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Introduccién

Durante la vida fetal, los pulmones no son funcionales y la placenta es la responsable de llevar
a cabo el intercambio gaseoso. La circulacidn pulmonar fetal ofrece una alta resistencia al flujo
sanguineo y por ello, los pulmones fetales, a diferencia de los del aduito, se caracterizan por
una elevada presion arterial y un reducido flujo sanguineo (35 ml/min/kg en el feto de oveja
a término). Antes del nacimiento, la sangre de la placenta (saturacién de O, = 80%) vuelve al
feto por la vena umbilical, desde donde pasa al conducto venoso. Este contacta con la vena
cava inferior que contiene sangre desaturada procedente de las extremidades inferiores, pasa
a la auricula derecha y a través del foramen ovale, a la auricula izquierda, al ventriculo
izquierdo y, finalmente, a la aorta (Fig 1). La sangre desaturada, que proviene de la cabeza
y de los miembros superiores, llega por la vena cava superior, pasa al ventriculo derecho y a
la arteria pulmonar. Sin embargo, dado que la resistencia de los vasos pulmonares es alta, un
70% se desvia a la aorta descendente a través del ductus arteriosus y el 30% restante pasa a
través de la circulacion pulmonar a la auricula izquierda y a la aorta (Reuss y Rudolph, 1980;
Teitel y cols., 1987). En efecto, la circulacién pulmonar fetal es un circuito de alta resistencia
debido a la compresion y acodamiento de las arteriolas y capilares por falta de expansion
pulmonar, a la hipertrofia de la capa media de las arteriolas, al estado incipiente de desarrollo
pulmonar y a la vasoconstriccién pulmonar hipéxica (VPH). Desde la aorta, la sangre se dirige
a la placenta por las dos arterias umbilicales, donde la saturacién de O, es de = 58 % (Fig 1).

L.os tres acontecimientos mas importantes que tienen lugar en el momento del nacimiento para
adaptarse a la vida extrauterina son: a) la ventilacién o distensién gaseosa ritmica de los
pulmones, b) la oxigenacion y c) la supresion de la circulacién umbilico-placentaria tras la
ligadura de los vasos umbilicales. Tras el nacimiento, los pulmones se expanden al llenarse de
aire y el aumento de O, alveolar y arterial produce una marcada disminucion de las resistencias
vasculares pulmonares (RVP) y de la presion pulmonar; como consecuencia, €l flujo sanguineo
pulmonar aumenta unas 8-10 veces, lo que facilita el intercambio gaseoso (Fineman y cols.,
1995: Morin y Stenmark, 1995; Teitel y cols., 1990). Ademds, la supresién del flujo
sanguineo placentario reduce tanto la llegada de sangre a la auricula derecha como la
presion de la misma y produce un aumento de las resistencias vasculares periféricas y
una elevacion de la presidn adrtica muy por encima de la presion pulmonar, lo que
conduce al cierre del ductus arteriosus. El aumento del flujo sanguineo pulmonar conlleva un
incremento del retorno venoso pulmonar y, por tanto, de la presion auricular izquierda, que
alcanza valores superiores a los de la presion auricular derecha, lo que produce el cierre del
foramen ovale. La presion vascular pulmonar disminuye de forma que a las 24 horas del
nacimiento presenta valores de aproximadamente un 50% de la presion arterial sistémica y a
las 2-6 semanas se alcanzan los valores propios del adulto (Rudolph, 1985). Ademas de los
efectos mecanicos de la ventilacion y del estado de oxigenacion, la transicion de la circulacion
pulmonar fetal a la del adulto es regulada de forma decisiva por la liberacién de mediadores
vasoactivos y por cambios en la estructura de la pared vascular.
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Introduccion
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como la circulacion sanguinea en los recién
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Introduccion

I.I. HIPERTENSION PULMONAR PERSISTENTE NEONATAL

Cualquier hecho que perturbe la ordenada transicion de la circulacién pulmonar del feto a la
del adulto produce hipertensién pulmonar persistente neonatal (HPPN) (Walsh-Sukys, 1993).
Este cuadro afecta a un 0.1-0.5% de los recién nacidos, y es mortal en casi un 40% de los
casos (Morin y Stenmark 1995). La HPPN puede ser idiopatica o una complicacion de diversas
alteraciones cardiorrespiratorias del neonato, tales como la enfermedad de membrana hialina,
la aspiracion meconial, la asfixia neonatal, la sepsis y la hernia diafragmatica congénita. A
pesar de las diferencias existentes entre estas patologias, todas ellas se caracterizan por la
presencia de RVP elevadas tras el nacimiento, lo que conduce a un cortocircuito de derecha
a izquierda a través del ductus arteriosus y del foramen ovale e hipoxemia grave. Esta
elevacion de las RVP puede ser el resultado de la accion de factores que afectan al tono o a
la estructura vascular, 0 a la combinacién de distintos factores como la persistencia de
mecanismos fisiologicos que se oponen a la vasodilatacion durante la vida fetal, el fallo en la
respuesta a estimulos fisioldgicos (ventilaciéon y oxigenacién) durante el nacimiento o el
desbalance entre agentes vasodilatadores y vasoconstrictores.

En esta Introduccion se abordan, en primer lugar, las caracteristicas de la pared vascular
pulmonar, los cambios que ésta sufre durante el desarrollo fetal y postnatal hasta obtener su
morfologia definitiva y las anomalias estructurales asociadas a la HPPN. A continuacién, se
analizan los principales estimulos que participan en la transicion de la circulaciéon pulmonar
tetal a la del adulto y en la génesis de la HPPN, ya sean fisiolégicos (ventilacion y
oxigenacion) o mediadores vasoactivos (eicosanoides, endotelinas -ETs y el 6xido nitrico -
NO). Finalmente, se analizan dos de los principales mecanismos fisioldgicos implicados en la
regulacion del tono vascular pulmonar, la activacién de los canales de K* dependientes de ATP
(Kap) ¥ la estimulacion de la ATPasa Na®/K*, que pueden ser diana de numerosos
mediadores enddgenos y desempefiar también un importante papel en la transicion pulmonar
tras el nacimiento y en el desarrollo de HPPN.

14




Introduccion

I.II. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL

1.11.1. Caracteristicas generales de la pared arterial

La pared arterial consta de una capa interna o intima, una central o media y una mas externa
denominada adventicia.

La intima

Esta formada por una monocapa de células endoteliales, que juegan un papel decisivo en el
control activo de la circulacién, ya que liberan numerosos compuestos vasoactivos. Los
principales agentes vasodilatadores liberados por el endotelio son, basicamente, el factor
relajante dependiente de endotelio (EDRF), que se ha identificado como 6xido nitrico (NO)
(Ignarro y cols., 1987a; Palmer y cols., 1987), la prostaglandina I, (PGl,) o prostaciclina y
el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (EDHF), cuya identidad es todavia hoy
motivo de controversia entre distintos autores (Campbell y cols., 1996; Edwards y cols., 1998;
Randall y cols., 1996). El endotelio también libera sustancias vasoconstrictoras, como el factor
contracturante dependiente del endotelio, el tromboxano A, (TXA,) y la endotelina-1 (ET-1),
si bien esta dltima puede comportarse también como vasodilatadora (Apartado [.V.3.2).

Las células endoteliales descansan sobre una membrana basal, separada de las células
musculares lisas por una lamina elastica interna de estructura reticular, que presenta espacios
interlaminares, que permiten el paso de sustancias a su través.

La media

Sus dos principales componentes son las células musculares lisas vasculares (CMLYV), que al
ser estimuladas se contrden y reducen el didmetro interno de la pared arterial, y la matriz
extracelular, que se une a las CMLV, dotandolas de una correcta orientacién en la pared
vascular, La matriz de la capa media determina, junto con la adventicia, las propiedades
mecanicas de la arteria. Elastina y coldgeno son los dos componentes proteicos mas
importantes de la matriz. La elastina dota de elasticidad al vaso y es, por ello, abundante en
arterias de conduccién, como la aorta. El coldgeno permite a la pared de la media mantener
su forma, a pesar de la alta presion intraluminal ejercida por la sangre.

La adventicia

Is la capa mas externa de las arterias, scparada de la media por una ldmina eldstica externa.
Histologicamente, esta capa contiene colageno, fibroblastos y algunas CMLV. En arterias de
calibre mediano o grande, la adventicia presenta pequefios vasos sanguineos (vasa vasorunt),
linfaticos y terminaciones del sistema nervioso autonomo (SNA). En los grandes vasos de
conduccidn, la adventicia es delgada, mientras que en las pequefias arterias musculares (arterias
de resistencia) es mas ancha.
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Introduccion

I.I1.2. Caracteriscas estructurales de las arterias pulmonares

La circulacién pulmonar constituye un circuito de baja presion y baja resistencia que acopla
el volumen minuto del ventriculo derecho a la superficie de intercambio gaseoso. Las arterias
pulmonares, por ello, son més elasticas y presentan una capa de CMLV mucho més delgada
que las arterias sistémicas.

Las arterias pulmonares sufren un cambio en su estructura segun se avanza desde la zona méas
proximal hacia la méas distal del vaso. Asi, las arterias son eldsticas al inicio de cualquier
ramificacion y pasan, al disminuir su calibre, a una estructura de transicién, meramente
muscular, parcialmente muscular y no muscular, siendo esta 0ltima la que presentan las
arterias inmediatamente anteriores al lecho capilar (Hislop y Reid, 1972). Elliot y Reid (1965)
describieron como, en el humano aduito, la estructura eldstica la presentaban arterias de mas
de 3000 pm de didmetro (72 rama), la estructura de transicion las arterias con un didmetro
entre 2000 y 3000 pm (7%-9* rama) y la estructura muscular las que presentan un didmetro
entre 150 y 2000 um (desde la 92 rama hasta la region alveolar). Las arterias parcialmente
musculares y no musculares se localizan a nivel alveolar y presentan diametros inferiores a 150
pm.

El lecho arterial pulmonar puede sufrir cambios importantes en su arquitectura durante el
crecimiento fetal y postnatal (Reid, 1989), asi como en distintas situaciones patolégicas; por
ejemplo, un aumento cronico de la presion arterial pulmonar (Barnes y Liu, 1995). A
continuacion pasamos a describir estos cambios estructurales.

I.I1.3. Desarrollo de las arterias pulmonares en el feto

A las 4 semanas de gestacion surgen del eséfago un par de esbozos pulmonares endodérmicos
rodeados de mesénquima, €l cual presenta redes vasculares que provienen de la parte anterior
del wbo digestivo. Estos vasos crecen siguiendo las ramificaciones de las vias respiratorias vy,
tras diferenciarse en arterias, se unen a las arterias pulmonares, que han crecido hacia el
primordio pulmonar desde el sexto arco adrtico (Adamson, 1991; Morin y Stenmark, 1995).
La ramificacion y crecimiento de las vias respiratorias y de las arterias se realiza en intima
sincronia, por lo que su desarrollo parece responder a mediadores comunes {Hislop y Reid,
1977). A las 16 semanas de gestacion se hayan presentes todas las ramas bronquiales con sus
respectivas arterias pre-acinares. En los meses posteriores de vida fetal tiene lugar la formacién
de estructuras intra-acinares y sus arterias correspondientes (Hislop y Reid, 1972).

En el desarrollo de la vasculatura pulmonar intervienen dos procesos morfologicos: la
vasculogénesis y la angiogénesis. La vasculogénesis es el proceso mediante el cual se forman
los vasos sanguineos primitivos o inmaduros a partir de la diferenciacién y segregacion de los
angioblastos del tejido mesodérmico (precursores de las células endoteliales) (Sabin, 1917;
Risau y cols., 1988). Posteriormente, los angioblatos se diferencian en células endoteliales y
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contribuyen a la expresién de CMLV, formando un vaso arterial o venoso. La angiogénesis
supone la creacién de nuevos capilares a partir de la expansion o crecimiento de vasos
primitivos pre-existentes (Poole y Coffin, 1989; Zetter, 1988). El proceso angiogénico no es
exclusivo del desarrollo fetal, sino que también tiene lugar, por ejemplo, durante el desarrollo
del cuerpo liteo, la hipertrofia muscular que sigue a la practica regular de ejercicio fisico y
la cicatrizacion de heridas.

El crecimiento vascular pulmonar se caracteriza por la proliferacion de las c€lulas endoteliales
y de las CMLV, asi como por un cambio en el fenotipo de estas dltimas. Las CMLV del recién
nacido presentan una menor expresion de proteinas implicadas en la respuesta contréctil que
las del adulto, de forma que al madurar pasan de poseer un fenotipo sintético a uno con mayor
capacidad contractil (Rabinovitch,1992; Morin y Stenmark, 1995). El hecho de que la CLMV
del recién nacido presente un fenotipo sintético explicarfa la répida respuesta hiperplasica
observada en la pared arterial pulmonar en condiciones patologicas.

I.I1.4. Adaptacién estructural de la vasculatura pulmonar tras el nacimiento

Al final del desarrollo fetal, las arterias mas proximales (pre-acinares) y aquéllas localizadas
a nivel terminal de los bronquiolos son musculares o parcialmente musculares y de pared
gruesa, mientras que las arterias intra-acinares carecen de musculo liso. Tras el nacimiento,
la vasculatura pulmonar sufre un rdpido remodelado vascular, que facilita la brusca reduccion
de las RVP. Estos cambios estructurales, que presentan caracteristicas y cursos temporales
similares en el hombre y en el cerdo (aunque se producen de forma maés ripida en este tiltimo),
siguen tres fases (Haworth y Hislop, 1981; Rabinovitch, 1992):

Fase 1. Este periodo abarca los primeros 4 dias de vida y constituye la adaptacion inmediata
a la vida extrauterina. Los cambios estructurales més dristicos y tempranos se producen en las
arterias mas periféricas o precapilares, compuestas (nicamente de células endoteliales rodeadas
de pericitos (Hall y Haworth, 1986). Las células endoteliales del recién nacido no son
totalmente planas, se superponen sobre las vecinas y presentan proyecciones superficiales. A
los 5 minutos de nacer, las células endoteliales son ya mas finas, gradualmente van dejando
de superponerse (aumenta la relacién superficie-volumen y disminuye el nimero de
proyecciones) y se extienden a lo largo de la pared vascular; sin embargo, la cantidad de
masculo liso vascular pulmonar no se modifica (Haworth, 1988). Por lo tanto, las paredes
vasculares adelgazan, al tiempo que el didmetro interno vascular aumenta. Estos cambios se
acompaiian del reclutamiento de las arterias no musculares y de la vasodilatacién de las arterias
parcialmente musculares del terminal bronquial (arterias de resistencia), que estaban
previamente cerradas. El resultado final de todos estos procesos es la brusca reduccion de las
RVP, que ocurre inmediatamente después del nacimiento (Haworth y Hislop, 1981).

Fase II. Se extiende hasta las 3-4 semanas de vida y se caracteriza por una reduccion de la

cantidad de masculo liso en las arterias pulmonares de < 250 um de didmetro y la aparicion
de una ldmina interna elastica muy fenestrada, que permite el contacto entre las células
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endoteliales y las CMLV. Estos cambios conllevan un aumento del didmetro interno vascular
y una reducién de las RVP (Haworth y Hislop, 1981).

Fase IT1. A partir de las 2 semanas comienza a reaparecer el musculo liso en ¢l acino. Segun
pasan los dias, las CMLV aumentan en tamafo y nimero y se deposita tejido conectivo
(elastina, colageno), dando lugar a la nueva estructura de la pared vascular pulmonar, adaptada
a la presencia de un circuito de baja presion y baja resistencia. Esta fase se prolonga hasta que
las CMLV alcanzan su madurez estructural, es decir, hasta por lo menos los 2 afios de vida
en ¢l hombre y los 6 meses en el cerdo (Haworth, 1988).

1.I1.5. Anomalias estructurales asociadas a la HPPN

Una incorrecta adaptacion estructural de la vasculatura pulmonar tras el nacimiento puede
conducir al desarrollo de HPPN. Geggel y Reid (1984) y Rabinovitch (1989) clasificaron la
HPPN en base a anomalfas estructurales del pulmén y del masculo liso vascular en tres
subgrupos: 1) por subdesarrollo de la circulacion pulmonar, que cursa con una disminucion
importante del nimero de vasos distales (hipoplasia) y de alvéolos (p.¢j. hernia diafragmatica
congénita), 2} por mal desarrollo, que se caracteriza por una "muscularizacién” excesiva de
las arterias pulmonares, que puede ser consecuencia de un dafio intrauterino o perinatal (p.ej.
aspiracion meconial). En el término "muscularizacion” se incluyen el engrosamiento de la
media y de la adventicia, el acimulo excesivo de matriz extracelular y la extension de las
CMLYV hacia las arterias de menor calibre (p.ej. intra-acinares), 3) por mala adaptacion,
cuando aunque el desarrollo estructural haya sido normal, existe una deficiente respuesta a
mediadores vasodilatadores que impide la vasodilatacion apropiada tras el nacimiento.
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LIIL. VENTILACION Y OXIGENACION PULMONAR

1.I11.1 Papel de la ventilacién y la oxigenacién en la adaptacién pulmonar tras el
nacimiento

La ventilacion y la oxigenacién son los dos mecanismos fisiologicos responsables de la
vasodilatacién y del aumento del flujo sanguineo pulmonar, que siguen al nacimiento. Ambos
procesos son capaces de aumentar el flujo sanguinco pulmonar de forma independiente
(Rabinovitch, 1992). Asi, la ventilacién puimonar, por si sola, es responsable de hasta un 75%
del aumento del flujo sanguineo pulmonar que sigue al nacimiento (Teitel y cols., 1990; Reid
y Thornburg, 1990); por otro lado, la oxigenacion, incluso en condiciones experimentales
carentes de ventilacion pulmonar, también disminuye las RVP fetales (Cassin y cols., 1964;
Assali y cols., 1968). De cualquier modo, la accién conjunta de ambos mecanismos sobre la
reduccion de las RVP es mucho mayor que la inducida por cada proceso por separado (Cassin
y cols., 1964; Teitel y cols., 1990).

La caida de las RVP, que ocurre normalmente cuando los pulmones fetales son ventilados,
presenta dos fases: la primera abarca los primeros 30-60 segundos tras el nacimiento y la
segunda se extiende durante los 10-20 minutos posteriores. En la primera tiene lugar el
establecimiento de la interfase gas-liquido a nivel alveolar, lo que disminuye la presion
perivascular, distiende las pequefias arteriolas y reduce las RVP, mientras que la segunda
parece deberse a un aumento de la produccion de las prostaglandinas vasodilatadoras
(fundamentalmente PGIl,) (Heymann, 1989; Teitel y cols., 1990).

El tono vascular pulmonar es regulado por los gases que intervienen en la respiracion (ver
apartado 1.V.1). Tanto la presion parcial de O, (pO,) como la de CO, (pCQO,) juegan un papel
importante en la regulacion de las RVP y del flujo sanguineo pulmonar durante los periodos
pre y postnatal. La hipoxia y la hipercapnia estin involucradas en el mantenimiento de RVP
elevadas caracteristico de la vida fetal (Rudolph y Yuan, 1966). Ademas, el aumento de la pO,
y la disminucion de la pCO, reducen las RVP, aumentan el flujo sanguineo puimonar y son
responsables de la transicién de la circulacion fetal a la del adulto (Heyman, 1989; Morin y
cols., 1988).

A pesar de que tanto la ventilacién como la oxigenacién producen efectos directos sobre el
tono vascular pulmonar, también pueden actuar de forma indirecta a través de la liberacién o
produccion local de sustancias vasoactivas. Asi, como se ha indicado anteriormente, la
ventilacion pulmonar produce, en parte, sus efectos a través de la liberacién de PGI,
(Gryglewski, 1980; Leffler, 1984a). El aumento de la liberacion de NO por las células
endoteliales y la activacion de los canales de K* también han sido implicados en la relajacion
postnatal inducida por la ventilacion (Cornfield y cols., 1992; Tristani-Firouzi y cols., 1996)
y la oxigenacion pulmonar (Cornfield y cols., 1992; Cornfield y cols., 1996; Tiktinski y
Morin, 1993; Shaul y cols., 1992).
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L.II1.2. Alteraciones de la ventilacion y la oxigenacion en la HPPN

La hipoxia intrauterina o en los primeros momentos de vida extrauterina puede prevenir la
vasodilatacién arterial pulmonar caracteristica del recién nacido. De hecho, la hipoxia produce
un marcado aumento de las RVP y un cuadro de hipertensién pulmonar asociado a una
marcada proliferacion de las capas media y adventicia (Rabinovitch, 1992). La aspiracion
meconial y el sindrome de disfuncidn respiratoria son dos situaciones que pueden conducir a
una HPPN. Ambas situaciones parecen ser consecuencia de una deficiente ventilacion y
oxigenacion pulmonar tras el nacimiento, secundaria a una obstruccion de las vias respiratorias
o0 a atelectasia (Morin y Stenmark, 1995).
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L.IV. REGULACION DEL TONO DEL MUSCULO LISO VASCULAR

I.IV.1 Activacién de la contraccién y la relajacion del miisculo liso vascular

. s s . - . 2
El aumento o la reduccién de la concentracién de calcio libre intracelular ([Ca*"],), son los
principales mecanismos que inician la contraccion y la relajacion del mdsculo liso vascular,
respectivamente.

Factores fisicos (estiramiento, presion, cizallamiento), agonistas y factores de crecimiento
aumentan la [Ca’*}; desde 0.1 2 0.6-0.8 uM y generan una respuesta contrictil en las CMLV.
El aumento de la {Ca’*]; es el resuitado de la entrada de Ca®” extracelular a través de canales
de la membrana celular y/o de su liberacion desde sus depdsitos intracelulares,
fundamentalmente del reticulo sarcoplasmico (RS) (Fig 2). Cuando aumenta la [Ca®*];, éste
se fija a la calmodulina (CaM) (se unen 4 iones Ca*" por cada molécula de calmodulina),
formandose el complejo Ca**-calmodulina (Ca**-CaM), el cual se une a la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK), dando lugar al complejo activo Ca’*-CaM-MLCK (Somlyo y
Himpens, 1989: Walsh, 1993). Una vez activada, la MLCK induce la fosforilacion de la serina
en posicion 19 de la cadena ligera (20 kD) de la miosina (MLC,). Esta fosforilacion permite
la unién de la actina y la activacion de la ATPasa de la miosina, lo que facilita el
establecimiento de los puentes cruzados entre ambas proteinas y el desarrollo de fuerza o
acortamiento del misculo liso vascular (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Fig 2).

La relajacion de la CMLYV tiene lugar cuando disminuye la [Ca’"]; a nivel de las proteinas
contrictiles. Esta disminucién conlleva la disociacién del complejo Ca*'-CaM-MLCK y la
regeneracion de la apoenzima (MLCK) inactiva, lo que permite la defosforilacion de la MLC,,
a través de la fosfatasa de la MLC (MLCP), produciéndose la relajacion muscular (Somlyo y
Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Fig 2). La reduccién de la [Ca®*]; es el resultado de la
activacion de dos ATPasas activadas por el Ca’", localizadas en la membrana celular (PMCA)
y en el RS (SERCA) y del intercambiador Na*/Ca** (Fig 2). Estas dos ATPasas pueden ser
reguladas mediante la fosforilacién inducida por las proteinas cinasas C (PKC), A (PKA) y G
(PKG); ademas, la PMCA se activa por la CaM, mientras que la SERCA se regula por el
grado de fosforilacién de una proteina denominada fosfolambano. El intercambiador Na®/Ca**
presenta una baja afinidad por el Ca®" y su accién parece estar limitada a aumentos locales de
la [Ca’*} a nivel submembranoso.
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Figura 2. Esquema de la regulacion de la contraccion y la vasodilatacion por el Ca®". Las flechas
en color azul y rojo muestran los principales mecanismos de aumento y reduccion de la [Ca®Tiy
los ultimos pasos que conducen a la contraccion y la relajacion, respectivamente. Los cuadrados
con fondo amarillo sefialan los posibles mecanismos implicados en la sensibilizacion de las
proteinas contractiles por el Ca*" inducida por los agonistas: 1) La formacion del complejo Ca*'-
CaM podria activar no s6lo la MLCK, sino también a otra proteina cinasa, la calmodulina cinasa
I1 (CaMKII), encargada de la fosforilacion e inactivacion de la MLCK (Tansey y cols., 1992). Los
agonistas podrian, de algin modo, inhibir la CaMKII, con lo que se mantendrian los niveles de
MLCK activa. 2) La inhibiciéon de la MLCP a través de dos mecanismos: a) La activacion de la
fosfolipasa A, y posterior produccion del acido araquidonico (AA), el cual inhibe directamente
esta fosfatasa en su forma activa (Gong y cols., 1992; 1995). b) La activacion de la PKC y de la
tirosina cinasa que pueden fosforilar la MLCP, produciendo su inactivacion (Itoh y cols., 1993;
Masuo y cols., 1994). 3) Un aumento de la disponibilidad de calmodulina (Luby-Phelps y cols.,
1995). 4) La activacion de la actina independientemente de la fosforilacion de la MLC (Hori y
cols., 1992; Sato y cols., 1992).
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I.IV.2. Acoplamiento excitacién-contraccion

El acoplamiento excitacidn-contraccién implica una cadena de procesos en la que el aumento
de la [Ca**], juega un papel primordial. Se han descrito dos tipos de acoplamiento excitacion-
contraccion dependiendo de si el estimulo es la despolarizacién de la membrana (acoplamiento
electromecanico) o la accidn de agonistas (acoplamiento farmacomecinico) (Somlyo y
Himpens, 1989; Walsh, 1993).

El acoplamiento electromecdnico implica cambios en el potencial de membrana de la CMLYV.
El potencial de reposo de las CMLV varia entre -50 y -60 mV; cuando estos valores se vuelven
menos negativos (despolarizacién) se activan-abren los canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VOC), produciéndose la entrada de Ca®*, el aumento de la [Ca*']; y la contraccién muscular
(Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993; Himpens y cols., 1995). De los dos principales
canales VOC, el tipo L y el tipo T, el primero, tanto por su alta conductancia (18-24 pS) como
por su umbral de activacion (-40 mV), parece ser el principal responsable de la entrada de
Ca** durante el acoplamiento electromecanico. La entrada de Ca®* a través de los canales tipo
L parece ser [a responsable del componente tonico de la contraccion durante una
despolarizacién mantenida de la membrana celular (p.ej. tras aumentar la concentracion de K™
extracelular, [K*]) (Fig 3). La corriente de entrada de Ca’* activada durante la
despolarizacion puede poner en marcha el mecanismo que se conoce como liberacion de Ca**
inducida por Ca’', que consiste en la activacion por parte del Ca’* de los receptores de
rianodina del RS y la consiguiente liberacion de Ca’* del RS (lino, 1989; Somlyo y cols.,
1991). Aunque este mecanismo juega un importante papel en el misculo cardiaco, su
existencia en el madsculo liso vascular es todavia motivo de controversia (Horowitz y cols.,
1996). Los cambios del potencial de membrana hacia valores mas negativos (hiperpolarizacion)
producen el cierre de los canales de Ca** tipo VOC y disminuyen la [Ca’*],, produciendo
vasodilatacién, La apertura de canales de K™ y la activacion de la ATPasa Na*/K™ son dos de
los principales mecanismos responsables de la hiperpolarizaciéon de la membrana de las
CMLV, como se detalla en los apartados 1.VI y 1. VI, respectivamente.

El acoplamiento farmacomecdnico engloba una serie de mecanismos de sefnalizacién celular,
que pueden estimular la contraccion o la relajacién vascular sin modificar el potencial de
membrana de la CMLV (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993). Esta activacién también se
asocia a un aumento de la [Ca®"]; procedente, en parte, del medio extracelular pero,
fundamentalmente, del RS (Fig 3). El RS es ¢l principal depésito intracelular de Ca’* en las
CMLV. Presenta en su membrana receptores para el inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) que, al
activarse, permiten la salida masiva de Ca’". El IP, se genera por distintos agonistas, tales
como acetilcolina (ACh), angiotensina II (A-11), vasopresina, histamina, serotonina (5-HT),
ET-1. catecolaminas y TXA,, que actian sobre sus receptores especificos de la membrana
celular, que estan acoplados a la fosfolipasa C a través de las subunidades « de la proteina Gq
(Himpens y cols., 1995; Karaki y cols., 1997; Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993). ia
fosfolipasa C hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,), siendo el IP, uno de los
productos de la reaccion.
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Van Breemen y cols. (1995) sugirieron que el RS se comporta como una barrera amortiguadora
(buffer barrier) del Ca® que entra en la célula. Segiin estos autores, el Ca®" que entra en la célula
se acumularia en un espacio submembranoso restringido, donde seria parcialmente secuestrado
por el RS, lo que impediria su paso al espacio citoplasmatico central, que alberga los elementos
contractiles responsables de la contraccion. Este proceso puede ser modulado por distintos
agentes. Los vasodilatadores, que aumentan los niveles de los nucledtidos ciclicos, incrementarian
la capacidad amortiguadora del RS y disminuirian el paso de Ca®’ al espacio citoplasmatico
central, mientras que los vasoconstrictores aumentarian los niveles de IP; y reducirian la barrera
amortiguadora, aumentando el paso de Ca®" al espacio citoplasmatico central. Este aumento de
IP; seria de especial importancia a nivel del denominado "junction space", o zona donde el RS y
la membrana plasmatica estan mas intimamente acoplados. A este nivel el IP; activaria sus
receptores especificos localizados en la superficie del RS, que forman un canal i6nico a través del
cual sale el Ca*" almacenado en el RS; el resultado es un incremento de la [Ca®]; a nivel de las
proteinas contractiles y un aumento del tono vascular.

Agonista
(NA, TXA2, ET-1....)
Canales Canales

I ROC

tipo L
I <« Despolarizacion (alto KC1)

DAC J ca Y Ca

Alto K(Cl

Agonista

PKC
\ Proteinas

contractiles

Fuerza Fuerza

e

Figura 3. Esquema de los mecanismos que intervienen en el aumento de la [Ca®']; y en el
desarrollo de la fuerza contractil inducidos por la despolarizacién o la accion de un agonista.
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Los agonistas pueden, ademés, inducir la entrada de Ca’* desde el medio extracelular a través
de la activacion de los canales de Ca’* tipo L (Nelson y cols., 1988; Ohya y Sperelakis, 1991)
o de los canales activados por receptor (ROC) (Benhan y Tsien, 1987; Ganitkevich e Isenberg,
1990) (Fig 3). Los canales ROC también parecen activarse por el estiramiento mecédnico (Davis
y cols., 1992), si bien se han descrito canales que responden especificamente a estimulos
fisicos y son sensibles al bloqueo con gadolinio (Karaki y cols., 1997).

Las caracteristicas de la respuesta contractil dependen, por tanto, del tipo de estimulo
{despolarizacién o agonista) y de la fuente responsable del aumento de la [Ca’*]; (Fig 3). Altas
concentraciones de K* extracelular producen despolarizacion de la membrana, aumentan la
entrada de Ca’* a través de los canales tipo L y producen una contraccién mantenida, que
puede suprimirse por los bloqueantes de los canales de Ca*>* tipo L (Sato y cols., 1988; Karaki
y cols., 1991). Por el contrario, agonistas como la noradrenalina (NA) por un lado estimulan
la liberacion de Ca®* desde el RS, lo que produce una respuesta contrictil transitoria, ya que
la cantidad de Ca®* del RS es limitada (Karaki y cols., 1997), y por otro aumentan la entrada
de Ca’" a través de los canales de Ca’* tipo L y tipo ROC, produciendo una contraccién
mantenida (Karaki y cols., 1997).

1.IV.3. Cambios en la sensibilidad de las proteinas contrictiles por el Ca’*

Como se ha indicado, la activacion de la MLCK dependiente de Ca’* y la posterior
fosforilacion de ila MLC genera una respuesta contractil (fuerza). Sin embargo, la utilizacion
de marcadores de la [Ca®*], (p.¢j. aequorina, fura-2) ha permitido demostrar que la relacion
fuerza-Ca®* puede ser variable, lo que sugiere la existencia de procesos de sensibilizacién o
desensibilizacién de las proteinas contréctiles al Ca’",

Sensibilizacion. Una disociacién entre la [Ca*), y la fuerza contractil desarrollada se ha
observado en presencia de los ésteres de forbol (Sato y cols., 1992) y de distintos agonistas
tales como: la NA (Karaki y cols., 1988a; Sato y cols., 1988; Himpens y cols., 1990; Hori
y cols., 1992), la ET-1 (Hori y cols., 1992; Sudjarwo y cols., 1995; Karaki y Matsuda, 1996),
el U46619. un agonista de los receptores del TXA, (Himpens y cols., 1990) y la PGF,,
{Balwierczak, 1991; Hori y cols., 1992). Todos estos agonistas inducen una mayor respuesta
contractil que el KCI, a pesar de producir aumentos similares, o incluso menores, de la
[Ca™},, 1o que sugiere que son capaces de producir sensibilizacion de las proteinas contractiles
al Ca’*. Se han propuesto hasta 4 mecanismos diferentes por los que los agonistas podrian
sensibilizar a las proteinas contrictiles al Ca’* (Karaki y cols., 1997) (Fig 2).

Desensibilizacién. Los aumentos de los niveles de AMPc producido por los agonistas -
adrenérgicos y de GMPc producido por el NO o los dadores de NO conducen a la
vasodilatacion de la CMLV. A pesar de que estos agentes disminuyen la [Ca’**],, la relajacién
producida es mayor de la que corresponderia a esta reduccién (Rembold, 1992; Salomone y
cols., 1995; Abe y Karaki, 1989; Karaki y cols.. 1988b}; es decir, que estos agentes pueden
inducir la desensibilizacién de las proteinas contractiles por el Ca’*. Los nucleétidos ciclicos

25



Introduccion

parecen aumentar la [Ca®**), requerida para fosforilar la MLC, bien por inhibir la MLCK, por
activar la MLCP o a través de mecanismos independientes de la fosforilacién de la ML.C (Itoh
y cols., 1993; Kitazawa y cols., 1996; Karaki y cols., 1997).
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1.V. MECANISMOS QUE PARTICIPAN EN LA REGULA(;I()N DEL TONO
VASCULAR PULMONAR Y SU PAPEL EN LA TRANSICION DE LA
CIRCULACION PULMONAR FETAL A LA DEL ADULTO

La circulacién pulmonar es regulada bésicamente por factores activos y pasivos (Daly y Hebb,
1966). Entre los factores pasivos se encuentran: el volumen minuto cardiaco, la presion de la
auricula izquierda, la presion de las vias aéreas y del liquido intersticial, la fuerza de gravedad
y la obstruccion de las vias aéreas. Todos estos factores modifican las resistencias vasculares
periféricas independientemente de cambios en el tono vascular. Los factores activos incluyen
los gases de la respiracion, el sistema nervioso auténomo {(SNA) y los mediadores vasoactivos
(Barnes y Liu, 1995); todos estos factores alteran las RVP por modificar el tono del musculo
liso pulmonar. Aunque los factores pasivos puedan ser importantes en algunas circunstancias,
la circulacién pulmonar es regulada fundamentalmente por los factores activos, especialmente
en situaciones patoldgicas (Barer, 1980).

I.V.1. Regulacion del tono vascular pulmonar por los gases de la respiracion

El tono vascular pulmonar estd determinado por los gases que intervienen en la respiracion.
La disminucion de la pQ, y el aumento de la pCO, son los responsables de la respuesta
vasomotora pulmonar a la hipéxia e hipercapnia, respectivamente (Duke, 1954; Frishman,
1961; Marshall y Marshall, 1983). La respuesta vascular pulmonar a la hipoxia es muy
caracteristica, diferenciandose dos fases. La primera cursa con una respuesta vasoconstrictora
conocida como vasoconstriccion pulmonar hipdxica (VPH), que es una respuesta fisiolégica
que disminuye la perfusion sanguinea en zonas pobremente ventiladas, redistribuyendo el flujo
hacia zonas mejor oxigenadas, optimizando el acoplamiento ventilacién-perfusion y, como
consecuencia, la oxigenacion arterial. En caso de una exposicion prolongada a la hipoxia, se
observa una segunda fase que se caracteriza por una respuesta vasodilatadora sensible a
glibenclamida, un inhibidor de los canales K,;, (Wiener y cols., 1991). La VPH es,
posiblemente, el mecanismo de control activo mds poderoso de la circulacion pulmonar pero,
desgraciadamente, e] mecanismo responsable de la misma no es del todo conocido. En este
sentido, se ha descrito que la VPH puede ser consecuencia de: a) el cierre de distintos tipos
de canales de K*, que despolariza la membrana plasmatica, facilita la apertura de canales de
Ca** tipo VOC, aumenta la [Ca), y produce vasoconstriccién pulmonar (Archer y cols., 1993;
Barman, 1998; Cornfield y cols., 1994; Lopez-Lopez y cols., 1989; Post y cols., 1992); b)
la sensibilizacion de las proteinas contrictiles al Ca’** (Robertson y cols., 1995); c) la
inhibicion de la sintesis endotelial de NO y PGI, (Archer y cols., 1989; Liu y cols., 1991b;
Villamor y cols., 1997b; Wadsworth, 1994), asociada o no a una mayor sintesis de ETs y
leucotrienos (LTs) C, (LTC,) y D, (LTD,) (Kourembanas y cols, 1990} y d) un acimulo de
células inflamatorias, que favorecen la vasconstriccién y los cambios fibroproliferativos
pulmonares (Morin y Stenmark, 1993).
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1.V.2. Regulacién del tono vascular pulmonar por el SNA

En 1896 Francois-Franck observé cémo la estimulacion simpatica pulmonar producia un
aumento de la presion arterial pulmonar y de la frecuencia cardiaca, si bien, estos efectos
podrian atribuirse a cambios en el volumen minuto cardiaco o en la presién de las vias
respiratorias, que también aparecen durante la estimulacion simpética. Posteriormente, se
demostré que, en condiciones de flujo sanguineo constante, la estimulacion simpdética
aumentaba las RVP (Daly y Hebb 1952, Daly y cols., 1970) y la impedancia pulmonar (Pace,
1971). Estos efectos estan mediados por los receptores «-adrenérgicos postsinapticos (Hyman,
1986; Kadowitz y Hyman, 1973); la estimulacién de los receptores p-adrenérgicos
postsinapticos, por su parte, produce vasodilatacion pulmonar y su bloqueo aumenta la
respuesia vasoconstrictora inducida por la estimulacidn simpatica (Hyman, 1986). También
existen receptores «,- y P,-adrenérgicos presindpticos que, respectivamente, disminuyen o
aumentan la liberacion de NA desde los terminales simpéticos. En nifios con HPPN, disminuye
la densidad de receptaores $-adrenérgicos y se produce un desacoplamiento del receptor §-
adrenérgico, que conduce a una menor produccion de AMPc y a una menor respuesta
vasodilatadora (Barnes y Liu, 1995). En condiciones fisiologicas, la estimulacion adrenérgica
controla, en parte, el tono vascular pulmonar basal. Asi, se ha descrito que la simpatectomia
toracica (Kabins y cols., 1962) o el tratamiento con antagonistas «-adrenérgicos (Barer, 1966)
disminuyen las RVP, mientras que el bloqueo B,-adrenérgico las aumenta (Murray y cols.,
1986) y que tras el autotrasplante pulmonar hay una mayor respuesta a los agonistas «-
adrenérgicos (Barnes y Liu, 1995).

La inervacidn colinérgica pulmonar es mucho més pobre que la adrenérgica, y no parece
intervenir en el mantenimiento del tono vascular pulmonar (Murray y cols., 1986).
Dependiendo de la especie animal, la estimulaciéon vagal puede producir vasodilatacion
(Rudolph, 1979} o vasoconstriccidn pulmonar (Daly y Hebb, 1952), va que el nervio vago en
algunas especies, como el perro, presenta fibras nerviosas adrenérgicas. En el cerdo, las
arterias intrapulmonares no parecen presentar terminales tefitdos por la colino acetiltransferasa,
pero si las venas (Fillenz, 1970). Se ha descrito que la ACh, en el territorio pulmonar, puede
producir efectos vasodilatadores (Fritts y cols., 1938; Cherry y Gillis, 1987) mediados a través
de la liberacion de NO por las células endoteliales (McMahon y cols., 1991) y
vasoconstrictores (Catravas y cols., 1984; Sada y cols., 1987), dependiendo del tono vascular
pre-existente. Esie efecto estd mediado a través de la estimulacidn de receptores muscarinicos
M, o M, del endotelio de los vasos pulmonares, dependiendo de la especie animal (Barnes y
Liu, 1995); los receptores M, y M, se localizan, respectivamente, en los terminales nerviosos
simpaticos y parasimpdticos, modulando la liberacion de NA y ACh. En arterias pulmonares
humanas, la ACh produce un claro efecto vasodilatador, tanto en situaciones fisiolégicas como
en presencia de vasoconstriccion pulmonar hipéxica (Fritts y cols., 1958).
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I.V.3. Regulacion del tono vascular pulmonar por mediadores vasoactivos

Existen numerosos mediadores y hormonas que intervienen en la regulacion del tono vascular
pulmonar y cuyos efectos pueden variar dependiendo de la especie, la edad o el tono pre-
existente (Tabla 1).

Tabla 1. Principales factores vasoactivos implicados en la regulacion del tono vascular
pulmonar. Clasificacién segiin su accion vasodilatadora, vasoconstrictora o dual.

Accidn vasoconstrictora Accidn vasodilatadora rAccién dual

A-11, neuropéptido Y, AMP, CGRP, PGI,, PGE,, | AA, adenosina, ADP,

*PGD,, *PGE,, PGF,,, ANP y VIP ATP, AVP, BK, ETs,

TXA, histamina, PAF, 5-HT,
sustancia P y trombina

A-II (angiotensina 1}, AA (4cido araquidonico), ADP (adenosina difosfato), AMP (adenosina
monofosfato), ANP (péptido natriurético atrial), ATP (adenosina trifosfato), AVP (arginina
vasopresina), BK (bradicinina), CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina), ETs
(endotelinas), PAF (factor activador plaquetario), PGD,, PGE,, PGF,e y PGlI,
(prostaglandinas D,, E, F,a y prostaciclina), TXA, (tromboxano A,), VIP (péptido intestinal
vasoactivo) y 5-HT (serotonina). * Vasodilatador en fetos de cordero.

A pesar de que todos estos mediadores juegan un papel importante en la regulacion del tono
vascular pulmonar, su papel fisiopatologico en la génesis de la hipertensién pulmonar es
bastante incierto (Barnes y Liu, 1995). En cualquier caso, la regulacién de la circulacion
pulmonar fetal y neonatal estd determinada por el balance entre agentes vasoconstrictores y
vasodilatadores (Heymann, 1989; Kinsella y Abman, 1995). Entre los agentes vasoactivos que
intervienen en la transicién de la circulacion pulmonar fetal a la del adulto destacan los
eicosanoides, las ETs y el NO.

1.¥.3.1 Eicosanoides

Los eicosanoides son un grupo de potentes sustancias vasoactivas, cuyo origen coman es el
AA. El AA se libera a partir de los fosfolipidos de la membrana gracias, a la accion de la
fosfolipasa A, y se degrada a través de 3 vias metabdlicas: a} 1a de la ciclooxigenasa, que da
lugar a prostaglandinas (PGE,, PGE,, PGFK, ., PGD,, PGH, y PGI, o prostaciclina) y
tromboxanos A, (TXA,) y B, (TXB,), b) la de la lipooxigenasa, que da lugar a los LTs y ¢)
la de la epooxigenasa o del citocromo P450, que da lugar a los 4cidos epdxieicosatrienoicos
(Holtzman, 1991).
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Papel de los eicosanoides en Ia transicién de la circulacién pulmonar fetal a la del adulto

Los eicosanoides juegan un importante papel en la regulacion del tono vascular pulmonar
perinatal. El propio AA produce vasoconstriccion cuando el tono pulmonar es bajo, pero se
comporta como vasodilatador cuando el tono se eleva por la hipoxia (Gerber y cols., 1980).
Las PGE, y PGE, se comportan como vasodilatadores modestos de la vasculatura pulmonar
fetal, mientras que ta PGI, presenta una accién vasodilatadora mucho més potente y sus niveles
plasméticos aumentan en la circulacién pulmonar durante el nacimiento (Leffler y cols.,
1984a), siendo, por ello, la que mayor relevancia presenta en la transicion de la circulacion
fetal a la del adulto (Hyman y Kadowitz, 1979). La PGI, estimula la sintesis de AMPc y de
NO en la CMLV, que a su vez incrementa los niveles de GMPc. El aumento de estos
nucledtidos ciclicos y de NO no sélo contribuye a las acciones vasodilatadoras pulmonares de
la PGIL,, sino también a sus acciones antiproliferativas y antiagregantes plaquetarias (Morin y
Stenmark, 1995). El papel de la PGI, en la adaptacion pulmonar al medio extrauterino se ha
asociado al componente mecanico (estiramiento) de la ventilacidn; asi, se ha descrito que la
ventilacion pulmonar fetal, incluso sin modificar la pO,, aumenta la produccion pulmonar de
PGI, (Gryglewski, 1980) y de su metabolito el 6-ceto-PGF,, (Leffler y cols., 1984a). La
indometacina o el 4cido meclofendmico, que inhiben la sintesis de PGI,, facilitan el cierre del
ductus arteriosus y disminuyen el aumento del flujo sanguineo pulmonar y la reduccion de la
RVP gue provoca la expansiéon mecdnica pulmonar, pero no modifican los cambios inducidos
por la oxigenacién en el momento del nacimiento. Ademds, se han descrito cuadros de HPPN
en recién nacidos de madres tratadas con AINEs durante el embarazo (Manchester y cols. .
1976). La bradicinina y la A-II, cuya concentracién aumenta tras el nacimiento, también
estimulan la producciéon de PGI, (Omini y cols., 1983; Leffler y cols., 1984a). La PGD, se
comporta como vasodilatador pulmonar en fetos de cerdo y en corderos recién nacidos, pero
a los diez dias de edad actia como vasoconstrictor (Soifer y cols., 1983; Perreault y cols.,
1990), Curiosamente, este doble efecto se ha observado también con la histamina. Ambos,
PGD, e histamina, se hayan presentes en los mastocitos, cuyo nimero aumenta al final del
nacimiento y disminuye marcadamente tras el mismo. Por lo tanto, seria posible que la
ventilacion pulmonar indujera la degranulacion de mastocitos, liberdndose PGD, e histamina,
que contribuirian a la vasodilatacion pulmonar postnatal inicial. Ademds, la histamina estimula
la secrecion del PAF, que es también un potente vasodilatador pulmonar, particularmente
cuando el tono vascular estd elevado (Chen y cols., 1992; Heymann, 1989).

El TXA,, la PGF,, y los LTs son potentes agentes vasoconstrictores a nivel pulmonar (Barnes
y Liu, 1995). Los LTs, parecen participar en el mantenimiento de las RVP elevadas durante
el periodo fetal, ya que se ha descrito que el tratamiento con antagonistas de los receptores de
Jos LTs (Coceani y Olley, 1988) o con inhibidores de la sintesis del LTA, (Heymann y cols.,
1988) produce un incremento del flujo vascular pulmonar en el periodo postnatal. El efecto
vasoconstrictor de los LTs y del AA parece estar mediado, en parte, a través de la produccién
del TXA, (Soifer y cols., 1989; Buzzard y cols., 1993).

Sin embargo, la importancia de los eicosanoides en la transicién de la circulacién pulmonar
fetal a la del adulto ha sido cuestionada, ya que sélo unas horas después del nacimiento
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disminuye la produccion de PGI, (Leffler y cols., 1984b) y desaparece al cabo de unos dias
(Morin, 1986). Ademés, el aumento de las RVP inducido por los inhibidores de la
ciclooxigenasa disminuye rdpidamente tras el nacimiento (Redding y cols., 1984). Por todo
ello, parece que el papel de los eicosanoides podria limitarse exclusivamente al comienzo de
dicha transicion.

Papel de los eicosanoides en la HPPN

En lactantes con HPPN se han encontrado niveles elevados de LTs C, y D, y de TXs (Dobyns
y cols., 1994), los cuales incrementan la presion arterial y las RVP en animales recién nacidos
{Soifer y cols., 1989); sin embargo, en estas circunstancias, disminuye la eliminacion urinaria
de PGI, (Gaine y Rubin, 1998). Los aumentos de los niveles de TXA, y de LTs han sido
implicados en la fase aguda de la hipertensién pulmonar inducida por la sepsis o el factor
necrotico tumoral (TNFe) (Kuratomi y cols., 1993; Wheeler y cols., 19592); de hecho, la
inhibicién de la sintesis de TXA, suprime la hipertension inducida por la sepsis (Runkle y
cols., 1984: Truog y cols., 1986; Weitzberg y cols., 1995) y la administracién de U46619
reproduce los efectos hemodinamicos observados en esta fase (Brigham y Meyrick, 1986). El
TXA, ha sido implicado también en otros modelos de hipertension pulmonar, como la inducida
por heparina/protamina (Montalescot y cols., 1990), isquemia-reperfusion (Zamora y cols.,
1993), LTD, (Noonan y Malik, 1986) y microembolismo (Garcfa-Szabo y cols., 1988). En
pacientes con hipertension pulmonar secundaria a cardiopatia isquémica congénita también
aumentan los niveles plasmdticos de TXA, y disminuyen los de PGL, (Barnes y Liu 1995).

1.V.3.2 Endotelinas (ETs)

Las ETs son una familia de tres isopéptidos (ET-1, ET-2 y ET-3) de 21 amino4cidos,
codificados por tres genes distintos (Inoue y cols., 1989). El gen que codifica la ET-1 se
localiza en el cromosoma 7 y predomina a nivel de endotelio, misculo liso vascular, corazén,
pulmén, rifién y pancreas. El gen que codifica la ET-2 predomina en el endotelio y en la
musculatura lisa intestinal, corazdn, estémago, placenta y Gtero. La expresion de la ET-3
predomina a nivel central, pulmonar, digestivo y renal, pero no tiene lugar a nivel endotelial
(Haynes y Webb, 1993). El producto inicial del gen de ET-1 humano es el péptido preproET-1
(212 aminoécidos), que se convierte primero en proET-1 (183 aminodcidos) y, posteriormente,
en un péptido de 38 residuos, la "big" ET-1 (Yanagisawa y cols., 1988). Esta, a su vez, se
convierte en ET-1 por la accién de las enzimas convertidoras de la endotelina (ECE) (Xu y
cols., 1994; Oppenorth y cols., 1992). La sintesis y liberacioén de ET-1 es estimulada por A-II,
NA, trombina, TGFB, PDGF, ésteres de forbol, interleucina 1-p, vasopresina, hipoxia,
endotoxemia, glucosa y fuerzas de cizallamiento vascular (Levin, 1995; Webb, 1997; Ferro
y Webb, 1996).

Los efectos de las ET’s estin mediados a través de receptores denominados ET, (ET-1 = ET-2

> > ET-3), ETy (ET-1 = ET-2 = ET-3) y quizds ET. (ET-3 > ET-1 = ET-2), que
presentan una homologia del 66% (Levin, 1995; Miller y cols., 1993; Rubanyi y Polokoff,
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1994: Sakurai y cols., 1990). En general, las CMLV pulmonares presentan solo receptores
tipo ET,, mientras que las células endoteliales sélo receptores ETy (Hosoda y cols., 1991;
Ogawa y cols., 1991); sin embargo en algunas CMLV, como las pulmonares de conejo,
parecen coexistir ambos tipos de receptores (L.aDouceur y cols., 1993).

Dependiendo del tono vascular previo, las ETs pueden producir vasoconstriccion o
vasodilataciéon pulmonar. En condiciones basales, los tres isopéptidos producen
vasoconstriccién pulmonar, siendo la ET-1 el més potente (Levin, 1995; Webb, 1997, Ferro
y Webb, 1996). También aumenta el tono simpitico central y periférico y estimula la
liberacion de ANP, renina, A-11, aldosterona y adrenalina (Kawaguchi y cols., 1990). Por otro
lado, la ET-1 potencia los efectos de otros vasoconstrictores, como NA, 5-HT, vasopresina
y A-II (Yang y cols., 1990). Cuando el tono vascular estd elevado, algo que sucede durante
la vida fetal (Perreault y De Marte, 1991; Wong y cols., 1994) o tras el uso de agentes
vasoconstrictrores, las ETs producen vasodilatacion pulmonar (Crawley cols., 1992:
Hasunuma y cols., 1990; Lippton y cols., 1991; Toga y cols., 1991; Wong y cols., 1993). La
respuesta vasoconstrictora de las ETs es mediada por los receptores ET,, y la relajacion por
los ET, (Hay y cols., 1993; Sudjarwo y cols., 1993); sin embargo, se ha descrito que parte
de la vasoconstriccion inducida por las ETs a nivel pulmonar pudiera estar mediada por un
subtipo del receptor ET}, (Perreault y Baribeau, 1995; Sumner y cols., 1992). La ET-1 también
estimula la sintesis de ADN y la proliferacion de fibroblastos y de CMLV pulmonares
(Janakidevi y cols., 1992; Peacock y cols., 1992); este efecto mitogénico estd mediado a través
de la estimulacién de receptores ET,, ya que se bloquea por BQ-123 (Zamora y cols., 1993).

Ambos receptores, ET, y ET,, estan acoplados a proteinas G (Levin, 1995; Rubanyi y
Poliokoft, 1994). La via de sefializacion de la respuesta constrictora de las ETs implica la
activacion de la fosfolipasa C y la hidrdlisis del PIP, en IP, y diacilglicerol (DAG) (Fig 3). El
IP, aumenta la [Ca’ "], tanto por facilitar su liberacién desde los depésitos intracelulares como
por aumentar su entrada a través de la membrana celular. El DAG activa la PKC, lo que
aumenta la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca** (Karaki y Matsuda, 1996;
Levin, 1995; Sudjarwo y cols., 1995). La ET-1 también bloquea los canales K ,., (Miyoshi
y cols., 1992), por lo que despolariza la membrana y facilita la apertura de los canales de Ca**
activados por voltaje y aumenta la [Ca’"]., produciendo vasoconstriccion. La ET-1, ademas,
activa la fosfolipasa A,, aumentando la sintesis de productos de degradacion del AA, que
pueden contribuir a sus efectos vasoconstrictores (Toga y cols., 1991).

Por otro lado, la ET-1 reduce la presion arterial pulmonar en corderos recién nacidos con
hipertension pulmonar inducida por el U46619; este efecto vasodilatador de la ET-1 parece
estar mediado a través de la liberacion del NO endotelial, la activacién de los canales de
potasio y la estimulacion de la ATPasa Na'/K" (Crawley y cols., 1992; Hasunuma y cols.,
1990; Lippton y cols., 1991; Perreault y De Marte, 1991; Wong y cols., 1993).
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Papel de las ETs en la transicion de la circulacion fetal a 1a del adulto

La ET-1 contribuye al mantenimiento del alto tono vascular pulmonar fetal, probablemente a
través de la activacion de los receptores ET, (Ivy y cols., 1994) y al descenso de las RVP que
la estimulacion de los receptores ET,, produce tras el nacimiento (Wong y cols., 1994). De
hecho, la densidad de receptores de ET-1 es extremadamente abundante en vasos pulmonares
de lechones recién nacidos (Perreault y Baribeau, 1995) y se ha descrito que a los 2-3 dias del
nacimiento aumenta la fijacion de la ET-1 al receptor ET;, (Hislop y cols., 1995). La ET-1 es,
ademas, un potente vasoconstrictor del ductus arteriosus {Coceani y cols., 1992) y podria
intervenir en su cierre tras el nacimiento. Por otra parte, se ha descrito que la actividad de la
ECE disminuye con la edad postnatal (Liben y cols., 1993), lo que reduciria la sintesis de la
ET-1 y podria explicar, en parte, la reduccién de las RVP tras el nacimiento.

Papel de las ETs en la HPPN

La ET-1 ha sido implicada en el elevado tono vascular pulmonar propio del feto (Wang y
Coceani y cols., 1992; Ivy y cols., 1994) y en el desarrollo de la vasoconstriccion pulmonar
inducida por hipoxia en el recién nacido (Wang y cols., 1995; Ivy y cols., 1996). De hecho,
Los niveles de ET-1 inmunorreactiva estan elevados en recién nacidos con HPPN (Christou
y cols., 1997; Kumar y cols., 1996; Rosenberg y cols., 1993), asi como en pacientes con
hipertension pulmonar primaria (Giaid y cols., 1993), con sindrome de distress respiratorio
(Drum! y cols., 1993) y durante y tras la cirugia pulmonar (Onizuka y cols., 1991). Este
aumento de los niveles de ET-1 se ha observado también en diversos modelos experimentales
de hipertensién pulmonar, incluyendo la inducida por sepsis, hipoxia o monocrotaiina
{Miyauchi y cols., 1993; Weitzberg y cols., 1996} y en la progresion de la hipertension
pulmonar causada por la insuficiencia cardiaca congestiva (Sakai y cols., 1996). La
estimulacion de la proliferacion de fibroblastos y CMLV inducida por la ET-1 (Janakidevi y
cols., 1992), podria, ademds, participar en el remodelado vascular pulmonar en estos modelos
experimentales. De hecho, los antagonistas de receptores de ET-1 han demostrado ser efectivos
en el tratamiento de la hipertensién pulmonar primaria y de la inducida por monocrotalina o
asociada a insuficiencia cardiaca (Miyauchi y cols., 1993; Sakai y cols., 1996).

1.¥.3.3 Oxido nitrico (NO)

En 1980, Furchgott y Zawadzki, demostraron que €l endotelio producia un factor que era
responsable de la relajacion del musculo liso vascular en respuesta a la ACh. Posteriormente,
Palmer y cols. (1987) e Ignarro y cols. (1987a) lo identificaron con el 6xido nitrico (NO).

El NO es uno de los principales mediadores enddgenos y presenta propiedades vasodilatadoras,
antiagregantes y antiproliferativas. Se sintetiza a partir de la L-arginina por la NO sintasa
(NOS), de la que se conocen 3 isoformas: NOSe, que es constitutiva de las células
endoteliales; NOSI, que es inducible y se presenta en macrofagos y células musculares lisas;
y NOSn, isoforma neural constitutiva, presente en el tejido nervioso y en la médula renal. El
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NO se libera de las células endoteliales en respuesta a fuerzas fisicas (cizallamiento, presion)
y humorales (ACh, bradicinina, catecolaminas, A-II, ET-1, vasopresina, trombina, ATP y
AA., entre otros) y difunde libremente hacia las CMLV, donde estimula a la guanilato ciclasa
soluble y aumenta los niveles intracelulares de GMPc, produciendo vasodilatacién (Barnes y
Liu, 1993; Rubanyi y cols., 1986). Este nucleétido ciclico es el principal mediador de la
respuesta vasodilatadora del NO, aunque el NO puede producir vasodilatacién a través de otros
mecanismos independientes del GMPc (Plane y cols., 1998). Asi, el NO produce
hiperpolarizacion de las CMLV a través de la activacién de diversos canales de potasio:
activados por Ca** o K, (Archer y cols., 1994; Bolotina y cols., 1994; Geoge y Shibata,
1995; Robertson y cols., 1993; Zhao y cols., 1997), que presentan recificacion tardia o K,
(Yuan vy cols., 1996; Zhao y cols., 1997) y K, (Garland y McPherson, 1992; Murphy y
Brayden, 1993). Los firmacos dadores de NO, como el nitroprusiato sédico (NPS) y la
nitroglicerina, producen también activacion de los canales K., (Bychkov y cols., 1998; Khan
y cols., 1998). Aparte de la activacion de los canales de potasio, se han descrito humerosos
mecanismos por los que el GMPc produce vasodilatacion pulmonar: activacion de la SERCA
(Cohen y cols., 1999; Khan y cols., 1998; Rashatwar y cols., 1987) y de la PMCA (Barnes
y Liu, 1995), activacion de la ATPasa Na*/K™ (Tamaoki y cols., 1997; Rapoport y cols.,
1985), cierre de canales de Ca** tipo L (Ruiz-Velasco y cols., 1998) e inhibicién de la
liberacion de Ca®" desde el RS inducida por 1P, (Hirata y cols., 1990; Ji y cols., 1998).
Ademis de todos estos mecanismos que reducen la [Ca**],, la disminucién de la sensibilidad
de las proteinas contractiles por el Ca®* también parece estar involucrada en relajacion que
sigue a la activacion de la via del GMPc (Karaki y cols., 1997; Kitazawa y cols., 1996;
McDaniel y cols., 1992).

La importancia del NO en la regulacién del tono vascular pulmonar es evidente teniendo en
cuenta que numerosos mediadores vasoactivos producen vasodilatacién pulmonar a través de
su liberacién. Tal es el caso de la ACh (McMahon y cols., 1991), la bradicinina (Ignarro y
cols., 1987b), la NA (Liu y cols., 1991a), la histamina (Ortiz y cols., 1992), el ATP (Liuy
cols., 1992a) y la ET-1 y ET-3 (Crawley y cols., 1992},

Papel del NO en la transicion de la circulacidn fetal a la del adulto

La actividad del NOQ endotelial pulmonar es ya patente durante la vida fetal en el cordero
(Abman y cols., 1990; Shaul y cols., 1993; Davidson y Heldemerdash, 1990), pero no en el
cerdo (Liu y cols., 1992b). Sin embargo, en ambas especies, la producciéon de NO y la
vasodilatacion endotelio-dependiente sufren un espectacular aumento tras el nacimiento y a
medida que avanza la edad (Abman y cols., 1991; Zellers y Vanhoutte, 1991; Liu y cols.,
1992b; Shaul y cols., 1993). La administracién de L-NAME (N° nitro-L-arginina metil éster),
un inhibidor de la sintesis de NO, produce un marcado aumento del tono arterial pulmonar
fetal (Abman y cols., 1990); si a continuacion se practica una cesarea y se extraen los fetos,
se observa como al suprimir la circulacién placentaria aparece una elevacion persistente de la
presion arterial pulmonar, 1o que confirma el papel del NO en la transicién de la circulacién
pulmonar fetal a la del adulto (Fineman y cols., 1995). De hecho, se ha descrito que los
principales procesos implicados en la vasodilatacién pulmonar postnatal como el aumento de
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la pO,, el incremento del flujo sanguineo y el estiramiento mecanico pulmonar estimulan la
liberacion de NO endotelial (Tiktinski y Morin, 1993; Cornfield y cols., 1992; Shaul y cols.,
1992). Los posibles mecanismos implicados en el aumento de la actividad del NO endotelial
tras el nacimiento incluyen: a) un aumento en la actividad de la NOSe debido a un incremento
en su expresion o a una mayor disponibilidad de su sustrato (L-arginina) o cofactores, (Abman
y cols., 1991; Shaul, 1993). b) Una mayor sensibilidad de las CMLV al NO (Zellers y
Vanhoutte, 1991). ¢) Al aumentar la pO, se liberan bradicinina y ATP, que a su vez
incrementan la sintesis y libercién del NO de las células endoteliales pulmonares (Banerjee y
cols., 1994; Konduri y Woodard, 1991). d) Una disminucién del aclaramiento pulmonar del
NO por la hemoglobina, ya que cuando ésta se satura de O, presenta menor afinidad por el NO
que en su forma deoxigenada (Iwamoto y Morin, 1993). ¢) Un aumento en la actividad de la
superoxido dismutasa, lo que disminuye la formacion del radical superéxido y su accion
inhibidora sobre el NO (Morecroft y McLean, 1998).

Papel del NO en la HPPN

En diversos modelos experimentales, el blogueo de la sintesis de NO endotelial genera un
cuadro similar al que se observa en la HPPN (Abman y cols., 1989; Fineman y cols., 1995;
Morin y Stenmark, 1995). Ademads, en diversos tipos de hipertensién puimonar se ha
observado una reduccion en la respuesta vasodilatadora inducida por la activacion de la via del
NO/GMPc y en los niveles plasméticos de nitritos (Stamler y cols., 1994), lo que conlieva un
aumento de las respuestas inducidas por los mediadores vasoconstrictores (Dinh-Xuan y cols.,
1991; Giaid y Saleh, 1995). La menor respuesta vasodilatadora de la via NO/GMPc se ha
atribuido a una reduccion en la expresion de ia NOSe (Rengasamy y Johns, 1991 Villamor
y cols., 1997a), a una disminucion de la guanilato ciclasa soluble (Steinhorn y cols., 1995) y
a un aumento de la actividad de la fosfodiesterasa tipo V (Hanson y cols., 1996).
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1.VL. PAPEL DE LOS CANALES K, EN LA RELAJACION DEL MUSCULO LISO
VASCULAR

I.VI.1. Canales de potasio: papel sobre el potencial de membrana, estructura y tipos

El tono del misculo liso vascular es regulado, en gran medida, por cambios en el potencial de
membrana (ver apartado 1.11.2), de tal forma que, variaciones del mismo de tan s6lo unos
milivoltios modifican muy significativamente el didmetro vascular (Nelson y cols., 1990;
Brayden y Nelson, 1992). La actividad de los canales de K™ modula el potencial de membrana
y desempefia un papel decisivo en el control del tono vascular y en la regulacion de las
resistencias vasculares periféricas y de la presion arterial (Rush y Stekiel, 1991; Siegel y cols.,
1992). La apertura de los canales de K* aumenta el flujo de salida de K* hacia el medio
extracelular, a favor de su gradiente electroquimico, lo que produce hiperpolarizacién de ia
membrana celular (Cook, 1988), cierre de los canales de Ca** tipo L y vasodilatacion: por el
contrario, su cierre produce despolarizacion, apertura de los canales de Ca’* tipo L y
vasoconstriccion.

Atendiendo a su estructura, los canales de K™ pueden clasificarse en dos grandes familias: los
dependientes de cambios de voltaje y los que presentan rectificacion interna. Dentro de la
familia de los canales dependientes de voltaje se encuentran los que presentan rdpida activacion
e inactivacion (K,), Tos que presentan rectificacion tardia (K,) y los dependientes de Ca®*
(K¢o), que a su vez se subdividen segun presenten una conductancia alta (BK.,), media (IK,)
o baja (SK,,). La segunda familia engloba los rectificadores internos propiamente dichos, Ky,
y los dependientes de ATP (K,,,). La estructura bédsica de ambas familias estd constituida por
4 subunidades « y 4 p. Los canales dependientes de cambios de voltaje poseen 6 dominios
transmembrana en cada subunidad « (51-S6) (Quast y cols., 1995}, mientras que los canales
que presentan rectificacion interna poseen 2 dominios (M1 y M2); en todos ellos estd muy
conservada la region H5, que constituye el poro del canal.

Los canales K, presentan un especial interés a nivel del musculo liso vascular, tanto desde
el punto de vista fisiopatoldgico como terapéutico. En primer lugar, los canales K ,,; paricipan
en la regulacion del flujo sanguineo producido en respuesta a cambios del metabolismo celular
(Standen y cols., 1989; Edwards y Weston, 1993, 1995) y, por ello, son importantes en la
regulacion del aporte tisular de O,. Ademds, los canales K ,;, pueden jugar un papel importante
en el mantenimiento del tono del musculo liso arterial (Edwards y Weston, 1993, 1995;
Quayle y cols., 1997), particularmente en el territorio pulmonar (Clapp y Gurney, 1992). Por
altimo, la activacién de estos canales es responsable del potente efecto vasodilatador de un
grupo de farmacos denominados agonistas de canales de potasio (ACP) que actualmente se
utilizan como antihipertensivos y antianginosos.
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I.VL.2. Canales K ,;

La existencia de los canales K ,,, fue descrita, en primer lugar, en musculo cardiaco (Noma,
1983), y posteriormente, en pancreas (Ashcroft y cols., 1984; Cook y Hales, 1984), misculo
esquelético (Spruce y cols., 1985), cerebro (Ashford y cols., 1988) y misculo liso (Standen
y cols., 1989; Clapp y Gurney, 1992; Silberberg y van Breemen, 1992; Dart y Standen,
1993). Estos canales se inhiben por concentraciones intracelulares fisiologicas de ATP ([ATP];
en el orden uM) vy se activan en condiciones de inhibicion metabdlica (hipoxia o isquemia) que
implican una marcada disminucion de la [ATP], y un aumento de los nucledtidos difosfato
(Beech y cols., 1993; Edwards y Weston, 1995). De hecho, el cociente [ATP], / [nucle6tidos
difosfato] parece ser el principal determinante de la activacién de la corriente de salida de K™
a través de este canal (I, rp) (Quast y cols., 1999).

Estructuralmente, estos canales son heteromultimeros de subunidades del receptor de las
sulfonilureas (SUR) (Inagaki y cols., 1995) y de una proteina perteneciente a la superfamilia
de los canales Ky (K3:6.x) (Ashford y cols., 1994), asociados con una esteiquiometria 1:1,
para formar un tetrdmero, (SUR/K6.x), (Aguilar-Bryan y cols., 1998). Las subunidades
Kx6.x (Kiz6.1 0 Kz6.2) forman el poro del canal, mientras que las subunidades SUR (1, 2A
0 2B) regulan su actividad (Aguilar-Bryan y cols., 1998). Los canales K ,;p del misculo liso
vascular estdn formados por subunidades del tipo SUR2B y K;6.1/6.2.

Los agentes vasodilatadores, a través del incremento de los niveles de nucleétidos ciclicos
(AMPc y GMPc) y los vasoconstrictores, a través de la activacion de la PKC, pueden regular
la actividad de los canales K ., (Bonev y Nelson, 1996). Asi, diversos mediadores enddgenos
como CGRP (Kitazono y cols., 1993; Zhang y cols., 1994), PGI, (Gollasch y cols., 1991;
Jackson, 1993) y adenosina (Marshall y cols., 1993; Loutzenhiser y Parker, 1994) activan los
canales K, a través de la activacion de la PKA y PKG. También se ha descrito que la
activacion de los canales K,;, puede estar involucrada en el efecto vasodilatador de los
agonistas f-adrenérgicos (Narishige y cols., 1994; Randall y McCulloch, 1995), VIP (Standen
y cols., 1989; Nelson y cols., 1990), EDHF (Brayden, 1990; Plane y Garland, 1993), NO
(Garland y McPherson, 1992; Murphy y Brayden, 1995), acidosis (Faraci y Heistad, 1993)
e hipoxia, tanto a nivel cardiaco (Nakhostine y Lamontagne, 1993), cerebral (Taguchi y cols.,
1994} y pulmonar (Wiener y cols., 1991). Entre los agentes vasoconstrictores que inhiben los
canales K, se incluyen: NA (Bonev y Nelson, 1996), histamina (Bonev y Nelson, 1996), 5-
HT (Kleppisch y Nelson, 1995; Bonev y Nelson, 1996), ET-1 (Miyoshi y cols., 1992),
neuropéptido Y (Bonev y Nelson, 1996), vasopresina (Wakatsuki y cols., 1992) y A-II
{Miyoshi y Nakaya, 1991).

I.VL.3. Agonistas e inhibidores de canales de K,
Los agonistas de los canales K, (ACP) son un grupo de firmacos de estructura heterogénea

(Edwards y Weston, 1990, 1993; Quayle y cols., 1997), entre los que se encuentran:
nicorandil, cromakalim, pinacidil, diazéxido, levcromakalim, minoxidil, apricalim, bimakalim
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y celikalim. Aunque algunos estudios han implicado la activacion de los canales K¢, en el
efecto vasodilatador de los ACP (Gelband vy cols., 1989; Okabe y cols., 1990; Kajioka y cols.,
1991); sin embargo, la inhibicion de estos canales por bloqueantes selectivos no parece afectar
ni la hiperpolarizacion (Nelson y cols., 1990) ni a la vasodilatacién (Meisheri y cols., 1993;
Standen y cols., 1989) inducida por estos fadrmacos. Por tanto, la activacion de los canales K,
jugaria un papel poco importante en la vasodilatacion inducida por los ACP.

El mecanismo por el cual los ACP activan los canales K 1, €s todavia materia de debate (Quast
y cols., 1995). Mientras que en muchos estudios, los ACP disminuyen la sensibilidad de los
canales K ,p por ¢l ATP (Takano y Noma, 1990; Thuringer y Escande, 1989), en otros, la
presencia de nucleétidos difosfato y Mg** aumenta la actividad de estos agentes (Shen y col.,
1991); la fosforilacion y la sulfatacion de las proteinas del canal también han sido implicadas
en el mecanismo de accion de los ACP (Quayle y cols.., 1997).

Los ACP presentan una alta afinidad por el territorio vascular; de hecho, en estudios in vivo
producen una reduccion brusca de la presion sanguinea que va acompaifiada de taquicardia
refleja y retencion hidrosalina (Quast, 1992). Su efecto vasodilatador parece ser debido,
principalmente, al cierre de los canales de Ca** tipo L inducido por la hiperpolarizacion de la
CMLYV, por lo que podrian comportarse indirectamente como bloqueantes de los canales de
Ca’" (Quast y Cook, 1989). Sin embargo, la hiperpolarizacién de la membrana que resulta de
la accion de los ACP también puede relajar la CMLV por otros mecanismos (Fig 4) como:

1. La inhibicién de la liberacién de Ca** desde sus depdsitos intracelulares por interferir
en la sintesis del IP; (Ito y cols., 1991; Yamagishi y cols., 1992).

2. El incremento de la salida de Ca’* a través de la estimulacion del intercambiador
Na*/Ca’* (Quast, 1993).

3. La reduccién de la sensibilidad de las protefnas contractiles por el Ca** (Okada y cols.,
1993; Quast, 1993).

4. El aumento de la fijacién de Ca’* a la superficie interna de la membrana plasmatica

{Quast, 1993).
Ademis, los ACP pueden disminuir el rellenado de Ca’* de los depdsitos intracelulares por
mecanismos independientes de su efecto hiperpolarizante (Quast, 1993) (Fig 4).

Los canales K,;p son bloqueados de forma especifica por diversas sulfonilureas, como la
glibenclamida y la tolbutamida (Edwards y Weston, 1990, 1993; Quayle y cols., 1997).
Ademds de las sulfonilureas, existen otros agentes capaces de bloguear los canales K ., de
forma menos selectiva, tales como: 4-aminopiridina (4-AP) (a concentraciones mM) (Kakei
y cols., 1985; Haworth y cols., 1989), tetraetilamonio (TEA) intracelular (Kakei y cols.,
1985), Ba*' extracelular (50-100 uM) (Kakei y Noma 1984), ciclazindol (Noack y cols.,
1992}, antagonistas de la calmodulina (Sakuta y cols., 1992b) y agentes antiarritmicos
(Haworth y cols., 1989, Sakuta y cols., 1992a; Cogolludo y cols., 1998).
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Figura 4. Esquema de los posibles mecanismos de accion de los agonistas de canales de K'
(ACP).

L.VL4. Papel de canales de potasio en la transicion de la circulacion pulmonar fetal a la del
adulto

La adaptacion pulmonar al medio extrauterino se caracteriza no solo por una brusca reduccion
de las RVP y un rapido remodelado estructural, sino también por cambios en el potencial de
membrana, que est4 determinado, en gran medida, por la actividad de los canales de K'. Diversos
estudios han demostrado que los canales de K pueden participar en la relajacion vascular
pulmonar tras el nacimiento (Chang y cols., 1992; Pinheiro y Mailk, 1992).
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De hecho los canales de K* estan presentes a lo largo del arbol vascular pulmonar incluyendo
las arterias de resistencia (Boels., y cols., 1994; Albarwani y cols., 1995), se desarrollan
tempranamente en la gestacion (Chang y cols., 1992; Cornfield y cols., 1996) y se activan por
oxigeno (Cornfield y cols., 1996) y fuerzas de cizallamiento (Cooke y cols., 1991). Evans y
cols. (1998) han demostrado que las CMLV de arterias pulmonares de cerdo estin
despolarizadas en el momento del nacimiento pero se hiperpolarizan hasta alcanzar los niveles
del adulto al cabo de unos 3 dias. Esta hiperpolarizacion parece ser consecuencia de la apertura
de canales de K*, fundamentalmente, de los canales K y BK, (Evans y cols., 1998). La
corriente de salida de K™ través de los canales K, representa un importante componente de
la corriente total de K™ registrada tras el nacimiento (Evans y cols. 1998). De hecho, la
activacion de los canales K, 1, inducida por el levcromakalim produce un marcado efecto
vasodilatador de las arterias pulmonares, de conductancia y de resistencia, de cerdos con
hipertension pulmonar neonatal (Boels y cols., 1997; Pinheiro y Malik, 1992). La activacion
de los canales K ., puede, por tanto, representar un importante mecanismo de vasodilatacion
pulmonar en el recién nacido.

L.VL.5. Papel de canales de potasio en la HPPN

La hipoxia crénica es uno de los principales factores que intervienen en €l desarrollo de la
HPPN (Fineman y cols., 1995; Morin y Stenmark, 1995). Como se detalla en el apartado
[.V.1 la hipoxia produce inicialmente una respuesta vasoconstrictora (VPH) que puede ser
debida al bloqueo de los canales de K*. De hecho, la exposicién crénica a la hipoxia inhibe
la expresion de la subunidad « de los canales K, (Wang y cols., 1997) y reduce marcadamente
la corriente a su través (Smirnov y cols., 1994). En pacientes con hipertension pulmonar
primaria también se ha observado una reduccion en la expresién de los canales K, (Yuan y
cols., 1998). Estos resultados confirman la participacidn de los canales de potasio en la
hipertension pulmonar causada por hipoxia crénica.
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LVIL. PAPEL DE LA ATPASA Na*/K* EN LA RELAJACION DEL MUSCULO LISO
VASCULAR

I.VIL.1 Caracteristicas e importancia fisiolégica de la ATPasa Na™/K".

La ATPasa Na*/K*, o bomba de sodio, permite mantener los gradientes electroquimicos de
Na™ y K™ a ambos lados de la membrana celular (Skou, 1957). Esta enzima bombea 3 iones
Na* hacia el exterior de la célula y 2 iones K* hacia el interior, lo que conlleva una reduccion
de cargas positivas a nivel intracelular, por ello, la ATPasa Na*/K" es electrogénica. La
bomba de sodio se activa cuando aumenta la concentracién de Na™ intracelular ([Na*]) y/o
fa concentracion de K* extracelular ([K*], y utiliza la energia del complejo MgATP.

La ATPasa Na*/K* consta de dos subunidades cataliticas « (~120 KDa), de la que existen tres
isoformas («,, o,, @,) y dos subunidades p (=55 KDa), de la que existen tres isoformas (B,
B,, B,); la subunidad « posee al menos 6 (o posiblemente 8) dominios transmembrana
(Horisberger y cols., 1991; Kawakami y cols., 1986). El canal i6nico estd situado en la
subunidad «, que también contiene los sitios de unién para el K* externo, el Na* interno, los
digitilicos y la hidrolisis del ATP.

La ATPasa Na*/K™ esta involucrada en la regulacion del volumen y de la concentracion
intracelular de otros iones, la contractilidad, el crecimiento y la diferenciacion celular. En el
misculo liso vascular, la ATPasa Na*/K™ juega un importante papel en la regulacion del tono
(Flemming, 1980; Hermsmeyer, 1982; O Donnell y Owen, 1994). La activacién de esta
enzima induce una hiperpolarizacion de la membrana y la consiguiente vasodilatacidon por
cierre de los canales de Ca®* tipo L. Por el contrario, su inactivacion aumenta la [Na*], lo que
produce, por un lado, la despolarizacién de la membrana y la entrada de Ca®" a través de los
canales tipo Ly, por otro, la inversion del sentido del intercambiador Na*/Ca®*, facilitdndose
la entrada de Ca’* al interior celular. Asi pues, el aumento de la [Na™],, que sigue a la
inhibicién de la ATPasa Na®/K*, facilitaria la entrada de Ca’* a través del intercambiador
Na'/Ca’*, su recaptacion por el RS y su posterior liberacion al citosol (Borin y cols., 1994;
Moore y cols., 1993).

La salida de K* de un tejido es un indice de su estado metabdlico y esta implicada en la
regulacion local del flujo sanguineo (Kuschinsky y cols., 1972). Pequefios aumentos de la
[K™], producen relajacién del misculo liso vascular que es atribuida, en gran medida, a la
activacion de fa ATPasa Na*/K* (Bukoski y cols., 1983). Recientemente, Edwards y cols.
(1998) han identificado la salida de K* del endotelio a través de los canales IK,., y SK, con
el EDHF; esta salida de K* activaria la ATPasa Na*/K" produciendo hiperpolarizacion y
vasodilatacién de la CMLV. Ponte y cols. (1996) y Redondo y cols. (1995 y 1996) habian
descrito previamente que las células endoteliales liberan un factor difusible que estimula la
ATPasa Na™/K" de la CMLYV a través de la activacién de la PKC. Todos estos hallazgos
muestran la gran importancia fisiologica de esta enzima en la regulacion de Ia presion y del
flujo sanguineo. Por otro lado, la incubacién en una solucién nutricia carente de [K™], produce
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la inhibicion de la ATPasa Na™/K*, despolarizaciéon de la membrana y contraccion de la
CMLV (Hendrickx y Casteels, 1974); la reposicion de K' produce una respuesta
vasodilatadora que ha sido considerada como evidencia indirecta de la activacion de la ATPasa
Nat/K* (Hendrickx y Casteels, 1974; Ponie y cols., 1996; Webb y Bohr, 1978).

1.VIL.2 Regulacion de la ATPasa Na”/K*

La actividad de la ATPasa se estimula cuando aumenta la [Na”]; o disminuye la [K™],. Asi,
la entrada de Na* a través del intercambiador Na*/H™* puede estimular su actividad. Ademds,
la actividad ATPasa puede ser regulada por numerosos neurotransmisores, hormonas y factores
locales (Ewart y Klip, 1995). Se ha descrito que la activacién de la bomba contribuye, en
parte, al efecto relajante de nitrovasodilatadores y agonistas de receptores f-adrenérgicos a
través de la activacién de la PKG (Rapoport y cols., 1985; Tamaoki y cols., 1997; Webb y
Bohr, 198i). Sin embargo, la ATPasa también es estimulada por diversos agentes
vasoconstrictores que activan la PKC; este es el caso de la ET-1 (Gupta y cols., 1991), la A-Il
(Brock y cols., 1982a), los agonistas a-adrenérgicos (Navran y cols., 1988) y la 5-HT (Navran
y cols., 1991). Estos agonistas también pueden estimular la ATPasa a través del aumento de
la [Na"). via activacién de} intercambiador Na*/H*. Curiosamente, la PKC también puede no
modificar, o incluso disminuir la actividad de la ATPasa (Bertorello y cols., 1991; Ewart y
Klip, 1995; Feschenko y Sweadner, 1994; Lynch y cols., 1986). Xia y cols (1995) han
descrito que la activacion de la PKC estimula directamente la ATPasa Na*/K™, aunque de
forma indirecta, la inhibe, pues estimula la fosfolipasa A, y aumenta los niveles de AA y sus
metabolitos, que presentan una accion inhibidora sobre la enzima (Schwartzman y cols., 1985;
Satoh y cols., 1993). El mecanismo por el que PKG y PKC regulan la actividad de la ATPasa
parece implicar la fosforilaciéon de una serina de la subunidad « (Beguin y cols., 1994;
Feschenko y Sweadner, 1995).

I.VIL.3 Papel de la ATPasa Na"/K* en VPH e hipertensién pulmonar

En situaciones de hipoxia disminuye la actividad de la ATPasa Na*/K" en diversos tejidos
incluyendo el territorio pulmonar (Bergofski y Holtzman, 1967; Haas y cols., 1975). Este
efecto inhibitorio se ha relacionado con la menor vasodilatacibn pulmonar a
nitrovasodilatadores observada durante la hipoxia (Tamaoki y cols., 1996). Por lo tanto, la
inhibicién de ATPasa Na*/K™ podria estar implicada en la patogénesis de la VPH.

Diversos estudios han mostrado que la actividad de la ATPasa Na*/K™ puede estar alterada
en modelos animales y en pacientes con hipertension arterial y/o diabetes (Brock y cols.,
1982b; Blaustein y cols., 1986; Magliola y cols., 1986; Greene y cols., 1987). Por un lado,
se ha descrito un aumento de la actividad de i1a ATPasa Na*/K" en ratas espontineamente
hipertensas (Magliola y cols., 1986; Brock y cols., 1982b), tras el tratamiento con A-II (Brock
y cols., 1982a) y tras e] estiramiento vascular (Liu y cols., 1998), posiblemente para
compensar el incremento de la [Na™], observado en estos modelos de hipertension (Friedman
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y cols., 1975). Otros autores han sugerido que la inhibicién de esta enzima puede jugar un
importante papel fisiopatologico en la formacion de hipertension esencial (Blaustein, 1996;
O Donnell y Owen, 1994; de Wardener, 1996). En este sentido, cabe resefiar los estudios
realizados en los 1ltimos afios acerca de la existencia de inhibidores endogenos de la ATPasa
Na™ /K" (factores enddgenos tipo-ouabaina), posiblemente de origen hipotalamico (Haupert
y cols., 1984). Estos factores producen un aumento de la [Na*]; y del tono vascular (Magargal
y Overbeck, 1986), presentan propiedades proliferativas (Montero y cols., 1993) y pueden
contribuir a la generacién de diversas formas de hipertension arterial (Chen y cols., 1993;
Ferrandi y cols., 1993). Ademads, se han aislado niveles elevados de estos factores en nifios
recién nacidos {(Ghione y cols., 1993). Desgraciadamente existen pocos estudios sobre el papel
de la ATPasa de ta CMLV en el desarrollo de hipertensién pulmonar.

43




Introduccion

1.VI1L.6. Tratamiento de la HPPN

La morbi-mortalidad asociada a la HPPN estd intimamente relacionada con la gravedad y
duracién de la hipoxemia sistémica. Los tratamientos actuales (ventilacion asistida, ventilacion
de alta frecuencia y, vasodilatadores como la hidralazina, la tolazolina o la PGD,) se muesiran
en muchos casos inefectivos y, terapias mas invasivas, como la oxigenacién con membrana
extracorporea causan gran morbilidad y algunas veces la muerte.

Por ello, es imprescindible 1a busqueda de agentes vasodilatadores de accion répida, facil
administracion y alta selectividad por el territorio pulmonar. En este sentido, en los dltimos
afios se ha introducido en terapéutica el NO inhalado (NOi) para el tratamiento de la HPPN.
El tratamiento con NO revierte la hipertensiéon pulmonar inducida por hipoxia, U46619 o
heparina-protamina (Barnes y Liu, 1995). La inhalacién de NO dilata selectivamente la
circulacion pulmonar en la oveja, pues su rapida fijacion a la hemoglobina evita que ¢jerza sus
acciones a nivel de la circulacion sistémica (Frostell y cols., 1991; Rimar y Gillis, 1992). En
nifios con HPPN, la inhalacion de NO reduce las RVP y aumenta la pO, y el flujo sanguineo
pulmonar (Kinsella y cols., 1993; Roberts y cols., 1992). Estos efectos se potencian si se
asocia un bloqueante de la fosfodiesterasa que degrada el GMPc (Braner y cols., 1993). Sin
embargo, si bien en muchos pacientes se han oservado resultados muy beneticiosos tras el
tratamiento con NQO, (Kinsella y Abman, 1995; Neonatal Inhaled Nitric Oxide Study Group,
1997), en otros no se constata este beneficio (Goldman y cols., 1996; Inhaled Nitric Oxide
Study Group, 1997; Muller y cols., 1996).

La PGl,, que se ha utilizado como terapéutica coadyuvante en la HPPN (Lock y cols., 1979),
es capaz de revertir el cortocircuito de derecha a izquierda (Eronen y cols., 1997) y el
epoprostenol, un andlogo estable de la PGl,, mejora la hemodinimica y aumenta la
supervivencia en pacientes con hipertension pulmonar primaria que no responden al tratamiento
con otros vasodilatadores orales (Barst y cols., 1996; Gaine y Rubin, 1998; Higenbottam y
cols., 1984). En el momento actial se estd evaluando la eficacia terapéutica del iloprost (otro
andlogo de la PGI,) administrado por via inhalatoria en un estudio prospectivo europeo y se
estan desarrollando otras vias de administracion como la transdérmica (Gaine y Rubin, 1998).
La asociacion de NOi con la PGI, podria representar una estrategia terapéutica mas efectiva
{Parker y cols., 1997). Uno de los principales mecanismos responsable de la vasodilatacion
inducida por la PGI, es el aumento del AMPc y la posterior activacién de los canales K ;.
Como se ha descrito en el apartado 1. V1.4, los canales K ,;, pueden intervenir en la adaptacion
pulmonar perinatal normal y su activacion produce una marcada vasodilatacién de las arterias
pulmonares en cerdos recién nacidos con hipertension pulmonar (Barnes y Liu, 1995; Boels
y cols., 1997; Pinheiro y Malik, 1992). Ademas, los ACP pueden presentar una mayor
selectividad por el territorio pulmonar que por el sistémico en situaciones hipertension
pulmonar (Wanstall, 1996} y una mayor efectividad que los antagonistas del calcio para
revertir [a hipertension pulmonar crénica (Oka y cols., 1993). Por todo ello, la activacion de
los canales K, puede representar una diana terapéutica en la HPPN y la administracion de
ACP podria ser de utilidad en su tratamiento.
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Tras el nacimiento debe producirse una brusca transicién de la placenta al pulmdn como
6rgano encargado del intercambio gaseoso. Esta transicion requiere una dréstica reduccion de
las RVP, que de no producirse puede conducir al desarrollo de la HPPN. Este sindrome puede
ser consecuencia de un desequilibrio entre factores vasodilatadores y vasoconstrictores,
predominando la accion de estos dltimos. En este sentido, la HPPN se ha relacionado con una
disminucién de la actividad vasodilatadora de la via del NO/GMPc y/o con un aumento de la
actividad vasoconstrictora del TXA, y/o de la ET-1. En estudios realizados por nuestro grupo
de investigacion se ha observado que la activacién de los receptores del TXA, inducida por el
U46619 inhibe la vasodilatacién mediada por la via del NO/GMPc a través de un mecanismo
sensible a estaurosporina, un inhibidor de la PKC (Pérez-Vizcaino y cols., 1997). Sin
embargo, atn desconocemos a que nivel de la via del NO/GMPc se produce esta interaccion.

En esta Tesis Doctoral se pretende ampliar este estudio y analizar, ademds, dos de los
principales mecanismos fisiolOgicos de hiperpolarizacion y vasodilatacion pulmonar, como son
la activacion de los canales K .1, v de la ATPasa Na™/K*. El estudio de estos dos mecanismos
tiene un indudable interés si tenemos en cuenta que su activacion puede estar implicada en las

acciones de los principales agentes vasodilatadores liberados por el endotelio (NO,
prostaciclina y EDHF).

Las canales K ,qp estdn presentes a lo largo del arbo! vascular pulmonar y su activacion esta
involucrada en la vasodilatacion inducida por cambios metabdlicos (hipoxia, isquemia). Estos
canales pueden ser activados por un grupo de firmacos denominados agonistas de canales de
potasio (ACP}, entre los que se encuentra el levcromakalim, que podrian constituir una
estrategia terapéutica que permitiera aumentar la vasodilatacion pulmonar inducida a través de
la via det NO/GMPc. Por ello, es importante estudiar la asociacion de las vias de relajacion
del NO/GMPc y de los canales K, .

La activacion de la ATPasa Na*/K™ es responsable de la vasodilatacion inducida por pequefios
aumentos de la |[K™], y estd implicada en el efecto vasodilatador de los agonistas B-
adrenérgicos y de los nitrovasodilatadores; ademads, su actividad puede modificarse por la
accion de distintos agentes vasoconstrictores.

Por todo ello, los objetivos que nos hemos propuesto en esta Tesis Doctoral son los siguienies:
1. Estudiar {a vasodilatacion inducida por ia activacion de [a via del NO/GMPc, de los canales
K.r» v de la ATPasa Na*/K* en arterias pulmonares y mesentéricas de lechones recién
nacidos, asi como los cambios en la [Ca**], inducidos por estas vias de vasodilatacién.

2. Evaluar el/los mecanismo/s implicado/s en la vasedilatacion inducida por la via del

NO/GMPc en arterias pulmonares y mesentéricas de lechones recién nacidos y en la
interaccion entre el U46619 y esta via de vasodilatacion en las arterias pulmonares.
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3. Analizar la relajacion inducida tras la activacion conjunta de las vias del NO/GMPc y de
los canales K .., en arterias pulmonares de lechones recién nacidos. Para ello se estudiardn los
efectos vasodilatadores del nicorandil, un agente que comparte ambos mecanismos de accion,
y los de la combinacién de NPS y levcromakalim, lo que permitira, a su vez, determinar las
posibles interacciones entre ambas vias de vasodilatacion.

4. Estudiar las respuestas vasoconstrictoras y los cambios en la [Ca®*), inducidos por la NA,
el U46619 y la ET-1 en arterias pulmonares y mesentéricas de lechones recién nacidos, as{
como su interaccion con las vias de vasodilatacion: del NO/GMPc, de los canales K, y de
la ATPasa Na®™/K™.
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TILL ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado las arterias pulmonares y mesentéricas
de lechones de raza hibrida Landrace-Largewhite de unas 2-3 semanas de vida y de entre 3-5 Kg
de peso. La eleccion de esta especie animal se ha basado en que el cerdo y el humano recién
nacidos presentan analogias estructurales en la adaptacion de su circulacion pulmonar fetal a la
adulta y en los procesos fisiopatologicos y terapéuticos de la HPPN (Haworth y Hislop, 1981;
Sanchez-Luna y cols., 1993). Con el objetivo de comprobar si los hallazgos obtenidos a nivel
pulmonar eran especificos de este territorio vascular, hemos comparado los resultados con
aquéilos obtenidos en arterias mesentéricas del mismo animal.

[IL1I. OBTENCION DE LOS TEJIDOS

Los pulmones y lechos mesentéricos se obtuvieron del matadero de Navalcarnero. Tras el sacrifio
de los animales, las preparaciones se sumergian de forma inmediata en solucion Krebs normal
(Tabla 2). Posteriormente, se transportaban al laboratorio en una nevera portatil que permitia
mantener la temperatura de la solucién nutricia a 4° C. Una vez en el laboratorio se disecaban las
arterias pulmonares de la tercera rama y la mesentérica principal, que presentaban un diametro
interno similar {1-2 mm). Posteriormente, se eliminaba cuidadosamente el tejido graso y la
adventicia y las arterias se cortaban en anillos de unos 3-4 mm de longitud.

IILIIL TECNICAS EMPLEADAS

HLUILI. Registro de contractilidad en arterias pulmonares y mesentéricas aisladas.

Las preparaciones se montaban en copas de Allhin de 5 mL termostatizadas (37°C) que contenian
solucion Krebs normal burbujeada con mezcla carbogena (95% 0,, 5% CO,). Los anillos
arteriales se montaban entre dos alambres de acero con forma de L (0.2 mm de diametro), uno
se fijaba a la copa y el otro a un transductor de fuerza acoplado a un amplificador de sefal
(Modelo PRE 206-4, Cibertec, Madnd) y a un ordenador Hewlett Packard (Pérez-Vicaino y cols.,
1997). La fuerza contractil se registraba mediante el programa de ordenador REGXPC (Cibertec,
Madrid). A los anillos se les aplicaba una tensién (0.5 y 2 g para arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivamente) que permitia alcanzar una respuesta contractil optima, segin
habiamos observado en experimentos previos. L.as preparaciones se dejaban estabilizar durante
60-90 minutos, lavandose cada 30 minutos con solucidn Krebs normal (Pérez-Vizcaino y cols.,
1997),
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ILITL2. Registro simultineo de contractilidad y [Ca**], por fluorimetria.

En estos experimentos, los anillos arteriales eran invertidos para mejorar la sefial fluorescente, de
forma que la cara luminal de la arteria quedaba expuesta al exterior. Posteriormente, eran
incubados durante 4-6 horas en una solucion Krebs normal que contenia el reactivo fluorescente,
fura-2 acetoximetilester (5 x 10°M) y cremofor EL (0.05%), un detergente que permitia la
disolucion del fura-2. Una vez transcurrido ese tiempo, las preparaciones eran montadas en una
camara que formaba parte de un fluorimetro (CAF-110 Jasco, Japon) especialmente disefiado para
el registro simultaneo de la [Ca™]; v la fuerza contractil (Salomone y cols., 1995; