil colina. Khan et
al. (2004) realizaron experimentos in vitro con tejido de utero humano al cual se le
administro sildenafil y concluyeron que, la relajacion del miometrio ocurre
probablemente independiente de GMPc. Wareing et al. (2005) utilizaron pequenas
arterias obtenidas en el parto por cesarea de biopsias de miometrio de mujeres
sanas y las mujeres con restriccion de crecimiento fetal y de manera in vitro se les
administro el sildenafil, resultando en una menor vasoconstriccion del tejido. En
resumen ésta puede ser la labor del sildenafil en el tratamiento de disfuncion

sexual en la hembra (Cuadro 2).

El sildenafil se ha administrado a modelos animales, Zoma et al. (2001)

realizaron un estudio con 5 ovejas ovarectomizadas no gestantes a las cuales se
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les administro 50 mg de sildenafil observandose un incremento en el flujo
sanguineo uterino. Investigaciones demuestran que la administracion de sildenafil
a diferentes dosis en ratas no gestantes durante 10 dias, no demuestran cambios
en los pesos de los 6rganos ni se encuentran malformaciones en la histopatologia
de los ovarios, en ratas gestantes no se encontré ningun tipo de teratogenia ni
toxicidad al farmaco, la conducta de los animales no se vio afectada (Abbott et al.,
2004). Buhimschi et al. (2004) concluyen en su trabajo que una dosis de sildenafil
en ratas gestantes durante el pre parto genera una reduccion de la presion

intrauterina.

Cuadro 2.- Efectos reproductivos In vitro relacionados con el sildenafil.

Duracion del

tratamiento Efecto

Investigador Modelo experimental Dosis

Un desfase a la derecha de las
curvas de concentracién-respuesta

Tejido uterino fue obtenido
de cada cuerno uterino de
un numero indeterminado de
ratas. Cada evaluacion
consistié en 4 experimentos

Periodo de
incubacion: 15min

Agha y taha

2001 30 and 100nM

Muestras de miometrio de
mujeres que se sometieron a
cesarea a las 39-42
semanas de gestacion.
Numero de tiras de tejido

10 nmo1/1to Sildenafil cada 30
1 mmo1/1 min

Khan et al.
2004

no acumulativas de PGE2 oxitocina
y Ach fue observed.Pre-incubacion
de tiras uterinas con azul de
metileno reduce los efectos del
sildenafil sobre la oxitocina y la
ACh contracciones evocados

La relajacién del miometrio ocurre
probablemente independiente de
GMPc, pero dependiente de los
canales de K +

evaluados vari6 de 4 a 12
Arterias pequefias obtenidas
mediante biopsia de
miometrio de mujeres
gestantes sanas y mujeres
gestantes con problemas de
restriccién de crecimiento
fetal

Wareing et al.

2005 Vasodilatacién de las pequefias

arterias del miometrio de mujeres
sanas y con problemas de
restriccion fetal

Periodo de
incubacuion:1h

0, 10 and
100 nmo1/1

Fuente. Sanchez-Aparicio et al., 2007

Belik (2005) informa que la administracion de sildenafil en ratas gestantes
conlleva fetos con mayor ganancia de peso en comparacion de fetos de ratas no
tratadas con sildenafil. Refuerzo et al. (2006) utilizaron ratas hipoxicas a las cuales
se le administro sildenafil a una sola dosis, los resultados reportados indican un
aumento de tamafio en los fetos de ratas hipoxicas tratadas con sildenafil en
comparacion con fetos de ratas hipoxicas no tratadas. Sanchez-Aparicio et al.
(2007) trabajaron con el sildenafil a dos diferentes dosis, administrandolo en

cobayas gestantes resultando en que la dosi baja favorece tolerabilidad de asfixia
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fetal durante el parto inducido y las dosis altas generaron un aumento en el peso
fetal. Pellicer et al. (2011) concluyen en su trabajo que el uso de sildenafil en ratas
gestantes aumenta el flujo sanguineo fetal y esto genera un aumento de peso en

los fetos, en la placenta y no aumenta el numero de muertes perinatales (cuadro

3).

Cuadro 3.- Efectos reproductivos del sildenafil evaluados in vivo con modelos experimentales

Investigador

Zoma et al.
2001

Abbott et al.
2004*

Buhimschi
et al.2004

Belik 2005*

Refuerzo
et al. 2006

Sanchez-
Aparicio
et al. 2007

Modelo experimental

5 ovejas
ovariectomizadas no
gestantes

Ratas

Perros

Ratas gestantes

Embrion de rata/
Toxicidad fetal

Embrién de conejo/
Toxicidad fetal

Dos grupos de 7 y 6
ratas, respectivamente

Ratas

7 ratas no hipoxicas y 7
controles, asi como 4
ratas hipdxicas y 6
controles

20 cuyos gestantes

Dosis

50 mg

50, 150 y 500 mg/
Kg

10, 45 y 200 mg/kg
3, 12y 60 mg/kg
10, 30 y 80 mg/kg
5, 20 y80 mg/kg
3, 25y 80 mg/kg

menor de 50 mg/kg

3, 10 y 50 mg/kg

10, 50 y 200 mg/kg

Dosis acumuladas
de (0.005,0.05, 0.5,
5 mg/kg)

?

