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RESUMEN

La Hipertensiéon Arterial Pulmonar Neonatal (HAPN) es un sindrome cardiopulmonar
grave, caracterizado por un aumento patoldgico de la presion arterial pulmonar media
(mPAP>20 mmHg), que comunmente cursa con taquipnea e hipoxemia severa de los
recién nacidos. Fisiopatologicamente, existe una falla en la transicion de la circulacion
fetal a la neonatal con la consecuente mala adaptacion de los pulmones a la vida
extrauterina, conservando un tono vascular pulmonar elevado con un remodelado
vascular que lleva a un incremento persistente de la resistencia vascular pulmonar.
Actualmente, el Unico tratamiento aprobado es la inhalacién de 6xido nitrico, el cual es
muy costoso, no se encuentra disponible en todos los centros hospitalarios y posee
una efectividad del 50-60%.

La causa mas comun de esta patologia es la hipoxia crénica durante el desarrollo, por
ejemplo, en gestaciones en tierras altas (>2500 metros de altitud). Bajo esta premisa
y considerando que no existe un tratamiento altamente efectivo, esta tesis plantea el
uso de Sildenafil, un inhibidor de la Fosfodiesterasa 5 (PDE-5), como tratamiento
vasodilatador y antirremodelante de la musculatura lisa pulmonar con el fin de revertir
la  HAPN. De esta manera, este tratamiento pretende mejorar las variables
cardiopulmonares in vivo, disminuir el remodelamiento vascular y mejorar la expresion
de factores de transcripcidn o proteinas vasoactivas pulmonares que indiquen una

mayor capacidad vasodilatadora.

Para lograr esto, once corderos gestados, nacidos y criados en Putre (3600 metros de
altitud) fueron utilizados en este estudio. El grupo control (C, n=6) recibi6 vehiculo y el
grupo tratado recibié sildenafil (S, n=5; 1 mg/kg/12 h x 5 dias EV). El tratamiento fue
administrado desde el dia 4 al 8 de vida, y los animales se monitorearon durante el
primer mes de vida, para la evaluacion cardiopulmonar de todo el periodo neonatal.
Posterior a esto, se les realizdé eutanasia para la evaluacion de la funcion vascular
pulmonar ex vivo mediante miografia de alambre, ademas del analisis morfo

estructural y de expresion de proteinas vasoactivas.



El tratamiento instaurado con sildenafil no logré reducir la mPAP de manera
significativa in vivo, sin efectos adversos en las variables sistémicas. Sin embargo, al
evaluar su efecto de manera aguda, sildenafi genera una disminucion
estadisticamente significativa al comparar valores de mPAP basales versus infusion y
post-infusién. Por otro lado, la funcidn vasoconstrictora ex vivo presentd una mayor
capacidad contractil en el grupo S estadisticamente significativa. Al mismo tiempo, las
arterias tratadas con sildenafil presentaron una dilatacion dependiente e independiente
de endotelio significativamente mayor que las arterias control, evidenciando una
mejora de la disfuncién endotelial. Finalmente, sildenafil indujo una disminucion del
diametro vascular, con una mayor area de capa adventicia porcentual de manera
significativa versus el grupo control, sin cambios en la expresion de las proteinas
asociadas a la via oxido-nitrérgica, exceptuando la expresién de PDE-5 la cual fue

estadisticamente menor en este grupo.

En conclusién, sildenafil indujo modificaciones que podrian considerarse positivos para
los mecanismos determinantes de la fisiopatologia de la HAPN. No obstante, estos

cambios no se manifestaron en una mejoria clinica.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension of the newborn (PAHN) is a severe cardiopulmonary
syndrome characterized by a pathological increase in mean pulmonary arterial
pressure (MPAP>20 mmHg), which commonly courses with tachypnea and severe
hypoxemia in newborns. Pathophysiologically, there is a failure in the fetal to neonatal
circulation transition with the consequent poor adaptation of the lungs to extrauterine
life, preserving an elevated pulmonary vascular tone with vascular remodeling that
derives in a persistent increased in pulmonary vascular resistance. Currently, the only
approved treatment is inhaled nitric oxide, which is very expensive, is not available in

all health centers and has only 50-60% effectiveness.

The most common cause of this pathology is chronic hypoxia during development, for
example, in gestations at highlands (>2500 m above sea level). Under this premise and
considering that there is no highly effective treatment, this thesis proposes using
Sildenafil, a phosphodiesterase-5 (PDE-5) inhibitor, as a vasodilator and anti-
remodeling treatment to reverse PAHN at high-altitudes. In this way, this treatment
aims to improve cardiopulmonary variables in vivo, decrease vascular remodeling and
improve the expression of transcription factors or pulmonary vasoactive proteins

towards an improved vasodilatory capacity.

To achieve this, eleven lambs gestated, born and raised in Putre (3600 m above sea
level) were used in this study. The control group (C, n=6) received vehicle, and the
treated group received sildenafil (S, n=5; 1 mg/kg/12 h for 5 days, 1V). Treatments were
administered from day 4 to 8 of life, and the animals were monitored during the first
postnhatal month to evaluate cardiopulmonary function during the neonatal period. After
this, they were euthanized for ex vivo evaluation of pulmonary vascular function by wire

myography, morphostructural analysis and vasoactive protein expression.

The findings showed that sildenafil failed to reduce PAP significantly in vivo, with no
adverse effects on systemic variables. However, when evaluating the acute effects,
sildenafil induces a significant decrease when comparing infusion and post-infusion
with baseline in mPAP values. On the other hand, the treatment induced ex vivo a

significant increase in contractile capacity. In addition, sildenafil-treated arteries



showed significantly greater endothelium-dependent and -independent dilatation than
control arteries, evidencing an improvement in endothelial dysfunction. Moreover,
sildenafil induced a decrease in vascular diameter, with a significantly great area of the
adventitial layer than the control group, without changes in the expression of proteins
associated with the oxide-nitrergic pathway, except for the expression of PDE-5 which

was statistically lower in this group.

In conclusion, the proposed treatment generated changes that could be considered
positive for the mechanisms determining the pathophysiology of PAHN. However,

these changes did not translate into a clinical improvement.



ABREVIATURAS

5HT: Serotonina

cGMP: Guanosina 3,5 monofosfato
ciclica

CML: Célula muscular lisa

CRC: Curvas de respuesta a
concentracién-acumulativa

DA: Ductus arterioso
DE: Diametro externo
DI: Diametro interno

EC50: Concentracion media maxima
efectiva

ECMO: Oxigenacion de membrana
extracorpoérea

EDHF: Factor hiperpolarizante
derivado del endotelio

Emax: Tension maxima efectiva
eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial
EPO: Eritropoyetina

ERH: Elemento respondedor a hipoxia
ET-1: Endotelina 1

ETa: receptor de endotelina a

ETb: receptor de endotelina b

EV: Endovenoso

FC: Frecuencia cardiaca

FDA: Agencia de drogas y alimentos
de Estados Unidos

GC: Gasto cardiaco

HAPN: Hipertension Arterial Pulmonar
Neonatal

HIF: Factor inducible por hipoxia
|0: indice de oxigenacion

KDa: Kilodalton

MetCh: Metacolina

MLCP: Fosfatasa de la cadena liviana
de miosina

MPAP: Presion arterial pulmonar
media

MPAS: Presioén arterial sistémica
media

msnm: Metros sobre el nivel del mar

NFkB: Factor de transcripcién nuclear
kappa B

NO: Oxido Nitrico

NOi: Oxido nitrico inhalado

PAF: Factor de agregacion plaquetaria
PAP: Presion arterial pulmonar

PAS: Presion arterial sistémica

PAS: Presion arterial sistémica

PDE-5: Fosfodiesterasa tipo 5

PGs: Prostaglandinas

PKG: Proteina kinasa G

RNS: Especies reactivas derivadas de
nitrégeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno
RVP: Resistencia vascular pulmonar
RVS: Resistencia vascular sistémica

SDRA: Sindrome de distrés
respiratorio agudo

sGC: Guanilato ciclasa soluble

sGC: Guanilato ciclasa soluble

SNP: Nitroprusiato de sodio

TxA2: Tromboxano

VPH: vasoconstriccion pulmonar
hipoxica

VEGF: Factor de crecimiento endotelial
vascular



INTRODUCCION

Hipoxia cronica de altura

La hipoxia cronica de altura (hipoxia hipobarica) se define como la disminucion del
aporte de oxigeno condicionado a una disminucién de la presion barométrica,
resultando en una caida de la presién de oxigeno inspirado (Hill y cols, 2016). Esta
condicidon se observa a partir de los 2500 metros sobre el nivel del mar, donde
aparecen manifestaciones clinicas producto de esta falta de oxigeno, como aumento
de la frecuencia respiratoria, hiperventilaciéon, policitemia, y aumento de sintesis de
sustancias eritropoyéticas, entre otros. Esta condicion aumenta la morbilidad vy
mortalidad de aproximadamente 170 millones de personas en el mundo que residen
permanentemente en altitud geografica (Burtscher, 2014; Herrera y cols, 2015; West,
2016).

La regulacion y preservacion de la homeostasis de oxigeno tiene un rol importante en
el destino de las células, es por ello, que estas pueden adaptarse a la deprivacion de
oxigeno, modulando la actividad de ciertas proteinas a nivel transcripcional o post-
transcripcional. La respuesta celular a la hipoxia consiste en la activacion de mdultiples
genes relacionados con angiogénesis, metabolismo de glucosa, proliferacion y
apoptosis celular (Corrado y Fontana, 2020). El factor regulador principal que media
esta respuesta es el Factor Inducible por Hipoxia (HIF), el cual responde frente a bajos
niveles de oxigeno, inhibiendo su hidroxilacion. Esto determina la estabilizacion de
HIF-1-a y su traslocacion al nucleo celular, donde se dimeriza con la subunidad beta
(Corrado y Fontana, 2020, West, 2016). Este complejo heterodimérico se une a
regiones especificas del ADN (Elemento respondedor de hipoxia, ERH) resultando en
su regulacion transcripcional, determinando la induccion de diferentes genes diana,
como Eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) los
cuales provocaran la activacion de una serie de vias adaptativas de hipoxia con el fin

de restaurar la homeostasis celular (Corrado y Fontana, 2020, West, 2016).



Gestaciones en tierras altas e hipertension arterial pulmonar del neonato

Durante la vida intrauterina, la placenta es el principal 6rgano funcional de intercambio
gaseoso para el feto, mientras que la circulacion pulmonar fetal se caracteriza por tener
una resistencia vascular alta y un flujo sanguineo pulmonar bajo. Esto ocurre
principalmente porque el 85-90% del gasto cardiaco se desvia por el ductus arterioso
hacia la aorta descendente fetal, por lo que el flujo sanguineo pulmonar no es mayor
al 10% del gasto cardiaco combinado (Abman, 1999; Dakshinamurti, 2005; Heymann,
1999). Por lo tanto, la sangre oxigenada proveniente de la madre desde la arteria
uterina que fluye hacia el espacio placentario, transfiriendo el oxigeno a través de una
gradiente de concentracion hasta la vena umbilical. La sangre venosa umbilical tiene
una saturacion de oxigeno del 70 al 80%, la cual se distribuye a nivel hepatico,
irrigando este organo e ingresando a la circulacién sistémica a través del ductus

venoso (Figura 1) (Morton y Brodsky, 2016).
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Figura 1. Esquema de la Circulacion intrauterina donde la placenta y la permeabilidad de los
principales intercomunicaciones vasculares y foramenes son vitales para mantener la oxigenacion

del feto y sus principales 6rganos (Imagen obtenida de Sharma, 2015).



Los factores encargados de mantener una resistencia vascular pulmonar alta en la vida
intrauterina son variados, entre ellos una baja presion de oxigeno y un aumento de
agentes vasoactivos como endotelina-1 (ET-1), factor de activacion plaquetaria (PAF)
y las especies reactivas de oxigeno (ROS)(Jain y McNamara, 2015). Los efectos de
ET-1 en laresistencia vascular pulmonar ocurren mediante dos subtipos de receptores,
ETay ETb, donde Eta son encontrados en la célula muscular lisa y los receptores ETb
en las células endoteliales y CML. La union de endotelina a su receptor activa la
fosfolipasa C lo que lleva a un aumento del inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG)
y calcio intracelular, generando vasocontriccion. El aumento de DAG Yy calcio conlleva
también a la estimulacion de la proteina kinasa C, la cual se considera la mediadora
de la accién mitogénica de ET-1 (Galié y cols, 2004). Por lo tanto, la activacion de os
receptores Eta promueve la vasoconstriccion, mientras que la activacion de los

receptores ETb favorece la vasodilatacion.

A su vez, la condiciébn de hipoxemia fetal relativa también mantiene una baja
produccion pulmonar de factores vasodilatadores como el oxido nitrico (NO) vy
prostaglandinas (PGs)(Steinhorn, 2010). La mantenciéon de este tono vascular
aumentado en el pulmdn es resultado de la distencion de este mismo por la presencia
de fluido en el arbol bronquial, secretado por las células pulmonares epiteliales el cual
es de vital importancia para el desarrollo y maduracion de éste (Morton y Brodsky,
2016).

Durante el parto, se inicia el aclaramiento de los fluidos pulmonares, el cual es
completado aproximadamente a las 2 horas de edad. Este proceso se inicia
principalmente al establecerse un cambio en el epitelio pulmonar, de secretor activo a
absorcion activa, mediando por canales de sodio transporte activo, clearence que
disminuye la resistencia vascular pulmonar (Morton y Brodsky, 2016; Hillman y cols,
2012).

En la transicion cardiopulmonar feto-neonato, a los pocos minutos luego de nacer, el
sistema circulatorio del feto sufre importantes cambios estructurales y funcionales,
gracias al aumento de la presion de oxigeno, iniciando la ventilacion y oxigenacion por

parte de los pulmones, se gatilla el cierre funcional del ductus arterioso y la caida de



la resistencia vascular pulmonar, incrementando asi el flujo sanguineo pulmonar en 8
a 10 veces (Hanson y cols, 1998; Heymann, 1999; Steinhorn, 2010; Storme y cols,
2013). Ademas, el pinzamiento del corddon umbilical gatilla un aumento en la
resistencia vascular sistémica, aumentando también la presion arterial sistémica.
(Alvaro y Rigatto, 2005). Todo lo anterior causa un aumento del estrés tangencial o
“shear stress” y con ello, la induccion de la expresion y activacion de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS), produciendo asi Oxido nitrico (NO), a través de la
conversion de L-arginina a L-citrulina. A nivel intracelular, el NO activa la guanilato
ciclasa soluble (sGC), produciendo un cambio conformacional en su sitio catalitico,
permitiendo la conversién de guanosina 5 trifosfato a guanosina 3,5 monofosfato
ciclica (cGMP), aumentando asi la concentracion de cGMP celular hasta 100 veces,
reduciendo la cantidad de calcio intracelular y permitiendo una relajacion de la
musculatura vascular pulmonar (Figura 2) (Hanson y cols, 1998; Morton y Brodsky,
2016; Nair y Lakshminrusimha, 2014; Puthiyachirakkal y Mhanna, 2013; Steinhorn,
2010). La presion arterial pulmonar alcanza la mitad del valor de presion arterial
sistémica a las 24 horas luego de nacer, alcanzando niveles normales (10-12 mmHg)
a las 2 semanas en la mayoria de los recién nacidos sanos (Morton y Brodsky, 2016).
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Figura 2. Imagen representativa de la via de sefializacién normal del oxido nitrico (NO) y los efectos
de las especies reactivas de oxigeno y PDE-5 en la vasoconstriccion y remodelamiento (Imagen

obtenida de Tabima y cols, 2012).

La falla en la disminucion de la resistencia vascular pulmonar determina Hipertension
Arterial Pulmonar del Neonato (HAPN), la cual es producida por la mantencion de una
resistencia vascular pulmonar alta, usualmente con la mantencion de la permeabilidad
del foramen oval y ductus arterioso y una hipoxemia severa manifestada
fundamentalmente en el hemicuerpo inferior (Abman, 1999; Engelbrecht y Paed,
2008). Este sindrome puede ser muy severo y generar una dificultad respiratoria grave,
comprometiendo la vida del neonato (Nair y Lakshminrusimha, 2014; Puthiyachirakkal
y Mhanna, 2013; Steinhorn, 2010), con una tasa de mortalidad del 11 al 48% (Jain y
McNamara, 2015; Walsh-Sukys y cols, 2000).

La HAPN se define como un sindrome donde la PAP media alcanza valores por sobre
los 20 mmHg (Simonneau, 2019), caracterizada por una elevada RVP, reactividad
vascular anormal y remodelamiento del musculo liso vascular (Lakshminrusimha y
cols, 2016; Lan y cols, 2018; Thenappan y Archer, 2018). Dentro de sus causas mas

frecuentes esta la hipoxia cronica durante el desarrollo intrauterino (Hutter y cols,



2010). Los recién nacidos, usualmente presentan sindrome de distrés respiratorio
agudo (SDRA), cianosis, con diferencias en la saturacion de oxigeno, principalmente
mayores en las zonas pre-ductales (mano derecha) comparada con las zonas post-
ductales (hemicuerpo inferior), con wuna gradiente de oximetria >3%.
(Lakshminrusimha, 2021).

La hipoxia cronica conlleva a que la patogénesis de la HAPN sea una suma de cambios
vasoactivos, como la vasoconstriccibon marcada, remodelamiento vascular,
angiogénesis y vasculogénesis (Cabral y Belik, 2013). La caracteristica vascular mas
comun en el territorio pulmonar asociada a la exposicion de hipoxia cronica es la
“muscularizacién” de segmentos vasculares (Stenmark et al, 2006), donde sustancias
como Endotelina (ET-1), serotonina (5Ht) y tromboxano (TxA2) pueden mediar el
aumento del tono vascular y la proliferacion de la musculatura lisa, ademas de la
sobreproduccién de componentes de matriz extracelular (Pak y cols, 2007). Esto
genera un desbalance vasoactivo, favoreciendo la hipertrofia muscular y la
remodelacion caracteristica de esta patologia, con engrosamiento de capa media
arteriolar y depdsito de colageno intersticial (Gonzaléz-Candia y cols, 2020; Herrera y
cols, 2008). La respuesta celular de 5HT es a través del aumento de la fosfolipasa C
acoplada a proteina G, produciendo DAG e IP3, el que se unira a receptores
especificos del reticulo endoplasmico de la CML, produciendo liberacién de calcio y su
aumento citosdlico, el que en conjunto con DAG activaran a la proteina kinasa C (PKC)

fosforilando proteinas dianas especificas (Befialdo y cols, 2017).

