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RESUMEN

La hipoxia cronica durante la gestacion es una condicion critica que deriva
en estrés oxidativo y disfuncion cerebrovascular en el neonato, pudiendo tener
repercusiones en la vida adulta. Debido a que la hipoxia y el estrés oxidativo son los
principales inductores de la disfuncién y remodelamiento vascular, se ha propuesto
utilizar la administracion terapéutica de melatonina (M) como vasodilatador y
antioxidante, de hemina (H) como vasodilatador y antiproliferativo, y de sildenafil (S)
como vasodilatador para revertir esta disfuncion. En este estudio se pretende
evaluar los efectos que estos farmacos tendrian a nivel de la vasculatura cerebral.

La hipétesis de esta Tesis es que el tratamiento neonatal con MHS mejora la
funcion vasodilatadora y disminuye el remodelamiento vascular y el estrés oxidativo
cerebral inducido por la hipoxia crénica.

El objetivo fue determinar los efectos de M, H y S sobre la funcién, estructura y
estrés oxidativo, de las arterias cerebrales medias de corderos gestados y nacidos
en hipoxia cronica.

Se desarrollaron 5 grupos experimentales de corderos gestados y nacidos
en hipoxia crénica a una altitud de 3.600 metros con los siguientes tratamientos:
vehiculo o control (CN), melatonina (M), hemina (H), sildenafil (S) y el tratamiento
combinado (MHS). Una vez terminado los tratamientos, los animales se
mantuvieron por al menos 1 semana para luego extraer las arterias cerebrales
medias (ACM) y evaluar su funcion vasoconstrictora en respuesta a cloruro de
potasio (KCI), serotonina (5Ht), tromboxano (TX) y endotelina (ET), y vasodilatadora
en respuesta a metacolina (MetCh) y nitroprusiato de sodio (SNP), mediante
miografia de alambre. A la vez, estas muestras fueron sometidas a un analisis
morfoestructural mediante histologia e inmunohistoquimica con marcadores de
remodelamiento, proliferacion y estrés oxidativo.

Se observo un aumento de la respuesta contractil a K*, 5SHty TX, de las ACM
tratadas con hemina. Por otro lado, M, H y S presentaron una mayor respuesta
vasodilatadora a MetCh. No se encontraron diferencias respecto al analisis
morfoestructural ni inmunohistoquimico para remodelamiento y proliferacion,
mientras se observo un aumento del marcador de estrés oxidativo 4HNE en el grupo
S. En general, los tratamientos presentaron un efecto vasodilatador ex vivo sin
demostrar otros efectos importantes sobre las ACM, al menos 1-3 semanas después
de finalizados.



En conclusion, las terapias evaluadas tienen efectos vasodilatadores en ACM
de neonatos hipoxicos cronicos, evidenciando una proteccion endotelial de estas
arterias.



ABSTRACT

Chronic hypoxia during pregnancy is a critical condition that leads to oxidative
stress and cerebrovascular dysfunction in the neonate, which can have
repercussions in adult life. Since hypoxia and oxidative stress are the main inducers
of vascular dysfunction and remodeling, it has been proposed to use the therapeutic
administration of melatonin (M) as a vasodilator and antioxidant, of hemin (H) as a
vasodilator and antiproliferative, and of sildenafil (S) as a vasodilator to reverse this
dysfunction. This study aims to evaluate the effects that these drugs would have on
the cerebral vasculature.

In this Thesis, we hypothesised that a neonatal treatment with MHS improves
vasodilator function and decreases vascular remodeling and brain oxidative stress
induced by chronic hypoxia.

The objective was to determine the effects of M, H and S on the function, structure
and oxidative stress of the middle cerebral arteries of lambs gestated and born in
chronic hypoxia.

We used 5 experimental groups of lambs gestated and born in chronic
hypoxia at 3,600 meters with the following treatments: vehicle or control (CN),
melatonin (M), hemin (H), sildenafil (S) and the combined treatment (MHS). Once
the treatments were finished, the animals were kept for at least 1 week to then extract
the middle cerebral arteries (MCA) and evaluate their vasoconstrictor response to
potassium chloride (KCI), serotonin (5Ht), thromboxane (TX) and endothelin (ET),
and vasodilator response to methacholine (MetCh) and sodium nitroprusside (SNP),
in a wire myograph. At the same time, these samples were subjected to a
morphostructural analysis by histology and immunohistochemistry with markers of
remodeling, proliferation and oxidative stress.

We observed an increase in contraction in response to K +, 5Ht and TX, of
the MCA treated with hemin. On the other hand, M, H and S presented a greater
vasodilator response to MetCh. No differences were found in the morphostructural
or immunohistochemical analysis for remodeling and proliferation, while for oxidative
stress marker, 4HNE was increased in S. The treatments have an ex vivo
vasodilatory effect without demonstrating other important effects on MCAs, at least
1-3 weeks after the end of the treatments.

In conclusion, the treatments have vasodilator effects on MCA from chronic
hypoxic neonates, showing an endothelial protection of these arteries.



ABREVIATURAS

ACM: Arterias cerebrales medias
ADMA: Dimetilarginina asimétrica
ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

BH2: Dihidrobiopterina

BHA4: Tetrahidrobiopterina

BKCa: Canales de potasio activados
por calcio

CAT: Catalasa

CN: Grupo control

CO: Mondxido de carbono

COX: Ciclooxigenasa

EDHF: Factor hiperpolarizante
derivado de endotelio

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial
ERO: Especies reactivas de oxigeno
ET-1: Endotelina 1

GCs: Guanilato ciclasa soluble
GMPc: Guanosin monofostato ciclico
GSH: Glutatién

GSHPXx: Glutation peroxidasa

GTP: Guanosin trifosfato

H: Grupo hemina

HAPN: Hipertension arterial pulmonar
neonatal

HE: Hematoxilina - Eosina

HIF-1: Factor inducible por hipoxia
HO: Hemooxigenasa

H202: Peroxido de hidrégeno

iINOS: Oxido nitrico sintasa inducible
LPX: Lipooxigenasa

M: Grupo melatonina

MetCh: Metacolina

MHS: Grupo triterapia

MT1: Receptor de melatonina tipo 1
MT2: Receptor de melatonina tipo 2
NADPH: Nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

OHe: Radical hidroxilo

ONOO": Peroxinitrito

O2: Oxigeno molecular

*O2: Anion superéxido

PDEDS5: Fosfodiesterasa tipo 5

PKG: Proteina quinasa G

REDOX: Reacciones de 6xido -
reduccién

S: Grupo sildenafil

SNP: Nitroprusiato de sodio

SOD: Superoéxido dismutasa

TX: Tromboxano

U46619: Mimético de tromboxano
VEGF: Factor de crecimiento vascular
endotelial

5Ht: Serotonina



INTRODUCCION

La hipoxia es la disminucién en el aporte de oxigeno segun las demandas
fisiologicas de un tejido u 6rgano. Esta condicién suele ocurrir en circunstancias
como la exposicion a una presion atmosférica disminuida (>2,500 metros de altura),
intoxicacion por monoxido de carbono (CO), anemia grave, insuficiencia pulmonar
0 isquemia tisular, entre otras (Cao, 2015; Frosch et al., 2015; Sanchez et al., 2016;
Couto and Nelson, 2010).

Hipoxia perinatal

La hipoxia perinatal es uno de los principales desafios durante la vida fetal y
neonatal temprana. Se puede presentar como hipoxia aguda, en cortos periodos
gue duran algunos minutos asociados al trabajo de parto, contracciones uterinas y
compresiones del cordén umbilical; o como hipoxia cronica, en periodos que pueden
durar varias semanas o incluso meses (Giussani, 2016). Su adecuado manejo es
fundamental pues es de las mayores causas de morbimortalidad perinatal (Pearce,
2006). A la fecha, aun no existe un meétodo terapéutico que termine o disminuya de
manera efectiva las complicaciones de este cuadro. Ademas, si la hipoxia es muy
severa o prolongada durante la gestacién, podria dejar al cerebro susceptible a
encefalopatia hipéxica-isquémica, ademas de generar una programacion fetal,
teniendo efectos a corto y largo plazo que derivan finalmente en problemas en la
vida adulta (Li et al., 2012). Parte de estos efectos podrian impactar a nivel cardiaco,
cerebrovascular y endocrino (Longo & Pearce, 2005), generando deficiencias
cognitivas, epilepsia, paralisis cerebral e incluso la muerte (Gunn et al., 2009; Li et
al., 2012; Low et al.,1985; Gunn & Bennet, 2009).

