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INTRODUCCION

I.- INTRODUCCION.

1.- Preeclampsia.

La Preeclampsia (PE), es la principal causa de muerte materna en el mundo. Se
considera uno de los problemas obstétricos mas relevantes y una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad perinatal. Afecta al 7-10% de todos los embarazos y
en Estados Unidos representa al menos el 15% de las muertes relacionadas con la
gestacion. Ademas se ha detectado que mujeres que presentan PE, en el futuro tienen un
riesgo mayor de desarrollar enfermedades cardiovasculares que aquellas que no han
sufrido el sindrome. ( Irgens et al., 2001).

Es una patologia especifica de la gestacion, secundaria a una reduccion de la
perfusion de multiples 6rganos, al vasoespasmo y a la activacion de la cascada de la
coagulacion. Por ello se considera un sindrome multisistémico caracterizado por
vasoconstriccion, cambios metabolicos, disfuncidon endotelial, activacion de la cascada
de coagulacion e incremento de la respuesta inflamatoria, entre otros sistemas organicos
afectados. (Roberts et al., 2003).

Todo esto tiene su debut clinico después de la semana 20 de la gestacion, o mas
temprano en el caso de coexistir con la aparicion de enfermedad trofoblastica como
mola hidatiforme o hydrops.

Indudablemente, la placenta esta envuelta y es la clave en los mecanismos de
patogenicidad. La prueba de ello es por un lado que la enfermedad puede aparecer sin
embrion presente en un embarazo molar y por otro, que una vez la enfermedad es
evidente clinicamente, solo puede ser curada mediante la induccion del parto y la

finalizacion del embarazo (Roberts, 2001).

La manifestacion clinica de la PE, se caracteriza por la existencia de

hipertension de nueva aparicion (>140/90mmHg), proteinuria (>0.3g/l) y edema. La
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morbimortalidad perinatal en este grupo de pacientes es consecuencia de la restriccion
del crecimiento intrauterino (RCIU) y de prematuridad iatrogénica debida al deterioro
materno o de la condicién fetal (25% de bebes con bajo peso nace con peso por debajo

de 1500g).

Existen clasificaciones de la PE realizadas en funcion de varios factores: PE de
aparicion temprana o tardia, de gravedad media o severa y en sindrome materno o fetal

(Sibai et al., 2005).

A pesar de que el cuadro clinico esta ampliamente caracterizado, la etiologia de
la enfermedad es todavia desconocida. Se la considera una enfermedad de las fases
iniciales del embarazo, que precede incluso al momento de la implantacion. Empieza en
la fase folicular, pero a pesar de esto, la sintomatologia no aparece hasta el 2-3 trimestre
de la gestacion, es multifactorial desde el punto de vista fisiopatologico y eso hace
complicada su prediccion y tratamiento. Se postula que la causa son los numerosos
factores que estdn implicados en la patogénesis de la PE incluyendo genéticos,
inmunologicos, ambientales y de conducta (Redman, 2005). Se ha encontrado ademas
de la anomalia en la invasion trofoblastica, alteraciones locales del tono vascular, del
balance inmunologico y el estado inflamatorio, en algunos casos asociado con la
existencia de predisposicion genética tal y como se muestra en la figura 1 (Walker,

2000).
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Abmormal vascular invasion by Abmnormal vascular tone;
exira=villows cytoirophoblasi; > gndethelins, < nitric exide;
Oinly 30-50% of uterine spiral > thrombaxan A, < prostacyclin

arterics invaded (< plugs)

PREECLAMPSIA
Immunologic disorders: Thi Grenetic anomalbes: = THFa genel
predominant | Th, < HLA G factor ¥ Leiden 7, MTHFR 7

Inflammatory theory:
dyafunction of the endothelial

cells: = TMFo, lipid peroxides
and fatty acids

F dleersased expression; = increased expression

Figura 1: Esquematizacion de las diferentes teorias que

existen acerca de los posibles desencadenantes de la PE.

Dentro de los hallazgos histologicos mas frecuentes de la PE, a nivel vascular,
encontramos arteriopatias de las pequenas arterias de la placenta y la decidua, infartos

en la porcion central de la placenta y trombosis en las vellosidades.

Desde el punto de vista fisiopatologico, un evento clave en el desarrollo de la
PE, es la reduccion de la perfusion de la placenta en los estados iniciales de gestacion.
Esto se debe a una invasion trofoblastica defectuosa y superficial de las arterias
espirales, lo que conduce al pobre desarrollo de la placenta inmadura y del aporte
sanguineo materno.

En una gestacion normal, estos vasos estan sometidos a un proceso continuo de
remodelacion de forma que el diametro de la luz vascular se incrementa unas 4 veces y
la pared del vaso se modifica debido a la perdida de la capa muscular y la lamina
elastica interna. Esto transforma los vasos en unos tubos laxos que proveen al espacio

intervelloso mediante un flujo de baja resistencia.
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En el caso de la PE, esta remodelacion no ocurre de forma adecuada. Estudios
Doppler del flujo uterino, han mostrado la existencia de elevadas resistencias en los
vasos que abastecen el espacio intervelloso en mujeres con PE, lo que respalda la
hipétesis de la invasion defectuosa (Roberts y Gammill, 2005).

Por otro lado, la placenta hipdxica y mal perfundida, es capaz de sintetizar y
liberar una mayor cantidad de factores vasoactivos que pueden ser la causa de la
activacion / disfuncion generalizada del endotelio materno en los vasos del rifidon y otros
organos.

Son numerosos los estudios destinados a la deteccion de estas moléculas en la
sangre materna y es muy compleja la interrelacion de ellas con los mecanismos
fisiologicos de la placentacion. Sin embargo el fundamento de todos ellos es la

obtencion de un marcador precoz de esta enfermedad (figura 2.)

H542 PLACENTAL ISCHEMIA AND CARDIOVASCULAR DYSFUNCTION

Decreased - )

uterine placental
blood flow Placental
ischemia

Fig. 1. Pathways by which reduced utenine perfusion pressure
(RUPP) and placental ischemia may lead to endothelial and
cardiovascular dysfunction during pregnancy. Placental ischemia
results inincreased synthesis of soluble fms-like tvrosine kinase-1 l
(sFl-1), TNF-a and 1L-6. angiotensin 1 type | receptor auntoan- sFIt=1 —TCytokines(TNF-u, |L-6] '.'AT‘I-AA‘

tibodies (AT-AA), and thromboxane (TX). Elevations in these

factors are proposed to result in endothehal dvsfunction by lPIGF. VEGF X
decreases in bioavailable nitric oxide (NO) and increased reactive 71

oxygen species (ROS) _"”d endothelin-1 (ET-1). which in wrmn Endothelial activation/dysfunction

results in altered renal function, increased total peripheral resis- r

tance ( TPR). and ultimately hvpenension. PIGF, placental growth

factor B NO availability T ROS, ET-1

Renal Total
I pressure * peripheral
natriuresis resistance

Hypertension

Figura 2:Resumen de los mecanismos que desencadenan la hipertension materna como

consecuencia de la aparicion de isquemia placentaria y disfuncién endotelial.
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Aunque no es el objeto de esta tesis, son ejemplos a destacar de este tipo de
moléculas: la forma soluble de la tirosin quinasa-1 (sFIt-1), citoquinas y, posiblemente,
la angiotensina II (Ang II). Todas estas moléculas, se cree que son la causa en ultima

instancia, de la hipertension que caracteriza la enfermedad ( Gilbert et al., 2008)

Es por esto que la PE se considera una enfermedad en dos fases, la primera esta
constituida por la deficiente placentaciéon y la segunda, caracterizada por el sindrome
materno clinicamente reconocible (Tranquilli y Landi 2010.). Esto se puede equiparar
con dos fendbmenos sucesivos e interdependientes, necesarios para llevar a cabo de
forma adecuada el proceso de formacion de la placenta (Hustin 1995; Hustin 1988).

Ocurren entre la semana 8 y la 12 el primero y de la 13 a la 18 el segundo.

2. Placentacion. Etapas:

2.1 La primera invasion vascular por el citotrofoblasto. El trofoblasto se
comporta como un “pseudo tumor” invadiendo al endometrio, que lo tolera de una
forma controlada. Cualquier anomalia en el equilibrio que existe entre los factores que
promueven y los que limitan esta invasion, puede causar enfermedades relacionadas con

la gestacion. La PE es una de ellas (Zhou et al., 1993).

Entre la semana 8 y la 12, las células del citotrofoblasto avanzan hacia los vasos
de la decidua materna gracias a la existencia de unos receptores comunes en la
superficie de ambos tejidos que hacen que las células se diferencien y proliferen en dos

sentidos. El citotrofoblasto, permanece en la pared externa de los capilares deciduales y
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en las ramas intra-deciduales de las arterias espirales, creando una red alrededor de estos

Vvasos.

Por otro lado, tenemos el citotrofoblasto extravelloso (EVCT) que es el que
migra hacia la luz endovascular, formando unos tapones o “plugs” que permiten
enlentecer la circulacion de sangre materna y poner en contacto intimo las células del
trofoblasto con las células sanguineas. Esto da lugar a lo que posteriormente supondran

los sinusoides placentarios de intercambio. (Meekings et al., 1997)

En esta primera oleada de invasion del trofoblasto existen dos factores
importantes, uno es la presion parcial de O2 y otro, la homeostasis en los espacios intra

vasculares.

Con la formacion de los tapones, justo por encima de ellos, la presion parcial de
02 aumenta, con lo que se disminuye la produccion de sustancias vasoconstrictoras y
antiagregantes como la endotelina 1(ET-1) y el tromboxano 2 (TXA2) y aumentan
sustancias vasodilatadoras como el oxido nitrico (ON) y la prostaglandina (PGI2). Con
ello conseguimos una difusion mas féacil de oxigeno en un flujo enlentecido por las
sustancias vasodilatadoras y en un estado de hipocoagulabilidad. En preeclampsia al
igual que en abortos espontaneos, existe una disminucion en la formacion de los tapones

(Jaffé et al., 1995).

El oxigeno actua como un potente regulador del desarrollo vascular. Las células
endoteliales (Phillips et al., 1995) y los progenitores hematopoyéticos (Adelman et al.,
1999) proliferan en respuesta a la baja concentracion de oxigeno. Existen estudios que
demuestran que cultivar bajo condiciones de hipoxia las células del trofoblasto humano,
hace que estas proliferen, mientras que si las condiciones de cultivo cambian a altos
niveles de oxigeno, la proliferacion se ve inhibida y en su lugar, se promueve en las

células el proceso de diferenciacion. (Genbacev et al., 1997; Caniggia et al., 2000).
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En sangre materna se ha visto que moléculas que se encontraban elevadas en el
estado hipdxico inicial, sufren un descenso a partir de la semana 10* Se sabe que las
células placentarias detectan los cambios que se producen en la concentracion de
oxigeno. Uno de los factores implicados en la regulacion del proceso de deteccion del
oxigeno ha sido descubierto recientemente, es el factor inductor de hipoxia (HIF) que

pertenece a la familia de factores de trascripcion HIF. (Caniggia et al., 2000).

De todos ellos, cabe destacar a HIF-la, un activador transcripcional que
funciona como regulador global de la homeostasis del oxigeno y también participa en

los mecanismos de deteccion del oxigeno ( Tranquilli y Landi, 2010).

La expresion de HIF-1 y de un inhibidor de la diferenciacion de trofoblasto, el
“factor de transformaciéon del crecimiento (transforming growth factor)” TGFDb3,
permanece elevada hasta la semana 10 de gestacion que es cuando empiezan a elevarse

los niveles de oxigeno.

En modelos de PE bajo hipoxia mantenida, encontramos elevados los niveles
tanto de HIF-1 como TGFB3 una vez superada la primera invasion trofoblastica y esto
hace que las células del citotofoblasto mantengan un fenotipo proliferativo no-invasivo,
lo que da lugar a una invasion trofoblastica mucho mas superficial que predispone a la

enfermedad. (Caniggia et al., 2000)

2.2 Segunda invasion vascular por el citotrofoblasto. En la segunda oleada
entre la semana 13 y la 18, las células de los tapones de trofoblasto se movilizan y
avanzan hacia las arterias miometriales y van sustituyendo su capa eléstica. Ello
produce un hiperaflujo hacia el embrion en formacion, que se traduce
hemodinamicamente en la caida de flujo sanguineo y la disminucién de la resistencia en

las arterias uterinas maternas.
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Por otra parte, la presion parcial de oxigeno en el espacio intervelloso, ademas
de lo visto, es responsable de modificar los cambios en las dimensiones de las
vellosidades y de la formacion de los capilares. La expresion clinica de la alteracion en
la placentacion, en el caso de la PE, conlleva una serie de cambios hemodinamicos que
se traducen en alteraciones del flujo materno-fetal mas tardiamente y que son la base del
pronostico de la enfermedad. Existe una disminucion del flujo al feto, con una calidad
de perfusion y de oxigenacioén pobre y desigual, que acaba produciendo una hipoxia
relativa en las vellosidades de la placenta o a una lesion de tipo isquemia/reperfusion

(Myatt, 2010).