De acuerdo a datos del Ministerio de Salud de Chile, en nuestro pais mueren al afio
cerca de 130 RN de mas de 2.000 g de peso a causa de insuficiencia respiratoria grave
(Kattan, 2005). Por otro lado, en altitudes mayores a 2500 metros sobre el nivel del
mar (msnm), la tasa de mortalidad de recién nacidos con afecciones respiratorias como
la HAPN puede alcanzar 33 muertes cada 1000 nacidos vivos y sobre 44 muertes si la
altura supera los 3500 msnm (Bourjeily y Rosene-Montella, 2009; Hutter, 2010; Keyes
y cols, 2003). Bajo este contexto, la gestacién y el nacimiento en tierras altas son

asociadas a resultados fetales y maternos adversos, la cual es la condicién hipoxica



cronica mas estudiada durante el embarazo. Sin embargo, aun no existe un

tratamiento altamente efectivo para dicha signologia y complicaciones.

Las estrategias terapéuticas de la HAPN estan orientadas a disminuir selectivamente
el tono vascular pulmonar, en conjunto con un manejo médico global, de estabilidad
hemodinamica, uso de altas concentraciones de oxigeno, surfactante, ventilacion
mecénica y, en casos mas graves, la oxigenacibn de membrana extracorplrea
(ECMO)(Engelbrecht, 2008; Sharma y cols, 2015; Steinhorn, 2010). Sin embargo, el
uso de oxigeno se ha vuelto cada vez mas controversial, considerando que fracciones
inspiradas sobre 50% agrava el estado oxidativo del organismo del neonato,
aumentando ROS, los que atenuan la respuesta vascular tanto al NO endégeno como
exogeno (Teixeira-Mendonca y Henriques-Coelho, 2013; Gordo-Vidal y cols, 2010). A
la vez, esto podria incrementar la formacion de especies reactivas derivadas del

nitrogeno (RNS), como peroxinitrito (Lakshminrusimba y cols, 2016).

Para el de HAPN, el oxido nitrico inhalado (NOi) es la Unica terapia aprobada por la
Food and Drug Administration (FDA), actuando selectivamente como vasodilatador
sobre la circulacion pulmonar, sin disminuir la presion arterial sistémica. Este
tratamiento aumenta el cGMP intracelular en la célula muscular lisa de las arterias
pulmonares, produciendo una relajacion de la musculatura lisa de los vasos
sanguineos (Figura 2). De esta manera, se logra disminuir la resistencia vascular,
mejorando la perfusion pulmonar hacia sectores ventilados del pulmén y con ello,
optimizando el cociente de ventilacion/perfusion (Jain y McNamara, 2015;
Lakshminrusimha y Keszler, 2015; Thenappan, 2018). La administracion de NOi a
dosis por sobre las 5 ppm, reduce significativamente el resultado combinado de muerte
y necesidad de ECMO en un 35% de los recién nacidos (Wu y cols, 1995). Sin
embargo, cerca del 40% de los RN no responden a esta terapia (Teixeira-Mendonca y
Henriques-Coelho, 2013; Wu, 1995), donde algunos pacientes presentan un efecto
rebote debido a la supresion de la produccion de NO endogeno (Kelly y cols, 2017).

Dentro del uso de drogas vasodilatadoras, los inhibidores de la fosfodiesterasa, son
una amplia familia dentro de la cual han sido identificadas 11 isoenzimas. La

Fosfodiesterasa tipo 5 (PDE-5) se expresa en los pulmones, plaquetas, musculo liso



vascular y el miocardio, ejerciendo su funcion a través de la hidrélisis del cGMP. Esta
accion de PDE-5 lleva a un aumento de la degradacion de cGMP. Por lo tanto, los
inhibidores de PDE-5, se oponen a estos efectos vasoconstrictores en la musculatura
lisa pulmonar vascular, aumentando las concentraciones de cGMP, mejorando la
funcion cardiaca y la hipertensiéon pulmonar refractaria a NOi (Buckley y cols, 2010;
Juliana y Abbad, 2015; Storme y cols, 2013). También los inhibidores de PDE-5
disminuyen la hipertrofia y la remodelacién vascular en neonatos que han sufrido
hipoxia intrauterina, aunque su mecanismo no esta totalmente dilucidado (Herrera y
cols, 2008). Una ventaja de su uso versus otras drogas con similar mecanismo de
accion, disminuyendo la PAP, como los antagonistas de endotelina (Bosentan,
Ambrisentan) es que sildenafil se considera mas seguro, al no requerir un monitoreo
mensual de la funcion hepética (Ramani y Park, 2010). Basado en la evidencia
disponible, el uso de sildenafil tiene ciertas indicaciones como terapia adyuvante junto
a NOi, donde se describe un efecto sinérgico (Dhillon, 2012) en pacientes resistentes

a NOi o para facilitar el destete de su uso.

Existe escasa literatura acerca de la farmacocinética y farmacodinamia de sildenafil en
poblacion pediatrica, por lo que su eficacia y seguridad no han sido bien establecidas
(Méarquez-Gonzalez y cols, 2020) ante lo cual, segun la severidad de la patologia, se
ha establecido iniciar con dosis de 0.5 mg/kg hasta 6 mg/kg totales, considerando un
rango horario inicial cada 12 horas pudiendo establecerse hasta cada 6 horas
(Baquero y cols, 2006; Dhariwal y Bavdekar, 2015)

Es importante recalcar que el afio 2012, la FDA limit6 el uso de sildenafil en pacientes
pediatricos, advirtiendo que no se recomienda en terapias cronicas, basado en un
aumento de la mortalidad detectado en un ensayo clinico donde se usé en dosis altas.
Sin embargo, los profesionales de la salud que necesiten de este farmaco para sus
pacientes, deben evaluar los posibles riesgos potenciales y si el beneficio de su uso
supera el riesgo asociado (Abman y cols, 2013).

Es importante hacer hincapié que existen casos en que NOi no esta disponible, donde
se ha utilizado sildenafil como Unico agente de tratamiento en neonatos criticos con

HAPN (Rath y Kluckow, 2018). Sin embargo, cuando es utilizado como Unico agente,



se desconoce si una vez retirado el tratamiento con sildenafil, sus efectos se
mantienen y no presenta efecto rebote frecuente, similar al NOi, en neonatos gestados,

nacidos y mantenidos en altura.

Por lo tanto, en esta Tesis se evalla la efectividad de un tratamiento con sildenafil
como agente unico durante la primera semana de vida en corderos con HAPN; etapa
mas severa y critica; por haber gestado y nacido en hipoxia cronica de altura
geografica. Ademas, se realizara el seguimiento de estos corderos hasta un mes de
vida en tierras altas, para poder evaluar los efectos una vez retirado el tratamiento,
tanto en variables cardiopulmonares como cambios en la morfologia y funcionamiento

de la musculatura lisa vascular pulmonar.



HIPOTESIS

La administracion de sildenafil como terapia Unica para la hipertension arterial
pulmonar neonatal causada por hipoxia crénica gestacional, disminuye la presion
arterial pulmonar, aumenta la funcion vasodilatadora y reduce el remodelamiento

vascular pulmonar.

OBJETIVO GENERAL
Determinar si la administracion de sildenafil disminuye la presién arterial pulmonar,
aumenta la funcion vasodilatadora y reduce el remodelamiento pulmonar en neonatos

de oveja con hipertension pulmonar neonatal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de sildenafil sobre las variables cardiopulmonares in vivo de

neonatos gestados en hipoxia cronica.

2. Determinar el efecto de sildenafil en la funcion vasoactiva (vasoconstriccion y
vasodilatacion) en arterias pulmonares pequefias ex vivo de neonatos gestados en

hipoxia cronica.

3. Determinar el efecto de sildenafil en la expresion de proteinas relacionadas a la via
vasodilatadora oxido-nitrérgica en tejido pulmonar de neonatos gestados en hipoxia

crénica.

4. Determinar el efecto de sildenafil sobre las caracteristicas morfo-estructurales de

arterias pulmonares pequefas in vitro de neonatos gestados en hipoxia cronica.



METODOLOGIA

Todos los procedimientos de cuidado y experimentacion animal fueron aprobados por
el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (CBA # 0761
FMUCH, anexo 1) y llevado a cabo segun las normas internacionales de la Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio (NIH) publicacion No. 85-23, revisada en
1996). Este proyecto fue financiando por los Proyectos FONDECYT 1151119 y
1201283, ambos dirigidos por el Dr. Emilio Herrera.