La respuesta vascular a la hipoxia crénica en el cerebro perinatal es Unica y
compleja (Bennet et al., 2012; Baburamani et al., 2013). El encéfalo inmaduro es
particularmente sensible a la hipoxia y susceptible al dafio oxidativo debido a la alta
demanda de oxigeno en comparacion con otros tejidos o el cerebro de un adulto, y
por la alta concentraciobn de lipidos con &cidos grasos poliinsaturados que
incrementan el riesgo de peroxidacion (Miller et al., 2012). Ademas, los neonatos
tienen un mayor consumo de Oz (> tasa metabdlica), menores niveles plasmaticos
de antioxidantes como glutation peroxidasa (GSHPXx), superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), beta-carotenos y vitamina E entre otros (Bracci & Buonocore, 1998;
Gopinathan et al., 1994). A esto se le agrega una disminuida actividad enziméatica
antioxidante (Aversa et al., 2012; Saugtad, 2005), lo cual se agrava mas en altura
(Herrera et al., 2015). De hecho, a gran altitud, la hipoxia modula las sefales
adrenérgicas y serotoninérgicas en la vasculatura cerebral (Gilbert et al., 2003),
disminuyendo la relajacién dependiente de endotelio (Williams & Pearce 2006).
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Después del nacimiento, los periodos de disminucion en el aporte de oxigeno
desencadenan una respuesta tanto en el sistema respiratorio como cardiovascular
gue rapidamente reestablecen la oxigenacion sanguinea para permitir la perfusion
y oxigenacion de todos los 6rganos y tejidos del individuo (Barret et al., 2016c¢). Sin
embargo, dentro del Utero, el aporte de oxigeno es considerablemente menor y esta
limitado por la placenta, por lo que el feto cuenta con una serie de adaptaciones que
aseguran que el aporte de oxigeno supere las demandas metabdlicas (Giussani,
2016). Es asi como, en respuesta a hipoxia aguda se produce una marcada
bradicardia (Boddy et al.,1974; Giussani, 2016; Michaeli et al., 2020) y una intensa
vasoconstriccion periférica, ademas de una disminucion de los movimientos fetales
(Giussani et al.,1995; Michaeli et al., 2020). Lo anterior disminuye el consumo de
oxigeno (Rurak & Gruber, 1983), sin alterar el débito cardiaco y la perfusion central
(Anderson et al.,1986). La redistribucién del flujo sanguineo desde los tejidos y
organos menos esenciales, como los del tracto digestivo y extremidades inferiores,
a los mas esenciales como encéfalo, miocardio y adrenales, es fundamental en
mantener la viabilidad fetal en hipoxia aguda (Jensen et al.,1999). La bradicardia y
la vasoconstriccion periférica es desencadenada por un quimioreflejo carotideo
(Giussani et al.,1993), mientras que la vasoconstriccion de los 6rganos periféricos
se produce por catecolaminas liberadas desde las adrenales (Fletcher et al., 2006),
por aumento del tono simpatico local (Cohen et al., 1982) y generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Thakor et al., 2015; Kane et al., 2014). Por otro lado,
la vasodilatacion del territorio cerebral se produce por 6xido nitrico (NO), adenosina
y prostanoides (Hunter et al., 2003; Blood et al., 2003; Nishida et al., 2006).

En contraste con el gran conocimiento de los efectos de la hipoxia aguda, la
respuesta cerebrovascular frente a la hipoxia cronica durante la gestacion ha sido
dificil de dilucidar. La evidencia actual indica que la respuesta se mantiene de
manera similar a la hipoxia aguda, continuando la redistribucién con
vasoconstriccion periférica y vasodilatacion encefélica (Giussani, 2016; Allison et
al., 2016; Herrera et al., 2016). La persistente redistribucién del aporte sanguineo
asegura la llegada de oxigeno y nutrientes al encéfalo en desmedro de los 6rganos
periféricos, lo que produce alteraciones, como por ejemplo, crecimiento asimétrico,
con un menor tamafo del cuerpo y una cabeza de tamafio relativamente normal
(Giussani et al., 2007; Soria et al., 2013; Herrera et al., 2016), presentandose
ademas menor desarrollo de érganos como rifiones y pancreas (Dorey et al., 2014;
Limesand et al., 2005). Sin embargo, pareciera que la respuesta hemodinamica fetal
disminuye a medida que la hipoxia se extiende en el tiempo (Herrera et al., 2016),
presentando una vasodilatacion cerebral menor. Ademas, la vasoconstriccion
periférica persistente produce remodelamiento cardiaco debido al aumento de la
poscarga (Salinas et al.,2010). En esta respuesta hemodinamica a hipoxia crénica
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también participa el aumento de ERO (Allison et al., 2016; Herrera et al., 2010;
Herrera et al., 2014a).

Ademas del problema intrinseco de la falta de oxigeno, diversos estudios han
demostrado que la hipoxia crénica en la etapa perinatal es capaz de generar estrés
oxidativo (Herrera et al., 2014, Farias et al., 2016) debido al aumento de ERO por
una incompleta reduccion del oxigeno (Clanton, 2007; Sylvester et al., 2012).

Estrés oxidativo perinatal

El estrés oxidativo ocurre por el desbalance entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno y la habilidad endogena de detoxificar los intermediarios
reactivos, donde las ERO superan la capacidad antioxidante (Giussani et al., 2012;
Sylvester et al., 2012; Villamor et al., 2019). Por otro lado, el estrés reductivo, se
podria producir por la disminucion excesiva de ERO debido también a un
desbalance en las reacciones de oxido reduccién (REDOX), que deriva en
disminucién del metabolismo y respuesta al crecimiento celular y funcion
mitocondrial (Pérez et al.,, 2017). El equilibrio entre las reacciones de Oxido
reduccion es indispensable para mantener la homeostasis celular. De hecho,
pequefias cantidades de ERO son necesarias para el normal funcionamiento y
diferenciacion de tejidos, actuando como importantes moléculas de sefializacion
celular (Herrera et al., 2014a; Pérez et al., 2017).

Los radicales libres son &tomos o moléculas altamente reactivas e inestables
debido a que presentan un electron desapareado en su orbital mas externo (Floyd,
1990; Valdez et al., 2000). Reaccionan rapidamente con otras moléculas cercanas
para capturar el electron que les falta para lograr su estabilidad, transformandola en
un radical libre también (Buonocore & Groenendaal, 2007). Los radicales libres que
contienen oxigeno se denominan ERO. Las ERO mas importantes son el anién
superoxido (+O2), el radical hidroxilo (OH¢) y las especies tdxicas no radicalarias
peréxido de hidrégeno (H202) y oxigeno molecular (O2). De estos, el primero en
formarse, es el *O2, cuando el oxigeno adquiere un electron adicional, dando luego
origen a los ERO secundarios H202 y OH- (Miller et al., 2012). ElI H202 puede
reaccionar con el Fe*2 mitocondrial formando OH- mediante la reaccién de Fenton
(Sutton & Winterbourn, 1989). Ademas, el NO producido por la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS) esta también implicado en el dafio celular por radicales libres. EI NO
es un radical libre débil que no reacciona con la mayoria de las moléculas bioldgicas,
pero que al combinarse con *O2 se transforma en peroxinitrito (ONOO), una
especie reactiva de nitrogeno que produce peroxidacion lipidica (Rodrigo et al.,
2005).



Entre las fuentes enziméticas que producen ERO en mamiferos se
encuentran la cadena transportadora de electrones, NADPH oxidasa, el sistema
citocromo P450 monoxidasa, xantina oxidasa, NOS, ciclooxigenasa (COX) y
lipooxigenasa (LPX) (Apel & Hirt, 2004; Dowling & Simmons, 2009). En el sistema
vascular, las principales fuentes de anion superoxido son la NADPH oxidasa, la
xantino oxidasa, la oOxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) desacoplada y la
mitocondria (Katusic, 1996; Foérstermann & Sessa, 2012). ERO tienen efectos
directos sobre las células musculares lisas y fibroblastos, en proteinas, lipidos e
hidratos de carbono, lo que altera las membranas celulares, desactiva algunas
enzimas y dafia los acidos nucleicos que conforman el ADN y ARN. Tanto el estrés
oxidativo como la hipoxia inducen cambios funcionales y estructurales en el sistema
cardiovascular (Torres et al., 2015; Herrera et al., 2007).

Parte de los efectos patologicos del estrés oxidativo es la disfuncién
endotelial, en gran medida por la alteracion de componentes vasodilatadores como
el NO endotelial. En condiciones de estrés oxidativo, la union de NO con *Oz" impide
que cumpla su funcion bioldgica vasodilatadora, siendo este mecanismo el mas
importante de la disfuncion endotelial (Lara, 2014).

La eNOS es una flavoenzima dependiente de calcio que oxida L-arginina a
NO y L-citrulina via reduccion del O2y que puede actuar como un generador de
ERO dependiendo de la disponibilidad de cofactores y substratos (Andresen et al.,
2006a). Los niveles intracelulares de calcio controlan la asociacion eNOS-
calmodulina que es un paso importante en la activacién de eNOS. Una proteina que
participa en la activaciéon del eNOS es la heat shock protein 90 (HSP90), una
chaperona que incrementa la actividad de eNOS. El proceso de produccion de NO
tambien requiere del cofactor de NOS, tetrahidrobiopterina (BH4) que juega un rol
crucial acoplando la reduccion del oxigeno a la oxidacion de la L-arginina y
manteniendo la estabilidad de los dimeros de NOS. ERO puede desacoplar eNOS
debido a la oxidacion de BH4 a dihidrobiopterina (BH2) (Tabina et al., 2012). Si la
produccion o la eficiencia de BH4 disminuye o hay una deficiencia en el substrato
de NOS L-arginina, entonces NOS estara desacoplada resultando en la produccién
de anién peréxido en lugar de NO (Herrera et al., 2014a). Tanto *O2" como ONOO-
pueden reaccionar con BH4 disminuyendo su disponibilidad, ademas de inhibir
guanilato ciclasa soluble (GCs) (Munzel et al., 2005; Tabima et al., 2012). EI NO
producido por la célula endotelial difunde a la célula muscular lisa, uniéndose a la
enzima citosolica GCs y permitiendo que esta catalice de GTP a GMPc. GCs es una
proteina heterodimera formada por una subunidad a y una B. La subunidad a
contiene el sitio de union a NO y la subunidad  cataliza la formacién de GMPc
(Breitenstein et al., 2016). El aumento del tono oxidativo favorece la oxidacion de
GCs e incrementa el inhibidor de la eNOS dimetilarginina asimétrica (ADMA),
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disminuyendo la funcién vasodilatadora (LUneburg et al., 2016). Todas las
condiciones antes descritas pueden verse aumentadas por hipoxia cronica y estrés
oxidativo, derivando en disfuncion endotelial.

El remodelamiento vascular es un cambio morfoestructural activo, inducido
por hipoxia y estrés oxidativo, entre otros (Matlung et al., 2009). En este proceso se
ven involucradas tanto las células endoteliales como las musculares lisas, con
crecimiento, migracion y muerte celular, ademas de cambios en la matriz
extracelular, asocidndose a un engrosamiento de la capa media, disfuncién
endotelial y rigidizacion de las arterias (Kumar et al., 2015).

La hipoxia y sobreproduccion de ERO activa factores remodelantes como el
factor inducible por la hipoxia 1 (HIF-1) que es un factor de transcripcion y uno de
los principales reguladores de la homeostasis del oxigeno (Semenza & Wang,
1992). HIF es capaz de transcribir mas de 100 genes involucrados en la funcion
vascular que inducen vasoconstriccion, angiogénesis y proliferacion celular (Herrera
et al., 2014a; Lara, 2014) tales como COX-2, endotelina-1 (ET-1), hemooxigenasa-
1 (HO-1), NOS inducible (iNOS) y factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
(Semenza, 2006; Semenza & Wang, 1992). Ademas, ERO puede interferir con la
regulacion de las prolil hidroxilasas, moléculas reguladoras de HIF que inician su
proceso de degradaciéon (Pouysségur & Mechta-Grigoriou, 2006).

Como gran parte de los efectos vasculares inducidos por hipoxia se asocian
también a estrés oxidativo, se ha propuesto la administracion de antioxidantes.

Antioxidantes en el periodo perinatal

Los antioxidantes corresponden a moléculas que disminuyen el dafio por
estrés oxidativo neutralizando ERO, bloqueando y/o inactivando la formacion de
radicales libres (Porth, 2015). Estos pueden ser enzimaticos como la SOD, GSHPx
y CAT. La SOD transforma el anién superoxido en H202, que luego es disociado por
CAT o GSHPx a H20 y Oz (Miller et al.,, 2012). Entre los no enzimaticos se
encuentran las vitaminas A, C y E, betacarotenos, &cido lipoico, glutation (GSH) y
ubiguinonas (Buonocore & Groenendaal, 2007). Entre los endogenos se encuentra
la melatonina, acido lipoico y los enzimaticos, mientras que entre los exdégenos
estan las vitaminas A, Cy E, ademas de minerales como cobre, manganeso, selenio
y zinc (Miller et al., 2012).

Melatonina es una hormona producida por la glandula pineal que tiene
funciones reguladoras de los ritmos circadianos, actuando como principal sefial
circadiana (Pawlina, 2016; Guyton & Hall, 2006; Barret et al., 2016a). Ademas de
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su funcibn neuroendocrina, melatonina ha demostrado tener propiedades
antioxidantes y vasodilatadoras en la circulacién cerebral en neonatos sometidos a
hipoxia cronica (Herrera et al., 2014b). A la vez, melatonina es capaz de reducir el
estrés oxidativo y mejorar la funcion vascular de arterias pulmonares pequefias en
corderos hipoxicos (Torres et al., 2015). Las caracteristicas de melatonina como
antioxidante incluyen una accion directa neutralizando ERO, y acciones indirectas
mediante la activacion de enzimas antioxidantes como SOD, GSHPx,
GSHreductasa, CAT y peroxidasas, ademas de la capacidad de modular
negativamente la produccion de ERO por enzimas pro-oxidantes como
lipooxigenasas (LPX) (Tan et al., 2003; Reiter et al., 2003). Ademas, en nuestro
laboratorio hemos demostrado que melatonina es capaz de modular negativamente
la generacion de +O2” en la mitocondria y la NADPH oxidasa (Gonzalez-Candia et
al.,, 2018). Adicionalmente, melatonina es considerada como un agente
vasodilatador leve (Weekley, 1993; Das et al., 2008; Torres et al., 2015; Herrera &
Gonzalez-Candia, 2020) (Figura 1). Algunos estudios indican que los efectos
vasodilatadores de melatonina serian dependientes de receptores MT1 Y MT2
(Pandi-Perumal et al., 2006; Zawilska et al., 2009) mientras que otros estudios
indican que estos serian independientes de receptores, pudiendo estar relacionados
con mecanismos inhibidores simpaticos (Torres-Farfan et al., 2008). Asi, se ha
demostrado que melatonina tiene un rol protector frente a estados patoldgicos
relacionados con estrés oxidativo como asfixia perinatal, sepsis neonatal, sindrome
de distrés respiratorio y displasia broncopulmonar (Gitto et al., 2013; Miller et al.,
2012; Buonocore & Groenendaal, 2007). Por todo lo anterior, se le ha atribuido a
melatonina un rol neuroprotector en la vida perinatal (Poggi & Dani, 2014). Ademas
de sus efectos beneficiosos, melatonina tiene escasos efectos adversos (Miller et
al., 2012; Poggi & Dani, 2014). Sin embargo, se desconoce si una vez retirado el
tratamiento, sus efectos en la circulacion cerebral permanecen en el tiempo.
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Figura 1. Vias de accion y efectos de melatonina. Melatonina tiene efecto antioxidante debido a que elimina
directamente especies reactivas de oxigeno (ERO), activa enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GSHPXx), glutation reductasa (GSHreductasa) y catalasa (CAT), y modula
negativamente la produccién de ERO en fuentes prooxidantes como mitocondria, lipooxigenasas (LPX) y
NAPDH oxidasa.

Ademas de los efectos oxidativos, la hipoxia cronica induce remodelamiento
vascular, por lo que otro potencial tratamiento es la utilizacibn de agentes
antiremodelantes.

Antiremodelantes en el periodo perinatal

El remodelamiento vascular se refiere a una disminucion en el diametro del
lumen y/o a un aumento en el grosor de la pared del vaso sanguineo (Mulvany,
1999). Los agentes antiremodelantes son los que disminuyen estos cambios
morfolégicos ya sea actuando en la proliferacion celular o el depésito de matriz
extracelular (Fredenburgh et al., 2007).

Hemina es un inductor de la enzima hemooxigenasa (Frosch et al., 2015)
gue puede limitar el remodelamiento de los vasos pulmonares inducido por hipoxia
cronica (Fredenburgh et al., 2007; Herrera et al., 2008b; Ebensperger, 2011; Llanos
et al., 2012). Esta enzima cataliza el grupo hemo a CO, Fe?* y biliverdina, siendo
esta ultima rapidamente metabolizada a bilirrubina (Theise, 2015; Barret et al.,
2016b). Los efectos vasodilatadores de la hemina se asocian a un aumento de la
funcién de la HO, incremento de GCs (Holt et al., 2007; Leffler et al., 2006a) y de
los canales de potasio activados por calcio (BKCa) (Jaggar et al., 2002; Koneru y
Leffler, 2004; Naik & Walker, 2003).
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Los metabolitos producidos por la oxidaciéon del grupo hemo ((CO, Fe?*,
biliverdina 'y su derivado metabdlico bilirrubina) tienen propiedades
antiinflamatorias, antiremodelantes, vasodilatadoras y antioxidantes (Fredenburgh
et al., 2007) (Figura 2). Se ha demostrado que la administracion de hemina durante
10 dias en corderos nacidos en hipoxia crénica se asocia a una reduccion
significativa en la presion y resistencia vascular pulmonar, ademas de revertir la
hipertrofia ventricular derecha (Ebensperger, 2011). Sin embargo, se desconocen
si estos efectos pudiesen replicarse en la circulacion cerebral.

La capacidad antirremodelante de hemina se debe a que actua en células
musculares lisas disminuyendo la expresion de ciclina D1 y aumentando la
expresion de la p21, ambas importantes proteinas reguladoras del ciclo celular
(Kumar et al., 2010; Jeon et al., 2009). Ademas, p21 produce que CORM-2, un
donante de CO, sea capaz de activar la p38-MAPK y por lo tanto, detener el ciclo
celular en GO/G1 (Schowe et al., 2010). EI CO producido ademas por la actividad
de HO-1 que se sobreexpresa por el tratamiento con hemina inhibe la proliferaciéon
de células musculares lisas (Gong, et al., 2004; Vitali et al., 2005; Zuckerbraun et
al., 2006).

aemgEe
GRUPO HEMO

ﬂ.

BILIVERDINA

Q+D +

-

ANTIINFLAMATORIO

VASODILATADOR

o)
)
C tGCs fBKCa ‘ERO

\ ANTIREMODELANTE
ANTIOXIDANTE

Figura 2. Vias de acciéon y efectos de hemina. Hemina es un activador de la enzima hemooxigenasa (HO),
que convierte el grupo HEMO en monéxido de carbono (CO), Fe** y biliverdina. Sus efectos directos son
aumentar la guanilato ciclasa soluble (GCs) y los canales de potasio activados por calcio (BKCa), y disminuir
las especies reactivas de oxigeno (ERO). Ademas, los metabolitos de la degradacién de hemina presentan un
efecto antiinflamatorio, vasodilatador, antiremodelante y antioxidante.
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El remodelamiento vascular esta frecuentemente asociado a disfuncion
endotelial y menor capacidad vasodilatadora por lo que otra de las propuestas
terapéuticas en neonatos con hipoxia crénica es el uso de vasodilatadores para
compensar la disfuncién endotelial.

Vasodilatadores en el periodo perinatal

Los vasodilatadores producen su efecto a través de la relajacion del musculo
liso vascular, disminuyendo la resistencia y facilitando el flujo sanguineo. Dentro de
estas sustancias se encuentra el CO (Meng & Gelb, 2014), adenosina, NO,
prostacilcinas, ademas de sustancias hiperpolarizantes de la musculatura lisa
conocidas como factores hiperpolarizantes derivados del endotelio (EDHF) (Goto et
al., 2018; Giussani, 2016).

Las células endoteliales liberan NO, el méas potente vasodilatador conocido
que activa la GCs, la que a su vez convierte el GTP a GMPc que activa la proteina
quinasa G (PKG), derivando en la disminucién del calcio citosélico en la célula
muscular lisa, produciendo su relajacion (Konukoglu & Uzun, 2016).