45mg/kgq 12 h

50y 500 pg/ug

Duracion del
tratamiento

Una dosis

10 dias

1 meses
6 meses
10 meses
1 meses
6 meses

No especifica

Durante la
organogénesis

Durante la
organogénesis

Durante pre-parto y parto

Via oral a partir del dia
17 de la gestacion
En los dias 18-21 de
gestacion a los dos
grupos

A partir del dia 35 de la
gestacion

Fuente. Sanchez-Aparicio et al., 2007

Efecto

Incremento en el flujo uterino

No hay cambios en el peso de los
érganos Y la histopatologia de los
ovarios

No especifica

No se observaron efectos relacionados

con el tratamiento sobre la conducta de

apareamiento, el éxito del embarazo u
otros parametros reproductivos

Toxicidad materna leve o minima
registrada en la dosis maxima. No
toxicidad fetal registrado

No especifica

Reduccion de la presion intrauterina en
principio del parto y pre-parto a 0,5 mg
/ kg
Un aumento en la ganancia de peso
fetal
Una disminucién en el tamafio de las
crias de ratas no hipoxicas. Un
aumento en el tamario de las crias que
nacen de animales hipéxicos
Las dosis bajas favorecen la
tolerabilidad a la asfixia durante el parto
inducido. Las dosis altas aumentaron
de peso fetal

Se han publicado investigaciones relacionadas con la administracion de
sildenafil en mujeres no gestantes. Sher y Fisch (2002) realizaron un analisis
retrospectivo con mujeres a las cuales se le aplico sildenafil via intravaginal
resultando en un incremento del flujo sanguineo uterino. Paulus et al. (2002)

incluyeron en su experimento a diez mujeres gestantes con problemas de flujo
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sanguineo uterino y pobre desarrollo endometrial, se les administro sildenafil via
intravaginal, concluyendo que no existi6 un incremento en el flujo sanguineo
uterino, no obstante se registré6 un aumento de espesor del endometrio. Check et
al. (2004) introdujeron en el estudio mujeres gestantes con un espesor de 8 mm de
endometrio y se les administro sildenafil via intravaginal. No se produjo la mejora
del grosor endometrial o el flujo de sangre uterina. Lacassie et al. (2004) incluyeron
en su experimentacion a una mujer gestante con problemas de hipertension
pulmonar a la cual se le administro sildenafil a partir de la semana 31 de la
gestacion y hasta el final de la misma, se reportd un aumento en la ganancia de
peso fetal. De la misma manera Molelekwa et al. (2005) incluyeron una mujer
gestante con problemas de hipertension pulmonar y de la misma manera se

observd un incremento fetal.

En un reporte preliminar, se describio el uso del sildenafil con el objeto de
determinar si su aplicacion mejora el flujo sanguineo de la arteria uterina y la
apariencia sonografica endometrial en cuatro pacientes (mujeres) con repeticiones
de reproduccioén ciclica asistida no exitosa debido a una pobre respuesta del
endometrio (Sher y Fisch, 2000). Después de sus hallazgos, reportaron que la
aplicacion de sildenafil via vaginal mejora el desarrollo endometrial y favorece el
flujo sanguineo de la arteria uterina en pacientes con pobre respuesta endometrial
sometidas a fertilizacion in vitro. Los mismos investigadores sugieren que es
necesaria una evaluacion aleatoria de un numero considerable de pacientes para

validar este tipo de tratamientos (cuadro 4).

La rata se ha utilizado como modelo animal para estudiar el efecto del citrato de
sildenafil sobre la repolarizacion cardiaca y sobre los cambios estructurales en los
organos 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 roedor,
encontrando que la duracion del potencial de accion con 90 % de repolarizaciéon no

fue afectada por el consumo de citrato de sildenafil en rangos terapéuticos (1 <
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microM), pero fue acortada por elevadas concentraciones (> 10 microM). La dosis
dependiente del citrato de sildenafil bloqued los canales de Ca? 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.

Cuadro 4.- Efectos reproductivo del sildenafil en mujeres gestantes.

Dosis y duracién del

tratamiento Efecto

Investigador Pacientes
4 pacientes en programas de
Shery reproduccién asistida debido a 25 mg intravaginal 4 veces al

Fisch 200 la falta de respuesta del dia porpor7 dias
endometrio

En combinacién de estradiol, se
mejoro el flujo de sangre y el
espesor del endometrio

Se ha producido un aumento
del desarrollo endometrial en el
70% de los pacientes

Shery El andlisis retrospectivo de un 25 mg intravaginal 4 veces al
Fisch 202 grupo de 105 mujeres diapor 3- 10 dia

No demostré efectos de
25 mg intravaginal 4 veces al vasodilatacion pero se produjo
dia por 9 - 10 dias un aumento del grosor
endometrial

10 mujeres con reduccion de
flujo de la arteria uterina 'y
pobre desarrollo endometrial

Paulus et al.
2002

No hubo incremento en el
Check et al., Mujeres con un grosor 25 mg intravaginal 4 veces al espesor del endometrio. Sin
2004 endometrial de 8 mm dia embargo, existié mejora del
flujo de sangre

150 mg / Sildenafil de inicio y
hasta la semana 9 del
embarazo se reinicié en la Un aumento en la ganancia de
semana 31 de gestacion. peso fetal ocurrio.
También fue tratada con
diltiazem y L-arginina

Mujer de 23 afios de edad,
primera gestacion con
hipertensién pulmonar

Lacassie et al.,
2004

é\{l(;f!ezkgg)e; Delasemana 28 ala 30 la

Mujer de 23 afios de edad, de dosis no fue especificada. A su
primera gestacién con vez fue tratada con Pario una nifia sana de 1,4 kg
hipertension pulmonar progesterona, oxigenoterapia
continua y dexametasona

Fuente. Sanchez-Aparicio et al., 2007

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 dérganos que

mostraron los mayores efectos.
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Cuadro 5. Farmacocinética de farmacos inhibidores de PDES5.

Farmacocinética Sildenafil Tadalafil

Dosis Disponibles (mg) 25, 50, 100 5,10, 20

Absorcion oral F (%) 92 36
Tiempo maximo de accion T__ (h) 1(0.5-2) 2 (0.5-6)

Duracién de la accién (h) 4-8 24-36

Vida media T, (h) 3-5 17.5

Concentracion maxima C__ (ugll) 560 (100mg) 378 (20 mg)
Unién a Proteinas (%) 96 94
Adaptado de Mehrotra et al., 2007.