Animales

Se utilizaron 11 recién nacidos de oveja (Ovis aries) con HAPN, los cuales fueron
gestados, nacidos y estudiados en hipoxia cronica de altura (Putre, 3600 msnm) y
divididos en dos grupos al azar. El grupo control recibio el vehiculo (C, n =6, 1 ml NaCl
0.9% | / kg) y el grupo tratado recibié una dosis de sildenafil (S, n =5, Sildenafil 1 mg /
kg en NaCl 0.9% 1 ml/ kg). Los tratamientos se administraron de manera endovenosa
(EV) cada 12 horas durante 5 dias (desde los dias 4 a 8 post natal) (Figura 3). Los

animales fueron pesados y examinados todas las mafianas por un Médico Veterinario.
Preparacion quirurgica

Al tercer dia de nacidos, los corderos fueron sometidos a un procedimiento bajo
anestesia general para la colocacion de un catéter Swan Ganz (cardio-pulmonar) y
catéteres arterial y venoso sistémicos centrales (aorta y cava, via vasos femorales).
Esta cirugia se realiz6 bajo anestesia general utilizando un protocolo con xilacina 0.04

mg/kg y ketamina 10 mg/kg y bajo estrictas medidas aseépticas.
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Figura 3. Modelo experimental. Esquema temporal del protocolo experimental en los neonatos de
ovejas. Al dia 3 de vida, se les instalaron catéteres vasculares a los corderos. Los tratamientos se
administraron diariamente durante los dias 4 a 8 postnatal, para el grupo control (C, n=6) y el grupo
sildenafil (S, n=5). Se monitorearon las variables cardiovasculares diariamente desde el dia 4-29
postnatal. El dia 29 se realiz6 la eutanasia y se recolect6 tejido pulmonar para determinaciones de
funcién vascular (miografia de alambre), expresion proteica (Western Blot) y estructura vascular (Histo-
morfologia).

Luego de anestesiar a los recién nacidos, en el sitio quirdrgico se realizo tricotomia y
asepsia con clorhexidina al 2%, para luego realizar una infiltracion local con lidocaina
2%, permitiendo obtener un bloqueo local a nivel de la dermis. El catéter Swan-Ganz
fue insertado en la vena yugular derecha (Swan-Ganz 5F, Baxter), el cual consta de
una luz proximal (aproximadamente a 30 cm de la punta del catéter), una luz distal
(punta del catéter), un baldn, situado a 2 cm de la punta de éste y un termistor
(resistencia electronica utilizado como sensor de temperatura) (Figura 4). Al llegar al
atrio derecho, se procede a inflar el balon de latex el cual permite el avance del catéter,
impidiendo que choque con las estructuras intravasculares. A medida que el catéter es
introducido, se observan diferentes morfologias de curva de presion, indicando la

ubicacion anatémica en la cual se encuentra éste (Figura 5). Finalmente, la luz distal



del catéter quedara posicionado en la arteria pulmonar y la luz proximal a nivel de la
auricula derecha (Herrera y cols, 2007; Herrera y cols, 2008; Gonzalez-Candia y cols,
2020).

Salid imal 2
alida proxima Balén

Termistor

Salida
distal

Cable de medicion
del gasto cardiaco

e

Catéter distal

P

; . — Sistema de inflacion
Catéter proximal

Figura 4. Caracteristicas del catéter Swan-Ganz. El catéter Swan-Ganz posee 3 limenes (1
distal, 1 proximal y el sistema de inflacién), ademas de un termistor. Este catéter permite la
determinacién invasiva de la presién arterial pulmonar y el gasto cardiaco por el método de
termodilucién (imagen obtenida de Dones y cols, 2008).

Determinaciones in vivo

A través de los catéteres instalados se obtuvieron las determinaciones de variables
cardiovasculares como presion arterial pulmonar (PAP) y sistémica (PAS) y frecuencia
cardiaca (FC), con el uso de transductores de presion conectados a un sistema de

adquisiciéon de datos (PowerLab 8/35, ADInstruments).
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Figura 5. Morfologia curva de presidon de catéter Swan-Ganz segun ubicacidon anatémica.
El registro de presién en tiempo real permite la introduccién del catéter en arteria pulmonar (AP),
pasando por vena yugular, auricula derecha (AD), ventriculo derecho (VD). Ademas, es posible
determinar la presion de enclavamiento (PCP) (imagen obtenida de Dones y cols, 2008).

El gasto cardiaco (GC) fue determinado por termodilucién en triplicado (COM-2,
Baxter) y expresado en ml/min por kg de peso corporal. La medicién de GC es posible
realizarla, ya que, en el extremo distal del catéter Swan-Ganz, se ubica un termistor el
cual puede detectar cambios de la temperatura sanguinea en la arteria pulmonar.
Luego de una inyeccioén en auricula derecha de suero frio (3 ml 0°C), se genera una
variacion de temperatura, mediante la cual, aplicando el principio de la termodilucion,
es posible obtener un valor numérico y morfologia de curva que a partir de su
integracion computacional del &rea bajo la curva y la ecuacién modificada de Stewart-

Hamilton, permite obtener un valor de GC (Argueta y Paniagua,2019).

Con estos datos, ademas, se calcularon las presiones arteriales medias pulmonar
(mPAP) y sistémica (mPAS), ademas de las resistencias vasculares medias pulmonar

(RVP) y sistémica (RVS), segun las siguientes formulas:



SPAP + 2dPAP
3

mPAP (mmHg):

PAS + 2PAD

mPAS (mmHg): 3

Donde sPAP: presion arterial pulmonar sistélica; dPAP: presion arterial pulmonar diastélica; sSPAS:
presion arterial sistémica sistolica; dPAS: presion arterial sistémica diastolica.

ml
GC min | GC (L/min) * 1000

kg | peso corporal
mmHg
VP ( ,,Tﬁfq “mPAP
k " GC

Todas las variables in vivo se determinaron diariamente entre 9:00-11:00 AM y 9:00-
10:00 PM durante el tratamiento, y luego en las mafanas (9:00-11:00 AM) desde el
dia 9 al 29 de vida (Gonzélez-Candia y cols, 2020).
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Figura 6. Protocolo de infusion in vivo. Esquema del protocolo experimental de infusion de

sildenafil (S, n=5) y solucién salina (C, n=6), realizado cada 12 horas durante 5 dias de tratamiento.

Determinaciones ex vivo e in vitro

Al finalizar el periodo experimental (30 dias edad), los corderos fueron eutanasiados
con una sobredosis de Tiopental sédico (100 mg/kg via endovenoso lento), para la

coleccion de tejido pulmonar y su posterior andlisis ex vivo e in vitro.

Miografia de alambre. El pulmon derecho fue disecado de manera de obtener arterias

pulmonares pequefas de 3¢y 4 orden. De estas, se obtuvieron segmentos de 2mm
de largo que fueron montados en un midgrafo de alambre, mantenido a 37°C y
burbujeados con 95% O2 - 5% CO2. Las respuestas vasoconstrictoras y
vasodilatadoras se evaluaron a través de curvas de respuesta a concentracion-
acumulativa (CRC) a Potasio (K+; 4,72-125 mM), Serotonina (5Ht; 1019-10%),
Metacolina (MetCh; 101°-104) y Nitroprusiato de sodio (SNP; 10-1°-10) (Torres y cols,
2015). Para las curvas vasodilatadoras (MetCh y SNP), se pre-contrajo con 5Ht 10°.
Entre curvas se esperd al menos 30 minutos para asegurar un buen reposo de las

arterias (Herrera et al, 2007; Herrera et al 2008).

Expresion de proteinas en tejido pulmonar. Se determiné la expresion proteica de

PDE-5, eNOS, sGC y PKG en homogenizado de pulmdén derecho, mediante Western



Blot. El tejido disecado fue tratado con tampén de lisis, para degradarlo
mecanicamente, liberando las proteinas. Luego de realizada la electroforesis en gel;
método que permite separar las proteinas bajo un campo eléctrico, de acuerdo a su
movilidad electroforética, los lisados proteicos se cargaron en diferentes carriles del
gel, al cual se le aplicé un campo eléctrico para desplazar las proteinas hacia el polo
positivo. Luego de la migracion de las proteinas en el gel, estas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Esta membrana fue incubada con el anticuerpo primario
de interés y luego el secundario (Tabla 2) para revelarlo por quimioluminiscencia
(SuperSignal West Pico Luminol/Enhancer Solution, Pierce) y posteriormente
capturado por un scanner (Odissey Imaging system,Li-Cor Biosciences). Finalmente,
las fotografias fueron analizadas densitométricamente a través del programa Image J
(Torres y cols, 2015).