Sildenafil es un potente inhibidor competitivo de la fosfodiesterasa tipo 5
(PDE5), que mejora la biodisponibilidad de GMPc, resultando en vasodilatacion
(Steinhorn et al., 2009; Herrera et al., 2008) (Figura 3). De esta manera, sildenafil
mejora la vasodilatacion derivada de NO, la cual esta generalmente disminuida en
disfuncién endotelial. Este farmaco ha demostrado disminuir, de manera aguda, la
presion arterial pulmonar en corderos neonatos nacidos en hipoxia crénica de altura
(Herrera et al., 2008a). Ademas, sildenafil es ampliamente recomendado en
medicina pulmonar del adulto por sus efectos vasodilatadores (Samiee -
Zafarghandy et al., 2014; Steinhorn, 2013; Stulz et al., 2013; Maxted et al., 2013).
Sildenafil también ha demostrado mejorar la funcion hemodinamica cerebral en
humanos adultos (Sheng et al., 2017) y producir vasodilatacion en arterias
cerebrales neonatales de corderos (Polglase et al., 2016). Si bien el tratamiento de
neonatos con sildenafil ha mostrado que es bien tolerado, con efectos adversos
minimos como enrojecimiento (Turner et al., 2020), otros estudios apuntan a que en
dosis repetidas por 7 dias podrian causar hipotension (Cochius - den Otter et al.,
2020). Incluso, el 2018 se reportaron casos de hipertensién pulmonar y muerte en
recién nacidos cuyas madres fueron tratadas con sildenafil por 15 dias (Simon-
Tillaux et al., 2019).

-15-



SILDENAFIL

PDES' <~ \
#j;§PC*<n\

RELAJACION

NO

CELULA
MUSCULAR LISA

Figura 3. Vias de accion y efectos de sildenafil. Sildenafil es un inhibidor de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE5)
gue aumenta la disponibilidad de GMPc. El 6xido nitrico estimula la guanilato ciclasa soluble a producir GMPc
a partir de GTP, lo que activa la proteina quinasa G (PKG) que disminuye la concentracion de calcio citosélico
produciendo relajacién en la célula muscular lisa.

El tratamiento combinado de un antioxidante, un antiremodelante y un
vasodilatador ya ha sido propuesto para su uso en la hipertension arterial pulmonar
neonatal (HAPN), en casos de hipoxia perinatal crénica (Herrera, 2015; Gonzélez-
Candia, 2019). Los efectos del tratamiento combinado de melatonina, hemina y
sildenafil han sido evaluados segun su respuesta cardiopulmonar y su seguridad
farmacéutica, sin demostrar efectos adversos en higado, rifion o corazon (Gonzélez,
2020). Sin embargo, aun se desconocen los efectos de este tratamiento en el
cerebro postnatal en desarrollo, por lo que en este estudio se pretende determinar
los cambios morfolégicos e inmunohistoquimicos, ademdas de la respuesta
vasoconstrictora y vasodilatadora en arterias cerebrales medias (ACM) de corderos
gestados y nacidos en hipoxia crénica, sometidos a un tratamiento con melatonina
(M), hemina (H), y sildenafil (S). Se estima que un tratamiento con melatonina
(vasodilatador y antioxidante), hemina (antiproliferativo, vasodilatador y
antioxidante) y sildenafil (vasodilatador) de forma combinada combatiria cada una
de las noxas que caracterizan los cuadros de hipoxia cronica perinatal. Se espera
que los efectos de estos 3 agentes sean aditivos y sinérgicos, pudiendo ser una
terapia adecuada para combatir la HAPN.

-16 -



HIPOTESIS

Las ACM de neonatos hipdxicos cronicos tratados con melatonina, hemina o
sildenafil por separado poseen una menor respuesta vasoconstrictora y una mayor
funcién vasodilatadora, ademas de un menor estrés oxidativo y remodelamiento que
los animales del grupo control. Estos efectos se potencian en el grupo con terapia
combinada en relacion con los tratamientos por separado.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de melatonina (M), hemina (H) y sildenafil (S) en arterias
cerebrales medias (ACM) de corderos gestados y nacidos en hipoxia cronica a
3.600 msnm.

Objetivos Especificos

1. Determinar y comparar la respuesta vasoconstrictora de las ACM en corderos
gestados y nacidos en hipoxia cronica a 3.600 msnm, con tratamiento individual o
combinado MHS.

2. Determinar y comparar la respuesta vasodilatadora de las ACM en corderos
gestados y nacidos en hipoxia cronica a 3.600 msnm, con tratamiento individual o
combinado MHS.

3. Determinar y comparar las caracteristicas morfo-estructurales de las ACM en
corderos gestados y nacidos en hipoxia crénica a 3.600 msnm, con tratamiento
individual o combinado MHS.

4. Determinar y comparar el nivel de estrés oxidativo de las ACM en corderos

gestados y nacidos en hipoxia cronica a 3.600 msnm, con tratamiento individual o
combinado MHS.

-18 -



MATERIALES Y METODOS

Esta tesis se enmarcé dentro del desarrollo del proyecto FONDECYT Regular
N° 1151119 titulado “To be born high and flat (Andean Altiplano): healing vascular
function and pulmonary arterial hypertension by a combined treatment in neonatal
lambs” dirigido por el Dr. Emilio Herrera Videla, del Laboratorio de Funcién y
Reactividad Vascular, Programa de Fisiopatologia, ICBM, Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile.

El Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
aprobo todos los procedimientos experimentales de este estudio (protocolo CBA
#0761 FMUCH). Todos los estudios en animales siguieron la guia ARRIVE y fueron
realizados acorde con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
publicado por el US National Institutes of Health (NIH publication no. 85-23,
revisado en 1996).

Animales

Se utilizaron 26 corderos que fueron concebidos, gestados, nacidos y
estudiados en la Estacion Experimental Putre (3600 m), en el International Center
for Andean Studies (INCAS), de la Universidad de Chile. El nUmero total de animales
utilizados fue el minimo necesario para que se pudieran dividir en 5 grupos de
tratamientos, permitiendo dentro de cada grupo cumplir con todos los objetivos
experimentales (Herrera et al., 2015). La posologia de los farmacos en cada
tratamiento fue la utilizada de forma exitosa en estudios previos de hipertension
arteria pulmonar neonatal en corderos (Herrera et al., 2015, Gonzalez-Candia et al.,
2020).

Los neonatos fueron aleatoriamente divididos en los siguientes cuatro grupos
experimentales:

1. Control (CN, n=6, 0,5 mL EtOH 1.4%/kg por dia), recibié vehiculo oral por 20 dias
(dia 4 al 23 de edad).

2. Melatonina (M, n=6, 1mg/kg por dia), oral durante 20 dias al anochecer (dia 4 al
23 de edad).

3. Hemina (H, n=4, 10 mg/kg por dia), subcutaneo (sc) durante 10 dias en la mafiana
(dia 4 al dia 13 de edad).
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4. Sildenafil (S, n=5, 1 mg/kg cada 12 horas), intravenoso (iv) durante 5 dias (dia 4
a 8 de edad)

5. Triterapia (HMS, n=5), recibi6 los 3 farmacos en las dosis y ventanas terapéuticas
descritas en los grupos anteriores.

Las dosis fueron preparadas y administradas diariamente por el mismo
operador. Los animales fueron eutanasiados a los 30 dias de edad con una
sobredosis de Tiopental sédico (100 mg/kg i.v.) y sus arterias cerebrales medias
fueron recolectadas para los diferentes estudios (Figura 4).

MODELO EXPERIMENTAL

GESTACIGN, NACIMIENTO y ESTUDICS A 3600 m (PUTRE)

Vehiculo EtOH 1,4% 0,5 mLkg *d™, NaoH 0,01 N kg*d? y Nacl 0,9%

(]
=

Melatoning 1 mg*kg "*d*

T =

Melatoning 1 mg"kg ™8™

MHS Hemina 10 mg"kg *d"
Shdanafl 08 g 12 h

Das o 1 2 3 4 5 & 7 & § 10 11 12 13 M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M K ¥ I B 9

i

Nacimiento nicio Extraccion ACM
Tratamientos

Figura 4. Modelo experimental. Esquema de los 5 grupos experimentales con la dosificacion y ventana
terapéutica de cada uno de los farmacos utilizados.

Funcion vascular ex vivo - Miografia de alambre

Las ACM fueron disecadas, seccionadas en anillos de 2 mm de largo y
montadas en un miégrafo de alambre (DMT 610 Danish Technologies, Aarhus,
Denmark), mantenidas a 37 °C y aireadas con 95% 0O2-5% CO:. El didmetro éptimo
fue obtenido por extension de los vasos de una manera paulatina a una tensién
estandarizada equivalente a la presion transmural fisiolégica de 80 mmHg (Herrera
et al., 2010). Las curvas de concentracion respuesta (CCRs) fueron analizadas en
términos de sensibilidad y respuesta maxima por ajustes de datos experimentales
a una ecuacion sigmoidea dosis-respuesta (Prism 5.0; GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). Las respuestas contractiles al incremento de concentracion de K+ (4.72
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- 64.86 mM) fueron expresadas en términos de tensiéon (mN/mm), mientras que las
respuestas a serotonina (5Ht, 10-19-10° M), al mimético de tromboxano (U46619,
1015-107 M) y a endotelina-1 (ET-1, 10%°-107 M), fueron expresadas como
porcentaje de la tension generada por una concentracion sub maxima de 20 mM de
K*. Las respuestas de relajacion al activador de endotelio, metacolina (MetCh, 10
11.10° M), y al donante de 6xido nitrico, nitroprusiato de sodio (SNP, 10-1°-103 M),
fueron expresadas como un porcentaje de la preconstriccion con una dosis
subméaxima de serotonina (5Ht, 10 M). La sensibilidad fue calculada como pD2,
donde pD2=-log [EC50] con EC50 siendo la concentracion que alcanza el 50% de
la respuesta maxima (Torres et al., 2015; Herrera et al., 2015).

