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to hypoxia and acidosis in newborn pigs
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Resumen

La hipertension pulmonar (HTP) es un trastorno de la
adaptacion a la vida extrauterina de muchos recién naci-
dos. La hipoxia y la acidosis son factores desencadenan-
tes y perpetuadores de la misma.

Objetivos: evaluar el efecto del 6xido nitrico inhala-
do (ONi) a la respuesta vascular pulmonar a la hipoxia y
acidosis en cerdos recién nacidos.

Material y método: se disefié una serie de interven-
ciones experimentales en cerdos recién nacidos, sedados,
anestesiados y en asistencia ventilatoria mecdnica. El
protocolo experimental consistié en inducir hipoxia en
forma controlada y progresiva (FiO, desde 0,21 (basal)
hasta 0,14; 0,10 o 0,08, mezclando nitrégeno con aire),
entre 6 y 10 minutos, valorando la respuesta hemodina-
mica. Estabilizada la respuesta a la hipoxia con elevacién
en meseta de la presion arterial pulmonar (PAP) y sisté-
mica, se administré ONi a 20 ppm. Mediante infusion de
HCI 0,1 N i/v se estabilizé el pH en diferentes valores en
los cuales se reiteraron esta serie de experimentos.

Resultados: se encontré que el descenso de la FiO,
(debajo de 0,21) produce una caida de la saturacién y un
aumento inmediato de la PAP a diferentes pH y una efec-
tividad del ONi para descender la PAP préximo a 70%.
Sin embargo a pH mds bajo la existencia de acidosis ge-
nera un nivel basal de PAP elevado con respecto a pH 7,4,
que el ONi no desciende. En cuanto a la HTP desarrolla-
da ante diferentes FiO, se confirmé que la elevacién de la
PAP es gradualmente mds elevada.

Conclusion: en la investigacién experimental en cer-
dos recién nacidos se observa que los eventos hipéxicos
de breve duracion generan HTP e inestabilidad sobre la
hemodinamia sistémica. De igual modo la acidosis induce
un incremento en la PAP basal en este modelo experimen-
tal. En estas condiciones la aplicacion de ONi desciende la
PAP eficazmente sin alterar la hemodinamia sistémica. Es
mds efectiva su accién a pH normal que en acidosis.
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Summary

Pulmonary hypertension (HTP) is a frequently patho-
logical situation of maladaptation to the extratuerine life
in newborns. Hypoxia and acidosis are key factors capa-
ble of evoking the referred situation and can also act as a
perpetuator factor of it.

Objectives: To evaluate the effect of inhaled nitric
oxide (iNO) on pulmonary vascular response to hypoxia
and acidosis in newborn pigs.

Material and methods: we performed a series of ex-
perimental interventions in newborn pigs, sedated, anes-
thetized and mechanical ventilation. The experimental
protocol was to induce hypoxia in a controlled and pro-
gressive (FiO, from 0.21 (baseline) to 0.14, 0.10 or 0.08,
mixing nitrogen with air), between 6 and 10 minutes, eva-
luating the hemodynamic response. Stabilized response
to hypoxia plateau elevation in pulmonary artery pressure
(PAP) and systemic administered iNO at 20 ppm. By in-
fusion of HC1 0.1 N i/v was stable at different pH values
which were reiterated in this series of experiments.

Results: we found that the decrease in FiO, (below
0,21) produces a fall in saturation and an immediate in-
crease in PAP at different pH and an ERA of iNO for the
PAP down near 70%. However, at lower pH, the presence
of acidosis produces a basal level of PAP high relative to
pH 7.4, which does not descend iNO. As PH developed
at different FiO, was confirmed that the elevation of the
PAP is gradually higher.

Conclusion: experimental research in newborn pigs
shows that the short-term hypoxic events generate HTP
and instability on systemic hemodynamics. Similarly aci-
dosis induces an increase in baseline PAP in this expe-
rimental model. Under these conditions the application
of iNO decreases the PAP effectively without altering
systemic hemodynamics. Its action is more effective than
normal pH in acidosis.
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Introduccion

La HTP continda siendo una entidad con elevada inci-
dencia en recién nacidos de término o casi término que
llega a 1,9 cada 1.000 nacidos vivos (con una amplia
variacion entre diferentes centros que oscila entre 0,43
y 6,82 cada 1.000 nacidos vivos)\V. La mortalidad se
mantiene entre 10% y 20% a pesar de los avances tera-
péuticos y en el cuidado del recién nacido critico®.