2.6. Generalidades

Los farmacos inhibidores de la PDE5 bloquean esta enzima resultando en la
relajacion de musculo liso en el cuerpo cavernoso, aumento del flujo sanguineo y
ereccion. El sildenafil y el tadalafil tienen el mismo mecanismo de accion, pero se
observan diferencias entre los compuestos con respecto a su selectividad y
especificidad, como podemos notarlo en el cuadro 5 (Gupta et al., 2005). Las
diferencias en la farmacocinética y la farmacodinamia de los inhibidores de la
PDES da lugar a propiedades especificas de interés para su perfil de riesgo-
beneficio y uso clinico, asi como requisitos diferenciales para ajustar la dosis en
interacciones medicamentosas en pacientes especiales (Mehrotra et al., 2007). Se
ha demostrado que el sildenafil es muy eficaz y bien tolerado en pacientes con
DE, mujeres, y modelos animales experimentales. La aplicacion de citrato de
sildenafil es efectiva en problemas de crecimiento fetal, no obstante el tadalafil es
un farmaco que dentro de esta problematica no ha sido clarificado (Sanchez-
Aparicio et al., 2008). El uso del sildenafil o tadalafil, ambos considerados como

vasodilatadores potentes en farmacologia pueden representar una alternativa para
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que los neonatos durante el ultimo tercio de crecimiento tengan un mejor
desarrollo organico que les permita tolerar de mejor manera problemas
relacionados durante la vida intra y extra uterina. Cleber et al. (2005) demostraron
que al examinar las propiedades vasodilatadoras de sildenafil, vardenafil y tadalafil
en la aorta aislada de rata, los tres inhibidores logran relajar potentemente el flujo
sanguineo que dependen de mecanismos de participaciéon de ON. Sin embargo,
los estudios que relacionan efectos comparativos de tadalafil y sildenafil son

ausentes.
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3 La rata (Rattus norvergicus) como modelo experimental de desarrollo

uterino y crecimiento fetal.

El modelo animal experimental usado en investigaciones biomédicas es la rata
de laboratorio (Rattus norvegicus). Este animal es originario del este de Asia, llegd
a principios del siglo XVIII viajando como polizén en barcos mercantes a Europa y
Ameérica. Fue en el aino 1728 que se recogen por primera vez datos escritos sobre
su existencia en Europa. Se distribuyd por todo el continente a partir de la
peninsula Nérdica (de ahi su nombre). Los investigadores que usaban ratas en
sus trabajos empezaron a trabajar con albinas atraidos por su gran docilidad. A
finales del siglo XIX se cred el instituto Wistar, considerado la cuna de la rata de
laboratorio. Fue pasando a diferentes laboratorios y universidades que
desarrollaron sus propias colonias y cepas para obtener ratas libres de todo
patdbgeno y no expuestas a enfermedades. La rata es miembro del orden
Rodentia, y ha sido usada extensamente como un animal experimental sometido a
una diversidad de investigaciones que hasta el momento proporcionan diferentes
enfoques como nutricion, inmunologia, genética, cancer, neurociencia, pruebas
biomédicas entre otras. La mayoria de las ratas de laboratorio se derivan de la
Rattus Norvegicus, de la cual se han derivado estirpes (Wistar, Sprague-Dawley y
Long-Evans entre otras), y cepas (Fisher 344, Lewis y Brown Norway) que son
utilizadas en laboratorios desde la década de los 50 ‘s, por sus caracteristicas
genéticas (Pass y Freeth, 1993). Los datos disponibles acerca de la reproduccion
de la rata, son indispensables para poder llevar a cabo investigaciones y/o
reproduccién de esta especie (Hernandez-Gonzalez et al., 2006). Debe haber
prudencia al llevar a cabo la comparacion entre humanos y ratas, en términos de
metabolismo y susceptibilidad de ciertos problemas. Este apartado tiene como
meta validar el modelo animal para la investigacion de desarrollo uterino y

crecimiento fetal.
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3.1. La rata en la investigacion cientifica de crecimiento intrauterino

retardado.

Durante la gestacion puede haber algunas condiciones intrauterinas adversas
que varian en cuanto a la duracién, severidad y recuperacion (Hernandez-
Gonzalez et al.,, 2006). Las caracteristicas morfolégicas y mecanismos
moleculares que conducen a complicaciones durante la gestacion no se entienden
completamente, siendo necesarios los modelos experimentales adecuados
(Giussani et al., 2007). Hay estudios 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 mayoria de los casos
de crecimiento intrauterino retardado se manifiestan hasta el ultimo tercio del
embarazo, y en ausencia de pruebas de deteccion eficaces, las estrategias de
prevencion deben incluir investigaciones veraces en biomodelos que permitan
generar tratamientos confiables al momento de ser detectado este problema
(Gardosi et al., 2013).

Durante la gestacion, los roedores presenten alteraciones a nivel de receptores
encargados de incrementar vasoconstriccion pulmonar y remodelacion vascular
(Moonen et al., 2012). Las ratas recién nacidas se caracterizan por nacer ciegos,
con conductos auditivos cerrados, sin pelo e incapaces de regular su temperatura.
Estos animales dependen completamente de los cuidados y atencién de su madre
para sobrevivir (Vaillancourt y Boksa, 2000; Villanueva y Hernandez, 2004) como
también ocurre en el ser humano (Bernert et al., 2003). Cabe sefalar que la rata
es un importante modelo animal de experimentacion debido a las similitudes que

existen con la biologia reproductiva del ser humano.