3.- Factores vasomotores: papel del 6xido nitrico (ON) en la placentacion.

En un embarazo normal junto a una disminucion de las resistencias vasculares
sistémicas y uterinas, existe también una respuesta reducida a diferentes agentes
vasopresores.

Los vasos tutero-placentarios estan sujetos a la accion de diversos factores que
regulan su tono vascular, principalmente actiian sobre ¢l dos sistemas vasomotores
opuestos: sistema vasoconstrictor (endotelina/encefalinasa) y sistema vasodilatador
(oxido nitrico /guanilato ciclasa). El equilibrio entre ambos sistemas, es el que permite
la regulacion del tono vascular placentario y en ultimo punto un aporte sanguineo
adecuado.

Enfermedades como la PE estan caracterizadas por el desequilibrio de este
sistema (Seligman et al., 1994).

Cuando la integridad del sistema vasomotor esta intacta, la endotelina produce

un vasodilatador altamente 1abil, que permite la regulacion local del flujo sanguineo.
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Este vasodilatador es el ON, un gas que tiene la capacidad de difundir a través de las
membranas celulares y penetrar en las células musculares que rodean los vasos, donde
alcanza su diana, el enzima guanilato ciclasa.

Este enzima es el encargado de la formacion de Guanosin monofosfato ciclico
(GMPc), el segundo mensajero del ON, que activa las protein kinasas intracelulares y
permite que las células musculares se relajen. Més tarde, el GMPc es degradado por el
enzima fosfodiesterasa (PDE).

El oxido nitrico se sintetiza a partir de L-arginina mediante el enzima oxido
nitrico sintasa (NOS). Existen tres isoformas de NOS que han sido identificadas en la
placenta tanto de humanos como de ratas y ovejas. (Zarlingo et al., 1997; Takizawa et
al., 2002) . Dos de ellas, son constitutivas y requieren calcio para actuar, son la NOS
endotelial (eNOS) y la neuronal (nNOS). La tercera isoforma es inducible (iNOS).

Las eNOS esta presente en arteria uterina y umbilical asi como en los vasos
corionicos y las vellosidades placentarias. Tanto la eNOS como la iNOS, estan
presentes durante todo el embarazo aunque parece que el papel de la iNOS es mas
relevante durante el primer trimestre (Morris et al., 1992; Sooranna, 1995; Ramsay et

al., 1996).

La relajacion de las arterias espirales que como hemos visto se produce con la
segunda oleada de invasion trofoblastica, se promueve por acciéon del GMPc, que se
produce via ON y parece preceder, temporalmente, a la invasion de estos vasos por
parte de las células del trofoblasto.

Cuando la PE aparece, existe una modificacion del equilibrio vasomotor con un

predominio vasoconstrictor. El incremento del ratio vasoconstriccion/ vasodilatacion es
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proporcional a la severidad del sindrome y se ha visto, ademas, que los niveles de
metabolitos del ON también estan disminuidos. (Merviel et al., 2004)

Sin embargo, como pone de manifiesto una revision de la Cochrane sobre el uso
de sustancias donantes de ON para la prevencion de preeclampsia (Meher y Duley,
2007), a pesar de la importancia y del papel del ON, no hay suficiente evidencia en los
estudios clinicos revisados para el empleo de sustancias donantes de ON (glyceryl
trinitrate) o precursores (L-arginina) para su uso terapéutico en preeclampsia.

Durante el embarazo normal, tanto la excrecién urinaria de GMPc como de
nitratos y nitritos (metabolitos del ON) esta aumentada (Myatt et al., 1991). A pesar de
esto todavia no podemos determinar claramente si hay una disminucién global de ON
en gestantes con preeclampsia ya que, se ha visto una disminucion de sus metabolitos en
orina pero, no se ha podido demostrar en plasma (Shaamash et al., 2002).

Igualmente, los intentos de tratamiento con donantes de ON, no han resultado

eficientes (Meher y Duley, 2007; Lees et al.,1998)

4.- ElI modelo animal como aproximacién al conocimiento de la
fisiopatologia de la PE.

El desarrollo de modelos animales de PE para el estudio de los mecanismos que
se ven alterados en el establecimiento de la circulacion materno-fetal es fundamental. El
desarrollo de la placenta murina es similar al del embrién humano, se compone de tres
poblaciones celulares distintas: trofoblastos del laberinto, espongiotrofoblastos y células
gigantes (Adelman et al., 2000). En la rata el nimero de capas que separan a madre y
feto son 3 (placenta hemotricorial), mientras que en humano es una Unica capa

(hemomonocorial), (De Rijk et al., 2002).

11



INTRODUCCION

La capa mas interna de la placenta, la del laberinto, esta formada por trofoblastos
sincitiales, estos rodean los vasos fetales que invaden la placa coridnica y se interdigitan
con los sinusoides maternos, para favorecer el intercambio gaseosos y de nutrientes. En
segundo lugar, situada en el medio encontramos la capa de espongiotrofoblastos
diploides, que son homoélogos a los citotrofoblastos en humanos. Finalmente, la capa
mas externa, la forman las células gigantes poliploides, cuya principal funcion es la
invasion de tejidos maternos, al igual que los citotrofoblastos invasivos en la placenta
humana (Cross, 2000).

No existe actualmente ningiin modelo animal de PE que reproduzca fielmente el
cuadro clinico. Un modelo desarrollado en ratas tratadas con un inhibidor de la NOS, el
L-nitro arginina metil ester (L-NAME) se ha usado ampliamente para el estudio de la
PE. Las ratas desarrollan un sindrome similar a la PE con hipertension y proteinuria y
los fetos presentan retraso del crecimiento intrauterino (Fernandez-Celadilla et al.,

2005; Buhimischi et al., 1995; Molnar et al.,1994).

5.- PE y posibles dianas de actuacion. Inhibidores de la Fosfodiesterasa 5.

Como hemos visto, por un lado el ON y su segundo mensajero, el GMPc, son
dos factores importantes sobre los que actuar a la hora de probar nuevas terapias para la
prevencion y el tratamiento de la PE o, en su lugar, paliar la sintomatologia y los efectos
fetales que produce. Por otro, sabemos que el mantenimiento de la vasodilatacion, en
los vasos maternos ya existentes o en los de nuevo desarrollo es un factor crucial para el

desarrollo de la placenta (Kaufman et al., 2004).
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Turgut et al. han propuesto que en casos de PE, los inhibidores de la
degradacion del GMPc, pueden incremementar sus niveles celulares, favoreciendo asi la
funciéon endotelial, por lo tanto, podrian ser utilizados como mecanismo de proteccion
(Downing et al., 2004). Apoyando la hipdtesis, se ha visto un incremento de la actividad

PDE sérica en mujeres con preeclampsia (Miller et al. 2009).

Estudios “in vitro” previos, realizados sobre biopsias de pequefas arterias
miometriales y omentales de pacientes con RCIU y PE (Wareing et al., 2005-2006),
ponen de manifiesto que el Sildenafilo (SC) actia como un potente vasodilatador, que
mejora y prolonga la accion de GMPc por inhibicion selectiva de la fosfodiesterasa tipo
5, el enzima que convierte la concentracion intracelular de GMPc como segundo
mensajero, en su forma inactiva.

Tanto en miometrio, como en el lado materno de la placenta, se han detectado
mas receptores de la PDES que en otros vasos maternos, por lo que el uso de SC podria
tener un efecto selectivo sobre ellos (Coppage et al., 2005; Buhimschi et al., 2004).

Estudios “in vivo” de administracion de SC a animales durante el embarazo, se
han centrado en demostrar los efectos sobre la hemodinamica y el peso fetal. Una
amplia revision sobre el tema destaca, que SC produce un incremento del flujo uterino
en ovejas y ademads actia como agente tocolitico, ya que produce relajacion muscular al
reducir la presion intrauterina en ratas (Villanueva-Garcia et al., 2007). Ahora bien,
recientemente se ha publicado un estudio donde la administracion de SC no mejora la
perfusion uterina, aunque la administracion se realiza de forma aguda sobre un modelo
animal de RCIU producido por la ligadura de una umbilical, lo que da lugar a una
situacion muy rapida de isquemia aguda seguida de administracion de SC (Miller et al.,

2009).
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Dentro de los efectos que SC produce en los fetos, destaca el aumento del peso
fetal tras administrarlo de forma tardia en el embarazo normal (Belik et al., 2005) y en
animales sometidos a hipoxia (Refuerzo et al., 2006).

En resumen, los estudios experimentales sugieren que SC, puede mejorar el flujo
sanguineo uterino, a través de la relajacion endotelial de los vasos uterinos, producida
por la liberaciéon de GMPc, ademas de jugar “in vivo” un papel fisioldégico como

modulador directo de tono del musculo liso vascular durante el embarazo.

En humanos, su uso establecido en el campo de la disfuncion sexual masculina,
ha permitido establecer un amplio rango en la seguridad y manejo de la droga (Ghofrani
et al., 2006). Investigaciones clinicas realizadas, han demostrado que los mecanismos
celulares por los que los inhibidores de la PDE 5, en humanos, mejoran la funcion
endotelial y la supervivencia celular, en situaciones criticas después de la isquemia y la
reperfusion, pueden ser una terapia prometedora (Conrad et al., 1999). Por ello cada vez
mas, se amplia el efecto vasodilatador del SC en otras areas médicas. Los trastornos
relacionados con el sistema nervioso central, la insuficiencia cardiaca y el sistema

pulmonar son ejemplos. (Gori et al., 2005)

En animales, sobre el embarazo se han llevado a cabo multiples estudios sobre la
seguridad de su administracion, estos han concluido que no existe un efecto fetotoéxico o
teratogénico al administrarlo a dosis elevadas (200mg/Kg) de forma diaria durante la
fase de organogénesis. Ademas, efectos producidos sobre crias de ratas que recibieron
SC durante el embarazo y hasta el final de la lactancia fueron minimos. Los estudios

animales concluyen por tanto que SC no tiene efectos adversos sobre la fertilidad, ni
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efectos teratogénicos o potencial carcinogénico. Sin embargo, debemos ser cuidadosos
al extrapolar resultados a humanos (Abbot et al., 2004).

Los pocos casos que hay publicados sobre su administracion eventual a mujeres
gestantes con hipertension pulmonar han mostrado un aumento del peso fetal en el
nacimiento, sin otras alteraciones descritas (Lacassie et al., 2004; Molelekwa et al.,
2005). Cuando SC ha sido administrado a mujeres no gestantes por via intravaginal, se
ha visto un aumento del flujo sanguineo uterino y del desarrollo endometrial. (Sher y

Fisch, 2002)

Recientemente, se ha administrado por primera vez SC, de forma aguda y
tardia, a mujeres embarazadas con preeclampsia grave. En este estudio, las pacientes
recibian 3 dosis diarias de SC, la dosis administrada se iba incrementando cada 3 dias,
llegando a un valor maximo de 80mg, 3veces al dia. El estudio concluye que la
administracion de SC no prolonga el tiempo hasta el parto, aunque si mejora los valores
de tension 2 semanas después de este. En los fetos, SC no produce ningun cambio en el
Apgar a 1 y 5 minutos ni altera el pH de la sangre de cordon. Por tanto, aunque el
momento y la forma de administrar la sustancia no ha representado una clara mejoria de
la enfermedad, es importante destacar que no se ha descrito una mayor morbilidad y

mortalidad en la descendencia (Samangaya et al., 2009).

6.- Efectos de la PE sobre el desarrollo neurologico fetal. Dafio cerebral.

Existen pocos estudios dirigidos a valorar el dafio neuroldégico intrautero dada su
complejidad. Son aun mas escasos los estudios acerca de la implicacion etiologica de
una situacion de hipoxia cerebral fetal en el posterior desarrollo postnatal de las

funciones cognitivas.
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Prematuridad, hipoxia, isquemia e inflamacion, son factores que predisponen al
dafio cerebral perinatal, pero se desconocen los mecanismos mediante los que actiian y
en que momento aparecen. El parto se establece como una situacién de hipoxia aguda,

que hace dificil discernir si la causa del dafio es previa o no al nacimiento.