La hipoxia es el evento principal en la HTP durante
el periodo neonatal, actuando como factor desen-
cadenante y perpetuador de la misma. En pacientes
que presentan HTP grave, la consecuencia de un
evento hipéxico, aun aquellos de menor entidad,
puede llevar a la desestabilizacion hemodindmica o
incluso a la muerte.

En este sentido, los estudios de Rudolph y Yuan®
muestran la relacion entre la PAP y la pO,. La PAP
incrementa tanto ante la disminucion de la pO, como
ante la caida del pH sanguineo. El presente trabajo
se orient6 a evaluar los cambios ocasionados sobre
esta respuesta fisioldgica por intervenciones tera-
péuticas con el Oni. Este, a través de la formacion
de GMP ciclico, induce la dilatacion selectiva de las
arterias pulmonares y es actualmente la terapia es-
tandar de oro para la hipertension pulmonar®.

Los objetivos especificos del trabajo fueron los si-
guientes:

1. Estudiar la respuesta vascular pulmonar a la hi-
poxia y acidosis en cerdos recién nacidos.

2. Evaluar la respuesta al ONi en los eventos hip6xi-
cos y en la acidosis progresiva.

3. Evaluar el grado de respuesta de la PAP ante la
hipoxia para discriminar si se trata o no de una
respuesta graduada frente a la deprivacién de oxi-
geno (FiO, menor de 0,21).

Material y método

El estudio se realiz6 siguiendo los principios éticos
que regulan la experimentacion animal determi-
nados por la Declaracion de Helsinki, la Sociedad

Americana de Fisiologfa y la Comisién Honoraria
de Experimentacion Animal de la Facultad de Me-
dicina de Montevideo, Uruguay (D.O. 21/2/00, Re-
solucién N° 4 del CDC 4/12/2001) con el protocolo
aprobado en el Exp. N° 071140-001741-06.

Modelo basico

Se utilizaron cerdos recién nacidos (n=20), entre 12 y
48 horas de vida, procedentes de criadero local (Gran-
ja La Familia) con pesos entre 1.300 y 1.800g. Fue-
ron sedados y anestesiados con mezcla de midazolam,
ketamina y fentanyl por via intravenosa. Se realiz
traqueotomia y ventilacion mecdnica con un equipo
Sechrist IV200. Los pardmetros ventilatorios iniciales
fueron frecuencia respiratoria (FR) 30 respiraciones
por minuto, presién positiva del final de la expiracién
(PEEP) 5 cm H, O, presion inspiratoria mdxima (PIM)
20 cm H, O, fraccion inspirada de oxigeno (FiO,) 0,21,
Tiempo inspiratorio 0,3 segundos, flujo 8 I/min.

Se realiz6 monitorizacién continua de la presion
arterial sistémica (PAS) mediante cateterismo de la
arteria femoral y de la PAP cateterizada a través del
ventriculo derecho. Concomitantemente se realizé
monitorizacion electrocardiogrifica y de saturo-
metria de pulso (SatO,). Se realizaron gasometrias
seriadas, para la evaluacion de la repercusion de la
hipoxia y del estado 4cido-base. El almacenamiento
digital del registro se realizé utilizando el software
Data Q Windaq Acquistion version 2.71.

Para aporte de fluidos se infundid suero glucosado
al 5% i/v (SG 5) a 70 ml/kg/dia. Se mantuvo tem-
peratura central del animal entre 38°5 a 39°5 C (la
temperatura central del cerdo es de 39,5°) con siste-
ma de calefaccion por calor Thermacare®y bolsa de
plastico aislante 3M ®.

Se administraron antibidticos cefradina 100 mg/kg
y gentamicina 4,5 mg/kg en forma profilictica.

Intervencion experimental: hipoxias transitorias
y acidosis progresiva

El protocolo experimental consistid en descender
la FiO, mediante mezcla de aire con N, para lo-
grar FiO, desde 0,21 (basal) hasta 0,18; 0,14; 0,10
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0 0,08, valorando la respuesta hemodindmica y su
relacion con los pardmetros gasométricos. La du-
racion del evento hipéxico fue de 6 a 10 minutos
cada uno, segtin tolerancia hemodindmica. Se pro-
dujeron entre 3 y 6 hipoxias en el transcurso de cada
experimento. Una vez estabilizada la respuesta a la
hipoxia, logrando la elevacién en meseta de la PAP,
se administré ONi a 20 ppm.

Se indujo acidosis metabdlica en forma progresiva a
través de la infusion de HC1 0,1 N i/v, por bomba de
infusion continua a 10 mEqg/hora. Una vez obtenida
la estabilidad de los pardmetros hemodindmicos a
pH (7,30; 7,20; 7,10; 7,00), se produjeron hipoxias
transitorias con las mismas caracteristicas descritas
previamente y se evalud la respuesta hemodindmi-
ca con ONi. Se tomaron datos de la situacién pre y
postadministracion del tratamiento.

Para cada valor de pH se incluyeron, al menos, 5
animales en cada grupo.

Estadistica

Para los datos cuantitativos se usé el promedio
como medida de resumen central y el desvio estdn-

dar como medida de dispersidn. Para establecer la
existencia de diferencias entre dos grupos se uso
la prueba de “t”, cuando se compararon tres 0 mds
grupos se realizé el andlisis de varianza y para iden-
tificar cudles eran los grupos diferentes se utilizé el
andlisis de Tukey.

Se usé la relacion entre la PAP y la PAS para evaluar
los cambios entre circuito pulmonar y sistémico.

Resultados
Efectos de la hipoxia y del pH

Cuando la pO, es mayor o igual a 40 mmHg y el
pHmayor o igual a 7,40 la PAP sistdlica es 31,8 +
6,1 mmHg. A medida que el pH desciende, la PAP
aumenta, siendo a pH 7,00 de 59,6 + 31,3 mmHg
(figuras 1y 2).

Al iniciar la hipoxia, cuya entidad se verificé con el
descenso de la pO2, se observé invariablemente un
aumento la PAP en cada pH estudiado (figura 1). El
incremento de la presion en la arteria pulmonar du-
rante la hipoxia se produjo en todos los intervalos de
pH y fue de 25,3 mmHg (entre 32,2 y 18,5 mmHg,

Figura 1. PAP sistélica en funciéon de pO2 a diferentes pH. Se observa que a medida que disminuye
el pH aumenta la PAP en ambos grupos y que la PAP se incrementa significativamente durante la
hipoxia (p<0,05).

120
110
100
90
80
70+
60
50

PAP sistolica (mmHg)

30+
20+
10

[ p0O2 > 40 mmHg
I pO2 <40 mmHg

lih X +1DE

7.0 71
pH

7.2

7.3 7.4

EVALUACION HEMODINAMICA Y RESPUESTA AL OXIDO NITRICO INHALADO... / Martell M. y Col.




con un 95% de confianza). El incremento no tuvo
diferencias significativas entre los intervalos de pH
para una misma FiO,. Cuando se disminuye la FiO,
el tiempo en alcanzar el maximo descenso de la sa-
turacion es de 40 a 60 segundos. Se encontré una
relacion lineal entre el descenso de la saturacion y
el aumento de la PAP (figura 2).

Efectos del 6xido nitrico

En hipoxia, al administrar ONi la PAP desciende un
promedio de 20 mmHg (IC95% entre 14 y 26) (fi-

gura 3). Para un incremento promedio de la PAP de
25,3 mmHg por encima del valor basal, el ONi des-
ciende un 75% de la PAP inducida por la hipoxia.
En los rangos de pH mads bajo el ONi no disminuye
la HTP alcanzada por la acidosis. Este efecto es mds
marcado por debajo de pH 7,30.

El andlisis de monitorizaciones individuales en di-
ferentes experimentos muestra con claridad este fe-
némeno (figura 4). Ante el descenso de la SatO, al
iniciar la hipoxia, tanto en pH fisiolégico como en

Figura 2. Relacién entre saturaciéon de oxigeno y presion arterial pulmonar. Se observa que
hay una relacion lineal entre la caida de la saturacién y el incremento en la presion media de
la arteria pulmonar en condiciones basales y a pH 7,4. SatO2: saturacién de oxigeno; PAP:
presion arterial pulmonar.
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Figura 3. Accion del ONi sobre la PAP sistélica a diferentes pH. Se observa aumento significativo de
la PAP con el descenso del pH y el efecto del ONi que reduce parcialmente el efecto de la hipoxia.
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Figura 4. Monitorizacion de variables hemodinamicas durante la hipoxia. Se observa el
aumento de la presién en la arteria pulmonar (registro inferior) que coincide con la caida
de la saturacion y una elevacion de la FC a pH 7.40 y pH 7.10. El ONi es mas efectivo en

descender la PAP a pH

7.40 que a pH 7.10.