Caracteristicas morfoestructurales - Histologia

Durante la diseccion se extrajeron anillos de ACM de 2-3 mm de longitud que
fueron inmersos en 4% de paraformaldehido por 24 horas a 4°C, seguido de bafios
y conservacién en PBS + 0.1% azida de sodio a 4°C. Estas muestras fueron
deshidratadas con concentraciones crecientes de alcohol, luego aclaradas en xilol
e incluidas en parafina solida para obtener cortes de 5 um de espesor que fueron
colocados sobre un portaobjetos. A estos cortes se le extrajo la parafina con xilol y
luego fue rehidratada con concentraciones decrecientes de alcohol. El tejido fue
tefido con hematoxilina y eosina (HE) y cubierta con un cubreobjetos mediante un
medio de montaje (Anexo 1). Con esta tincion se analiz6 la morfoestructura,
diametro interno (DI), didmetro externo (DE), grosor de pared (GP), razén lumen
pared (L/P) y densidad nuclear (N° Nucleos/area) (Astorga et al., 2018).

Para la caracterizacibon morfoldégica vascular, las imagenes fueron
capturadas a 100x con una camara digital acoplada a un microscopio (Olympus BX-
41; Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Las dimensiones de las arterias fueron
determinadas usando un software analizador de imagenes (Image-Pro Plus 6.2;
Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA) (Torres et al., 2015; Astorga et al.,
2018).

Estrés oxidativo y expresion de proteinas - Inmunohistoquimica

Los cortes de ACM incluidos en parafina se utilizaron para la deteccion de
proteinas por inmunohistoquimica. Para esto, se utilizaron los siguientes
anticuerpos especificos en las condiciones de incubacion especificadas:

- Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS; eNOS n_610296, BD Transduction Labs;
1:400; incubacion overnight).
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- Alfa-actina como marcador de musculo liso e indicador de remodelamiento (A-
5228 anti-a-actina, Sigma-Aldrich; 1:750; incubacion 2h)

- 4-hidroxi-2,3-nonenal (4HNE) como marcador de estrés oxidativo (anti-NT, 05-
233; EMD Millipore Corporation; anti-4-HNE, ab46545, Abcam Labs; 1:400;
incubacion 2h).

Posterior a estas incubaciones con el anticuerpo primario, se incub6 con el
anticuerpo secundario (Envision K4007, Dako) por 90 min. Las imagenes fueron
capturadas digitalmente a 100x con una camara digital acoplada a un microscopio
(Olympus BX-41; Olympus Corporation, Tokyo, Japan, Anexo 1) y analizadas en un
programa contador especifico de color-pixel por area (Adobe Photoshop CS6 v13.0
EXTENDED). Este método se basa en la seleccion digital de un espectro de color
en relacion a un control positivo para determinar la intensidad de cada uno de los
marcadores inmunohistoquimicos. La intensidad de la marca fue entonces dividida
por el area de las capas (pixels/um?) de las ACM.

Expresiéon de resultados y andlisis estadistico

Para la miografia de alambre la respuesta vascular a potasio fue analizada
usando el andlisis de Boltzmann, determinando la tensibn maxima efectiva (Emax)
y la concentracion media maxima efectiva (EC50). Todas las otras curvas de
concentracion respuesta (CCRs) fueron analizadas usando una ecuacion de ajuste
oOptimo de respuesta agonista donde la méxima respuesta vasomotora fue
expresada como porcentaje de la concentracién sub maxima inducida por K* [20
mM] para vasoconstrictores, y 5Ht [10® M] para vasodilatadores. Ademas, se
determind la respuesta méaxima (%Kmax para constriccion y %Rmax para
relajacion), y la sensibilidad fue expresada como pD2 (-logeEC50). Todas las razones
y porcentajes fueron transformadas en arcoseno antes de someterlas a andlisis
estadistico. Para todos los datos se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar
la normalidad de los datos y los resultados fueron comparados mediante ANOVA
de una via y la prueba de Dunn. Las significancias estadisticas fueron aceptadas
con P < 0,05 (Prism 5.0; GraphPad Software) (Herrera, 2015). Los datos fueron
expresados como promedios = S.E.M.
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RESULTADOS
Funcién vasoconstrictora de las ACM

Al determinar la funcién contractil de las ACM aisladas mediante miografia
de alambre, los tratamientos con hemina, sildenafil y triterapia aumentaron la
capacidad méxima contractil y la sensibilidad en respuesta a K* (Fig. 5A). Las ACM
de los animales tratados con hemina mostraron una mayor respuesta maxima a
serotonina, siendo su sensibilidad similar a la del grupo control. En contraste,
sildenafil indujo una disminucion de la respuesta maxima ante este vasoconstrictor.
Ademas, tanto sildenafii como la triterapia indujeron una disminucion en la
sensibilidad a serotonina (Fig. 5B). Frente al mimético de tromboxano, hemina
aumentd la respuesta contractii maxima, mientras que sildenafil la disminuyo.
Ademas, hemina y la triterapia disminuyeron la sensibilidad frente a este
vasoconstrictor, mientras que sildenafil la aumento (Fig. 6A). Finalmente, las arterias
de animales tratados con sildenafil y triterapia disminuyeron la capacidad contractil
frente a ET-1, ademas de mostrar una menor sensibilidad junto a hemina (Fig. 6B).
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Figura 5. Funcion vasoconstrictora de arterias cerebrales medias (ACM) 1. Curvas de concentracion-
respuesta, respuesta maxima (Emax o % Kmax) y sensibilidad (V50 o pD2) a potasio (K*, A) y serotonina (5Ht,
B). Los grupos experimentales son vehiculo (CN, cuadrados/barras azules), melatonina (M, circulos rojos,
barras rojas), hemina (H, circulos/barra amarilla), sildenafil (S, circulos/barras verdes) y triterapia (HMS,
triangulos/barras morados). Los valores se expresan como promedio + S.E.M. Diferencia significativa (P < 0,05):
*vs CN.

-23-



U46619 ET-
200+ -
- CN 200 - CN
- M <M
S H = H
- S -2 S
- MHS = MHS
: 0
-14 -12 -10 -8 -6 14 13 412 411 40 9 8 -7 -6
log[U46619], mol/L log [ET-1], mmol/L
200
10 -
x 150 8
E © * . 6
o~
:<E :f 100 a
® R 2 4
50 2
0 0
CN M H S MHS CN M H S HMS

Figura 6. Funcion vasoconstrictora de arterias cerebrales medias (ACM) 2. Curvas de concentracion-
respuesta, respuesta maxima (% Kmax) y sensibilidad (pD2) a tromboxano mimético (U46619, A) y endotelina-
1 (ET-1, B). Los grupos experimentales son vehiculo (CN, cuadrados/barras azules), melatonina (M, circulos
rojos, barras rojas), hemina (H, circulos/barra amarilla), sildenafil (S, circulos/barras verdes) y triterapia (HMS,
triangulos/barras morados). Los valores se expresan como promedio + S.E.M. Diferencia significativa (P < 0,05):
*vs CN.

Funcién vasodilatadora de las ACM

Respecto a la funcion vasodilatadora, ninguno de los tratamientos produjo
diferencias significativas en la respuesta vasodilatadora maxima frente a SNP, un
donante de NO, aunque la sensibilidad fue mayor en las ACM tratadas con sildenafil
(Fig.7A). En contraste, los tratamientos con hemina, melatonina y sildenafil
muestran una mayor respuesta vasodilatadora frente a metacolina (Fig. 7B).
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Figura 7. Funcién vasodilatadora de arterias cerebrales medias (ACM). Curvas de concentracion respuesta,
respuesta maxima (%Rmax) y sensibilidad (pD2) a nitroprusiato de sodio (SNP, A) y metacolina (MetCh, B).
Los grupos experimentales son vehiculo (CN, cuadrados/barras azules), melatonina (M, circulos rojos, barras
rojas), hemina (H, circulos/barra amarilla), sildenafil (S, circulos/barras verdes) y triterapia (HMS,
triangulos/barras morados). Los valores se expresan como promedio + S.E.M. Diferencia significativa (P < 0,05):
*vs CN.

Morfologia e inmunohistoquimica de las ACM

Tanto el grosor de pared (Fig. 8A), como el diametro interno (Fig. 8B),
diametro externo (Fig. 8C), razén lumen/pared vascular (Fig. 8D) y conteo de
nacleos (Fig. 8E) evaluado con la tinciébn HE en las ACM, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (Anexo 1). Tampoco se encontraron diferencias
significativas respecto a la cantidad de musculo liso presente en la pared arterial al
ser evaluado por el contenido de a-actina (Fig. 9; Anexo 1). Con respecto al
marcador 4HNE de estrés oxidativo, todos los tratamientos presentaron similares
niveles, excepto sildenafil que mostr6 una marca significativamente mayor con
respecto a CN (Fig. 10; Anexo 1). Ademas, todos los grupos presentaron un
contenido similar de eNOS en las ACM (Fig. 11; Anexo 1).
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Figura 8. Caracteristicas morfométricas de las arterias cerebrales medias (ACM). Grosor de pared (A, GP);
diametro interno (B, DI); didmetro externo (C, DE), razén lumen pared (D, Razén L/P) y nimero de nucleos (E,
N° Nucleos) . Los grupos experimentales son vehiculo (CN, barra azul), melatonina (M, barra roja), hemina (H,
barra amarilla), sildenafil (S, barra verde) y triterapia (HMS, barra morada). Los valores se expresan como
promedio + S.E.M.
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Figura 9. Contenido de a-actina en
las arterias cerebrales medias
(ACM). Cuantificacion IHQ del
marcador de musculo liso alfa-actina
en ACM. Los grupos experimentales
son vehiculo (CN, barra azul),
melatonina (M, barra roja), hemina (H,
barra amarilla), sildenafil (S, barra
verde) y triterapia (HMS, barra
morada). Los valores se expresan
como promedio = S.E.M.

Figura 10. Contenido de 4HNE en
las arterias cerebrales medias
(ACM). Cuantificacion IHQ del
marcador de estrés oxidativo 4HNE
en ACM. Los grupos de tratamiento
son vehiculo (CN, barra azul),
melatonina (M, barra roja), hemina (H,
barra amarilla), sildenafil (S, barra
verde) vy triterapia (HMS, barra
morada). Los valores se expresan
como promedio + S.E.M. Diferencia
significativa (P < 0.05): * vs CN.