La encefalopatia neonatal (EN) ocurre en 1 —6 de cada 1000 nacimientos a
termino y es la principal causa de discapacidad en el neurodesarrollo. El 15-20% de los
nifios afectados muere durante el periodo postnatal, y un 25% adicional presenta déficits
permanentes. Los mas frecuentes son afectacion de las funciones motoras y déficit
cognitivos.

Los déficit de las funciones motoras son conocidos como paralisis cerebral, son
desordenes posturales o motores no progresivos cuyo origen esta en la vida temprana.

Los déficits cognitivos incluyen retraso mental o funciones intelectuales
alteradas, lo que da lugar a déficits en el lenguaje, aprendizaje, funciones ejecutoras y
habilidades sociales.

Una gran parte de los casos de encefalopatia neonatal, son debidos a
encefalopatias hipdxico-isquémicas (HIE), a pesar de que en muchos de los casos no se
ha documentado un episodio hipoxico-isquémico (Gonzalez et al., 2006).

Se calcula, segtn los estudios histopatolégicos que en torno al 80% de los
casos tienen su origen intrattero. De Vries et al. en 2004 describieron la existencia de
hemorragias peri-ventriculares en fetos procedentes de insuficiencia placentaria o
preeclampsia. Estas son detectadas por la aparicion de ecodensidades diferentes en los
ventriculos cerebrales, aunque no se ha descrito todavia una correspondencia clara entre

el lugar de visualizacion de la ecodensidad y el posible dafio que ese nifio desarrollara
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en el futuro, tal y como después detallaremos. En humanos no existe ninguna prueba

diagnostica con suficiente sensibilidad para detectar dafio cerebral prenatal.

La probabilidad de sufrir EN se incrementa con la edad materna y disminuye al
aumentar la paridad. Ademas existen otros muchos factores previos o que afectan al

embarazo, como la PE, que incrementan este riesgo.(Badawi et al., 1998)

En condiciones normales, la liberacion de O, en el cerebro es constante, ya que
esta descrito que en ausencia de cambios en la presion de perfusion sanguinea, la
hipoxemia y/o hipercapnia fetal, provoca un incremento en el flujo cerebral que es
proporcional al grado de alteracion del intercambio de gases (Helou et al., 1991). La
hipoxia fetal producida por una mala perfusion materna produce una redistribucion
sanguinea hacia 6rganos vitales como el cerebro, las glandulas adrenales y el miocardio.

Se ha visto que a los 5 afios de edad, la funcidon cognitiva esta disminuida en
nifios sometidos a insuficiencia placentaria. Esto constituye, un efecto negativo de la
mala placentacion sobre el desarrollo neuronal.(Scherjon et al., 2000).

La hipoxia cada vez se ve mas como un mecanismo protector, de ahi que la PE
no muestre una relacion clara con el dano neurologico (Nelson et al., 1995). A pesar de
la redistribucion del flujo sanguineo hacia el cerebro se postula que esta puede no ser
suficiente para mantener un desarrollo neuroldégico normal (Rees, 1998), lo que
explicaria un Odds ratio de 6.3 para EN en los hijos de madres con PE (Nelson y

Grether, 1995).

Uno de los pocos estudios donde se examina la anatomia patologica del cerebro

neonatal en esta situacion es el realizado por Bell en una cohorte escocesa de 700
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neonatos con encefalopatia neonatal (Bell et al., 2005). De toda la cohorte eliminaron
los cerebros que habian sufrido asfixia intraparto, asi finalmente relacionan HIE con
eosinofilia neuronal y dafio preferentemente en la sustancia blanca con mayor grado de
astrocitosis. Otros estudios de neuroimagen asocian retraso del crecimiento intrauterino
con la atrofia cortical y en el area del hipocampo y con anisotropia (Thompson et al.,
2007).

En animales (roedores, ovejas y monos) se han desarrollado modelos para el
estudio a largo plazo de los efectos de la HIE (Gonzélez et al., 2006). Son modelos
relativamente sencillos para extrapolar resultados a un proceso patoldgico tan complejo,
en ellos se relaciona la HIE con un retraso en el desarrollo de la capacidad de
aprendizaje, orientacion e hiperactividad (Jénicke y Coper, 1994). En una extensa
revision, se establece que estas alteraciones evolucionan a lo largo de la vida, ya que
aparecen en la juventud y se normalizan en la edad adulta para volver a reaparecer en la
madurez, solo en el desarrollo de tareas complejas (Gonzalez et al., 2006).

La duraciéon de la hipoxia y la edad gestacional son dos de los factores
determinantes de la extension del dafio cerebral. En general los estudios muestran que
las neuronas son mas resistentes a la hipoxemia crénica pero toleran mal el descenso

brusco de oxigeno.

La via ON-GMPc juega un importante papel en la modulacién de algunos tipos
de aprendizaje, por lo que una disfuncidon en esta via, puede estar relacionada con la
afectacion cognitiva que se observa en nifios nacidos de madres que han desarrollado
PE.

Existen estudios en modelos animales que muestran que la administracion de
sildenafilo, restablece la funcion de la via ON-GMPC y la capacidad de aprendizaje en

ratas que sufrian encefalopatia hepética incluyendo el deterioro cognitivo. Basandonos
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en estos estudios, hipotetizamos que la administracion de sildenafilo en un modelo
animal de PE, podria recuperar algunos de los defectos neurologicos que presenta la

descendencia (Erceg et al., 2005).
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I1.- HIPOTESIS

La administracion continuada de sildenafilo durante el embarazo es capaz de
atravesar la placenta y revertir de forma segura los efectos que un modelo de

preeclampsia animal produce en la madre y en su descendencia.
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I11.- OBJETIVOS

Objetivo principal:

- Efectos del sildenafilo sobre un modelo animal de preeclampsia. Demostrar el paso,
del sildenafilo, a través de la placenta y valorar su efecto en el feto y el desarrollo de su

sistema nervioso central.

Objetivos secundarios:

1. Deteccion y cuantificacion de la molécula de sildenafilo en plasma e
higado materno y en higado fetal a lo largo de la gestacion.
2. Evaluacion y validacion del modelo animal de preeclampsia , estudio de
la funcion hemodindmica materna y fetal mediante tecnologia Doppler.
3. Efectos que la administracion continuada de sildenafilo durante el
embarazo produce durante la gestacién normal y patoldgica.
Comparacion con resultados en no gestantes
2.1.- Tension arterial materna.
2.2.-Crecimiento intrauterino y postnatal
2.3.-Morbimortalidad perinatal.
2.4.-Crecimiento placentario.
2.5-Serie celular hematopoyética materna y peso del higado fetal.
2.6.-Parametros hemodinamicos materno-fetales valorados con
tecnologia Doppler.
2.7.-Desarrollo sistema nervioso central (SNC) post natal.
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IV.-MATERIAL Y METODOS:

Eleccion del modelo animal

La eleccion de un modelo animal de embarazo en ratas fue debida no solo a la
literatura existente al respecto sino también, a que este animal nos permite la obtencion
de un gran nimero de crias por madre, en un tiempo relativamente corto (22-23 dias).
Esto nos permite ver los posibles efectos de diferentes farmacos tanto sobre el
desarrollo del embarazo como en la descendencia en un breve espacio de tiempo.

Asi pues aunque el modelo presenta ciertas limitaciones a la hora de extrapolar
resultados en humanos y ciertas complicaciones técnicas debido al pequefio tamafio del
animal, es mas practico, econémico y factible que otros modelos hechos con mamiferos

superiores descritos en la literatura.

1. Desarrollo del modelo.

Gracias a la colaboracion de la Dra. Fernandez Celadilla de Ledn, obtuvimos el
conocimiento necesario para la puesta en marcha del modelo. Se seleccionaron ratas
hembra Wistar (Charles River, Francia), de entre 200-250 gramos de peso (10-12
semanas), que fueron estabuladas en las salas del animalario del Centro de Investigacién
Principe Felipe (CIPF.)

Los animales fueron mantenidos, tratados y sacrificados de acuerdo con el
protocolo establecido por el Comité de Etica y Bienestar Animal del CIPF. Todos los
procedimientos cumplen con la legislacion vigente de proteccion de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, RD 1201/ 2005 y Decreto

13/2007 del Consell.

26



MATERIAL Y METODOS

Se colocd a los animales de dos en dos, en jaulas dispuestas en racks ventilados,
conectados a un sistema de aire con filtros HEPA. Sometidos a ciclos de 12h de luz /
oscuridad, humedad relativa del 55 + 10 % y temperatura de 22-24°C. Recibiendo
comida standard y agua ad libitum.

Tras un periodo de aclimatacion de dos semanas, se procedio al embarazo de los
animales. Para ello se determin6 el momento del ciclo estral mediante el uso de un
impedancimetro (Cibertec SA, Madrid, Espafa), asi las hembras en proestro fueron
puestas esa noche con machos (2:1). A la mafiana siguiente se comprobo la presencia de
esperma (“plug”) en la vagina de los animales mediante la realizacion de un lavado
vaginal. Aquellas hembras en las que se observo este “plug” fueron consideradas en dia
0 de embarazo.

El ciclo de embarazo de la rata, es de aproximadamente 22-23 dias y a ellos nos
referiremos como E1, E2....E22 (del inglés “embryonic day’’).Se ha descrito que la rata
inicia su segundo trimestre de embarazo el dia E9.5-10 (De Rijk et al. 2002; Caluwaerts
et al. 2005) y el dia E16 estaria ya en tercer trimestre. Tomamos como representativo de
cada trimestre E8, E11y E18 para realizar los experimentos.

GRUPOS DE ESTUDIO:

Estas hembras en dia O de gestacion fueron asignadas a 4 grupos de
experimentacion.

o Grupo L-NAME o Preeclampsia (PE).
o Grupo L-NAME + Sildenafilo (PE+SC)
o Grupo Sildenafilo (SC)

o Grupo Control (CTRL.)

o Grupos No gestantes (NO GEST)
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El grupo preeclampsia (PE, n=21) recibe un inhibidor de la sintesis de oxido
nitrico, L-Nitro Arginina Metil Ester, a una dosis de 50mg/Kg/dia disuelto en el agua de
bebida. Los tratamientos se preparan diariamente a las 9 a.m. para asegurar su frescura y
evitar perdidas.

Al grupo PE+SC, también se le administra L-NAME a la misma dosis y de la
misma forma, asi desarrolla PE pero ademas se le administra de forma adicional
sildenafilo citrato (grupo PE+SC, n=17)) una dosis diaria de 4mg/Kg/dia (Erceg et al.,
2005; Gomez-Pinedo et al., 2010), disuelto en el mismo agua que el L-NAME.

El grupo SC(n=25) recibe unicamente sildenafilo citrato disuelto en el agua de
bebida a la misma dosis (4mg/Kg/dia).

El grupo Control (n=23) se le administro agua ad libitum sin ningan tratamiento.

Para conocer la cantidad de agua diaria que ingieren los animales, una muestra
(n=10) fue puesta de forma previa en jaulas metabdlicas, donde se monitoriza la
cantidad de agua y comida consumida asi como la cantidad de orina y heces excretada
por los animales.

Los animales que resultaron no estar embarazados pero que habian recibido los
tratamientos y los del grupo control, a los que se les monitorizd los mismos pardmetros
que a los 4 grupos iniciales de estudio; fueron considerados como 4 grupos adicionales
de animales No gestantes en los que dilucidar si los posibles efectos de los tratamientos

se producian solo en la situacion de gestacion:

- Grupo PE-No gestante (PE-NoGEST, n=6)
- Grupo PE+SC-No gestante (PE+SC-NoGEST, n=5)
- Grupo SC-No gestante (SC-NoGEST, n=6)

- Grupo Control-No gestante (CTRL.-NoGEST, n=6).
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2. Medida de la tension arterial (TA).

Los farmacos administrados tienen efecto sobre el funcionamiento del sistema
vascular a través de ON y su segundo mensajero, GMPc. La monitorizacion de la
tension arterial a lo largo del embarazo es un sistema de control sobre la efectividad de
los tratamientos para eleccion del modelo animal.