Existe abundante literatura dispersa en un sin numero de investigaciones
acerca de los aspectos reproductivos de la rata, esta informacion es indispensable

para llevar a cabo investigacion y/o reproduccién. La informacion basica
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concerniente a la reproduccion de la rata ha sido compilada por Hernandez-
Gonzalez et al., (2006) (Cuadro 1).

Cuadro 6. Indicadores reproductivos de la rata.

Parametros

Peso adulto:
Macho (g)
Hembra(g)
Peso al nacimiento (g)
Temperatura corporal (°C)
Tiempo de vida (afos)
Consumo alimento (100 g de peso corporal/dia)
Consumo agua (100 g de peso corporal/dia)

Inicio de madurez sexual:

Macho
Peso (g)
Edad (d)

Hembra
Peso (g)
Edad (d)

Ciclo estral (dias)

Gestacion (dias)

Pseudo prefiez (dias)

Fertilidad de estro post-parto (%)

Tamafo camada

Peso al destete (g)

Frecuencia respiratoria (respiraciones/min)
Frecuencia cardiaca (respiraciones/min)
Duracion del estro (horas)

Esquema de monta

Rata
(Wistar)

300-400
250-300
5-6
37.5
2.5-3
59
8-11 mL

200-250
50+10

150-180
50+10

4-5
21-23
12
50
8-12
35-55
85
300-500
10-20

Pares o
1M/10H

Fuente: Hernandez-Gonzalez et al., 2006.
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3.2. Restriccion de crecimiento fetal intrauterino.

La restriccidn del crecimiento fetal intrauterino se define como la dificultad del
feto para lograr su 6ptimo crecimiento y constituye un importante problema de
salud clinica y publica, en paises en vias de desarrollo (Conde-Agudelo et al.,
2013). Es considerada como un sindrome que esta asociado a trastornos
hipertensivos del embarazo, tabaquismo, infecciones y desnutricion. 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; Hernandez-Gonzalez et al., 2006; Sanchez-Aparicio,
2008). Esta es la razén por la cual se han desarrollado algunas técnicas para la
induccioén de condiciones adversas in utero en modelos animales experimentales a
fin de caracterizar la respuesta cardiovascular (bradicardia, presion arterial y
vasoconstriccion periférica), magnitud hemodinamica, endocrina y metabdlica del
feto. El 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 30 % vy restriccion de la capacidad
placentaria para transportar nutrientes y O, en el feto. Como resultado de la
compresion, hay una reducciéon en el tamano de la placenta que da inicio a
hipoglucemia, hipoxemia, alteracién en el balance endocrino y retraso en el
crecimiento fetal, estos son indicativos de dafo 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, encefalopatia neonatal, hipotermia e
hipoglucemia, pobre alimentacion asi como riesgos neuroldgicos a largo plazo, y

desordenes del desarrollo (Wareing et al., 2005).

La restriccion de crecimiento fetal intrauterino esta fuertemente relacionada con
la obesidad en la vida adulta, es por ello que diversos investigadores sugieren que

es de vital importancia reenfocarse en la salud y nutricion de la madre durante la
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gestacion (Sarr et al., 2012). Entre 1944 y 1945 durante la hambruna en Holanda,
se realizaron los primeros estudios con bajo peso al nacimiento, resultado de la
restriccion del crecimiento fetal y observando que este problema conduce a la
expansion del tejido adiposo en los adultos (Sarr et al., 2012). 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 utero-placentaria por
medio de una técnica que consiste en la ligadura unilateral de la arteria uterina
materna entre el dia 28 y 30 de gestacién en cobayas gestantes de la cepa
Monash. Esta técnica ha sido empleada por diversos investigadores obteniendo
como resultado una reduccién 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
roedores recién nacidos. Sarr et al. (2012) demostraron que la restriccion de
crecimiento fetal durante la gestacién administrando 50 % menos de proteina en
dieta, se traduce en bajo peso al nacimiento y obesidad en etapa adulta. Mallard et
al. (2000) realizaron un estudio en cobayos con restriccion de crecimiento, entre
sus hallazgos se incluye reduccion del peso cerebral y del cerebelo, asi como del
volumen del hemisferio cerebral, ademas de alteraciones en la estructura cerebral
de neonatos con bajo peso. Thompson et al. (2000) demostraron que la hipoxia
cronica en roedores causada por la restriccion de crecimiento uterino no altera el
crecimiento fetal, peso del corazén, cerebro y placenta, asi como la relacién del
peso de estos 6rganos respecto al peso corporal de los roedores. Otros estudios
realizados en roedores con restriccion de crecimiento fetal intrauterino han
demostrado una reduccion del flujo sanguineo (Detmer y Carter, 1991) y
oxigenacion (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 aminoacidos y metabolismo de la
serotonina a nivel cerebral asociado a retraso en la maduracion de la funcién

colinérgica.
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La restriccion del crecimiento fetal trae como consecuencia la asfixia perinatal,
considerada como un estrés fisioldgico que estimula el sistema nervioso auténomo
en general, y en particular activa los receptores de dioxido de carbono y O, (Ting
et al., 1994). Tolcos et al. (2002) reportaron una reduccion cerebral de la tolerancia
a la hipoxia en roedores, 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
ventilaciéon basal durante un estado de hipercapnia tiende a elevarse y se
incrementa significativamente durante la asfixia perinatal respecto a Ila

concentracion de CO; (> al 5 % de COy).

3.3. Importancia del ON en el sistema materno-fetal en mujeres y modelos

animales

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 implantacién, o bien el ON derivado del
endometrio puede actuar como un relajante en el musculo liso vascular y

endometrial (Cameron y 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 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 dependientes de GMPC estan presentes en el miometrio
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humano gravido o no gestante. 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 sefialamiento es de suma importancia ya
que la relajacion automatica del utero gravido durante la mayor parte de la
gestacion facilita el crecimiento y maduracion fetal (Khan et al., 2004).