* Senfala la hipertensién pulmonar producida por la acidosis que eleva la PAP basal. La interrupciéon del registro de la
PAS se debe a la extraccion de sangre para gasometria. Cada cuadrado del registro corresponde a 1 minuto de du-

racion. También se observa que cuando termina la hipoxia,

valores basales.
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acidosis, se observa una taquicardia durante y des-
pués del evento, la PAS tiende a incrementar en pH
fisiol6gico aunque durante la acidosis la respuesta
tiende a la hipotension. La PAP aumenta al iniciar
la hipoxia independientemente del pH, sin embargo
la PAP basal se encuentra ya elevada en acidosis. El
ONi es efectivo en disminuir la PAP inducida por
hipoxia, sin embargo la HTP inducida por la aci-
dosis se mantiene sin cambios aun bajo tratamiento
con el vasodilatador pulmonar.

Durante la reoxigenacién puede observarse la dis-
minucién de la PAP a causa del efecto vasodilatador
del oxigeno (en todos los rangos de pH). En la PAS
a pH 7,40 hay una hipertension sistémica inducida
por la hipoxia, que en el caso del animal en acido-

sis es menor. En este modelo la relacion PAP/PAS
sistdlica en situacidn basal (PaO2 = 53 mmHg + 8,5
y pH =7,37 £ 0,07) es de 0,65 (+ 0,3), es decir que
la PAP alcanza el 65% del valor de la PAS. Si estu-
diamos esta relacion en situacion de hipoxia (PaO,
< 40 mmHg) se observa que los valores son muy
proximos a los basales cuando se administré ONi
para los grupos de pH mayores a 7.10 (figura 5) .
A pH menor de 7.10 la relacién se hace mayor a 1
(PAP suprasistémica) sin la administraciéon de ONi.
Como se observa en la figura 4, la hipoxia asociada
a la acidosis produce una hipotension sistémica y
el incremento en la arteria pulmonar es menor que
a otros rangos de pH mds altos, lo que produce un
incremento del indice PAP/PAS.
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Figura 5. Relacion PAP sistolica/PAS sistoélica a diferente pH (en Hipoxia con pO2 menor de 40
mmHg). Los datos se expresan en promedio y DS. La linea punteada corresponde a PAP/PAS en
situacién basal para este modelo.
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Discusion

Tanto la acidosis metabdlica como la hipoxia se han
vinculado a la generacién y mantenimiento de hi-
pertension pulmonar persistente®>9, El modelo de
estudio utilizado en este trabajo permitio la evalua-
cién de la respuesta hemodindmica frente a la hi-
poxia, la asociacién de hipoxia y acidosis asi como
el tratamiento con ONi. A medida que disminuye el
pH sanguineo, la PAP basal se eleva, evidencian-
do la sensibilidad de la vasculatura pulmonar ante
este hecho. En cada pH evaluado, al producirse un
evento hipdxico, se eleva la PAP tal como demos-
trara Rudolph en sus experimentos realizados en
corderos, en los que confirmaba el incremento de la
resistencia vascular pulmonar frente al descenso de
la pO,?. En este sentido se evidenci en este mode-
lo que tanto el descenso del pH sanguineo como la
existencia de hipoxia son fenémenos independien-
tes que determinan un incremento de la PAP.

Apartir de trabajos que mostraron la seguridad y
eficacia del ONi en el tratamiento de la HTP del
recién nacido, se ha considerado como la droga de
eleccion en el manejo de esta entidad al provocar
vasodilatacion pulmonar selectiva1%,

Dada la fisiopatologia de la HTP, independiente-
mente de la etiologia, es frecuente la presencia de
acidosis metabdlica y eventos hipdxicos intercu-
rrentes que agravan la situacion. En particular se
observo que la hemodinamia sistémica presenta una
respuesta diferente a pH fisiolégico que en acidosis.
La PAS durante la hipoxia tiende a elevarse, lo cual
en conjunto con el incremento de la FC permiten el
mantenimiento de un gasto cardfaco adecuado, ga-
rantizando la perfusion tisular de tejidos nobles en
situacion de restriccion energética'’.