Figura 11. Expresion de eNOS en
las arterias cerebrales medias
(ACM). Cuantificacion IHQ del
marcador de eNOS en ACM. Los
grupos de tratamiento son vehiculo
(CN, barra azul), melatonina (M, barra
roja), hemina (H, barra amarilla),
sildenafil (S, barra verde) y triterapia
(HMS, barra morada). Los valores se
expresan como promedio + S.E.M.




DISCUSION

En este estudio se determind la respuesta vasoactiva mediante miografia de
alambre, ademés de la morfologia y la inmunohistoquimica de ACM en corderos
neonatos gestados y nacidos en hipoxia crénica, los que se dividieron en 5
tratamientos distintos: control, melatonina, hemina, sildenafil y triterapia (MHS). Se
demostré que los tratamientos producen un efecto vasodilatador ex vivo mejorando
la funcion endotelial frente a MetCh. A la vez, los tratamientos aumentaron la
capacidad contractil frente a K, pero con respuestas variables a los
vasoconstrictores evaluados. El Unico tratamiento que presentd una menor
respuesta vasoconstrictora a todos los farmacos fue sildenafil. Ademas, ninguno de
los tratamientos demostré producir cambios a nivel morfoestructural ni
inmunohistoquimico que indiquen una mejor funcién vascular. En contraste, el grupo
de sildenafil presentd6 un aumento del marcador estrés oxidativo (4HNE) en las
ACM. Los resultados obtenidos solo concuerdan respecto a la funcion
vasodilatadora ex vivo con la hipoteis planteada, no encontrandose concordancia
frente a la funcion vasoconstrictora, morfologia ni inmunohistoquimica.

Melatonina

La vasoconstriccion producida por K* se asocia a la despolarizacion de la
membrana de la célula muscular lisa (Gilbert et al.,, 2003). Un aumento de esta
respuesta, se asocia a mayor expresion/actividad de receptores a-adrenérgicos,
mayor masa muscular y mayor sensibilidad a Ca?* intracelular (Herrera et al., 2010).
El hecho de no presentar diferencias en la capacidad contractil sugiere que estos
mecanismos estarian funcionando de manera similar en el grupo control y
melatonina. Se describe que melatonina podria tener un efecto vasodilatador
bloqueando los receptores adrenérgicos B1y B2 en musculo liso y en menor grado,
en células endoteliales. Ademas, en arterias caudales de rata existe un efecto
vasodilatador directo que ejerce melatonina activando principalmente los receptores
MT2 en musculo liso, aunque también se describe su presencia en endotelio (Pandi-
Perumal et al., 2006; Zawilska, 2009; Grossini et al., 2011). En arterias cerebrales
fetales melatonina puede disminuir la contraccién inducida por epinefrina debido a
inhibicién simpatica local, proceso aparentemente mediado por el bloqueo de los
receptores adrenérgicos (Torres et al., 2008). Ademas, previos estudios de nuestro
laboratorio han registrado una disminucién de la capacidad contractil y menor
resistencia carotidea con el tratamiento de melatonina por 1 semana (Herrera et al.,
2014). Estos efectos no se observaron en esta Tesis, pero a pesar de que,
melatonina no modificé la capacidad contractil o vasodilatadora ex vivo, si pudo
haber inducido directamente una vasodilatacion in vivo. De hecho, existe evidencia
de que melatonina tiene un efecto vasodilatador en arterias de neonatos (Herrera &

-28 -



Gonzalez-Candia, 2020). La respuesta a esta observacién queda pendiente pues
en los corderos estudiados en esta Tesis no se realizaron determinaciones in vivo
de circulacion cerebral.

ET-1 y tromboxano producen vasoconstriccion estimulando receptores
especificos en la membrana plasmatica de la célula muscular lisa vascular y
produciendo un aumento de calcio intracelular (Andresen et al., 2006a). Frente a la
administracion exégena de mimético de tromboxano y ET-1, el grupo tratado con
melatonina no evidencio tener accidn sobre la respuesta a estos vasoconstrictores.
Resultados similares se observaron en corderos de altura que recibieron un
tratamiento de melatonina por 7 dias (Herrera et al., 2014). ET-1 es un potente
vasoconstrictor que se sintetiza y libera principalmente en las células endoteliales
(Andresen et al.,, 2006a), el cual es un factor mitogénico e hipertrofico en la
musculatura lisa vascular que produce ademéas remodelamiento de la matriz
extracelular (Konukoglu & Uzun, 2017). Su efecto sobre los receptores de las células
musculares lisas activa las vias de contracciébn tanto dependientes como
independientes de calcio (Andresen et al.,, 2006a). Asociado a lo anterior,
melatonina no modificé el espesor de la capa media ni los marcadores de a-actina
en el analisis morfolégico e inmunohistoquimico. A pesar de no ser un resultado
consistente con nuestra hipotesis que establecia un menor remodelamiento
vascular, estos hallazgos si son consistentes entre ellos, no habiendo cambios de
respuesta vasoconstrictora ni cambios estructurales de ACM por melatonina.

Melatonina no indujo cambios en la vasodilatacion frente a SNP, un donante
de NO, pero si tuvo un mayor efecto en la dilatacion dependiente de endotelio con
metacolina. Esto indica que melatonina es capaz de mejorar la funcién endotelial, lo
gue no seria debido a un aumento de eNOS, ya que la inmunohistoquimica no
demostré diferencias respecto al control, pero se podria deber a una mejor
activacion de esta y mayor generacion o biodisponibilidad de NO. Asi, melatonina
podria estar mejorando el acoplamiento de la eNOS, su correcto funcionamiento y
la mayor biodisponibilidad de NO en el territorio cerebrovascular (Herrera et al.,
2014). También, melatonina podria estar actuando por mecanismos independiente
de NO. Por ejemplo, a través del bloqueo adrenérgico (Torres-Farfan et al., 2008) o
mediante el estimulo de vasodilatadores locales como prostaciclinas, EDHF o CO
(Herrera et al., 2014b). Se ha descrito que melatonina estimula la HO-1 (Kwon et
al., 2011), enzima que produce CO tanto en el endotelio como en la musculatura
lisa (Mitchell, 2015), siendo este un posible mecanismo involucrado en la
vasodilatacién inducida por melatonina.

Melatonina tiene efectos sobre el estrés oxidativo eliminando directamente
ERO como OH-y, «O2 (Reiter et al., 2010; Tan et al., 2003). Otra de sus propiedades
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antioxidantes esté relacionada con la regulacion positiva de enzimas antioxidantes
como dismutasas, peroxidasas y enzimas que producen glutation (Reiter et al.,
2010; Gonzalez-Candia et al., 2019). Ademas, melatonina ejerce una regulacion
negativa de vias y enzimas prooxidantes, como las que producen ERO
mitocondriales (Zhang et al., 2012; Yang et al., 2013; Gonzalez-Candia et al., 2019)
y lipooxigenasas (Reiter et al., 2003). También, se ha observado que tiene un efecto
directo en la dilatacion de arterias pulmonares (Poggi & Dani, 2014; Torres et al.,
2015) y otros territorios vasculares (Reiter et al., 2010; Thakor et al., 2010). Estos
efectos podrian ser por mecanismos dependientes e independientes de NO
(Herrera et al., 2014). A nivel vascular y nervioso, melatonina ha demostrado tener
propiedades antioxidantes captando radicales libres y generando metabolitos
oxidados (Bonnefont-Rousselot et al., 2011). Ademas su propiedades
antiinflamatorias estdn mediadas por MT1-2, receptor del factor de necrosis tumoral
y receptores tipo Toll (Randhawa & Gupta, 2020) y antiapoptéticas mediada por su
capacidad antioxidante (Kaur et al., 2010; Kaur et al., 2013), lo cual podria mejorar
la funcién endotelial. Presumiblemente durante la etapa fetal, el cerebro de los
corderos de este estudio se estaria oxigenando normalmente debido a que se
mantiene el flujo al encéfalo y corazén a expensas de otros 6rganos como intestino,
extremidades inferiores y rifiones (Kamitomo et al., 1993); por lo tanto, es posible
gue no se haya producido una marcada hipoxia o estrés oxidativo en estas arterias.
Esto podria explicar que las repercusiones en ACM y cerebro no son considerables
en la etapa neonatal, ni los efectos de melatonina son marcados (Herrera et al.,
2014, Farias et al., 2016).

Los efectos de melatonina sobre el tono vascular varian dependiendo del
territorio y la especie estudiada. Asi, se ha observado que produce vasoconstriccion
en arterias cerebrales en ratones (Geary et al., 1997), vasodilata arterias
mesentéricas y aorta en ratas (Girouard et al., 2001), contrae arterias coronarias en
porcinos (Yang et al., 2001), dilata arterias umbilicales (Thakor et al., 2010) y
pulmonares en corderos (Herrera & Gonzalez-Candia, 2020), mientras que en ser
humano no produce cambios en arterias cerebrales, pero si vasoconstriccion de
arterias renales (Cook et al., 2011). También se ha demostrado que melatonina
mejora la funcion vascular pulmonar sin producir cambios en la circulacion sistémica
(Torres et al., 2015). Claramente melatonina tiene una gran diversidad de efecto
vasoactivos, dependiendo del tipo de receptor (MT1 o MT2) que predomine en el
territorio estudiado, y si su localizacion predomina en endotelio o capa media
(Chucharoen et al., 2007; Masana et al., 2002). Con respecto a los receptores, se
describe que MTL1 tiene una alta expresién en ACM de bovinos (Chucharoen et al.,
2007), y aunque no hay antecedentes de su expresion en corderos, es probable que
también formen parte de un mecanismo vasodilatador en esta especie. Futuros
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estudios que permitan cuantificar la expresion y funcion de MT1 y MT2 en ACM,
tanto en corderos como en seres humanos, ayudarian a dilucidar estas vias.

En esta tesis, melatonina no tuvo los efectos esperados al ser evaluada la
funcién y estructura de las ACM a los 30 dias. Esto se podria deber a que cualquier
efecto que tuvo la administracion de melatonina no perdura en el tiempo y se revierte
a la semana de haber terminado el tratamiento. También se podria deber a que la
dosis de melatonina necesaria para producir un efecto a nivel de arterias cerebrales
no sea el adecuado. Debemos recordar que el régimen de dosificacion de
melatonina esta dirigido al tratamiento de la hipertension pulmonar del neonato,
donde si se observaron efectos beneficiosos a nivel de la circulacion pulmonar
(Gonzélez-Candia et al., 2020; Herrera & Gonzalez-Candia, 2020).

Hemina

El tratamiento con hemina aumenta la vasoconstriccion en ACM ante potasio,
serotonina y el mimético de tromboxano U46619. Se observé también que hemina
produce una disminucion de la sensibilidad a ET-1. De acuerdo con el efecto
antirremodelante de hemina, en esta tesis esperdbamos tener menor capa muscular
y por lo tanto una menor respuesta vasoconstrictora. Sin embargo, encontramos un
aumento de la respuesta a la mayoria de los vasoconstrictores evaluados. Esto
puede deberse a que hemina pudo haber tenido un efecto vasodilatador y
antiremodelante al aumentar la expresion de HO mientras perduraba el tratamiento,
los primeros 10 dias. Luego, al retirarse el medicamento, los mecanismos que
habian sido suprimidos volvieron a activarse y a presentase con efecto mayor al
grupo control debido a las concentraciones de acido araquidonico (AA) disponible
para la activacion de COX-1, COX-2 y TX sintasa que generan moléculas
vasoconstrictoras como PGs y TXs (Abraham & Kappas, 2011; Li et al., 2011), pero
sin llegar a alcanzar cambios significativos a nivel histolégico segin se mostré en
los resultados. Es interesante evaluar bajo estos mecanismos las diferentes
respuestas del tono vascular, de esta forma serotonina muestra una respuesta
significativamente elevada relativa al control. Al respecto, se ha descrito que
serotonina ademas de generar un efecto vasocontractil, también actta a nivel de las
células musculares lisas aumentando su sensibilidad a otros factores contractiles,
como noradrenalina, angiotensina Il, y en forma indirecta, liberando y desplazando
noradrenalina desde los terminales nerviosos (Van Nueten et al., 1985). Por otro
lado, el tratamiento con el mimético de tromboxano U46619 genera una doble
sigmoide en la grafica de dosis-respuesta. Estas dos fases de respuesta podrian
ser explicadas por la presencia de dos isoformas del receptor de TX, sin embargo,
esto solo se ha caracterizado en humanos (Smyth, 2010). El receptor de TX se
encuentra tanto en musculo liso como en endotelio pero en rangos de expresion
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distinto, ya que en condiciones fisioldégicas hay una mayor expresién en musculo
liso que en endotelio, pero frente a condiciones patolégicas como en hipertension
arterial, la expresion del receptor aumenta a nivel endotelial (Pfister, 2008). Por lo
tanto, ambas fases de respuesta contractil frente al mimético de tromboxano
U46619 pueden deberse a la expresion diferencial del receptor en tipos celulares,
generando diferencias en la sensibilidad de la respuesta vascular. Bajo las
condiciones experimentales de esta tesis, fue imposible poder definir si hubo o no
efecto antirremodelante durante el tratamiento de hemina, y para comprobar esto
habria que evaluar la funcion y estructura de las ACM durante el tratamiento.

En relacion con la funcion vasodilatadora, hemina no produjo cambios con
respecto al control cuando se mide la respuesta a SNP, pero si presenta mayor
vasodilatacibn ante metacolina, indicando que la funcién vasodilatadora fue
mejorada a nivel endotelial. Ademas, de este resultado se puede desprender que la
via 6xido nitrérgica a nivel de la musculatura lisa no es afectada por el tratamiento
con hemina. Los efectos vasodilatadores de hemina se asocian a un aumento de la
funcion de la hemo oxigenasa (HO), que cataliza el grupo hemo a monoxido de
carbono (CO), hierro y biliverdina (Theise, 2015; Barret et al., 2016b), incremento
de la guanilato ciclasa soluble (sCG) (Holt et al., 2007; Leffler et al., 2006a) de los
canales de potasio activados por calcio (Jaggar et al., 2002; Koneru & Leffler, 2004)
y a un retroceso del remodelamiento cardiopulmonar (Fredenburgh et al., 2007). De
esta manera, a nivel endotelial podria mejorarse la funcion endotelial gracias a los
efectos de HO, CO y los catabolitos biliverdina y bilirrubina. A nivel vascular, CO es
capaz de estimular GCs para producir GMPc, activando quinasas que producen la
relajacion del musculo liso (Motterlini & Otterbein, 2010). Sin embargo, se ha
demostrado que el CO enddgeno en concentraciones fisiologicas producido por la
HO no es un dilatador en ACM en ratas y ratones adultos, las cuales si responden
al efecto vasodilatador del NO (Andresen et al.,, 2006b), sugiriendo que el
mecanismo de activacién de GCs es diferente para ambos. El proceso que genera
CO en la célula endotelial debido a la accion de HO produce también bilirrubina y
biliverdina, que tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Fredenburgh
et al., 2007), pudiendo estos metabolitos actuar disminuyendo la oxidacion de la
GCs y mejorando su funcion.

La isoforma constitutiva HO-2 se expresa en altas concentraciones en
astrocitos y el endotelio del cerebro neonatal (Leffler et al., 2006b), por lo que este
organo produciria altas cantidades de CO. El efecto vasodilatador de CO seria
dependiente de la edad, el territorio, la especie animal y el tiempo de exposicion.
Por ejemplo, en los vasos sanguineos del musculo esquelético de ratas sometidos
prolongadamente a CO se ha observado vasoconstriccion debido a la inhibicion de
la eNOS (Knecht et al., 2010; Johnson & Johnson, 2003). En cerdos recién nacidos,
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la vasodilatacion producida por CO puede ser bloqueada si estos reciben
tratamiento con inhibidores de NOS (Barkoudah et al., 2004; Carratu et al., 2003).

Estudios en arterias cerebelares y renales de ratas sugieren que la eNOS de
estos organos puede ser inhibida o suprimida por CO (Thorup et al., 1999; White &
Marletta, 1992). EI CO tampoco produce dilatacién de la arteria basilar de conejos
y perros (Brian et al., 1994), pero si produce en aortas de rata y conejo (Brian et al.,
1994; Foresti et al., 2004) arteriolas del gracilis (Johnson & Johnson, 2003) y arterias
mesentéricas (Naik et al., 2003; Naik & Walker, 2003) en ratas, indicando que en
una misma especie puede generar distintos efectos en diferentes vasos
sanguineos. Esto sugiere que las dosis constantes de hemina especificamente en
ACM durante los primeros dias de vida, podrian producir que el CO generado inhiba
la accion de la eNOS, pudiendo favorecer la mayor vasoconstriccion observada en
la respuesta de miografias, ademas de mejorar la vasodilatacion independiente de
NO. Seria interesante en futuros estudios utilizar un inhibidor de HO para verificar
que el efecto vasoactivo de CO en ACM, ademés de medir los niveles de CO y la
actividad HO.

Respecto al remodelamiento de las ACM, no se observaron diferencias en
los factores analizados en comparacion al grupo control. De la misma manera, los
resultados de histologia e inmunohistoquimica de a-actina sugieren que el
mecanismo antirremodelante producido por hemina no se encuentre activo en las
ACM bajo condiciones de hipoxia crénica en neonatos (Longo et al., 1993; Gilbert
et al., 2003). Sin embargo, se desconoce si en nuestro modelo, la hipoxia crénica
de altura genera remodelamiento de las ACM. Para responder esta interrogante, se
debiese generar un grupo control de tierras bajas, que aiun no disponemos. Futuros
estudios del Laboratorio indagaran en este aspecto.

Sildenafil

En cuanto al tratamiento con sildenafil, este farmaco indujo una mayor
respuesta contractil frente a K*. Como se comenté anteriormente, una mayor
capacidad contractil podria estar dada por mayor masa muscular o mayor
sensibilidad a sefiales de Ca?* intracelular (Herrera et al., 2010; Hill-Eubanks et al.,
2011). Al no haber encontrado diferencias entre las caracteristicas
histomorfométricas con el grupo control, se puede especular que esta mayor
capacidad contractil se deba a un cambio funcional del musculo liso. En cuanto a la
respuesta a agentes vasoconstrictores, el grupo sildenafil presentd una menor
respuesta a 5Ht, mimético de tromboxano y ET-1. Alternativamente, un aumento
basal de las vias vasodilatadoras podria estar oponiéndose a la respuesta
vasoconstrictora, derivando en una menor constriccion. Cualquiera sea la
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explicacion, este efecto podria ser beneficioso en un territorio muy sensible a caidas
de oxigeno como el cerebral, manteniendo su alta perfusion.

La via de sefalizacion NO-GMPc es de suma importancia en la regulacion
del flujo sanguineo cerebral, derivando su disfuncibn en varias alteraciones
neuroldgicas y cerebrovasculares (Faraci & Brian, 1994). PDES5 degrada GMPc en
células musculares lisas y nervios (Kruuse et al., 2005; Kruse et al., 2006; Schankin
etal., 2010). EI NO estimula la GCs e incrementa la GMPc en las células musculares
lisas, siendo GMPc un segundo mensajero que modula la actividad de quinasas
dependientes de GMPc, fosfodiesterasas y canales idnicos y regula la contractilidad
de musculo liso vascular. Sildenafil es un inhibidor de la PDE5 que mejora la
disponibilidad de GMPc (Ballard et al., 1998). Durante la hipoxia crénica se produce
una disminucion de la resistencia de los vasos cerebrales (Gilbert et la., 2003) y por
lo que se observa, sildenafil disminuiria aiun mas la resistencia durante su
administracion. A pesar de que las miografias se realizaron al menos 20 dias
después de finalizada la administracion de sildenafil, se evidencié una menor
respuesta a vasoconstrictores y una mayor vasodilatacion dependiente e
independiente de endotelio. Esto evidencia un efecto positivo a largo plazo en la
funcion vascular.