Tabla 1. Anticuerpos utilizados y condiciones experimentales para WB

Nombre Tipo PR Marca N° de catdlogo| Concentracion
Molecular
Anti-eNOS | Policlonal | 140 kDa | BP Transduction| o, oq¢ 1:1000
Laboratories
BD
Anti-PDE-5 | Policlonal | 120 KDa Transduction BD 611498 1:1000
Laboratories
Anti-sGCa | Policlonal | 72 KDa Santa Cruz Sc-376502 1:1000
Biotechnology
Anti-sGCb | Policlonal | 65 KDa | _oanaCruz 1o o419 1:1000
Biotechnology
. . Enzo Life ADI-KAP- )
Anti-PKG | Policlonal 75 KDa Sciences PKOO5 1:1000
B-actina | Policlonal | 42 KDa | 'hermoFisher |\~ ;s 1:5000
Scientific




Histologia: El pulmén izquierdo fue perfundido con solucién salina y paraformaldehido
(PAF) al 4%. Luego, fue cortado en cubos de 2x2 cm y sumergido en PAF 4% por 24
h a 4°C. Luego de eso, el tejido fue lavado e incluido en parafina y cortado en laminas
seriadas de 5 um de espesor y procesado con tincion Van Gieson para un analisis
vascular morfométrico. Las imagenes fueron capturadas a 100x y 400x. Con las
microfotografias se determind: diametro interno (DI), didmetro externo (DE), % area
luminal, espesor de pared muscular, % area muscular, espesor de adventicia, % area
adventicia. Las caracteristicas morfoestructurales de las arterias pulmonares fueron
determinadas mediante el software de analisis de imagenes ImageJ (Herrera y cols,
2008; Torres y cols, 2015; Astorga y cols, 2018), que permitié obtener las diferentes

dimensiones mediante las siguientes formulas:

Didmetro muscular externo — Diametro interno
2

Espesor muscular (um):

Didmetro total vascular — Diametro muscular externo
2

Espesor Adventicia (um):

Espesor de pared vascular (um): Espesor capa muscular

+ espesor capa adventicia

luminal
baminal o

Area Luminal (%): (Area -

. . muscular
Area Muscular (%): <Area ) 00
pared vascular

adventicia

Area Adventicia (%): <Area ) x100

pared vascular

Donde Area de pared vascular: area muscular + area adventicia



Analisis Estadistico

Todos los datos fueron expresados como promedio + ESM. Para la miografia de
alambre la respuesta vascular a potasio fue analizada usando el analisis sigmoidal de
Boltzmann, determinando la tensidbn maxima efectiva (Emax) y la concentracion media
méaxima efectiva (EC50). Todas las otras curvas de respuesta a concentracion (CRCs)
fueron analizadas usando una ecuacién de ajuste 6ptimo de respuesta-agonista. Los
resultados fueron comparados mediante el test de Kruskal-Wallis (ANOVA de una via,
no paramétrico) y la prueba de Dunn. Para las comparaciones intragrupo se utilizé la
prueba de Friedman. Los resultados obtenidos mediante histomorfometria y expresion
proteica fueron comparados con la prueba estadistica de Mann Whitney. Las
significancias estadisticas fueron aceptadas con P < 0.05 (Prism 5.0; GraphPad
Software)(Torres y cols, 2015). Por razones éticas y seguir los principios de las 3 R’s
en la experimentacion animal, se utilizd el menor numero de animales posibles. El
calculo del tamafio muestreal por grupo dio un n=5 (Charan & Kantharia, 2013).
Ademas, estudios previos del laboratorio han sido capaces de determinar resultados
fisiologicos y moleculares validos y publicables con un n de 5-6 animales por grupo
(Herrera y cols, 2008, Herrera y cols, 2010; Torres y cols, 2015; Gonzalez-Candia y
cols, 2020).



Participaciéon de la estudiante

Los procedimientos que fueron realizados por el equipo de investigacion antes de que
la alumna tesista se incorporara al Laboratorio corresponden a la generacion de los
animales, gestacion y parto en tierras altas, administracion de los farmacos, los
experimentos in vivo y ex vivo, la eutanasia y recoleccion de muestras para su posterior

andlisis. Los procedimientos que realiz6 la alumna tesista fueron:

e Tabulacién, procesamiento y analisis de los datos obtenidos en monitoreos in
Vivo.

e Tabulacién, procesamiento y analisis de los datos obtenidos en las miografias
de alambre ex vivo.

e Determinacion de los niveles de proteinas asociadas a moléculas vasoactivas
pulmonares por Western Blot.

e Procesamiento, obtenciébn de microfotografias, mediciones y analisis de
imagenes histologicas.

e Andlisis estadistico, expresion y discusion de los resultados.

e Escritura de la Tesis.



RESULTADOS

Determinaciones in vivo

Los animales fueron pesados a diario y no se observaron diferencias entre ambos

grupos, en sus pesos absolutos o ganancia diaria (Figura 7).
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Figura 7. Promedio de pesos de neonatos de oveja. Grupos experimentales corresponden al
control (C, n=6, simbolos rojos) y tratados con sildenafil (S, n=5, simbolos verdes). Barra negra
muestra el periodo de tratamiento. Los valores se expresan como promedio + S.E.M. Diferencia

significativa (P < 0,05): 1 dia 4 vs dia 28 (comparacion intragrupo).

La administracién diaria de sildenafil no generé diferencias sostenidas de la mPAP en
los neonatos de oveja con respecto a los controles mientras durd el tratamiento.
Respecto a las variables hemodinamicas pulmonares, el tratamiento con sildenafil no
genero diferencias entre los grupos C y S. Ambos grupos mostraron comportamientos
similares para valores en mPAS, RVS GCy FC, sin diferencias estadisticas entre ellos
(Figuras 9-10). Se evidenci6 diferencias significativas intra grupo de los dias 4 versus

28 para los valores de FC y GC.

Sin embargo, al evaluar el efecto agudo de la infusién, se pudo evidenciar que el uso
de sildenafil disminuye la mPAP basal durante la infusion y la etapa post-infusion, lo

gue también se vio expresado en una caida de la RVP (Figura 11). En relacién a los



efectos sistémicos, solo se evidencioé una caida de la mPAS de manera aguda en la
infusion de la mafana (AM), sin presentar cambios PM (Figura 12). A su vez, la infusion
de sildenafil no tuve efectos sobre la RVS (Figura 12) o cardiacos como FC y GC
(Figura 13).

El analisis de los valores pulmonares, hemodinamicos sistémicos y cardiacos durante
la infusion de vehiculo (NaCl 0,90%) en el grupo control, no tuvo efectos, sin
diferencias durante los periodos experimentales (basal, infusion y post-infusion) en

todas las variables evaluadas (Figura 14).
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Figura 8. Variables hemodinamicas pulmonares. (A) Presion arterial pulmonar media (MPAP) y
(B) Resistencia vascular pulmonar (RVP) durante el periodo experimental. Grupos experimentales
corresponden al control (C, n=6, simbolos rojos) y tratados con sildenafil (S, n=5, simbolos verdes).
Los valores se expresan como promedio + S.E.M. Barra negra muestra el periodo de tratamiento.
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Figura 9. Variables hemodinamicas sistémicas. (A) Presion arterial sistémica media (mPAS) y
(B) Resistencia vascular sistémica (RVS) durante el periodo experimental. Grupos experimentales
corresponden al control (C, n=6, simbolos rojos) y tratados con sildenafil (S, n=5, simbolos verdes).
Los valores se expresan como promedio + S.E.M. Barra negra muestra el periodo de tratamiento.
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Figura 10. Variables cardiacas. (A) Frecuencia cardiaca (FC) y (B) Gasto cardiaco (GC) durante
el periodo experimental. Grupos experimentales corresponden al control (C, n=6, simbolos rojos)
y tratados con sildenafil (S, n=5, simbolos verdes). Los valores se expresan como promedio +
S.E.M. Barra negra muestra el periodo de tratamiento. Diferencia significativa (P < 0,05): T dia 4

vs dia 28.
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Figura 11. Valores hemodinamicos pulmonares durante lainfusidn de sildenafil. Se muestran
los promedios de los periodos Basal, Infusién con sildenafil y Post-infusion. Los valores se
expresan como promedio + S.E.M, determinados durante la mafiana (AM, n=5) y la tarde (PM,
n=5). mMPAP: Presién arterial pulmonar media; RVP: Resistencia vascular pulmonar. Diferencia

significativa (P < 0,05): * vs basal del mismo dia.
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Figura 12. Valores hemodindmicos sistémicos durante la infusion de sildenafil. Se muestran
los promedios de los periodos Basal, Infusion con sildenafil y Post-infusién. Los valores se
expresan como promedio + S.E.M, determinados durante la mafiana (AM, n=5) y la tarde (PM,
n=5). mPAS: Presion arterial sistémica media; RVS: Resistencia vascular sistémica. Diferencia

significativa (P < 0,05): * vs basal del mismo dia.
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Figura 13. Valores cardiacos durante la infusién de sildenafil. Se muestran los promedios de
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frecuencia cardiaca. Diferencia significativa (P < 0,05): * vs basal del mismo dia.



Determinaciones ex vivo

La funcién vasoconstrictora de arterias pulmonares de resistencia fue determinada
mediante dosis ascendentes de K+, Serotonina y Endotelina-1, donde pudo
evidenciarse que ambos grupos presentaron una respuesta vasoconstrictora dosis
dependiente (Figura 14). Al respecto, el grupo tratado con sildenafil presentdé mayor
respuesta maxima y sensibilidad a K+ (Figura 14A). Ademas, el tratamiento con
sildenafil indujo una respuesta maxima mayor pero una sensibilidad menor a 5Ht con
respecto al grupo control (Figura 14B). En contraste, el grupo sildenafil presenté una

menor respuesta maxima a ET-1 en comparacion con el grupo control (Figura 14C).