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
sanguineo vaginal in vivo. Los cambios del flujo sanguineo vaginal fueron
inducidos por estimulacién nerviosa pélvica a través de un laser de efecto Doppler,
que determina la frecuencia de respuesta en cada animal (Khan et al., 2004). En
suma, los cambios en el flujo vaginal fueron medidos después de la administracion
intravenosa de un inhibidor de sintasas de o6xido nitrico L-NAME (NG-nitro-L-
arginina metil ester) o citrato de sildenafil, inhibidor especifico de la PDE5. Dichos
investigadores concluyeron que la administracion de citrato de sildenafil
incrementd significativamente la estimulacién nerviosa pélvica inducida por el flujo

de sangre vaginal (166.9 + 25.8 % vs testigo a 30 minutos, p<0.00001).
3.4. Generalidades

Los roedores son modelos animales experimentales Uutiles que pueden
proporcionan informacion fidedigna en la investigacién cientifica respecto a la
administracion de farmacos vasodilatadores como sildenafil y tadalafil. Gardosi et
al. (2013) sugieren que la deteccién temprana de problemas de crecimiento fetal
puede reducir sustancialmente el riesgo de muerte fetal y debe convertirse en un

indicador clave de seguridad y eficacia en la atencién prenatal.

Diversos investigadores (Chiang et al., 2002; Kilinc et al., 2003; Kim et al. 2004)
usaron a la rata como modelo experimental para demostrar el papel que juega el
ciclo del ON en la via guanosin monofosfato durante la vasodilatacién del musculo
liso. Estos hallazgos corroboran los informes anteriores donde la relajacion

vascular mediada por inhibidores de la PDES5 (sildenafil y vardenafil) fue
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encontrado para ser relacionado con la ruta ON/GMPc durante la sefializacién de
la aorta en la rata (Wilkins et al., 2002), en arterias intrapulmonares (Andersen et
al., 2005), en el conducto arterioso de conejo (Thebaud et al., 2002) y en arteria

basilar de cobaya (Toque et al., 2009).

La comprension y prevencion del trabajo de parto prematuro continua siendo
uno de los objetivos principales en la investigacion obstétrica y es la principal
causa de muerte y morbilidad de neonatos (Norman et al., 1999; Sanchez-Aparicio,
2008). Respecto a la aplicacion de tadalafil y citrato de sildenafil, ambas parecen
ser efectiva y con seguridad causaran inquietud las observaciones sobre los
efectos en el sistema materno-fetal. Posiblemente el tadalafil y el citrato de
sildenafil pueden activar la relajacion del miometrio en mujeres embarazadas por
su afinidad a las PDES5 en tracto reproductivo, incrementando la posibilidad de que
el citrato de sildenafil o moléculas relacionadas puedan tener un futuro promisorio
en su aplicacién tocolitica al potencializar el efecto de vasodilatacion de los
nitratos. La administracion de tadalafil o de citrato de sildenafil, considerados como
potentes vasodilatadores en farmacologia representan una alternativa para que los
neonatos durante el ultimo tercio de crecimiento tengan un mejor desarrollo

organico.
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MOBJETIVOS

General

Comparar el efecto de la administracién de sildenafil y tadalafil en ratas gestantes
sobre el crecimiento fetal.

Especificos

e Comparar y evaluar el efecto de la administracion de sildenafil y tadalafil
sobre el peso en la rata gestante y en los fetos.

e Evaluar el efecto del sildenafil y tadalafil sobre el peso de los érganos y de
la canal en roedores.

e Evaluar el desarrollo corporal de los fetos de ratas tratadas con sildenafil y
tadalafil a través de las caracteristicas morfometricas
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IV.HIPOTESIS

e El uso de tadalafil promueve un mayor crecimiento fetal que el citrato de

sildenafil en el modelo de la rata, y representan una alternativa para que los

fetos tengan un mejor desarrollo organico durante el ultimo tercio de la
gestacion.
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V.MATERIALYMETODOS

1. Tipo de animales y localizacion.

Los animales bajo estudio fueron ratas Wistar (Rattus norvergicus), sin signos
clinicos de enfermedad, su estancia fue en el Bioterio de la Universidad Autbnoma

Metropolitana Unidad |ztapalapa bajo condiciones controladas.

1.1. Nomero de animales y formacion de grupos.

Machos

Para lograr la gestacion de las hembras empleadas en el experimento, se
usaron 7 machos, estos fueron entrenados durante 7 dias a fin de obtener una
monta exitosa. Durante la etapa de entrenamiento, cada uno de los machos fue
colocado en un redondel de acrilico (50 cm @ x 50 cm altura), se le hacia
acompanar de una rata que previamente (24 h) habia recibido una inyeccion de
progesterona via SC, con el objetivo de lograr una regresion del C.L. y
posteriormente la presencia de signos de estro que estimularon a los machos para
realizar la monta y favorecer de esta manera su entrenamiento. Al final del
entrenamiento, solo fueron elegidos 3 machos en funcién a la presencia de 2

eyaculaciones.
Hembras

Inicialmente, 19 ratas multiparas fueron consideradas para su reproduccion.
Conforme las hembras fueron presentando estro, se asignaron de forma aleatoria
(mediante el uso de una tabla de numeros al azar) con uno de los machos
previamente elegidos, con la finalidad de lograr la monta y eyaculacion.
Inmediatamente después, las hembras fueron revisadas con la intenciéon de
identificar la presencia de un tapdén vaginal y constatar la eyaculacion del macho.

Este procedimiento se llevé a cabo empleando el redondel previamente descrito.
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Un total de 15 hembras resultaron gestantes, las cuales fueron alojadas en

contenedores individuales durante el periodo de gestacion.