Asi, en los dias de embarazo establecidos EO, E6, E10 y E17 se obtuvieron
resultados de la toma de tension arterial materna (TAM) tal y como se describe:

Los animales de todos los grupos eran seleccionados de forma aleatoria
(Nmedia=12) e introducidos en una estufa a 35-37°C durante unos 5 minutos con objeto de
conseguir una vasodilatacion periférica necesaria para realizar la medicion (Fernandez-
Celadilla et al. 2005).

A continuacién, cada animal era enrollado en un pafio y a nivel de la cola del
mismo se coloca el manguito y el pulsimetro. Cuando empieza a normalizarse el
registro en la pantalla se realizan las mediciones.

Para ello se utilizé el medidor de presion no invasivo NIPREM 645
(CIBERTEC, S. A., Madrid, Espafia).

Este aparato consiste en un manguito hinchable que se aplica sobre la cola del
animal y que envia la sefial registrada a un ordenador que lleva instalado el software del
aparato. Asi, tras obtener los registros, se hacen las consiguientes medidas obteniendo
los valores de presion sistdlica, diastolica y frecuencia cardiaca del animal.

Tras estabilizarse la medicion, se obtienen de cada animal unos 5-6 ciclos de
medida de los que se saca la media para obtener el valor de presion sistélica, que

denominaremos tension arterial sistolica (TAS).
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3. Control de la proteinuria y bienestar animal.

En los dias 0, 6, 10 y 17 se evalUa el estado general del animal y la proteinuria
mediante unas tiras reactivas para la orina (Comburtest10 Roche, Madrid, Espafia).

Con una pequefia muestra de orina, obtenemos con las tiras una valoracion
cualitativa de los siguientes parametros: proteinas totales, glucosa, pH, presencia de

eritrocitos, cuerpos cetdnicos, urobilinogeno, nitritos y densidad de la orina

4. Cromatografia liquida-Espectrometria de masas (LC-MS).

Para determinar la presencia y concentracion de sildenafilo (SC) y su metabolito
activo el desmetilsildenafilo (DM-SC), en tejido hepético fetal y materno, asi como en
plasma, se utilizé la cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS).

Probamos dos métodos de extraccion y purificacion de las moléculas en los
diferentes tejidos estudiados.

Para ello, se pesé y descongeld los higados fetales previamente congelados a —
80° C, se homogeneizaron las muestras utilizando un tubo Plotter hasta su completa
disgregacion Afadimos 3 microlitros de Tampon de blotting pH 7.5 por miligramo de
peso, y mas tarde fueron los homogenizados fueron sonicados. Después se realizé una
dilucién 1:2 de este homogenizado en agua MiliQ para analizar el contenido en el LC-
MS. Por tanto la dilucién final de la muestra es 1:6 en higado y 1:2 en plasma.

El equipo utilizado para el analisis es un Micromass Quattro micro
(Shimazdu®), la separacion de los compuestos se hizo con una columna Gambini y un

flujo de 0.3ml/min. El eluyente pasé directamente al cuadrupolo el espectrometro de
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masas y alli se produjo la ruptura de la molécula. Se determinaron las siguientes
transiciones electronicas para los compuestos: sildenafilo m/z 476.6-99.87,
desmetilsildenafilo m/z 461.1-84.8 y 461.1-283.2; diazepam m/z 285.1-193.1.

Hechos los ajustes técnicos al equipo, para las determinaciones se realizaron
curvas patron de ambas moléculas (SC y DM-SC) en etanol, plasma y agua para
determinar el método de extraccion de mayor eficiencia. Tanto en las curvas como en
las muestras se afiadio diazepam como patron interno.

En primer lugar se probd la extraccion con acetonitrilo; asi a 100l de muestra
(homogenizado diluido 1:5 en agua MiliQ) se le afiadieron 100ul de NaOH 50mM, se
agitd y se afiadié en ultimo lugar 200ul de acetonitrilo (Sigma, St Louis, Co), se agitd
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 11.000 rpm a 4°C. Después
se separ0 la fase acuosa y se evapor0 con nitrégeno a 35°C. Finalmente se resuspendio
en 100ul de fase movil, compuesta de 80% formiato aménico 10mM ph3 y 20% de
metanol al 20%. En este caso el paso de extraccidn con acetonitrilo se realizo tres veces.
La muestra resuspendida se inyectd en el equipo LC-MS.

Para la extraccion con diclorometano usamos 100ul de muestra que se basifica
con 100ul de NaOH 50mM, se agitd y extrajo afiadiendo 700ul de diclorometano
(Sigma, St Louis, Co), agitando durante 10 minutos a temperatura ambiente y
centrifugando después a 11.000 rpm a 4°C. En este caso, el paso de extraccion solo se
realizd una vez y fue la fase organica la que se separ6 y se evapor6 para resuspenderla
después en 100pl de fase mavil.

Como patron interno, para determinar la sustancia en tejido, tras preparar las
muestras como se ha indicado se afiadio a todas ellas 10pl de una solucion 1pg/ml de

Diazepam disuelto en metanol por cada 100ul de muestra.
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5. Sacrificio y toma de muestras:

E8, E11 y E18, fueron tomados como representativos de cada uno de los
trimestres del embarazo.

4-5 hembras de cada grupo en dia E8 fueron sacrificadas. Tras anestesiarlas via
intraperitoneal (IP) con pentobarbital 60mg/Kg (Braun, Barcelona, Espafia) y fentanilo
0.08mg/Kg (Fentanest, Roche, Madrid, Espafia), se abrio la cavidad abdominal del
animal y se extrajo el Utero, los rifiones y el higado. Tambien se extrajo de la vena porta
2 ml de sangre.

La sangre extraida de la aorta, se separo en dos partes, un mililitro (ml) se puso
en un tubo eppendorf para la obtencién de suero y el otro ml se puso en un tubo
eppendorf con anticoagulante (tampon Tris 200mM o tampon citrato 3.9%) para
obtencidn de plasma.

Uno de los rifiones y el higado materno fueron congelaron en nitrégeno liquido,
el otro rifion se fijo con paraformaldehido (PFA) al 4%.

Los embriones en ES8, debido a su tamafio, no fueron separados del tejido uterino
(Fernandez-Celadilla et al., 2005) sino que se cortaron las secciones del cuerno uterino
de cada lugar de implantacién y se pesaron individualmente. La mitad de ellos fue
fijado en PFA 4% para su posterior inclusion en bloques de parafina y la otra mitad
congelado a —-80°C.

5 hembras de cada grupo en dia E11 fueron sacrificadas siguiendo el mismo
protocolo anestesico que en E8. En este caso, los fetos si fueron separados del tejido
uterino y pesados individualmente para la evaluacion del crecimiento intrauterino. La
mitad de ellos fue fijado en PFA 4% para su posterior inclusién en blogques de parafina

y la otra mitad congelado a —80°C.
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6-9 hembras procedentes de cada grupo fueron sacrificadas en E18 segun el
mismo protocolo descrito para E11, se procedié a la extraccion del Gtero, los rifiones, el
higado y la sangre materna.

De cada madre, se guardd un rifion en PFA4% y otro congelado a —80°C, y
sangre para obtener suero y plasma.

Para valorar el crecimiento intrauterino, cada feto fue pesado individualmente y
se midié la longitud craneo-nalga. Tambien se pesaron los higados y las placentas. Una
muestra de ellos fueron examinados con el fin de detectar posibles anomalias
macroscopicas. Las placentas se pesaron y la mitad fueron fijadas en PFA al 4% para su
posterior estudio histoldgico; el resto se congeld a —80°C. Los higados fetales tambien
fueron pesados y congelados a —80°C, para la posterior determinacion de la presencia de

farmacos en ellos, mediante espectrometria de masas.

6. Estudio plaquetario de la sangre materna mediante citometria de flujo.

5-6 hembras de cada grupo fueron seleccionadas aleatoriamente para el estudio
de la funcion plaquetéria durante el embarazo. Para ello se extrajo, de las venas de la
cola del animal muestras de sangre en los dias 6, 10 y 17. Concretamente se estudi6 el
namero de plaquetas, la celularidad sanguinea y la activacién plaquetaria mediante la
molécula de superficie P-selectina (CD62P).

Para el contaje de plaquetas de hizo una dilucién 1:10 de sangre entera en
tampon de Tyrode ph 7.4, suplementado con glucosa 0.55M y BSA al 3.5% (10ul
sangre+190 ul Tampdn Tyrode). Se puso, en un tubo de polipropileno 12x75 mm, 50ul
de esta sangre previamente diluida, 450pl de tampdn Tyrode y 50 ul de fluoroesferas

(Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter Inc, Brea, CA).
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Para la valoracion de la activacion plaquetaria se puso la sangre entera, extraida
de la cola, con tampon citrato 3.9% a una razon 1 :4 (20ul sangre + 6.6l Tampon
citrato) para evitar la coagulacion.

Esta sangre anticoagulada se diluye 1:10 en tampdén Tyrode (10l sangre
anticoagulada + 90 pl tampdn Tyrode); se ponen 5 pl de esta dilucion en un tubo de
polipropileno 12x75mm y se afiaden 2 microlitros de una dilucién 1:5 de anticuerpo
monoclonal anti-CD62P-Alexa Fluor 488 (Lifespan Biosciences, Inc, Seattle, USA); Se
incuba esta mezcla 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Tras la incubacion
se afiade 1 mililitro de tampdn Tyrodes +glucosa+BSA y se mide la fluorescencia de la

muestra en el citémetro.

Se determina la autofluorescencia de las muestras poniendo un control negativo
gue consta de los mismos componentes de las reacciones anteriores, a excepcion del
anticuerpo anti CD62P, que se sustituye por 2 ul de tampdn Tyrodes.

Se incluye tambien un control positivo que consta de, una muestra de sangre
anticoagulada diluida 1:10, procesada como el resto pero que esta suplementada con una
mezcla de activacion plaquetaria.

Esta mezcla esta formada por trombina (50 Ul/ml) y por el inhibidor de la
coagulacion Gly-Pro-Arg-Pro  (GPRP) a concentraciéon de 8.3 mg/ml, ambos
componentes se mezclan y su concentracion final en la mezcla de activacion debe ser
0.72 Ul/ml y 0.72 mg/ml respectivamente. En un tubo de polipropileno se afiaden 5 pl
muestra, 10 pl mezcla activacion y 2 pl anti-CD62P diluido 1:10, se incuba 30minutos
en oscuridad a temperatura ambiente y tras esto se afiade 1 ml de tampdn Tyrodes. Asi

se establece el rango de fluorescencia de las muestras.
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Los experimentos se realizaron en un citdmetro Cytomics F500 MCL equipado
con un laser ionico, refrigerado por aire, que emite a 488nm con el software CXP

(Beckman Coulter, Bra, CA).

Para detectar las plaquetas se us6 una dispersion delantera del angulo de la luz y
una dispersion lateral en amplificacion logaritmica. Las fluoroesferas para el contaje
celular y el anticuerpo CD62P-Alexa 488, para la activacion plaquetaria, fueron
recogidos a 525nm. se puso a punto un protocolo de contaje de plaquetas que hace pasar
por el detector 300000 eventos o células y que calibra la muestra con las fluoroesferas
de cada tubo para dar una lectura en celulas/microlitro tanto del nimero total de células

de la muestra como del &rea seleccionada para las plaquetas (figura 1).

[WOT AL 5% LORFS Lo AUC

FSlog
£
el

[NOT ( CAL j] 55 Log F5 Log

Remon Cells'ul Number %Total 2eGated X-Mean Y-Mea)
ALL 456984 480324 0970 10000 385 357
A 34672 37126 757 7.59 299

Figura 1: Area de seleccion de plaquetas del

especto celular total por citometria de flujo.
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7. Estudio de la supervivencia y la evolucion de la descendencia.

5-6 hembras de cada grupo fueron asignadas a dejar evolucionar hasta el final de
la gestacion. Tras el nacimiento y contaje de las crias se realiz6 un registro seriado de
los pesos hasta que los animales llegaron a la edad adulta. Se control6 semanalmente el
peso de cada individuo asi como las bajas que iban produciéndose en las camadas. Es
importante resaltar que se anotd el sexo de cada animal a partir de los 7-10 dias de
nacimiento y se tuvo en cuenta a la hora de analizar la evolucién del peso y la

supervivencia en los tratamientos.

8. Valoracion de los parametros hemodinamicos de las arterias uterinas de

la rata mediante Doppler pulsado.

Sobre una muestra de animales pertenecientes a todos los grupos experimentales,
se realiz6 un examen ecografico para la obtencién de pardmetros hemodinamicos.