Para determinar la funcién vasodilatadora de las arterias pulmonares, se evalué tanto
una via dependiente como independiente del endotelio, con metacolina y SNP
respectivamente. Bajo este contexto, grupo sildenafil mostré tener una respuesta
méaxima y sensibilidad aumentada respecto al grupo control, tanto para MetCh (Figura
15A) como para SNP (Figura 15B).
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Figura 14. Respuesta vasoconstrictora de arterias pequefias pulmonares. Curva dosis
respuesta de (A) KCI, de (B) Serotonina y de (C) Endotelina-1. Los histogramas insertos muestran
la respuesta maxima (Emax o Kmax) y la sensibilidad (EC50 o pD2). Los grupos son control (C,
simbolos rojos, n=6), y tratado con sildenafil (S, simbolos verdes, n=5). Se efectué un analisis de
varianza ANOVA de una via y la prueba de Dunn. Los resultados se expresaron como promedio *
ESM. Diferencias significativas (p<0,05): * vs C.
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Figura 15. Respuesta vasodilatadora de arterias pequefias pulmonares. Curva dosis
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tratado con sildenafil (S, simbolo verde, n=5). Se efectu6 un andlisis de varianza ANOVA de una
via y la prueba de Dunn. Los resultados se expresaron como promedio + ESM. Diferencias
significativas (p<0,05): * vs C.



Determinaciones in vitro

Para el analisis de expresion proteica, se cuantifico expresion de eNOS, GCsa, GCsf3
y PKG en tejido pulmonar, las que no mostraron diferencias significativas entre el grupo
control y grupo sildenafil (Figura 16). Sin embargo, la cuantificacion de PDE-5

demostro diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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Figura 16. Expresion de proteinas de la via eNOS-PDE5-PKG. Expresion proteica de (A) eNOS,
(B) sGCa, (C) sGCpB, (D)PDE-5, (E) PKG y (F) Imagen representativa de los Westerns blots. Los
grupos son control (C, barra roja, n=6), y tratado con sildenafil (S, barra verde, n=5). Se efectué la
prueba de U Mann-Whitney. Los resultados se expresaron como promedio = ESM.



El analisis histo-morfologico de las arterias pulmonares pequefias demostré que el
grupo tratado con sildenafil tuvo un diametro interno (Figura 17A), area luminal (17D)
y area muscular (17F) significativamente menor que el grupo control, manteniendo el
area de pared vascular (Figura 17E) similar entre ambos grupos. Consistentemente, el
area adventicia fue significativamente mayor en este grupo (Figura 17G), conservando

diametros totales vasculares similares entre ambos grupos.
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Figura 17. Histo-morfometria de arterias de resistencia de tejido pulmonar. (A) Didmetro
interno, (B) Diametro externo muscular, (C) Diametro total vascular, (D) % Area luminal, (E) %
Area pared vascular; (F) % Area Muscular; (G) Area adventicia. Se muestran figuras
representativas de los grupos son control (C, barra roja, n=6), y tratado con sildenafil (S, barra
verde, n=5) en H e |, respectivamente. Barra micrométrica: 100 pm. Se efectud la prueba de U
Mann-Whitney. Los resultados se expresaron como promedio + ESM. Diferencias significativas
(p=0,05): *vs C.
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Figura 14. Valores hemodinamicos pulmonares, sistémicos y cardiacos durante la infusién
de vehiculo en el grupo Control. Se muestran los promedios de los periodos Basal, Infusion con
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pulmonar; mPAS: Presion arterial sistémica media; RVS: Resistencia vascular sistémica; GC: gasto
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DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar el efecto de la administracion de
sildenafil, un inhibidor de la PDE-5, en neonatos de oveja sometidos a hipoxia crénica
de altura, evaluando su rol en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar

neonatal.

En esta tesis demostramos que el uso de sildenafil en neonatos de oveja no induce
diferencias permanentes significativas en las variables cardiopulmonares in vivo de la
evaluacion del tratamiento evaluado a largo plazo, como mPAP, RVP, mPAS y RVS.
Por esta razén, no se evidenciaron cambios clinicamente relevantes al comparar el
grupo tratado con su control al dia 28. Sin embargo, hubo diferencias significativas al
contrastar estas variables durante la infusion (diferencia entre las mediciones basal-
infusion y basal post-infusion para mPAP, RVP y mPAS), pero estos efectos no se
mantuvieron en el tiempo. Esto indica que sildenafil generd una disminucion aguda de
las variables cardiopulmonares, mPAP y RVP, principalmente por su efecto
vasodilatador pulmonar ya descrito (Herrera y cols, 2008). Esto ocurrié en presencia
de una pequefia baja de la mPAS solo durante la infusion de la mafiana, sin
modificaciones en la RVS. De hecho, la mPAS se mantuvo en valores fisiol6gicos
(Herrera et al, 2007), por lo que no lo consideramos como efecto adverso
hemodinamico sistémico (ej. Hipotension sistémica), tal como lo han visto otros autores
(Mikhail y cols, 2004; Shekerdemian y cols, 2002). Al contrastar estos resultados de
efecto agudo de la infusion de sildenafil con el grupo control , se pudo evidenciar que
efectivamente el efecto vasodilatador esta presente a nivel pulmonar en el grupo S. A
su vez, la administracion de sildenafil mejoré significativamente la funcion ex vivo de
arterias pulmonares de resistencia, pero sin cambios en la expresion de proteinas
asociadas a la via oxido-nitrérgica. Ademas, los estudios in vitro demostraron cambios
histomorfologicos significativos, con una pared vascular de similares caracteristicas en
ambos grupos, pero con diferencias significativas en el area luminal y adventicia.
Algunos de los resultados coinciden con nuestra hipétesis inicial, pero algunos son

opuestos a ella.



Respecto a las variables hemodinamicas, llama la atencion la falta de respuesta
vasodilatadora pulmonar al finalizar la monitorizacion pues previamente ha sido
demostrada la efectividad de sildenafil como vasodilatador pulmonar (Thompson y
cols, 2019; Herrera y cols, 2008). De hecho, ambos estudios previamente citados
demostraron una disminucion de la mPAP sin efectos deletéreos en mPAS, donde la
inhibicion de la PDE-5 por sildenafil gener6 una vasodilatacion mediada por el aumento
del cGMP. Esta ausencia de efecto vasodilatador a nivel crénico puede deberse
principalmente a que el farmaco ejerce su funcion solo mientras se esta administrando,
lo cual observamos en el presente estudio, sin generar un efecto acumulativo ni
permanente en el tiempo. De hecho, la administracién aguda de sildenafil produjo un
efecto vasodilatador pulmonar al comparar las variables de mPAP al momento de la
infusién y post-infusion con respecto al valor basal, pero que no persistiéo hasta la
siguiente dosificacién, 12 horas después, lo cual se pudo observar mediante la
comparacion de las variables en la etapa post-infusion luego de la administracion de
sildenafil en la mafiana y medicion basal realizada durante la tarde. Esto nos indica
gue la posologia utilizada en esta tesis podria haber sido un limitante frente a la falta
de resultados clinicos significativos, lo que podria ser modificada en futuras
investigaciones, ya que puede ser administrada en intervalos de 6 horas también, sin
exceder los 2 mg/kg (Dhariwal y Bavdekar, 2015). Respecto de la farmacocinética y
farmacodinamia de sildenafil en neonatos, Mukherjee y cols (2008) describieron un
modelo de dos compartimientos, con un volumen de distribucion 4 veces més alto que
en adultos, resultando en una vida media mas prolongada, lo cual, segun otros autores
se iria modificando a medida que aumenta la edad postnatal, a causa de la maduraciéon
hepatica con el paso de los dias y el aumento del clearence por la maduracién renal
(Dhariwal y Bavdekar, 2015). Luego de una dosis de carga seguido por una infusion
endovenosa, Cochius y cols (2020) describieron un peak plasmatico terapéutico de
sildenafil 1 hora después de comenzada la infusion. Por esta razon, se estima que una
posible alternativa es la realizacién de estudios de administracion continua de la droga
con monitorizacion hemodinamica permanente. Ademds, sildenafii no generd
disminucién de la mPAS comparativa con el grupo control segun lo reportado por

diversos autores como uno de los mayores efectos adversos (Dhariwal y Bavdekar,



2015; Feldman y cols, 2010; Lakshminrusimha y cols, 2016; Luecke y McPherson,
2017; Martinho y cols, 2020; Milger y cols, 2015). Por lo tanto, el tratamiento
administrado en esta Tesis podria ser mas efectivo bajo un régimen de administracion

mas frecuente (c/6 horas) o incluso de manera continua.