Sin embargo el mismo evento en acidosis no per-
mite al circuito sistémico mantener la PAS basal a
pesar del aumento de la FC, comprometiendo asf el
mantenimiento del gasto cardiaco, tal como se ha
descrito ante hipoxias reiteradas en corderos!?.

Durante la reoxigenacion también se observan fe-
némenos diferentes a pH fisioldgico o en acido-
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sis en este modelo experimental. A pH fisiol6gico
la disponibilidad de oxigeno repentina y la salida
de la anaerobiosis permiten que las catecolaminas
circulantes eleven la PAS"Y a diferencia de lo que
ocurre en acidosis donde este fendmeno deprime la
respuesta hipertensiva normal tal como ya ha sido
descrito en otros modelos de estudio?.

Este modelo permitié mostrar que la PAP, para to-
dos los pH estudiados, desciende ante la adminis-
tracion de ONi en caso de hipoxia. Se observé que
la respuesta alcanzada es rdpida, mantenida durante
la inhalacion del gas y suprimida una vez suspendi-
do el mismo. En acidosis la administracién de ONi
desciende la PAP pero no al nivel basal como ocurre
a pH fisioldgico.

La HTP en el recién nacido es un fenémeno he-
modindmico donde el aumento de la resistencia
vascular pulmonar determina disminucion del flu-
jo sanguineo pulmonar, hipoxemia secundaria y
pasaje de sangre no oxigenada (a través del ductus
arterioso y del foramen oval) al territorio sistémi-
co. La estrategia terapéutica que se utilice debe
determinar vasodilatacién pulmonar sin alterar la
hemodinamia sistémica a los efectos de mantener
indemne la perfusion tisular. Por lo tanto es rele-
vante la relacidn entre la PAP y la PAS. El ONi
ha demostrado actuar de manera selectiva sobre
la vasculatura pulmonar. En este modelo experi-
mental se comprobd que para todos los pH estu-
diados, en hipoxia, el ONi no produce caida de la
PAS, confirmado por el mantenimiento de la rela-
cién PAP/PAS préxima al valor basal. Es una de
las ventajas del ONi asi como su fécil aplicacion.
Dado que el ON:i tiene falta de respuesta, o es muy
escasa en algunos casos, se requieren otros farma-
cos con accién vasodilatadora pulmonar. En estos
casos el mantenimiento de la presién arterial sisté-
mica es muy importante en el manejo de la HTP,
porque la hipotension sistémica puede aumentar el
shunt de derecha a izquierda.

Cuando se usen drogas con efecto hipotensor en la
presion arterial sistémica se debe controlar estricta-

mente la presion arterial. En lo posible se debe ha-
cer un registro continuo de la misma.

Un hecho a destacar en este modelo es el aumento
inmediato de la presion en la arteria pulmonar (40
segundos) una vez que se produce el descenso de la
FiO, por debajo de 0,21 (aire). Extrapolando esta
informacion, este dato es relevante en el cuidado del
recién nacido humano, debido a que sefiala la prio-
ridad de mejorar la pO, en forma urgente una vez
ocurrido un episodio de hipoxia.

La correccién de acidosis y la prevencién de even-
tos hipoxicos deberian ser una prioridad para evitar
elevaciones bruscas de la PAP que pueden descom-
pensar a un individuo en condicidn critica. Aunque
el ONi sea capaz de estabilizar la hemodinamia ante
eventos de riesgo como por ejemplo la caida de la
SatO, por debajo de 80% (habitualmente asociados
a maniobras) los cuidados deben ser extremados
para que no se produzcan.

Enresumen, los eventos hipdxicos de breve duracién
en cerdos recién nacidos generan HTP y alteracio-
nes sobre la hemodinamia sistémica. La aplicacion
de ONi desciende la PAP eficazmente sin modificar
la presion sistémica a diferentes pH. Aunque la enti-
dad de las hipoxias sea variable la potencia del ONi
se mantiene, produce vasodilatacién pulmonar tanto
en hipoxia como en acidosis, aunque con menor efi-
cacia en esta ultima circunstancia.
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