En los dias 8, 11 y 18 de gestacion se realizo el estudio de las arterias uterinas.
Para ello se anestesio a los animales utilizando sevoflurano (Sevorane, Abbot
Laboratories S.A. Madrid, Espafia) al 8% en la fase de induccion y se mantuvo al 1.5%
durante el resto del procedimiento. Se empled una sonda lineal 13 MHz probe,
protegida con una funda ecografica rellena de gel de ecografia, en el ecdgrafo GE
Medical Systems’ VIVID 7 PRO BT04, (GE Medical Systems’ Horten , Norway). Tras
impregnar el abdomen del animal con alcohol 50°, se procedio a la localizacion de las
arterias uterinas tomando como referencia de localizacion la vejiga. Tras situarnos sobre
ellas se activo el mapa color y se registrd una secuencia de ondas de velocidad de flujo
de dichas arterias mediante doppler pulsado para su posterior analisis. Se tomaron

medidas del pico sistolico (PS), diastélico (ED), indice resistencia(IR) y pulsatilidad
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(IP) asi como el didmetro (d) y volumen de flujo del vaso (VF). Se realizaron dos
medidas de la arteria uterina derecha y otras dos de la izquierda en su porcion basal
(més proxima a la vagina) para evitar posibles errores de medida.

Cada medida procede de la media aritmética, para ese parametro, del valor
obtenido en 3 ondas continuas con similar forma. Se registr6 también la frecuencia

cardiaca materna en los 3 dias de estudio.

9. Valoracion de los pardmetros hemodinamicos del Ductus venoso fetal.

De manera complementaria se realiz6 un estudio en los fetos en el dia 18. Tras
confirmar la vitalidad fetal se procedi6 a la medida del Ductus venoso (DV) de los fetos
de las madres del estudio.

En una seccion transversal del feto, desplazamos la sonda dorsalmente siguiendo
el trayecto de la vena umbilical hasta encontrar el DV que se localiza justo debajo del
foco cardiaco. Una vez encontrado, situamos la muestra del Doppler sobre el mismo y

activamos el Doppler pulsado para registrar la onda (figura 2).

INVERT

1 ) g

Figura 2: Onda obtenida del Ductus venoso fetal mediante

ecografia Doppler.
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Se repitio el registro en cada feto y se midieron los siguientes indices de flujo
venoso: Indice de pulsatilidad venoso (IPV) y ratio S-a/S. ( DeVore et al., 1994; Hecher
et al., 1994). También se tomo registro en estas ondas de la frecuencia cardiaca fetal.

Tras esto, se procedio al sacrificio de los animales y no se utilizaron para ningun
otro fin, ya que sus parametros podian estar afectados por la realizacién de este estudio
(exposicion a anestésicos, ecografia...). Esta muestra de animales, debido a su

manipulacion, fueron secrificados tras obtener los parametros de deseados.

10. Evaluacion del efecto de los tratamientos en el desarrollo neurolégico de
la descendencia.

8-10 machos de cada tratamiento al alcanzar la edad adulta, fueron
seleccionados para la valoracion de los posibles efectos de los tratamientos sobre el
desarrollo neurolégico de las crias. Los test se realizaron Gnicamente en crias macho
porque esta demostrado que no existen diferencias entre los sexos para estos test. Asi
gue como por cuestiones técnicas no pueden hacerse en ambos sexos a la vez (n=64
crias) y ademas la mayoria de datos publicados sobre el desarrollo neurolédgico de la
descendencia corresponden a los machos, a la hora de comparar con lo publicado los

resultados decidimos que era mas fiable realizar los test en machos.

10.1 Test de aprendizaje de discriminacion condicional en el laberinto en Y

Se realiza utilizando un laberinto de madera en forma de Y en el que los tres
brazos son iguales (60 cm de largo, 11.5 cm de ancho y 25 cm de altura). Uno de los
brazos se elige como brazo de salida, al principio del cual se coloca al animal y los otros
dos son los brazos de eleccion. El color de las paredes del laberinto se puede modificar,

pudiendo ser blanco o negro. En funcidon del color del laberinto la comida se colocara al
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final de uno u otro brazo. Cuando el color es blanco la comida se coloca en el lado
derecho y cuando el color es negro se coloca en el lado izquierdo. El animal debe
aprender en que brazo esta la comida en funcién del color de las paredes.

El color del laberinto se modificaba de uno a otro color mediante piezas blancas
0 negras que se insertan en el laberinto y encajan perfectamente cubriéndolo todo.

Antes de empezar los tests se realizd un proceso diario de preentrenamiento
durante cuatro dias para que las ratas fueran familiarizandose con el laberinto. EI primer
dia se ponen dos ratas a la vez durante 10 minutos en el laberinto con las paredes de
color negro y se coloca la comida por todo el laberinto. El segundo dia cada rata se deja
10 minutos en el laberinto con las paredes de color blanco y se coloca la comida por
todo el laberinto. El tercer dia de preentrenamiento cada rata se deja 5 minutos en el
laberinto con las paredes negras con la comida colocada al final de los dos brazos de
eleccidn. El cuarto dia cada rata se dejo 5 minutos en el laberinto de color blanco con la
comida al final de los brazos de eleccion. Durante la realizacion del test cada rata se
sometia a diez ensayos cada dia en los cuales unas veces el laberinto era blanco y otras
negro, sin seguir siempre una misma pauta.

Cada vez que una rata se sometia al test se dejaba como maximo tres minutos en
el laberinto, de forma que o bien realizaba un acierto (iba hasta el final del brazo
correcto) o un error (iba hasta el final del brazo donde no estaba la comida) o un no
ensayo (se quedaba en el brazo de salida).

Se considera que una rata ha aprendido la tarea cuando lo hace bien en todos los
tests de un mismo dia, es decir las diez veces seguidas.

Si a los veinticinco dias de la realizacién de los tests la rata no habia aprendido

ya no se le hacian mas tests y se consideraba que no era capaz de aprender la tarea.
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10.2 Test de coordinaciéon motora ROTAROD.

El test de coordinacién motora rotarod, consiste en poner al animal sobre una
superficie 0 rueda que rota sobre un eje y va cambiando la velocidad de giro pasando
de 4rpm a 40 rpm en cinco minutos (300 seg). Se realiza un preentrenamiento durante
2-3 dias antes del experimento y para ello se pone al animal sobre la rueda apagada
durante 3 minutos para que este se acostumbre y asi evitar que tenga ansiedad
provocada por estar en un lugar desconocido. El dia del experimento se coloca al animal
sobre la rueda en funcionamiento y comienza el ciclo de aceleracion, se deja al animal
hasta 5 minutos y si no cae en este tiempo se le asigna la maxima puntuacion que son
300segundos, si cae se anota el tiempo que ha estado sobre la rueda. Se establece el
limite maximo en 300 seg. porque si lo dejaramos mas tiempo, el animal caeria pero no
por descoordinacion sino por cansancio. Se mide el tiempo que se mantiene el animal
sobre la rueda en funcionamiento sin caer, este tiempo es indicador de la capacidad de

coordinacion motora del animal.

10.3 Test de comportamiento locomotor espontaneo

El test de comportamiento locomotor espontaneo se realizd durante una hora
para cada rata utilizando una caja de plastico transparente dividida en dos partes por una
linea dibujada en su base. Las dimensiones de la caja son 40 cm de largo, 28 cm de
ancho y 18 cm de alto. Se contaron cada 20 minutos durante una hora, los cruces y los
alzamientos sobre las patas traseras. Se consider6 como un cruce cada movimiento

espontaneo de la rata que resulté en cambio de un lado de la caja al otro.
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V.- RESULTADOS.

1. Deteccidon y cuantificacion de la molécula de sildenafilo en plasma e higado

materno y en higado fetal a lo largo de la gestacion.

1.1 Cuantificacién de SC y DM-SC en plasma materno a lo largo de la

gestacion:

Se observa tanto para SC como para DM-SC, en plasma materno a lo largo de la

gestacion, que no hay diferencias entre la concentracion en los diferentes dias, a pesar

de esto, si se detecta un incremento progresivo de las concentraciones segun avanza la

gestacion (Figura 1), aunque no es estadisticamente significativo. (SC, p=0.475; DM-

SC, p=0.427 respectivamente).
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Figura 1: Evolucion de la concentracion de SC (A) y DM-SC(B) a lo largo de

la gestacion y en comparacion con el grupo de no gestantes.

En el grupo de ratas no gestantes (SC-NoGEST) a las que se les administré el

tratamiento durante un periodo similar a la gestacion, tampoco se encontraron

diferencias significativas en sus niveles de SC y DM-SC en los dias medidos(SC,

p=0.231; DM-SC, p=0.182).
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Al comparar el grupo Gestante con el no gestante, no se detectaron diferencias
(SC p=0.277; DMSL1 p=0.276 respectivamente, Figura 1).

Dentro del grupo gestante (SC) se determind que existia una correlacion lineal
positiva entre la concentracion de SC y la de DM-SC para cada muestra de plasma
materno( Figura 2), siendo DM-SC el 29.1% del nivel de SC. Se obtuvo un coeficiente
de Pearson de 0.905 entre SC y DM-SC1 (p=0.0001) y C. Pearson= 0.894 para SC y
DM-SC2(p=0.0001).
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Figura 2: correlacion entre los niveles plasmaticos
maternos de SC y DM-SC

1.2 Cuantificacion de SC y DM-SC en higado materno v fetal.

Se analiz6 la relacion que existia entre los niveles de SC y DM-SC en higado

fetal con los maternos, mediante el anélisis de regresion lineal (Pearson). (Tabla 1).

Plasma No Gestantes [Plasma dia8  |Plasma dia 11 Plasma dia 18 Higado fetal E18. |Higado materno.
Sildenafilo ng/ml 46.85+11.06(16.13+12.83  [52.45+29.30 97.17+36.98 162.55+11.36 467.54+33.14
DM-SC1 (ng/ml) 19.01+£5.17 [9.15+7.79 16.14+11.71 36.19+11.06 44.74+5.82 437.40+£39.23
DM-SC2 (ng/ml) 20.1945.80 [9.56+9.56 16.70+12.27 37.76+11.16

Tabla 1: Concentraciones de SC y DM-SC en plasma de animales gestantes y no

gestantes asi como en higado materno y fetal.
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Se determino que existia una correlacion lineal positiva entre los niveles de SC
en higado fetal y los de plasma materno (Coef. Pearson=0.289 ; p<0.03)(Figura 3A).
Para el DM-SC, no se obtuvo correlacién entre los niveles plasmaticos maternos y los
de higado fetal (p=0.329).

Tampoco he hall6 relacién lineal entre los niveles en higado materno y fetal de
SCy DM-SC (SC, p=0.12, DM-SC p=0.11)(Figura 3B).

A diferencia de lo que ocurria en el plasma materno, en higado fetal, la
concentracion de DM-SC no representa un valor constante de la de SC, aunque en la

mayoria de casos analizados representa alrededor de un 25-30% (p=0.179).
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Figura 3: Relacion entre los niveles maternos y fetales SC(A) y DM-SC(B).

2. Efectos sobre la tension arterial y la hemodindmica maternas durante la

gestacion en los 4 grupos.

2.1 Tension arterial materna y proteinuria.

En el grupo con PE, la proteinuria fue en todos los animales mayor de 0.3g/L, el
resto de los grupos mostraron valores por debajo de 0.3g/L.(p<0.05). Los resultados del

analisis se muestran en la tabla 2.
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CONTROL PE PE-SC SC
Densidad 1.015 1.015 1.015 1.010
PH 6.8 6.8 6.25 6.75
Nitritos 10%(+) 36.4%(+) - -
Proteinas <0.3¢/I 80% 0.3-0.6¢/I <0.3¢/I <0.3¢g/I
Glucosa - 50% (+) - -
Cetonas 4%(+) 36% (+) i

Tabla 2. Resultados control proteinuria en orina durante la gestacion.

A lo largo de la gestacion se controlo la tension arterial de los animales, los

valores obtenidos se muestran a continuacion en la tabla 3.

TA (mmHg) [CONTROL SC PE PE+SC

Dia gestacion| Media SEM N Media SEM N | Media SEM N Media SEM N
0 118,22 3,189 3 115,49 5,49 2 118 5,771 4 131,2 3,988 4
7 121,17 3919 14 106,75 1,748 21| 133,75 3,508 13 1254 3,339 8
11 114,79 2,089 15 98,82 3,667 12 | 146,47 2,7 15 118,15 5,464 4
17 132,01 6,599 6 118,89 6,372 5 | 163,67 9,068 8 145,03 8589 5

No gestante [ 116,39 1563 47 107,42 3543 13| 13258 8924 6 126,84 6,539 6

Tabla 3: Los valores de tension arterial de los grupos de estudio a lo largo de la

gestacion y en los grupos no gestantes.

