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Resumen

Introduccidn: La asfixia perinatal es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad mas
comunes en el periodo neonatal, siendo los recién nacidos prematuros los mas afectados y es mas
frecuente en paises en vias de desarrollo. El cerebro es uno de los érganos perjudicados en esta
patologia, debido a su sensibilidad en los cambios de concentracién de oxigeno y en los niveles de
glucosa. Como consecuencia, se produce una encefalopatia hipéxica-isquémica.

Material y métodos: se realizé una revisién sistematica de articulos seleccionados por los autores,
obtenido a través de buscadores de referencia, en los cuales se incluyen temas relacionados con la
asfixia perinatal y todas las alteraciones producidas por esta patologia.

Resultados: se demostré que aplicando raloxifeno a ratas macho Sprague - Dawley de 7 dias de edad,
que fueron sometidas a una ligadura de la arteria cardtida comun, se obtuvo como resultados una
disminucién en la produccién de radicales libres, entre otros procesos, favoreciendo la viabilidad
neuronal a través de la conservacién de las funciones de la mitocondria.

Conclusién: ante la falta de tratamientos farmacoldgicos, ciertos organismos internacionales, como la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo de las Naciones Unidas para las Infancias (UNICEF),
han hecho hincapié en la investigacion de nuevas alternativas terapéuticas. Hoy en dia existe solo un
tipo de tratamiento aprobado y utilizado, en aquellos recién nacidos que sufren asfixia perinatal, la
hipotermia terapéutica. El uso de raloxifeno en un modelo murino promete ser una alternativa, aunque
aln se encuentre en proceso de investigacion.

Palabras Clave: asphyxia neonatarum; raloxifene; hypoxia-ischemia; brain injury; hypoxic ischemic
encephalopathy

Abstract

Background: Perinatal asphyxia is one of the leading causes of morbidity and mortality in the neonatal
period, with premature infants being the most affected, and it is more common in developing
countries. The brain is one of the organs affected in this condition, due to its sensitivity to changes in
oxygen concentration and glucose levels. Consequently, hypoxic-ischemic encephalopathy occurs.
Material and methods: A systematic review of articles selected by the authors, obtained through
reference searches, was conducted, including topics related to perinatal asphyxia and all alterations
produced by this condition.

Results: It was demonstrated that by applying raloxifene to 7-day-old male Sprague-Dawley rats that
underwent common carotid artery ligation, results showed a decrease in the production of free



radicals, among other processes, favoring neuronal viability through the preservation of mitochondrial

functions

Conclusion: In the absence of pharmacological treatments, certain international organizations, such as
the World Health Organization (WHQO) and the United Nations International Children's Emergency
Fund (UNICEF), have emphasized the research of new therapeutic alternatives. Currently, there is only
one approved and used type of treatment for newborns suffering from perinatal asphyxia, which is
therapeutic hypothermia. The use of raloxifene in a murine model promises to be an alternative,

although it is still in the research process.

Keywords: asphyxia neonatarum; raloxifene; hypoxia-ischemia; brain injury; hypoxic ischemic

encephalopathy

INTRODUCCION

La asfixia perinatal (AP) es defina por la Organizacién
Mundial de la Salud como la incapacidad de
establecer la respiracion al momento del nacimiento
(1). Esta puede ser causa por diferentes
complicaciones, como, por ejemplo, alteraciones del
cordén umbilical, alteracién en el intercambio de
gases de la placenta y falla pulmonar fetal. (2) Siendo
su incidencia mayor en los recién nacidos
prematuros que en los recién nacidos a término y en
paises en via de desarrollo 5 a 10 veces mas que en
paises desarrollados. (2) Alrededor del 15-20% de
los neonatos que sufren AP mueren en el periodo
postnatal, mientras que el 25% desarrollan
problemas neurolégicos graves, como paralisis
cerebral, epilepsia y trastornos del neurodesarrollo.
(3) Seguin estadisticas de la Organizacién Mundial de
la salud (OMS) en los paises en vias de desarrollo
cada afo nacen 120 millones de bebes, donde el 3%
desarrollan asfixia al nacer y responsable del 23% de
las muertes neonatales. (1) Hasta hace unos afios la
definicién de asfixia en un recién nacido era aquel
que obtenia un puntaje de Apgar bajo. (4) Hoy en
dia, el diagnostico de asfixia perinatal se hace
cuando la puntuacién de Apgar en un recién nacido
es inferior a siete y las puntuaciones entre cero y tres
indican asfixia grave (1); mientras que entre cuatro y
siete se considera moderada (1). Cuando es grave,
puede causar dafo irreversible y muerte de las
células cerebrales, lo que lleva a la encefalopatia
hipdxica-isquémica. (5) La encefalopatia hipdxico -
isquémica es la manifestacién clinica mas frecuente
de la asfixia perinatal. (2) Hoy en dia, solo la
hipotermia esta incluida en las terapias intensivas
neonatales, por sus beneficios clinicos en recién
nacido que padecen encefalopatia hipdxico -
isquémica. Utilizada principalmente por su
capacidad de disminuir la acumulacién de
aminoacidos excitadores y efectos antiinflamatorios,

antioxidantes y anti apoptéticos. (6) Sin embargo, su
eficacia es limitada. (7) En la actualidad no existe
farmacoterapia eficaz y segura para la lesién
cerebral hipéxico-isquémica. (8) Es por ello por lo
que ciertos organismos internacionales como la
Organizacion Mundial de la Salud y Fondo de las
Naciones Unidas para las Infancias (UNICEF) hacen
hincapié en la investigacion de nuevas alternativas
terapéuticas. (2)

Se puede clasificar el proceso de la asfixia perinatal
en 4 fases principales: la fase hipdxico - isquémica,
latente o primaria, secundaria y terciaria. (6)
Durante la primera fase, se produce un déficit en el
aporte de oxigeno a las células y los tejidos,
provocando una insuficiencia energética primaria. (6)
Como consecuencia se produce una hipoxia
isquémica en el cerebro, la cual es caracterizada
como una disminucién en la concentraciéon de
oxigeno y flujo sanguineo, generando una
deficiencia en el suplemento de nutrientes (3). El
sistema nervioso central (SNC) es susceptible a los
cambios en los niveles de oxigeno y la concentracion
de glucosa. (9) el consumo de oxigeno por parte del
SNC es del 20% y el de glucosa es del 25 % del peso
corporal total (3). Esta alta demanda de energia esta
caracterizada por las diferentes funciones del SNC,
como el reciclaje de neurotransmisores, transporte
de iones y la actividad sinaptica llevada a cabo por
el cerebro. (9) Una disminucién del suministro de
nutrientes lleva a la muerte celular por agotamiento
de energia, es decir, deplecién de la produccién de
ATP y la formacion de radicales libres. (9)

Fase latente o primaria del dafo cerebral
hipéxico-isquémico

La respuesta inicial del dano cerebral en la hipoxia
isquémica se produce inmediatamente después de
la alteracién que se esté produciendo. (9) El cerebro



fetal requiere el suministro constante de energia en
forma de ATP. (2) En condiciones no patoldgicas, es
decir en condiciones aerdbicas, un mol de glucosa
produce 38 moles de ATP, mientras que en
anaerobiosis se produce solamente dos moles de
ATP a partir de un mol de glucosa. (2) Cuando esto
se altera, provoca una falla energética en el cerebro,
acompanado de la acumulacién de lactato y una
disminucién del pH, provocando una acidosis
metabdlica. (2) Este déficit energético conduce a
una falla en la bomba sodio-potasio dada por la
activacion de la enzima ATPasa Na-K. (2) Como
consecuencia los iones de calcio entran facilmente a
la célula causando una despolarizacién en la
membrana e inhibiendo la recaptacién de
glutamato, por lo que se acumula en el espacio
extracelular. (9) Se produce una liberacidn excesiva
de glutamato, quien activa los receptores MDA,
causando la acumulacién de calcio y 6xido nitrico,
los cuales inducen la produccién de las especies
reactivas de oxigeno (ROS). (9) A esto se lo
denomina estrés oxidativo. (8)La acumulacién de
ROS dentro de la célula produce un daiio en el ADN,
los lipidos, proteinas y diferentes organulos de la
mitocondria. (3)

Fase secundaria del dafo cerebral hipéxico-
isquémico

La segunda fase de la injuria estd dada por la
recuperacion en el flujo sanguineo y el metabolismo
normal del cerebro, lo cual se va a caracterizar por
una respuesta inflamatoria, excitotoxicidad y estrés
oxidativo. (4)