Durante la transicion desde la vida fetal a la neonatal, el pulmén debe realizar
complejos cambios fisioldgicos a tan solo minutos de nacer, donde el liquido pulmonar
debe ser aclarado rapidamente para permitir la entrada de aire y comenzar el
intercambio gaseoso al momento de nacer (Gupta y Paria, 2019; Morton y Brodsky,
2016). Este proceso es de vital importancia también para la transicion cardiovascular,
ya que los 4 shunts de la circulacion fetal (ductus arterioso, vasos umbilicales, ductus
venoso y foramen oval), debiesen ocluirse al nacer, llevando a un aumento de la
resistencia vascular sistémica. El cierre del ductus arterioso depende en gran medida
del aumento de oxigeno por lo que este proceso se ve disminuido en neonatos
hipdxicos (Gupta y Paria, 2019). Estudios previos del Laboratorio han demostrado
efectivamente que este proceso se enlentece en los recién nacidos de oveja a 3600
m, los que mantienen un ductus arterioso (DA) permeable con altas presiones y
resistencias arteriales pulmonares, incluso hasta el dia 9 después del nacimiento
(Alegria, 2018). Por esta razon y asociando nuestros resultados in vivo, seria
interesante plantear un protocolo de administracién de sildenafil hasta el cierre
funcional del DA. Este cierre se puede comprobar y controlar diariamente de manera

no invasiva por ecocardiografia Doppler (Alegria, 2018).

La respuesta funcional de las arterias pequeias de resistencia pulmonares ex vivo,
demostré que tanto el grupo control como sildenafil obtuvieron una respuesta contractil
frente a la administracién de K*, 5SHT y ET-1. La respuesta maxima de contraccion a
K* fue significativamente mayor en el grupo sildenafil, lo cual es opuesto a lo esperado
por nuestra hipotesis. Esto podria deberse al mayor espesor de la pared muscular o
mejor funcién de las CML, que estd asociado a una mayor capacidad contractil
(Herrera y cols, 2007). La funcion de CML ha sido asociada a una mayor actividad
voltaje dependiente de canales de Ca?* o un aumento a la sensibilidad de éste en las

células musculares lisas (Gonzalez-Candia y cols, 2020). Esta ultima opcion es



probable en las arterias estudiadas, ya que la cantidad de musculo liso, expresada
como espesor y diametro externo muscular fueron similares entre ambos grupos. Sin
embargo, los estudios de esta Tesis no son capaces de definir los mecanismos

involucrados en la sensibilidad a Ca?".

La respuesta maxima de contraccion a 5Ht también fue significativamente mas alta en
el grupo sildenafil, pero con menor sensibilidad. Una posible explicacién de esto, es
que los receptores 5Ht se vean alterados por el tratamiento vasodilatador con sildenafil
(Rivera Rosales, 2004). Futuros estudios debiesen enfocarse en la expresion y
actividad de estos receptores para dilucidar el mecanismo determinante y
predominante de esta respuesta. De hecho, tanto la disminucién de receptores como
la hipoxia cronica podrian aumentar de manera compensatoria la expresion de vias

seretoninérgicas (Rivera Rosales, 2004).

Por otro lado, y a diferencia de lo ocurrido con 5Ht, la respuesta contractil maxima a
endotelina-1 fue significativamente menor en el grupo tratado con sildenafil. Esto fue
un hallazgo positivo al tratamiento y podria deberse a la recuperacion de la funcion
endotelial evidenciada por los estudios miograficos. De hecho, el dafio endotelial es
una de las causas mas frecuentes de aumento de sintesis y liberacion de ET-1 (Rivera
Rosales, 2004). Es més, el uso combinado de sildenafil y NOi ha disminuido los niveles
de ET-1 plasmética en nifios con HAPN (Li y cols, 2009).

ET-1 es el vasoconstrictor mas potente conocido, altamente expresado en pulmén (5
veces mas que en otros o6rganos)(Chester y Yacoub, 2014) produciendo
vasoconstriccion intensa a bajas concentraciones. Ademas, ET-1 determina la
proliferacion de células de la musculatura lisa pulmonar, donde en diversos estudios
se ha visto que el bloqueo de este receptor, ha atenuado la hipertensién arterial
pulmonar y disminuido la hipertrofia muscular lisa (Distefano y Sciacca, 2015). Los
niveles séricos de ET-1 en recién nacidos con HAPN son mas altos comparados con
recién nacidos sanos, considerdndose un parametro que permite evaluar la severidad
de la patologia y la disminucién sérica de estos, considerarse un progreso en la
recuperacion (Endo y cols, 2001). De acuerdo a todo lo anterior, el tratamiento con

sildenafil pudo disminuir el efecto vasoconstrictor de ET-1 en pulmoén, lo cual es un



importante hallazgo. En particular, se ha descrito que en HAPN, los receptores tipo A
juegan un rol en el aumento del tono vasoconstrictor, sugiriendo también una reduccion
en la actividad de los receptores tipo B, tal como lo descrito por Dupuis y Hoeper
(2008), quienes indican una relacion ETa:ETp de 30:70 en tejido pulmonar sano. Los
receptores ETa, localizados principalmente en la musculatura lisa, son los
responsables de la actividad vasoconstrictora, mientras que la mayor proporcion de
receptores ETb se ubican en las células endoteliales, siendo responsables de la
vasodilatacion (Heymann, 1999). Por lo tanto, nuestros hallazgos podrian ser
mediados por una disminucion de la expresion o activacion de los receptores Eta o un
aumento de sus receptores ETb. EI mecanismo especifico de esta respuesta debe ser
investigado en futuros estudios pues es uno de los aspectos mas beneficiosos del
tratamiento con sildenafil.

El estudio de relajacion independiente de endotelio, a través de la administracién de
SNP evidenci6 una respuesta vasodilatadora en ambos grupos, siendo
significativamente mayor y mas sensible en el grupo sildenafil. Esto demuestra que
adicionar un precursor de NO, actia generando liberacion de este mismo hacia la
CML. Esto genera mayor biodisponibilidad de cGMP, activando proteina quinasa G
tipo 1 (PKG1) y disminuyendo la concentracién de calcio intracelular, provocando una
relajacion del musculo liso (Befaldo y cols, 2017; Cabral y Belik, 2013; Dakshinamuirti,
2005; Storme, 2013). Este hallazgo demuestra que sildenafil mejora y revierte la
disfuncién vasodilatadora dependiente de musculo liso (Balarini y cols 2013; Schwartz
y cols, 2013), lo cual se condice con el hallazgo histomorfologico al tener ambos grupos
similar espesor de pared vascular. A la vez, el grupo sildenafil presenté una mayor
sensibilidad y respuesta maxima a metacolina, un inductor de vasorelajacion
dependiente de endotelio. Este resultado es aun mas relevante considerando que el
grupo control no presentd respuesta vasodilatadora a metacolina, evidenciando la
existencia de una marcada disfuncién vascular. Esta es una demostracion categorica
de que la disfuncién endotelial es una patologia presente en estos neonatos de oveja
expuestos a hipoxia cronica; y que sildenafil pudo recuperar dicha funcion (Herrera y
cols, 2007; Torres y cols, 2015). A nuestro entender, esta respuesta es la mas

importante de este estudio, que demuestra una clara mejora en la funcion



vasodilatadora endotelial, via eNOS, PGI2 o del Factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF) (Torres y cols, 2015). La metacolina es un agonista colinérgico
(analogo de acetilcolina) el cual actia uniéndose y activando receptores muscarinicos,
por lo que su funcion es dependiente de un endotelio funcional, permitiendo la
liberacion de NO (Barreto y cols, 2003). Los mecanismos que determinan esta mayor
respuesta vasodilatora en el grupo sildenafil, se basan principalmente en las
caracteristicas funcionales de las células endoteliales, pero aun desconocemos cuales

serian las vias endoteliales recuperadas.

Los hallazgos de histologia mostraron una respuesta paradojal para el grupo sildenafil,
pues presentaron una disminucion del lumen, con similares espesores de pared
vascular y muscular. Esto representa un remodelado concéntrico hipertrofico de las
arterias (Mulvany, 2012), segun nuestros hallazgos, dependiente de un aumento de la
capa adventicia. Contradictorio a muchos estudios, un tratamiento vasodilatador
debiese revertir este tipo de remodelamiento inducido por aumento de presion
intravascular (Mulvany, 2012). Para explicar esta paradoja, especulamos que luego de
terminar con el tratamiento de sildenafil (dia 8 post natal), existe un efecto rebote
inducido por la hipoxia cronica y la ausencia del vasodilatador pulmonar. Con esto,
durante los 25 dias posteriores al término del tratamiento es posible que se volvieran
a activar mecanismos de remodelamiento arterial pulmonar (Herrera y cols , 2007,
Llanos y cols, 2011; Sharma y Lakshminrusimha , 2015; Stenmark y cols, 2006;
Teixeira-Mendonca y Henriques-Coelho, 2013; Zhao y cols, 2001). Uno de los
mecanismos que producen estos cambios histologicos es la liberacion de factores
troficos como HIF y NFkB, los cuales estan mediados por hipoxia cronica, pudiendo
llegar niveles hasta 13 veces mas altos en tejido pulmonar (Liu y cols, 2019; Patel y
cols, 2017). Ademas, la proliferacién de fibroblastos hacia miofibroblastos en la capa
adventicia y cambios transicionales de las células endoteliales hacia mesenquimales,
contribuyen al engrosamiento de la vasculatura, como también una excesiva
acumulacion de matriz extracelular, como colageno, elastina, fibronectina y tenascina
(Stenmark y cols, 2006).