Se consideré6 como el dia uno de la gestacion en el momento de la monta y
confirmando la presencia del tapon vaginal, en ese dia las hembras fueron
pesadas con una bascula mecanica de triple brazo con capacidad de 0-2610gr
(Ohaus, Florham Park, New Jersey, USA). Catorce dias después, los animales
fueron pesados nuevamente y examinados por palpacion abdominal a fin de
confirmar la presencia de gestacién. El ultimo dia de la gestacién se obtuvo la

tercera medicion del peso corporal de las ratas.

Los animales empleados en el experimento fueron manejados de acuerdo a lo
estipulado en el apartado 5.1 de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio que hace referencia al cuidado especifico de roedores: Rata, raton,

cobayo, hamster y jerbo.

1.2. Condiciones de alojamiento.

Desde el dia 1 de la gestacion y hasta el dia de la cirugia, las ratas fueron
alojadas en contenedores individuales de polipropileno con piso sélido y cama tipo
virutas (Aspen Shavings®) cuyo espacio vital fue de 0,078 mts®. La temperatura
ambiental fue de 22 + 2 °C, humedad relativa promedio de 50 + 10 %, ventilacion
de 20 recambios de aire/hora con ciclos controlados de iluminacion invertida de 12
horas luz/12 horas de oscuridad. Se emplearon comederos de acero inoxidable

tipo “j” para proporcionarles alimento balanceado en forma de pellet ad libitum
todos los dias aproximadamente a la misma hora (10:00 am), de la marca
comercial Harlan Tekland Global para roedores con 18% de proteina cruda, 5.0%
de grasa cruda y 5.0% de fibra cruda. El agua potable fue provista ad limitum en

botellas de vidrio.
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2. Tratamiento.

El citrato de sildenafil y el tadalafil fueron adquiridos en forma comercial
(tabletas) a una concentracién de 100 y 20 mg respectivamente bajo condiciones
asépticas, estas fueron maceradas en un mortero y diluidas en un matraz
Erlenmeyer, en el caso del Sildenafil este se diluyo en 100 mL de solucion salina
estéril y en promedio se administré un volumen 0,5 mL. El volumen fue obtenido a
través de una conversion matematica ajustada de tal manera que representa una
dosis de 0.500 uyg de Sildenafil. Por otra parte, en el caso del Tadalafil este se
diluyo en 20 mL de solucién salina estéril y en promedio se administré un volumen
0,5 mL. El volumen fue obtenido a través de una conversion matematica ajustada
de tal manera que esta representara una dosis de 0.500 pg de Tadalafil. Para
ambos casos se utilizé una jeringa con capacidad de 3 mL adaptada a una canula
especial para la especie y el farmaco fue administrado dia a dia a las hembras
bajo estudio por via oral. Los animales del grupo control (n=5) recibieron solucién
salina estéril 0,5 mL, mientras que los grupo 2 (n=5) y grupo 3 (n=5) recibieron
citrato de sildenafil (Viagra®, Pfizer, Sandwich, UK) y Tadalafil (Cialis®, Lili Icos,
Indianapolis, Indiana) a una dosis unica de 0.500 pg para ambos farmacos. El
sildenafil y Tadalafil fueron administrados diariamente a las 14:00 horas,
incluyendo los fines de semana, iniciando a partir del dia 14 de gestacion hasta el

dia de la cirugia.

3. Cirugia.

La duracion total de la gestacion de las ratas fue de 21 dias para todos los
animales. El proceso de cirugia en las ratas se inicié con la eutanasia del animal
conforme lo indica la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de

laboratorio., Apartado 9.5.3.3. Decapitacion.

De forma simultanea, se procedio a la asepsia del area abdominal para realizar

una incision craneo-caudal de aproximadamente 4 cm de longitud. Se identifico y
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se diseccionaron los cuernos uterinos e inmediatamente después se colocaron en
una caja de Petri la cual estaba en contacto directo con hielo, esto con la finalidad
de provocar la eutanasia de los productos. Pasado aproximadamente 10 min vy
corroborando la eutanasia del producto, se procedié a la disecciéon de los
productos, estos fueron cuidadosamente expuestos y una incisién en cada cuerno
fue realizada. Por conveniencia, para ser ordenados y homogéneos durante el
procedimiento quirurgico, se decidioé abrir en primera instancia el lado izquierdo del
utero. De forma manual se obtuvieron a cada uno de los fetos a través de la

presion cautelosa de los cuernos y fueron separadas las membranas placentarias.

El peso (kg) de las madres al inicio del experimento (dia 0 post-monta), al inicio
del tratamiento (dia 14 post-monta) y al final del periodo de tratamiento (dia 21
post-monta) fueron obtenidos por una bascula analitica con capacidad de 0-210 gr.
y una sensibilidad de 0.0001gr (Ohaus, Florham Park, New Jersey, USA).

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), longitud de la cabeza a la base de la
cola o largo dorsal (mm) , longitud de la cabeza y grupa (mm), longitud toraxica y
abdominal (mm), perimetro de cafias anterior (mm). La longitud de todos los
parametros fueron obtenidos por un vernier digital. (Digital Caliper 300mm/12inch.
Senator U.K)

El peso de la placenta, fetos y sus érganos fueron obtenidos por una bascula
analitica con capacidad de 0-210 gr. y una sensibilidad de 0.0001gr (Ohaus, Scale
Corporation, Florham Park, New Jersey, USA).
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5. Variables observadas

Los indicadores neonatales observados fueron: numero de ratas extraidas, por
hembra, mediciones zoometricas y morfometria. El seguimiento de la cirugia,
pesaje y mediciébn de organos, fue a través del llenado de una bitacora de

registros.