Los resultados obtenidos con sildenafil en esta Tesis concuerdan con los
obtenidos en arterias pulmonares (Herrera et al., 2008), arterias cerebrales
neonatales en un modelo de gestacion con crecimiento restringido en corderos
(Polglase et al., 2016), asi como en el modelo de rata y ratdn que también presenta
efectos vasodilatadores en arterias cerebrales (Achiron et al., 2018; Li et al., 2007).
Sin embargo, en estudios humanos, sildenafil parece no presentar efectos a nivel
cerebral (Kruuse et al., 2012; Kruuse et al., 2005).

Por otro lado, el tratamiento con sildenafil fue el nico en mostrar un aumento
en el estrés oxidativo, lo cual se demostro por el incremento en los niveles de 4HNE.
Si bien no es un resultado esperado, y muchos estudios apuntan a su funcion
antioxidante frente a patologias renales, obesidad, Alzheimer, entre otras
(Georgiadis et al., 2020; Moon, Park, & Kim, 2019; Nabavi et al., 2019), también se
ha reportado este efecto pro-oxidativo con el uso de este farmaco en cerebro de
ratén (de Carvalho et al., 2019; Hafez & El-Kazaz, 2020). EI mecanismo por el cual
se produce este efecto adverso aun es desconocido, pero el trabajo de de Carvalho
et al., sugiere que puede existir una interaccion entre este farmaco y mediadores
colinérgicos, como acetilcolinesterasa y receptores muscarinicos, que promueva el
tono nitrérgico y asi generar un ambiente de estrés oxidativo y nitrosativo (de
Carvalho et al., 2019).
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Algunos estudios sugieren que sildenafil podria tener un efecto
antirremodelante porgue genera vasodilatacion y disminuye la induccién mecanica
por presion de remodelamiento vascular (Barnett y Machado, 2006; Herrera et al.,
2008a; Bae et al., 2016). Sin embargo, aun no se ha evaluado su efecto en
circulacion cerebral neonatal. La falta de una accién prolongada de sildenafil en la
estructura vascular de nuestro modelo podria deberse a que este farmaco tiene una
accion aguda y de corta vida media (Herrera et al., 2008). En este estudio, sildenafil
se administré solo por los primeros 5 dias experimentales, y 3 semanas después de
terminado esa administracion se evaluo el efecto ex vivo e in vitro de esta Tesis. Por
lo tanto, se requieren mas estudios para descubrir si hay un efecto agudo de
sildenafil sobre la funcién y estructura vascular de las ACM.

Triterapia con melatonina, heminay sildenafil

Las ACM de los animales tratados con triterapia tuvieron una mayor
capacidad contractil frente a K*, y la respuesta contractil maxima disminuyo con ET-
1, mientras que los deméas resultados de la miografia para triterapia no mostraron
diferencias estadisticamente significativas al compararlas con el grupo control.
Tampoco hay diferencia en el espesor de la capa media o la concentracion de a-
actina en el andlisis morfolégico e inmunohistoquimico en este tratamiento.
Claramente no se produjo el efecto sinérgico esperado entre los farmacos utilizados
como vasodilatadores, antioxidantes y antirremodelantes. De hecho, las respuestas
vasoconstrictoras parecieran ser un promedio del efecto de los otros 3 farmacos por
separado. Frente a los vasodilatadores tampoco hubo diferencias en la respuesta al
compararla con el grupo control.

El andlisis histologico de didmetro interno, diametro externo, grosor de pared,
razon lumen/pared y numero de nucleos no presento diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los tratamientos al compararlos con el grupo control.
Estudios realizados por Longo et al. (1993), indican que no se presentan diferencias
entre los diametros internos de arterias cerebrales de fetos de oveja sometidos a
hipoxia crénica al compararlos con las de los animales normoxicos. De hecho, este
y otros estudios en fetos de ovejas (Longo & Pearce, 1998; Gilbert et al., 2003)
sefialan que no se presenta remodelamiento en arterias cerebrales sometidas a
hipoxia, por lo que las ACM de nuestro modelo podria no presentar modificaciones
estructurales inducidas por hipoxia. Para confirmar esta posibilidad, se pueden
utilizar otros métodos de cuantificacion de remodelamiento vascular en futuros
estudios, tales como depdsito de elastina mediante Van Gieson Elastica (VGE)
(Herrera et al., 2014b), tincién de orceina, Weigert de resorcina fucsina, tincién de
Verhoeff o técnica de aldehido fucsina de Gomori, ademas de depdsito de colageno
mediante Tricrdmico de Mallory o Tricrdmico de Masson (Montuenga et al., 2014).
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Desafortunadamente no se dispuso de un grupo de neonatos de tierras bajas para
comparar nuestros resultados, aspecto que queda pendiente para futuros estudios.
El hecho de no existir remodelamiento de las ACM, podria implicar la imposibilidad
de esperar un efecto antirremodelante inducido por hemina tanto en el grupo H
como en el grupo MHS, ni tampoco un efecto indirecto de melatonina al disminuir el
estrés oxidativo que induce remodelamiento. Esto concuerda también con que no
se observen diferencias en la inmunohistoquimica de a-actina que es un indicador
de remodelamiento.

Frente a la hipoxia crénica, la respuesta hemodinamica fetal permite que el
flujo sanguineo al territorio encefalico se mantiene en niveles practicamente
normales en los fetos de oveja, lo que, sumado al aumento de la hemoglobina,
permite una oxigenacion normal de este territorio (Kamitomo et al., 1993). Por lo
tanto, la hipoxia a nivel de las ACM no seria lo suficientemente severa en estos
animales para generar estrés oxidativo y/o grandes alteraciones de la funcién y
estructura vascular. Respeto a la expresion de eNOS, no se observaron diferencias.
Se describe que hipoxia crénica disminuye la expresion de eNOS en arterias
cerebrales fetales de oveja (Aguan et al., 1998) y neonatas de rata (Tang et al.,
2017). A la vez, hipoxia cronica podria disminuir la funcion de eNOS en arterias
pulmonares neonatas de oveja (Liu et al., 2009; Herrera et al., 2008b), sin embargo
en el presente estudio, ninguno de los tratamientos demostré tener un efecto
reestableciendo su expresion.

Existe la posibilidad que los tratamientos demuestren su efectividad mientras
sean administrados y que la respuesta vasodilatadora se pueda registrar in vivo. De
hecho, en los estudios previos donde se utiliz6 melatonina y hemina en corderos,
se efectu6 una evaluacién de la estructura y funcidon vascular inmediatamente
terminado el tratamiento, donde se evidenciaron importantes efectos vasculares en
pulmon y carétida (Herrera et al., 2014; Torres et al., 2015; Ebensperger, 2011). En
nuestro estudio, los animales se mantuvieron de 1-3 semanas después de
terminada la administracién del farmaco, para poder evaluar la mantencion del
efecto. En este periodo de tiempo, pudo haberse revertido, incluso empeorado la
funcion vascular debido al fenémeno de efecto “rebote”. Esto ocurre debido al
desbalance vasoactivo que puede generar la administracion exdégena de un agente
vasoactivo (Taguchi et al., 2018). Lamentablemente, este modelo experimental no
permite poder evaluar la funcién vascular a diferentes tiempos para asi definir los
cambios temporales que presentan las ACM a lo largo del tratamiento.

Dentro de las limitaciones que se pueden considerar en este estudio se encuentra
el no contar con un grupo en tierras bajas de corderos gestados y nacidos en
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normoxia, para poder comparar si existen cambios significativos entre ellos y el
grupo control de este estudio. Otra limitacion es el periodo de evaluacién ex vivo e
in vitro que no permiten una caracterizacion de las respuestas en el tiempo de
tratamiento y post-tratamiento. Finalmente, y por el periodo en que se desarrollo
esta Tesis (2019-2020), las contingencias sociales nacionales y la pandemia
COVID-19 limitaron el desarrollo de muchos experimentos que requieren
presencialidad en el Laboratorio. A pesar de lo anterior, esta Tesis entrega
importante informacién de los efectos que tienen los farmacos evaluados sobre la
funcion y estructura vascular de las ACM.
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CONCLUSION

Los tratamientos propuestos no parecieran tener los efectos positivos
esperados sobre la funcidn vasoactiva de las arterias cerebrales medias, al menos
1-3 semanas después de haber terminado el tratamiento. Sin embargo, se debe
considerar que tampoco se evidencia un efecto negativo en dichas arterias. Desde
este punto de vista, este tratamiento fue inicialmente propuesto para tratar la HAPN
sin alterar otros territorios vasculares (Herrera, 2015; Gonzélez-Candia et al., 2020).

Ademas, los estudios de seguridad farmacéutica desarrollados en el
Laboratorio, demostraron la inocuidad de la triterapia evaluada en esta tesis
(Gonzalez, 2020). Por lo tanto, el hecho de que no se aprecien efectos importantes
en la circulacién cerebral es deseable si este tratamiento es dirigido para la HAPN.
Sin embargo, se necesitan mas estudios para poder determinar de forma mas
precisa la implicancia que tiene el uso de estos farmacos en la circulacion cerebral
en sus efectos agudos (durante la administracion farmacologica), pudiendo
considerarse estos resultados en futuros usos de melatonina, sildenafil o hemina en
la vida neonatal.
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ANEXO.
Imagenes representativas de ACM.

1. Tincién Hematoxilina — Eosina.

CONTROL MELATONINA HEMINA

TRITERAPIA
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3. Inmunohistoquimica para a-actina.

HEMINA

'HEMINA

>

SILDENAFIL
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