En el grupo CTRL. Gestante, encontramos que la tension arterial materna
(TAM) en E7, no varia respecto al grupo CTRL.-No GEST (p=0.74). En dia E11, sufre
un descenso significativo respecto a su valor previo y en E17 asciende de forma

significativa (p=0.016 y p=0.003 respectivamente).

En el grupo con PE vs. el control, hubo un ascenso significativo de la TAM en
p<0.0001 y p=0.04

todos

los

dias

medidos

E7,

respectivamente),(Figura 4).

E1l y E17(p=0.033,

En el grupo con PE, la administracién continuada de sildenafilo (PE+SC) mejoro

los niveles de TAM no encontrandose valores significativos respecto al control

(p=0.99,p=0.99 y p=0.99 respectivamente).
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La administracion continuada de SC en la rata gestante, produjo un efecto
hipotensivo selectivamente en los dias E7 y E11 respecto a las ratas del grupo
control(p<0.0001 y p<0.0001 respectivamente).

En los grupos de ratas no gestantes que recibieron tratamiento, no se detectaron
diferencias con el CTRL.-NoGEST, excepto en el grupo PE-NOGEST, donde se obtuvo
una TAM mayor que en el control (p=0.026).
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Figura 4: Evolucién de la TAM a lo largo de la gestacién

en los 4 grupos experimentales.

2.2 Crecimiento intrauterino y postnatal.

En el grupo de PE, obtuvimos valores de peso significativamente menores
respecto del control en los fetos de dia 8, 11, 18, en el primer dia y a los siete dias de
nacer. (p<0.001,p<0.001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.01 respectivamente).

La administracion continuada de sildenafilo durante el embarazo no consigui6
revertir este efecto hasta el dia 7 de nacimiento, por lo que se obtuvieron fetos de ES8,
E11, E18 y recién nacidos (PND1) mas pequefios en este grupo (p<0.01, p<0.01, p<0.01
y p<0.01 respectivamente),( Figura 5).
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La administracion continuada de SC en ratas gestantes, produce un incremento
significativo del peso respecto del control, este incremento aparece en E11 (p<0.05),
E18 (p<0.05) y PND1 (p<0.05).
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Dia gestacion.

Figura 5: Evolucidn del peso fetal.

Todos los grupos obtuvieron pesos similares al control al alcanzar la etapa adulta
(PND42). (Figura 6)
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Figura 6: Evolucion del peso de la descendencia hasta la edad adulta.
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Si bien, los hallazgos descritos resultaron de la medicion de los pesos, al realizar
en E18 la medicion del CRL para obtener datos de longitud intradtero, solo obtuvimos

un incremento significativo de este en el grupo tratado con SC (p<0.0001).

2.3 Morbimortalidad perinatal

No hubieron diferencias significativas en el nimero de fetos ni en el tamafio de
las camadas obtenidas en los cuatro grupos.

En el grupo de PE, obtuvimos un incremento significativo de mortalidad
intadtero en medida en E18 (p<0.05). La administracién de SC (Figura 7A).

Tras evaluar la tasa de supervivencia hasta los 2 meses de edad en los 4 grupos
(Figura 7B), en el grupo de PE, observamos un descenso significativo, situando la tasa
de supervivencia de las camadas en el 80% (p<0.0001).

La administracion continuada de SC en el grupo de PE no consiguid recuperar
los valores de normalidad, sin embargo se obtuvieron valores de supervivencia mayores
que la situaron entorno al 87% (p<0.05). En ambos grupos, la mayoria de muertes se
produjo durante los primeros 14 dias de vida del animal.

No se obtuvieron diferencias significativas tras la administracion continuada de

SC.
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Figura 7: Mortalidad intradtero (A) y curva de supervivencia de las camadas
hasta la edad adulta (B).
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2.4 Crecimiento placentario.

El analisis macroscopico de los fetos no reveld cambios significativos en
ninguno de los grupos.

Respecto a los pesos placentarios, en el grupo de PE existe un descenso
aproximado del peso del 15% (p<0.05). Este efecto no se corrige al administrar SC. Si
bien es cierto que la administracion continuada de SC durante el embarazo, produce un

incremento significativo del 10% del peso de la placenta (p<0.05).

2.5-Serie celular hematopoyética materna y peso del higado fetal

La viscosidad sanguinea en el grupo CTRL. Segun avanza la gestacion, se
comporta de forma similar al embarazo humano, con un descenso progresivo
(Figura8). El grupo de PE presenta una celularidad menor en E8 y mayor en E11 que el
grupo CTRL. Al administrar SC en el grupo de PE (PE+SC), en E8 y de forma
significativa en E11(p<0.0001) se obtuvieron valores de celularidad mas altos respecto
del control. Parece ser un efecto a expensas de la administracion de SC puesto que en el
grupo de ratas gestantes tratadas con SC, se observo un incremento significativo en la
celularidad en el dia E11(p=0.016). En cuanto a la concentracién de plaquetas, vemos
que en la gestacion CTRL., la sangre se hemodiluye mientras que en el grupo PE
funciona justo al revés, se hemoconcentra segun avanza la gestacion. Tanto el grupo
PE+SC como el que solo recibe SC se comportan deforma similar, se mueven en
valores cercanos al control excepto en E11 donde ambos sufren un incremento de la

concentracion de plaquetas, sin que este sea significativo.
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Figura 8: Evolucion de la celularidad sanguinea y de la concentracion de
plaquetas durante la gestacion.
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Por ser un érgano hematopoyético, analizamos los pesos de higado fetal en E18
(Figura 9), no encontramos diferencias entre los grupos, excepto tras la administracion

continuada de SC, que produjo un incremento significativo (p<0.0001).

]
—|
= l- 1
1 e T I
=
PEBC

Figura 9: Pesos fetales en dia 18.

2.6.-Parametros hemodinamicos materno-fetales valorados con tecnologia

Doppler.

2.6.1. Hemodinamica de las arterias uterinas maternas.

En la gestacion CTRL, el analisis cualitativo de las OVF de la arteria uterina
obtenido de los dias descritos, presentd en todo momento un patrén caracterizado por un
flujo positivo durante todo el ciclo cardiaco con velocidades pico sistélicas elevadas. El
flujo positivo diastélico resultdé mas evidente hacia el final de la gestacion (E18) y el
notch protodiastolico estuvo presente en todo momento.

Por otra parte, los indices semicuantitativos vasculares de la rata gestante, se
comportan de forma distinta al embarazo humano, ya que tanto el IR como el IP
permanecen constantes a lo largo de la gestacion y el didmetro del vaso no se modifica,
a pesar de existir un aumento significativo del volumen de flujo al final en E18 (p
<0.05), (Figural0).
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Figura 10: Relacion entre el volumen de flujo y el diametro de la arteria

uterina a lo largo de la gestacién normal.

En el grupo de PE, en contra de lo esperado, observamos un descenso
significativo de ambos indices, IR e IP, tanto en E8 como en E11 (E8, p<0.0001y
p<0.0001 E8 y E11, p<0.0001 y p=0.001, respectivamente).(Figura 11 A-B).

La administracion de SC en el grupo de PE fue capaz de corregir este efecto, obteniendo

valores de IR e IP no diferentes del grupo gestante de control, en todo momento .
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Figura 11: Comportamiento de los indices vasculares de la arteria uterina en

los 4 grupos experimentales a lo largo de la gestacion.
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Sin embargo cuando administramos SC a la rata gestante, paraddjicamente,
también descendieron los indices en E8 (IP, p=0.015; IR, p=0.043) y en E18 (IP,
p=0.014; IR, p=0.013). Este hallazgo junto al hecho de que en las ratas no gestantes,
SC no modifica estos indices, nos llevo a pensar que se debe haber un efecto de SC en
gestacion inicial no presente en animales no gestantes (Figura 12A-B). Algo también

coherente con los resultados observados en la TAM.
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Figura 12: Efecto de la administracion continuada de SC durante el
embarazo sobre las velocidades pico de la arteria uterina en la rata gestante y en la
no gestante.

Para una mejor comprension de estos resultados pasamos a analizar por un lado
las velocidades que componen estos indices y, por otro, posibles alteraciones en las
OVF producidas por la frecuencia cardiaca materna.

En todos los grupos existe un incremento paulatino y significativo de ambas
velocidades, sistdlica y diastdlica conforme la gestacion avanza, excepto en el grupo
con preeclampsia (Figura 13 A-B). En este grupo la velocidad sistdlica desciende en
E11 para volver a ascender en E18, aunque estos cambios no son significativos. Por el

contrario, la diastdlica tiende a disminuir segun avanza el embarazo.
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Figura 13: Evolucion de las velocidades pico de la arteria uterina en la

rata gestante de los 4 grupos experimentales.

A lo largo de la gestacion CTRL, la frecuencia cardiaca materna, asciende
ligeramente en E11 para descender en E18(p<0.0001).

El grupo de PE, la frecuencia asciende significativamente en E11 (p=0.003) para
descender después en E18 (p=0.026).

Al administrar sildenafilo, (PE+SC) este efecto se corrige y no existen
diferencias entre la frecuencia cardiaca a lo largo del embarazo, aunque el patron de
ascenso en E11 y descenso en E18 que se observa en la gestacion control se repite. Este
efecto parece ser consecuencia de la administracion de sildenafilo, ya que el grupo
tratado con SC no muestra diferencias significativas a lo largo de la gestacion.

Si comparamos la FC de los animales tratados respecto al control, encontramos
que los 3 grupos tienen la FC significativamente menor en E8 (p<0.0001) y
E11(p<0.0001) que en CTRL, no existiendo estas en E18.

2.6.2 Hemodinamica del Ductus venoso fetal.

En los fetos de dia 18 analizamos en comportamiento hemodindmico en el
ductus venoso.
En el grupo de PE, mantuvo unos niveles similares al control, sin embrago, tras

la administracion continuada de SC si que se observd una disminucion de los indices de
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pulsatilidad del vaso. Si bien es cierto que este mismo resultado lo presentaba el grupo
de gestantes en tratamiento con SC (Figura 14 A-B).

Al evaluar individualmente el valor de la onda a, en el grupo PE se obtuvo un
descenso significativo de su valor (p<0.0001), (Figura 14C). Tras la administracion de
SC, se corrigid este descenso, no obteniendo diferencias respecto al control.
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Figura 14: Comportamiento de los indices venosos en el DV fetal y de la
velocidad End diastdlica en los fetos de los 4 grupos.

En cuanto a la frecuencia cardiaca fetal, se observo un incremento significativo

de esta en el grupo de PE(p=0.04). No se detectaron cambios en el resto de grupos.

3.- SNC Post-natal. Desarrollo neurolégico de la descendencia.

Para la valoracion de los posibles efectos de los tratamientos sobre el
desarrollo neuroldgico de las crias, se dejo que estas llegaran a una edad de 2-3 meses.
En este momento se selecciond a 8-10 machos de cada tratamiento para llevar a cabo

este estudio.

3.1. Test de aprendizaje de discriminacion condicional en el laberintoen Y.

El test evalGa el numero de ensayos que necesita cada animal para aprender a
asociar un color con en lado del laberinto en el que se encuentra la comida.

Como se observa en la Figura 15, las crias con PE necesitaron mas ensayos
(p=0.008) que las control para aprender la tarea, indicando que tienen disminuida su
capacidad de aprendizaje.
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Este efecto desaparecia en el grupo PE+SC, que presentaba un valor similar al
control y presentaba diferencias significativas respecto al grupo PE (p=0.004). El grupo
SC no muestra diferencias ni con el control ni con el PE+SC en la capacidad de
aprendizaje.

Esto indica que el sildenafilo restaura la capacidad de aprendizaje en ratas con
PE.
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Figura 15: Evaluacion de la capacidad de

aprendizaje de las camadas a los 2 meses de edad.

3.2. Test de coordinacion motora ROTAROD.

Al comparar el tiempo que permanecian los animales en sobre una plataforma
giratoria en aceleracion, no se obtuvieron diferencias en ninguno de los tratamientos, es
decir, en ninguno de los tratamientos se altera la coordinacion motora respecto al

control (Figura 16).
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Figura 16: Valoracion de la capacidad de

aprendizaje de las camadas a los 2 meses de edad.
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3.3 Test de comportamiento locomotor esponténeo.