6. Analisis estadisticos

El analisis recomendado fue un ANOVA para saber si existen diferencias entre
los grupos, de ser asi se construira una DMSH (diferencia minima significativa
honesta o método de Tukey) con el fin de saber en cuales grupos se encuentran

las diferencias.

Con el siguiente modelo estadistico:
ANOVA :

Yij = pi+ &;

Doénde:

Yij: Respuesta de la unidad experimental j del tratamiento i.

Hi: Promedio de las respuestas de todas las unidades experimentales que
reciben el tratamiento i.

Eij: Error o residual de la unidad j que recibid el tratamiento i.

TUKEY :
gak(n_k) M gRR:’JR [ ’nl +nl ]
Donde:

9ak: Es el valor de significancia de la poblacion k y los grados de libertad
del erro —k.

ny n;: Son los tamarios de muestras o repeticiones de los tratamientos iy
j cuyas medias se comparan.

CMEerror: Cuadrado medio del erro de las medias de los tratamientos
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Esquema 1.- Representacion general de la metodologia empleada antes, durante y después

de la cirugia.

Administracidn de fairmacos
Rata Gestante vasodilatadores

Sildenafil e Y Tadalafil

500 pg. A partir del
dia 14 de la gestacion

Hembra

|
Exposicion
Sacrificio Cirugia del utero

Diseccién de
los fetos

|

Variables Sacrificio Somatometria

de peso

Largo Dorsal
Ancho de Cabeza
Ancho abdominal
Ancho de Grupa

Peso de los
Organos

Peso del la
canal
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VLRESULTADOS

Catorce dias después de haber identificado el tapén vaginal en las ratas, la
gestacion fue confirmada y su distribucién en los tres grupos formados re realizo
aleatoriamente. El peso corporal de las madres al inicio de la gestacion, al inicio
del tratamiento y al final de la gestacion fue estadisticamente diferente (p=0.01)
entre los tres grupos. Sin embargo, la ganancia promedio de peso desde el inicio,
hasta el final del tratamiento para los grupos control, sildenafil y tadalafil fue similar

y no se reportaron diferencias estadisticas significativas entre grupos (cuadro 8).

Cuadro 8.- Evaluacién del peso vivo en ratas gestantes durante el tratamiento con
farmacos vasodilatadores (promedio * ES)

Control Sildenafil Tadalafil Valor
(500 pg) (500 ug) P
Madres (n) 5 5 5 -

Peso al inicio de la

a b c
gestacion (g) 253,3 £6.79 283 +24.2 273,3+4.93" | 0.01

Peso al inicio del

a b c
ratamiento (kg) | 2885 £270° | 3226£19.2° | 307,7£843° | 0.01

Peso al final de la

a b c
gestacion (kg) 3414+ 114 374,3 +£27.3 364,4 £ 18.93" | 0.01

Ganancia de peso
durante el tratamiento 52.9 51.7 56.7

3p<0.01, Control vs Sildenafil; °P<0.01, Sildenafil vs Tadalafil; °P<0.01, Controll vs
Tadalafil.

Respecto al peso de las madres desde el inicio de la gestacion, durante el
tratamiento y al final de la gestacion, se observo la misma tendencia en cuanto al

incremento en el peso corporal (Grafico 1).
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Grafico 1.- Tendencia de la ganancia de peso de las ratas tratadas con los

farmacos vasodilatadores y de las ratas del grupo control

Se identific6 que no existe diferencia significativa entre el peso de los fetos
extraidos de madres del grupo control vs. el grupo de fetos de madres tratadas
con Sildenafil. No obstante, se encontraron diferencias significativas (P<0.01)
entre el peso de fetos cuyas madres fueron tratadas con Tadalafil en comparacion
a los otros dos grupos. Para la variable peso de 6rganos, se observo la misma
tendencia en los resultados (P<0.01). Respecto al peso de la canal, se observo un
mayor peso en los fetos extraidos de madres tratadas con tadalafil cuyas
diferencias resultaron significativas (P<0.01) al contrastarlos con el grupo control y
tadalafil. Respecto al peso de la placenta, este presento diferencias estadisticas
(P<0.05) entre el grupo de madres tratadas con Sildenafil y el grupo de madres
control en comparacién con el grupo de madres tratadas con Tadalafil teniendo
mayor peso el tratado con Tadalafil. Finalmente, no se observaron malformaciones

morfoldgicas en los fetos o sus érganos (cuadro 9).

57



Cuadro 9.- Efecto del Citrato de Sildenafi y Tadalafil sobre el peso del feto, los
organos, la canal y de la placenta de fetos extraidos de ratas
gestantes (promedio + ES)

Control Sildenafil Tadalafil valor P
(500 pg) (500 pg)
Fetos (n) 55 48 48
Peso del feto (g) 2.02+0.02° | 1.99+0.3% | 270+0.22° | 0.01
Peso de Organos (g) 0.39 + 0.003% | 0.37 +0.002° | 0.53 + 0.01° 0.01
Peso de la canal (g) 147 +0.01° | 1.41+0.01° | 1.93+0.15° | 0.01
Placenta (g) 0.43 +0.07* | 0.43+0.04% | 0.48+0.05° | 0.05

®P<0.01, Control, Sildenafil vs Tadalafil. No hubo diferencias al comparar los parametros
entre el grupo control y el grupo Sildenafil.