La excitotoxicidad es el proceso patoldgico por el
cual las células neuronales se dafian y mueren por
una produccién excesiva de neurotransmisores,
como, por ejemplo, el glutamato. (10)

La necrosis y la apoptosis son las siguientes vias que
pueden seguir las células (3). Sin embargo, la
apoptosis es la via mas comun en el cerebro joven
desencadenado por el fracaso mitocondrial. (9) Estas
se dan dentro de las 6 y 72 horas después del inicio
de la primera fase. (2)

La apoptosis puede seguir dos vias: la via extrinseca
y la via intrinseca o también llamada mitocondrial (3).
La via extrinseca activada por sefales externas,
principalmente por los ligandos como el Factor de
necrosis Tumoral Alfa (TNF-a por sus siglas en
inglés), Ligando Acido grasa sintetasa (FAS L por
siglas en inglés), Ligando Inductor de la Apoptosis
Relacionado con TNF (TRAIL); la via extrinseca se

activa cuando se produce un estimulo de muerte
uniéndose los ligandos con sus respectivos
receptores (6), los cuales llevan la activacién de las
caspasas, especificamente las caspasas 8 y 10, (3)
denominadas pro-caspasas iniciadoras de la
apoptosis. (9) Estas son activadas a través de una
hidrolisis parcial siendo capaces de hidrolizar y
activar a las caspasas 3 y 7 o caspasas ejecutoras de
la muerte. (11) Las caspasas 3 y 7 actuaran sobre sus
sustratos diana para iniciar todo el procesos
morfoldgicos y bioquimicos de la apoptosis (11).

La via intrinseca o también llamada mitocondrial (9)
mediada por factores mitocondriales como
citocromo C (CYT-C), serina proteasa HTRAZ2,
mitocondrial (Omi/HTRA2) factor iniciador de la
apoptosis  (AIF), endonucleasa G (endoG),
Smac/Diablo (segundo activador mitocondrial de
caspasa) (9). Cuando las células perciben un estimulo
extracelular (11) el citocromo c interactia con
Factor-1 activador de las proteasas apoptogénicas
(Apaf-1) (3) activando a la caspasa 9 en el complejo
supramolecular llamado autosoma (11). Ya con la
caspasa 9 activada hidroliza a la caspasa 3 para
activarla (9), siendo esta Ultima quien se dirija a sus
sustratos especificos provocando asi los eventos que
provocaran la muerte celular. (11)

Funcién de los astrocitos en la lesién hipéxico -
isquémica

Los astrocitos son células gliales que recubren de
manera contigua casi todo el sistema nervioso
central ejerciendo muchas funciones esenciales en el
SNC sano. (12) Tienen mudltiples funciones, como
brindar apoyo a las neuronas, ayudar en el
microambiente neural y regular el flujo sanguineo
cerebral (03) y también regulan la sinaptogénesis.
(13)

Aunque la respuesta a una lesién hipdxico -
isquémica de los astrocitos es bien sabida en
cerebros adultos, en el cerebro en desarrollo no se
conoce bien. (14) Al igual que el resto de la
microglia, los astrocitos responden diferente
dependiendo de la gravedad de la lesion. (03) Estas
células presentan transportadores de glutamato
(GLAST y GLT1) que funcionan para eliminar el
aminoacido excitador, el glutamato, del espacio
extracelular. Por lo tanto, la funcidn de los astrocitos
es critica en la materia gris para la viabilidad
neuronal, asi como en la sustancia blanca ya que los



oligodendrocitos son altamente sensibles a la
toxicidad por glutamato. (15)

En condiciones hipdxico - isquémica, los mediadores
proinflamatorios, las citoquinas y especies reactivas
producidas por neuronas y oligodendrocitos
dahados pueden provocar la astrogliosis. (9) La
astrogliosis reactiva es un proceso caracterizado por
cambios morfolégicos, moleculares y funcionales.
(16) También cuando se inicia este proceso, hay un
aumento significativo de una proteina propia de los
astrocitos, la proteina acida fibrilar glial (GFAP).
Estd, en condiciones normales esta implicada en
diferentes procesos funcionales, como apoyar
actividad a las neuronas y en la regulacién de la
barrera hematoencefélica. (17) Los astrocitos
activados secretan citocinas inflamatorias, como IL-1
e IL-6, interferén- y y TNF- a. (13) Esto exacerba la
muerte por citotoxicidad y atrae a la migracién de
las células del sistema inmune hacia el sistema
nervioso central por la secrecién de quimiocinas. (9)