En el test de actividad locomotora espontanea se valoraron dos parametros
diferentes, la actividad motora horizontal (cruces) y la vertical (alzamientos) (Figura
17).

Se observaron diferencias significativas en la actividad motora horizontal ya
que tanto el grupo PE (p=0.038) como el PE+SC (p=0.029) realizaron menos cruces que
el control, mientras que el grupo tratado con SC no mostro diferencias.

En cuanto a la actividad vertical, no hubo diferencias entre los grupos.
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Figura 17: Evolucion del comportamiento motor de la descendencia.
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VI. DISCUSION.

Hasta donde sabemos nuestro trabajo muestra, por primera vez, los efectos de la
administracion continuada de Sildenafilo desde el comienzo del embarazo en un
modelo animal de preeclampsia. Este es el objetivo fundamental planteado al inicio del
trabajo. Esto junto con los resultados obtenidos de objetivos secundarios, nos han
llevado a estructurar la discusion en tres apartados independientes para una mayor

comprensién del lector.

3.1 Evaluacion del modelo animal de preeclampsia.

Estudios anteriores realizados con L-NAME en ratas gestantes mostraron que la
inhibicion de la sintesis de oxido nitrico tenia un efecto hipertensivo durante el segundo
y tercer trimestre del embarazo (Nathan et al., 1995) pero no se pudo demostrar durante
el primer trimestre. Nosotros, sin embargo, hemos encontrado un aumento significativo
desde el inicio de la gestacién y con un patron similar al grupo control de embarazo.
Una explicacion seria que se realizaron en un momento de la gestacion (E9-E11) que
supone un estado de transicién entre el primer y segundo trimestre en el cual ya puede
haberse producido el hiperaflujo vascular del inicio del embarazo. Trabajos posteriores
también han demostrado que la inhibicion de la sintesis de ON desde la primera mitad
de la gestacion aumenta significativamente la tension, de acuerdo con nuestros
resultados. (Fernandez-Celadilla et al., 2005; Pallarés et al., 2008; Ramesar et al.,

2009).
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Los efectos del grupo tratado con L_ NAME fueron los esperados para el
modelo.

La mayoria de trabajos realizados en animales sobre la PE, centra su atencion en
el estudio de los pardmetros durante el embarazo, sin aportar informacion sobre la
evolucion de las camadas (Fernandez-Celadilla et al., 2005; Pallarés et al., 2008). En
este sentido, el seguimiento de las crias nacidas del modelo animal de PE, muestra un
retraso del crecimiento, presente en toda la vida fetal, que se mantiene hasta las
primeras semanas de vida. Presentan una tasa de supervivencia disminuida (entorno al
80%) con unas tasas de mortalidad significativas. Destacando que la mortalidad esta
presente durante los primeros dias tras el nacimiento, lo cual se asocia, desde el punto
de vista clinico, con un evento hipdxico prenatal (Bell et al., 2005).

Es importante destacar que las crias no desarrollaron hipertension durante la vida
adulta, por lo que podemos deducir que los efectos del modelo sobre la tensién, cesaron
al finalizar la administracion del inhibidor de NOS, justo tras el parto.

Ademés en referencia al seguimiento dichas crias, hemos de afiadir que al
estudiar el desarrollo neurolégico en la edad adulta, se observd que existe una
deficiencia en la capacidad de aprendizaje, asi como una disminucion en el
comportamiento motor espontaneo mientras que la coordinaciébn motora no se Vvio
afectada. Estos resultados viene respaldados por estudios que asocian la existencia de
hipertensién materna, con deficiencias en el desarrollo de las grandes capacidades
motoras (Ounsted et al., 1980). Otros estudios animales mas recientes han asociado
déficit cognitivos tardios como problemas del lenguaje y aprendizaje, disminucion de la
capacidad de orientacion e hiperactividad, con eventos hipoxicos intradtero como la

PE. (Gonzélez et al., 2006; Cheng et al, 2004 ; Many et al., 2003; Strijbis et al,2006).
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En humanos, los trabajos que describen los efectos en la descendencia de
mujeres con PE, encuentran numerosos efectos en el desarrollo hacia la vida adulta.
Esta descrito un incremento de la mortalidad perinatal, retraso del crecimiento,
afectacion del desarrollo neurolégico y alteraciones del metabolismo lipidico (Sibai et
al., 2005; Jensen et al., 2006). La vision global de los resultados expuestos muestra un
modelo animal que reproduce en su mayoria los efectos descritos para la PE en
humanos.

En la actualidad, no existe ninguna prueba con suficiente sensibilidad para
realizar un cribado eficaz de preeclampsia en humanos, sin embargo, el estudio de la
circulacién uterina entre la semana 20? y 242, puede llegar a serlo. (Sibai et al., 2009),
Esto unido al hecho de que , SC, posee un efecto directo sobre los vaso, hace que
analicemos en detalle la funcion uterina .

En conjunto, los resultados hemodinamicas de nuestro modelo muestran que los
fetos se encuentran en una situacion de flujo vascular comprometido al final de la
gestacion, tal y como ocurre en la preeclampsia.

Para poder valorar el comportamiento hemodinamico de la rata gestante hay que
tener en cuenta que es diferente del humano. Asi en estos animales observamos que la
gestacion supone, desde el comienzo, una disminucion importante de las velocidades
pico en los vasos uterinos, tal como pasa en humanos, pero mantiene unos indices de
pulsatilidad y resistencia constantes. El hecho de tener que mantener una media de 10-
12 embriones en crecimiento, con unas frecuencias cardiacas 4 veces superiores a las
humanas, es probablemente, la explicaron més coherente. Otros grupos han descrito
que los indices en pequefios animales similares como el raton, también poseen valores

mantenidos en vasos periféricos (Geusens et al., 2008; Verlohren et al., 2008)
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En un modelo animal de PE es esperable que tanto el IP como el IR se
encuentren elevados desde el inicio del embarazo, acompafiando a la hipertension
materna. Pero los resultados muestran un patron diferente con unos indices vasculares
bajos en los dos primeros trimestres. Nuestra hipotesis es que L-NAME posee un efecto
selectivo en la placenta que produciria una mayor velocidad sanguinea. Para poder
explicarlo hemos de analizar las velocidades pico de forma individualizada, ya que
vemos que el grupo L-NAME parte de una velocidad diast6lica mas alta que el control
en primer trimestre y luego desciende progresivamente, a la inversa que en humanos y
que en el grupo de las ratas control.

Si observamos el diametro del vaso vemos que L-NAME tiene un efecto
constrictor sobre la arteria uterina en la primera mitad del embarazo y ademas se
acompafia de una disminucion de la viscosidad sanguinea al administrarlo. Ambos
factores tienen como resultado la elevacion del componente diastolico de la OVF en un
vaso y por tanto, pueden ser la causa de la disminucién de los indices. Ademas existe
una alteracion de la frecuencia cardiaca que unido a una variacion de la viscosidad,
deben ser considerados.

Lo que si es evidente de la evaluacion hemodinamica del modelo, es que los
fetos de 18 dias poseen una onda atrial de DV significativamente menor que el grupo
control. Esto significa que la cantidad de sangre que llega al corazén fetal desde la
placenta, esta disminuida. En los fetos de las pacientes con PE severa la vigilancia del
descenso de estos indices venosos es el marcador clinico usado hoy en dia para vigilar
el estado hipoxico de los fetos y para su extraccion inmediata del ambiente uterino(Sibai
et al., 2009) Nuestros embriones del final del embarazo se encuentran sometidos a un
estado hipdxico crénico que parece tener relacion con los valores antropométricos

obtenidos.
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Todo lo visto, en conjunto, sustenta la idea de que con el desarrollo de este
modelo animal, estamos produciendo el efecto deseado actuando con un evento

hipoxico desde el inicio del proceso de placentacion.

3.2 Efectos de Sildenafilo sobre la gestacion normal.

El primer inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE-5), el sildenafilo,
ha evolucionado en menos de 20 afios de ser un medicamento con uso potencial
antianginoso, a ser un medicamento oral de gran demanda para la disfuncion eréctil y
mas recientemente para el tratamiento de la hipertension pulmonar (Baquero et al.,
2006; Jaillard et al., 2006). Sin embargo, a pesar de que la molécula de sildenafilo ha
sido ampliamente utilizada en modelos animales para el estudio de sus propiedades
farmacoldgicas, poco se conoce acerca de su metabolismo durante el proceso de

gestacion. (Walker et al., 1999)

Hemos administrado SC desde el inicio de la gestacion, a una dosis ya testada
anteriormente por nuestro grupo, de 4mg/Kg (Erceg et al., 2005, Gomez-Pinedo et
al.,2009; Cauli et al., 2010). Los estudios que lo han utilizado en animales gestantes, lo
administran sobretodo, durante la segunda mitad del embarazo y las dosis utilizadas,
oscilan entre los 3 y los 200mg/Kg. Ademas, a pesar de que todos han evaluado los
posibles efectos fetales derivados de la administracion de sildenafilo, ninguno ha
determinado si realmente el sildenafilo llega al feto.( Refuerzo et al., 2006; Zoma et al.,
2001; Abbot et al., 2004; Belik et al., 2005; Sasser et al., 2010)

Hemos detectado la presencia de SC en el higado del feto, lo que demuestra su

paso transplacentario. Los niveles en tejido fetal mantienen una relacion con los valores
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plasméaticos maternos al final de la gestacion. La correlacion positiva obtenida, sirve
para poder establecer una dosis efectiva en caso de que la molécula, cumpla las
expectativas planteadas para su uso tanto terapéutico como profilactico. También se ha
determinado los niveles del metabolito DM-SC en plasma de rata gestante, asi como su
relacion con los niveles que llegan al feto. EI comportamiento resulta similar al de SC,
salvo un valor proporcionalmente menor del DM-SC en el higado fetal. Una posible
explicacién para ello seria una inmadurez enzimatica del higado.

La dosis elegida ha sido testada como efectiva por nuestro grupo y como hemos
visto en los resultados, no existen variaciones en la concentracion de SC y DM-SC en
los momentos estudiados de la gestacion. Tampoco se han encontrado en el grupo de
animales no gestante, que recibian la misma pauta y duracién. Por tanto, tanto las
estructuras que se desarrollan durante la gestacion, como el aumento del volumen de
distribucion no actian de reservorio para la molécula, al administrarla de forma
continuada. En este sentido, las pautas de administracion de los inhibidores de la PDE5
estdn cambiando, y han pasado de una administracién aguda de dosis elevadas a una
administracion diaria de dosis bajas (Fusco et al., 2010).

Una vez establecida la forma de administracion, queda por establecer los efectos
gue SC tiene en la gestacion normal.

Hemos visto un incremento del peso fetal a lo largo de todo su desarrollo, que se
mantiene hasta el nacimiento. Sin embargo en la edad adulta, los animales no muestran
diferencias en el peso. Este efecto ha sido descrito, entre otros grupos, por Sanchez-
Aparicio et al. 2008, en un estudio realizado en conejillo de indias para mejorar la
adaptabilidad neonatal tras administrar el sildenafilo al final de la gestacion.

Otro hallazgo significativo es que la administracion continuada de sildenafilo

durante el embarazo produce un incremento del peso del higado fetal y de la placenta.
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Por un lado, la hipertrofia hepatica no es algo nuevo y es un efecto especie-especifico
descrito previamente en la literatura. Parece tener su origen en la induccion del enzima
hepatico UDP-glucuroniltransferasa (UDPGT) que conlleva a wuna hipertrofia
hepatocelular adaptativa (Abbot et al., 2004; Villanueva-Garcia et al., 2007).

Por otro lado, respecto al incremento de las placentas no existen datos previos.
Podria corresponder con un efecto similar al del higado, puesto que se sabe que el
enzima UDPGT esta presente en la placenta de la rata (Lucier et al., 1977). Otra
explicacion posible es que fuese el resultado de un estimulo angiogénico placentario,
acorde con recientes investigaciones sobre este tema (Sanchez-Aparicio et al., 2008).
Apoyando esta hipétesis, observamos que hemodinamicamente, SC consigue aportar al
feto un flujo sanguineo mayor desde mitad de la gestacion. Por ello parece plausible que
la administracion continuada de sildenafilo durante el embarazo induzca el crecimiento
de la placenta.

La tasa de mortalidad intradtero no se vio incrementada por la administracion de
SC, acorde con estudios publicados que resaltan una seguridad en su administracion
(Villanueva-Garcia et al., 2007; Refuerzo et al.,2006). Las dosis empleadas estan muy
por debajo de lo testado en los estudios neonatales y por debajo de las dosis utilizadas
en el unico estudio publicado sobre gestantes con preeclampsia (Samanagaya et al.,
2009)

Nuestros resultados al evaluar el efecto de SC sobre el desarrollo neuroldgico de
la descendencia, no mostraron ningln efecto adverso sobre la capacidad de aprendizaje,
la coordinacién ni la actividad motora espontanea (Cauli et al., 2010). Ademas, nuestro
grupo ha demostrado que el incremento del cGMP en el cerebro fetal, como

consecuencia de la administracion de SC en la gestacion, promueve la diferenciacion a
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neuronas de las células madre del cerebro (Gémez-Pinedo et al.,2009). Por ello, SC
puede mejorar las alteraciones de la neurogénesis descritas en casos de PE.

Esto, junto con el hecho de que la tasa de mortalidad perinatal no era diferente
de la del grupo control, nos hace pensar que, en principio, la dosis de SC utilizada, la

via 'y el tiempo de administracion son seguros.

Uno de los hallazgos mas relevantes del trabajo ha sido la observacion de que,
si bien el Sildenafilo no afecta la tension arterial de animales no gestantes, si que
muestra “per se” un efecto hipotensor selectivo en la primera mitad del embarazo, sin
cambiar las resistencias periféricas maternas. Este efecto, parece ser debido a la
vasodilatacion, como mas adelante veremos..

El sildenafilo produce vasodilatacion por el aumento de GMPc secundario a la
inhibicidn de la fosfodiesterasa que lo degrada a GMP . Este efecto vasodilatador ya ha
sido descrito en ratas (Momma et al., 1992) y ovejas (Jaillard et al., 2006), en las que
SC actla disminuyendo las resistencias del territorio pulmonar al producir un
incremento del flujo, pero sin modificar los grandes vasos como la aorta. Es también un
estimulador muy potente del factor angiogénico, induciendo respuesta angiogénica en
las células endoteliales de las arterias coronarias humanas a través de la expresion de
tioredoxina, hemoxigenasa y el factor vascular endotelial de crecimiento (Vidavalur et

al., 2006).

Hasta ahora no se habia estudiado su efecto en gestantes vs. no gestantes y ello
ha llevado a realizar un trabajo mas exhaustivo del inicialmente propuesto en este
sentido. Los resultados muestran que en el grupo no gestante, la administracién

continuada de SC no modifica ni la tension arterial ni los indices vasculares en las
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arterias uterinas. Por tanto los efectos observados, solo estan presentes si existe
embarazo. Existen dos posibles hipétesis para este efecto embarazo-dependiente, en la
primera se relaciona el efecto de producido por sildenafilo con la situacién hormonal
que conlleva el embarazo, ya que se ha visto que SC no tiene efecto sobre ratas
ovariectomizadas (Zoma et al., 2001 ). La segunda hipétesis, seria que el efecto del
sildenafilo dependa del proceso de inicial de placentacion y de los niveles de GMPc, ya
que se ha descrito un incremento de su concentracion en mujeres gestantes de primer
trimestre (Conrad et al., 1999).

Al analizar la funcién hemodindmica fetal mediante el andlisis del DV,
observamos que el SC produce un efecto vasodilatador sobre este “shunt fetal. A la
vista de lo descrito anteriormente, cabe esperar que el potencial angiogénico del
Sildenafilo desencadene un proceso angiogénico mas amplio en primer trimestre, que

sea responsable del hiperaflujo fetal, presente al final de la gestacion.

3.3 Efectos del sildenafilo sobre la gestacion patologica.

Como se ha descrito en la introduccion, la molécula de sildenafilo, posee unas
caracteristicas que la hacen atractiva para el tratamiento de pacientes gestantes con
preeclampsia. Y existe un interés en analizar su efecto en gestaciones patoldgicas en
animales y recientemente por primera vez, también en humanos (Samanagaya et al.,
2009). Pero hay que puntualizar, que los modelos experimentales en animales se han
disefiado hasta hace poco, con una administracién en la segunda mitad de la gestaciéon y
con un objetivo terapéutico sobre una enfermedad con un debut clinico tardio

(Villanueva-Garcia et al., 2007).
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Hemos iniciado una administracion mas temprana de la sustancia, con la
intencidn de actuar sobre el desarrollo de la placentacién. Segun lo expuesto y segun la
hipétesis planteada, esto supondria actuar de manera preventiva sobre los efectos vistos
en el modelo animal de preeclampsia.

Los valores elevados de tension arterial y proteinuria maternos, asi como los
parametros hemodinamicos uterinos, se corrigen desde la primera determinacion.

El efecto sobre la tensién materna puede explicarse porque como hemos visto,
SC produce un efecto hipotensor selectivo en el la primera mitad del embarazo en la
rata gestante.

En nuestro modelo, la administracion concomitante del L-NAME y SC puede
enmascarar si en realidad SC evita la instauracion de la PE o en su defecto la cura. Un
estudio reciente similar al nuestro, inicia la administracion de SC desde dia 7 de
embarazo y mide la tension materna s6lo en dos momentos, dia 0 y 20 de gestacion.
Igual que nosotros logra disminuir los valores tensionales y la proteinuria en el grupo de
L-NAME tratado con SC, aunque no logra niveles de normalidad como los nuestros. Lo
gue si consigue este estudio de administracion algo mas tardia que la nuestra, es mejorar
el peso fetal y de la placenta (Ramesar et al. 2010). Tanto el peso fetal como el
placentario son representativos de la funcién vascular (Kaufmann et al., 2000).

Acorde con lo que acabamos de postular sobre un efecto en el desarrollo
vascular placentario del inicio de la gestacion, encontramos valores diastélicos en el
territorio uterino materno, cada vez més crecientes en los tres trimestres, al reves de lo
gue ocurre en las madres con PE. Esto representa un incremento del flujo del territorio
placentario gradual y paralelo al que se produce en la gestacién normal.

En contra de nuestra hipotesis, existen dos trabajos a destacar publicados recientemente.

El primero es un experimento realizado en ovejas sobre un modelo de RCIU, que
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mostrd que la administracion aguda y tardia producia acidosis y fallo cardiaco en los
fetos, asi como una disminucion del flujo uterino. Sin embargo, el modelo reducia
drasticamente el flujo placentario resecando la placenta quirdrgicamente y luego daba
de forma aguda, dosis altas de SC. Sobre un territorio isquémico agudo, la reperfusion
se convierte en un mecanismo muy dafiino por los radicales libres, tal como ocurre tras
los infartos agudos en &reas de corazén o cerebro (Miller et al., 2009).

El segundo es el unico estudio randomizado llevado a cabo en gestantes con

PE, que no mostrd una clara mejoria sobre los fetos. Sin embargo, no todos los casos
seleccionados, presentaban un claro compromiso fetal (algunos tenian valores de Pl por
debajo del percentil 50). (Samangaya et al., 2009).
Por otra parte, nuestros fetos en hipoxia mejoran significativamente los parametros que
usamos habitualmente para valorar su estado acidotico, es decir el IPV del DV. Esto
demuestra una recuperacion en la cantidad de sangre que llega al corazdn del feto desde
la placenta en el momento con mayor elevacion de las resistencias vasculares en el
territorio materno.

Respecto al efecto de SC sobre el resultado perinatal en el modelo de PE, vemos
no ha sido capaz de recuperar el peso fetal, sin embargo la descendencia muestra una
ganancia ponderal acelerada que normaliza su peso en la primera semana de vida, lo
gue representa una recuperacion mucho mas rapida que los animales nacidos de madres
con PE. Dosis superiores han demostrado la recuperacion del peso de los fetos ya
intrautero y en el periodo neonatal (Ramesar et al., 2010). Por tanto nos planteamos que
tal vez hemos utilizado una dosis baja de SC, de hecho, la menor testada hasta ahora.
Al igual que el peso de los fetos no llega a corregirse hasta después del nacimiento,

tampoco la placenta mejora su peso total respecto a la de animales sometidos a PE. Pero
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como hemos visto el SC administrado durante la gestacion normal si que ejerce un
efecto hipertréfico sobre ella.

Otro hallazgo importante de su efecto sobre los fetos, es que el SC reduce
significativamente la tasa de muerte intrauterina producida en el modelo de PE. En este
sentido, la seguridad de la droga es ampliamente aceptada en el uso clinico de la
sintomatologia neonatal asociada a la hipertensién pulmonar y ademas, se persigue su
incorporacion mas temprana para mejorar la adaptabilidad al nacimiento.(Vargas-Origel
et al.,2010) Estudios en animales asi lo demuestran (Sanchez —Aparicio et al., 2008).

También mejora las tasas de supervivencia hasta la edad adulta

Lo més destacable acerca del desarrollo neuroldgico, es la recuperacion de las
capacidades de aprendizaje que estaban disminuidas en el modelo de PE.

Tal como hemos dicho estimula la neurogénesis, lo que también ocurre en el
modelo de PE, devolviendo sus valores a la normalidad. (Erceg et al., 2005; Gomez-
Pinedo et al., 2009)

En este sentido, los neonatos sometidos a insuficiencia placentaria, tienen un
volumen de la corteza cerebral disminuido a expensas de las neuronas del hipocampo, lo
cual se ha relacionado con una mayor prevalencia de déficits cognitivos y de memoria
en estos nifios por una perdida axonal ( Lodygensky et al., 2008). También se ha visto
un retraso en la maduracion de la cépsula interna con un mayor desarrollo y
mielinizacion de la sustancia blanca. Hay una disminucion de la anisotropia de la
sustancia blanca del cuerpo calloso (o pérdida neta de las barreras de restriccion del
movimiento de moléculas de agua) (Huppi et al., 2004).

En resumen , nuestros resultados abogan mas por una administracion continuada

de la molécula y desde el inicio, momento en el que parece producirse el problema de
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invasion que finalmente dard lugar la aparicién de los sintomas del cuadro clinico
materno caracteristico de la preeclampsia. A pesar de estos esperanzadores resultados,
algunos de los pardmetros fetales que hemos evaluado, como el crecimiento
intrauterino, siguen sin recuperarse. Dos cuestiones se plantean para el futuro cuando se
autorice su uso clinico, por un lado la posibilidad del uso de droga como un farmaco
preventivo en casos de antecedente de insuficiencia placentaria y otra establecer y
plantear una administracion tardia pero continua en los casos que debutan de forma

severa en el segundo trimestre.
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VII.- CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES.

Las conclusiones extraidas de este trabajo son:

- El modelo presentado de preeclampsia animal mediante inhibicién cronica del
Oxido Nitrico, reproduce condiciones hemodinamicas maternas y una situacion
hipdxica en el feto, que hacen til su uso en la investigacion terapéutica de la

enfermedad.

- Lamolécula de Sildenafilo y su metabolito tras ser administradas en ratas
gestantes, estan presentes en el higado fetal y guardan relacion lineal con los

valores maternos.

- Sildenafilo ejerce un efecto hipotensor selectivo en el inicio de la gestacién, al
compararlo con animales no gestantes, sin modificar las resistencias periféricas

de las arterias uterinas maternas.

- La administracion temprana y de forma continuada de SC durante el embarazo,
revierte los efectos que L-NAME produce en el modelo animal de PE
recuperando completamente el cuadro clinico materno y la funcion
hemodindmica y consiguiendo un flujo sanguineo fetal normal al final de la

gestacion..
- El modelo de PE animal produce alteraciones en el desarrollo del cerebro fetal

que se expresan a traves de la alteracion de la capacidad de aprendizaje y de la
actividad motora, la administracion de SC corrige dichas alteraciones.
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ANEXO

Tabla resumen nimero embriones/fetos/crias/madres utilizadas.

Parametro N (ratas/fetos por grupo)

PE PE+SC |SC Control
Ratas gestantes (SBP, proteinuria, Doppler, |21 17 25 23
viscosidad sanguinea y plaquetas...)
Ratas no gestantes 6 5 6 6
Crecimiento intrauterino E8 (fetos analiz) |27 45 43 34
Crecimiento intrauterino E11 11 13 30 36
Crecimiento intrauterino E18 19 65 60 66
Placentas e higados E18 14 24 35 25
Seguimiento Postnatal (peso-supervivencia) | 16 25 23 20
Test desarrollo neurolégico 8 8 8 8
LC-MS en higado fetal. 35 25
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