Respecto a los parametros somatométricos de las ratas al nacimiento, se
identific6 que el largo dorsal fue mayor en los fetos del grupo tadalafil y
estadisticamente (P<0.01) diferente a lo hallado en los grupos control y sildenafil.
En relacion a la variable perimetro toracico, se revelaron diferencias estadisticas
significativas (P<0.01) entre los grupos control, sildenafil vs. Tadalafil, siendo el
grupo de fetos de madres tratadas con tadalafil el de mayor talla respecto a los
otros dos. Por otra parte, el ancho de cabeza y ancho de grupa, no fue diferente
entre los fetos de madres tratadas con sildenafil en comparacién con fetos de
madres del grupo control, no asi los fetos de madres tratadas con Tadalafil, los
cuales revelaron diferencias estadisticas significativas (P<0.01) siendo este grupo

el de mayor tamario.
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Cuadro 10.- Parametros somatométricos de ratas al nacimiento expuestos a los
efectos maternos por ingesta de Citrato de Sildenafil y Tadalafil
(promedio + ES)

Control Sildenafil Tadalafil Valor P
(500 pg) (500 pg)
Fetos (n) 55 48 48
# de fetc;]s extraidos por 11 96 96
embra

Largo Dorsal (mm) 20.63+1.3% | 20.8 +1.2° 24.0 +1.5° 0.01
Perimetro Abdominal (mm) | 6.36 +0.18% | 6.36 + 0.27% | 7.20+ 0.24° 0.01
Ancho de cabeza (mm) 6.35+0.18° | 6.48+0.26° | 7.04+0.18° 0.01
Ancho de grupa (mm) 8.29+0.30° | 8.27+0.27% | 9.59% 0.54° 0.01

®P<0.01, Control, Sildenafil vs Tadalafil. No hubo diferencias al comparar los parametros
entre el grupo control y el grupo Sildenafil.
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VI.LDISCUSION

En este estudio, el sildenafil administrado a dosis de 500 ug/kg en el tercer tercio
de la gestacién en ratas no aumenta el tamafo de sus crias. La dosis utilizada en
nuestro estudio fue tres veces mayor que la dosis efectiva segun se informo
anteriormente en cobayas (Sanchez-Aparicio et al., 2007). Sin embargo, en las
ratas, el sildenafil favorece el crecimiento fetal sélo a dosis entre 4-15 mg/kg
(Pellicer et al., 2011; Ozdegirmenci et al., 2011). Dosis diarias de 90 mg/kg de
sildenafil aumentaron el tamafo de las crias que nacen de ratas hipdxicas,
mientras que en las ratas no hipoxicas se redujo el tamafo de las crias, a pesar de
que el periodo de administracion fue del 18 al dia 21 de gestacion (Refuerzo et al.,
2006).

La duracion del tratamiento con sildenafil también parece estar influenciado por la
dosis. La administracion de 4 mg/kg durante todo el embarazo aumenta el peso
fetal (Pellicer et al., 2011). El sildenafil administrado en ratas con dosis entre 10-50
mg/kg durante todo el embarazo no demuestra tener efecto en la longitud o en el
peso de las crias (Sasser y Baylis, 2010). En los seres humanos, la dosis diaria de
75 mg (es decir, 25 mg tres veces al dia) de sildenafil en mujeres embarazadas
con restriccion del crecimiento intrauterino de aparicion temprana ha demostrado
ser eficaz para aumentar la velocidad de crecimiento fetal (von Dadelszen et al.,
2011). Aunque esta dosis es mas alta que la dosis diaria de 60 mg (es decir, 20
mg tres veces al dia) actualmente dosis aprobada para el tratamiento de la
hipertension pulmonar, los sujetos pueden tolerar 80 mg tres veces al dia (Es
decir, 240 mg / dia) (Croom y Curran, 2008). Ademas, hay un informe anecdético
de una mujer que tomaba 150 mg/dia de sildenafil, y demostré tener un
incremento fetal durante el tratamiento y el producto nacié sano (Lacassie et al,
2004; Villanueva-Garcia et al, 2007.).
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En relacion al tadalafil, se conoce de un estudio en ratas expuestas a 10 mg/kg del
farmaco desde el dia 15 al 19 de la gestacién, donde se reportaron crias nacidas
aproximadamente 1,5 veces mas pesadas que en los del grupo control
(Ozdegirmenci et al., 2011). En nuestro estudio, las crias que nacieron en el grupo
de ratas tratadas con 500 ug de tadalafil fueron aproximadamente 1,4 veces
superiores a las del grupo control y que las crias nacidas en el grupo tratado con
sildenafil, aunque esta dosis es aproximadamente 7 veces menor que el de prueba
de Ozdegirmenci et al. (2011). Por comparacién directa, 500 pg de tadalafil seria
una dosis aproximadamente 25,2 veces mayor que la dosis actualmente aprobada
para el tratamiento de hipertensidén pulmonar, que para el caso de un sujeto de 60
kg es de 40 mg / dia (Falk et al., 2010.; Udeoji y Schwarz 2013).

En la actualidad a pesar de la escasa informacién disponible sobre los efectos del
tadalafil durante el embarazo, se puede esperar una variacién similar en base a su
mecanismo de accion y sensibilidad sobre el efecto directo de los fetos
provocados por sildenafil segun la especie. Sin embargo, tadalafil parece ser dos
veces mas potente que el sildenafil para inducir el crecimiento fetal. El tadalafil
puede administrarse en una sola dosis diaria debido a su vida media mas larga en
comparacion con sildenafil (17,5 vs. 4 h, respectivamente) (Falk et al., 2010), el
primero podria ser una buena alternativa para el tratamiento de las mujeres

embarazadas con restriccion del crecimiento intrauterino
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VILCONCLUSIONES

En conclusion, el tadalafil aumento el crecimiento fetal en ratas cuando se
administré en dosis diarias de 500 pg durante el tercer tercio de la gestacion
Mientras sildenafil a 500 ug no. Este efecto es debido al mecanismo de accion, el
cual es similar, sin embargo el largo periodo de biodesintegracion del tadalafil
permite un esquema de dosificacion mas conveniente. El tadalafil parece un buen
candidato para realizar estudios posteriores como una alternativa para tratamiento

restriccion del crecimiento intrauterino.
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