El analisis de expresion de proteinas no evidencia diferencias entre los grupos
experimentales eNOS, GCsa, GCsB y PKG lo cual podria asociarse a que estamos
evaluando la via canonica eNOS-sGC-PKG, la cual es la mas importante en la
vasodilatacion pulmonar, pero no la Unica (Martinho y cols, 2020), teniendo en cuenta
gue para que el proceso de vasodilatacion ocurra es necesario una disminucion de los
niveles citosdlicos de calcio y un aumento en la actividad e la fosfatasa de la cadena
liviana de miosina (MLCP). Sin embargo, PDE-5 tuvo una disminucion
estadisticamente significativa en el grupo sildenafil, lo cual nos indica que los neonatos
bajo tratamiento tienen una menor degradacion de GMPc. Esto deriva en una
vasodilatacion mas marcada, lo que se pudo comprobar en las arterias pequefias de
resistencia sometidas a metacolina en las miografias de alambre. Otra via no evaluada
en esta Tesis asociada a la accion de sildenafil, podrian ser componentes rio abajo de
esta cascada de sefalizacion, u otras vias vasodilatadoras como PGI2 y EDHF
(Martinho y cols, 2020; Poitras y cols, 2020; Zhao y cols, 2001). Ademas, sildenafil
podria modular negativamente vias vasoconstrictoras como ET-1 (Liu y cols, 2018),
expresiones que no fueron determinadas en esta Tesis, pero que si demostraron una

disminuida respuesta en el estudio ex vivo.

Es importante recordar que la fisiologia circulatoria pulmonar difiere de la sistémica,
manteniendo un mecanismo homeostatico intrinseco, donde se produce una respuesta
importante frente a disminuciones de la presion de oxigeno alveolar, lo que se conoce
como vasoconstriccion pulmonar hipéxica (VPH) y que consiste en la contraccion
reversible de la musculatura lisa de pequefios vasos, optimizando la relacion
ventilacién-perfusion (West, 2016). Es por ello, que la altura es un estimulo potente
para generar vasoconstriccion pulmonar hipdxica, donde mediaran sustancias
vasoactivas, generadas tanto por el endotelio como por el musculo liso vascular
(Chestery Yacoub, 2014; Endo y cols, 2000; Endo y cols, 2001). Los hallazgos clinicos
de nuestro estudio indican que la dosis y ventana terapéutica de sildenafil, evaluadas
en esta Tesis, son incapaces de contrarrestar los intensos efectos vasoconstrictores

de la hipoxia crénica en el territorio pulmonar neonatal. Por lo tanto, especulamos que



este tratamiento asociado a oxigenoterapia, como ocurre en situaciones clinicas (Jain

& McNamara, 2015), podria tener una efectividad mayor.

La fosfodiesterasa 5 es un regulador clave en la reactivad vascular pulmonar de los
recién nacidos (Martinho y cols, 2020). Existen 11 isoformas de fosfodiesterasas,
donde PDE-5 esta altamente expresada en el pulmén de neonatos. Desde el afio 2012,
la FDA notific6 que no recomienda el uso de sildenafil en nifios, debido a una
importante alza de muertes bajo tratamiento de dosis alta de sildenafil y uso cronico,
como también, por no ser eficaz en mejorar la capacidad de ejercicio. Sin embargo,
posteriormente una revision Cochrane realizada por Kelly y cols (2017) de la eficacia
y seguridad del uso de sildenafil (administrado por cualquier ruta) para el tratamiento
de hipertension pulmonar neonatal, incluyé cinco estudios con 166 pacientes, y
demostré una disminucion significativa de la tasa de mortalidad en el grupo sildenafil
comparada con placebo. A la vez, no se reportaron estudios en los cuales hubiese
diferencias significativas entre grupo sildenafil versus grupo control activo (bajo
tratamiento de otras drogas vasodilatadoras), ni tampoco se reportaron efectos
adversos (Kelly y cols, 2017). Por todo lo anterior, los autores concluyeron que
sildenafil tiene el potencial de disminuir la mortalidad de HAPN mejorando los indices
de oxigenacion (10), especialmente en lugares donde el tratamiento de INO no esta

disponible.

Clinicamente, los neonatos humanos con HAPN manifiestan taquipnea, cianosis, y
aumento del indice de oxigenacion. Es por esto que, para su diagndstico y tratamiento
definitivo es necesaria la realizacion de pruebas complementarias especificas como
gases arteriales, ecocardiografia doppler, radiografias de térax y electrocardiografia
entre otros, las cuales podria no estar disponibles en algunos centros de salud. En el
caso de este modelo animal, los neonatos de oveja presentaban principalmente
taquipnea con confirmacion del diagnéstico via ecocardiogréafica. El sildenafil aun se
considera “off label”, o uso fuera de indicacién, a pesar de que existe evidencia de al
menos 20 reportes clinicos, multiples controles randomizados, estudios prospectivos

y metaandlisis, los cuales reportan su eficacia al ser administrado por via oral. La dosis



utilizada varia de 0.5-2 mg/kg cada 6 horas, con una titulacién basada en la respuesta
obtenida, no sobrepasando los 8 mg/kg dia (Li y cols, 2021).También se reporta su
uso de manera intravenosa como se ha realizado en esta tesis, intra-traqueal, enteral
y en forma de nebulizacién tanto en modelos animales como en humanos (Engelbretch
y cols, 2008; Evers y cols, 2020; Thompson y cols, 2019). Si bien la dosis utilizada en
esta tesis fue menor en posologia que lo indicado en otros estudios, se pudo evidenciar
cambios significativos positivos para ciertas variables medidas y estudios ex vivo, lo

gue nos indica que es un farmaco potencialmente efectivo para la HAPN.

La importancia de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas radica en que al menos
un 30% de recién nacidos son resistentes a la terapia convencional de iINO para HAPN
(Lakshminrusimha y Keszler, 2015; Martinho y cols, 2020). Ademas, se debe
considerar que el costo de iINO es alto y requiere de equipamiento y entrenamiento
especial, al igual que la ECMO. Al no existir este grado de especializacion, tecnologia
e infraestructura disponibles, es imperativa la busqueda de terapias como sildenafil
gue permita la estabilizacion y mejora de recién nacidos con esta patologia (El-
Ghandour y cols, 2020), sobre todo en poblaciones de tierras altas que se caracterizan

por ser mas empobrecidas (Herrera y cols, 2015).

En resumen, esta tesis demuestra que el uso de sildenafil como terapia vasodilatadora
podria ser prometedora en neonatos de oveja gestados y nacidos en hipoxia cronica,
principalmente por sus efectos agudos en la funcion vasodilatadora pulmonar pero mas
aun, por los cambios positivos observados en la funcién ex vivo, mejorando la
disfuncién endotelial 21 dias después del cese del tratamiento, Si bien, al realizar la
infusién cada 12 horas, no se observaron efectos en las variables cardiopulmonares a
largo plazo, se estima necesario ahondar mas al respecto como también por los
efectos obtenidos en la estructura vascular. De igual forma es necesario destacar que
a pesar de este pobre efecto cardiovascular in vivo a largo plazo, no se evidencio
ningun efecto rebote, algo ya descrito en el tratamiento con iNO (Hussain y cols, 2017;
Kelly y cols, 2017). Una posible causa de la falta de efecto clinico es el tiempo de

tratamiento, la dosis administrada, o necesidad de complementar con oxigenoterapia.



Por lo tanto, creemos que futuras investigaciones debiesen centrarse en el efecto de
la administracion cronica de esta droga y/o su asociacidn con oxigenoterapia. Es
importante destacar que a pesar de no evidenciar este efecto, sildenafil ha demostrado
ser un farmaco util en el tratamiento de hipertensién arterial pulmonar del neonato,
donde su administracién de manera precoz en los neonatos de oveja no presentd
ningun efecto adverso (Al Omar y cols, 2016; Gonzalez y cols, 2019; Feldman y cols,
2010). Esto amerita mayor investigacion de los efectos de sildenafil en la funcion

vascular pulmonar en neonatos de tierras altas.

Conclusioén

Esta tesis demostr6 que sildenafil ejerce un efecto importante en la funcion
vasodilatadora ex vivo y una recuperacion de la funcion endotelial pulmonar en los
neonatos de oveja gestados y nacidos en hipoxia hipobérica crénica, principalmente
por los resultados miogréficos en consecuencia con la expresion proteica de PDE-5.
Estimamos que se justifica la realizacion de mas estudios para determinar los
mecanismos involucrados, considerando que su uso es mucho mas accesible (costo y
disponibilidad) para el tratamiento de la HAPN, sobretodo en zonas altiplanicas donde

no se tiene acceso a las terapias tradicionales o consideradas “Gold estandar”.
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