Raloxifeno

El raloxifeno es un modulador selectivo de los
receptores de estrogeno (MSREs) (18) de segunda
generacion desarrollado por Eli Lilly bajo la marca
Evista (2) con efectos agonistas de estroégenos sobre
el metabolismo 6seo y lipidico y efectos
antagonistas sobre los tejidos reproductivos (19),
por lo tanto, el raloxifeno es una alternativa en la
terapia de reemplazo hormonal. (19) Aprobado por
la FDA para el uso en la prevencidn y tratamiento de
la osteoporosis. (18) Tiempo después fue aprobado
para el uso en cancer de mama postmenopausico.
(2)

Se absorbe en el tracto gastrointestinal
aproximadamente el 60% de la dosis, siendo la
biodisponibilidad del 2%, el volumen de distribucién
de 2348 L/Kg y la vida media de eliminacién de 32,5
horas promedio. (18)

Los MSREs se destacan por sus efectos
neuroprotectores y su potencial como alternativa
terapéutica emergente. Han arrojado resultados
alentadores en diversos modelos de experimentales
que simulan lesiones y enfermedades del sistema
nervioso central. Al emplear estos farmacos, se
busca emular los efectos beneficiosos del 178-
estradiol (E2), sin incurrir en los efectos secundarios
hormonales asociados. (2)

MATERIALES Y METODOS

A través de una revisién sistemética de articulos
seleccionados, llevando a cabo un modelo analitico
de trabajo y centrandonos en un trabajo de
investigacion especifico.

La poblacién de estudio son ratas Sprague-Dawley
machos de 7 dias de edad, las cuales fueron
sometidas a una ligacion de la arteria carétida
comun para asi llegar a una asfixia perinatal severa.
Quedaran excluido todo aquello que:

- Sean hembras y machos mayor o menor a
7 dias de edad.

- Aquellos a los cuales no se le puede
realizar una ligadura de la arteria carétida
comdun.

- Aquellos que no sobrevivan a la cirugia ni
maniobras de reanimacion.

El &mbito en el cual se llevaré a cabo el estudio
serd en un ambito universitario realizando una
revision sistemética de literatura sobre articulos
especificos conseguidos a través de una bldsqueda
en los buscadores de referencia ya mencionados.
La estrategia de busqueda bibliogréfica dio como
resultado:

- Asphyxia Neonatorum: se obtuvieron
8,109 resultados.

- Brain Hypoxia-Ischemia: se obtuvieron
3,199 resultados.

- Raloxifene: se obtuvieron 565 resultados.

- hypoxic ischemic encephalopathy: se
obtuvieron 5,824 resultados.

La técnica de investigacion aplicada es cualitativa a
través de la recoleccién de documentos con los
cuales pudimos determinar a los esteroides
sintéticos, como el raloxifeno, y su eficacia para el
tratamiento de la asfixia perinatal en un modelo in
vitro.

RESULTADOS

Se pudo determinar en un estudio realizado donde a ratas
Sprague — Dawley machos sometidas a una ligacién de la
arteria cardotida comun a los 7 dias de edad,
produciéndoles una lesién hipdxica—isquémica, que el uso
de raloxifeno fue beneficioso, ya que su aplicacion pudo
determinar:

- Una reduccién en la produccién de especies
reactivas de oxigeno y con ello, el estrés
oxidativo



- Atenuacién en la produccién de perdxido de

hidrogeno

- Preservacion del potencial de membrana
mitocondrial

- Conservacién de forma significativa la masa
mitocondrial

- Disminucion de procesos como la gliosis
reactiva, y, por ende, la formacién de la cicatriz
glial

- Regulacion de los transportes de glutamato,
GLAST y GLT1, mejorando la supervivencia
celular

- Activacion de diferentes proteinas de
supervivencia, por ejemplo, MAPK, PI3K/AKT,
Scr y CREB, relacionadas a las vias anti
apoptaticas y de neuroproteccion

- Reduccion de las alteraciones morfoldgicas de
las células tipicas gracias a la disminucién de los
procesos apoptdticos celulares

- Atenuacion el proceso de peroxidacién de la
cardiolipina

(2)
DISCUSION

Una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad neonatal es la asfixia perinatal (1).
Afectando principalmente a recién nacidos
prematuros que recién nacidos a término y su
incidencia es mayor en paises en vias de desarrollo.
Teniendo en cuenta esto, ciertos organismos
internacionales como la Organizacién Mundial de la
Salud y (UNICEF), han hecho hincapié en el
desarrollo de nuevas terapias para la disminucién
de las morbilidades de la asfixia perinatal. (2) Hoy
en dia solo hay un tipo de terapia aprobada y que
se utiliza, la hipotermia terapéutica, la cual ha
mostrado efectos favorecedores en cuestiones de
disminucién de la acumulacién de aminoacidos
excitadores, sus efectos antiinflamatorios,
antioxidantes y anti apoptdticos. (13)

La lesion por asfixia perinatal tiene varias fases,
cuatro en total, denominadas fase hipdxico
isquémica, donde se produce la falta de suministro
de oxigeno y flujo sanguineo en el cerebro; luego
la sigue la fase primaria, caracterizada por el
agotamiento de la energia, aumento del lactato,
disminucién del pH, formacion de radicales libres,
acumulacidon de aminoécidos excitadores, falla en la
bombas transportadora de iones sodio-potasio; el
proceso continua con la fase latente, la cual esta
determinada por la restauracién del flujo sanguineo
y el metabolismo normal del cerebro. En la fase
secundaria se producen diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos, donde la mayoria de las veces

termina en necrosis o apoptosis, siendo la dltima
més frecuente en el cerebro joven. Por Ultimo, la
tercera fase de la lesién hipdxico-isquémica se
distingue por la persistencia del dafo cerebral
semanas, meses e inclusive afios después de la
injuria hipoxico-isquémica. (2; 03; 05; 13)

También tenemos el rol de los astrocitos, quienes
en condiciones normales cumplen funciones
esenciales como, por ejemplo, darles apoyo a las
neuronas, ayudar al microambiente neuronal,
regulacién del flujo sanguineo cerebral y regulacién
de la sinaptogénesis. Aun no se ha podido
determinar la respuesta de los astrocitos en
cerebros jovenes frente a las lesidon hipdxico-
isquémica. Si se pudo determinar que estos pueden
secretar factores proinflamatorios, quimiocinas que
atraen a células del sistema inmune, lo cual
exacerbaria el proceso de la muerte celular. (05; 18;
03)

El raloxifeno pertenece al grupo de moduladores
selectivos de los receptores de estrogeno, utilizado
en el tratamiento de los sintomas de la menopausia
y osteoporosis y recientemente aprobado para el
uso en el tratamiento del cdncer de mama. (2;
7)Demostro tener efectos neuroprotectores en un
modelo de asfixia perinatal murino, en el cual su
aplicacién en dosis no toxicas en ratas Sprague -
Dawley que a los 7 dias de vida se les realizo una
ligacién de la arteria cardtida comun. Los beneficios
obtenidos por la aplicacién de este esteroide son
dados por la disminucién y regulacién de varios de
los procesos ya mencionados en la lesién hipdxica -
isquémica. Dentro de estos podemos destacar la
conservacion del potencial de membrana
mitocondrial, disminucién de las especies reactivas
de oxigeno, y, por lo tanto, la disminucién del
estrés oxidativo, conservandose la masa
mitocondrial. Por Gltimo, hablando de las fases de
la injuria cerebral, podemos decir que se evidencio
la activacién de proteinas de supervivencia, que
detienen las vias anti apoptdticas y de neuro
proteccion.

A su vez, a nivel astrocitario, se vio una regulacion
en los transportadores de glutamato, y en
consecuencia, disminucién de las especies reactivas
de oxigeno, las cuales, en parte, su produccion es
estimulada por la acumulacién de este
neurotransmisor excitatorio. (2)

En sintesis, podemos decir que el raloxifeno tiene
efectos neuroprotectores, en un modelo de asfixia
perinatal in vitro, en el cual se evidencian diferentes
mecanismos haciendo que las cascadas de lesiones



producidas por la lesidn hipdxica - isquémica sean
menos severas.
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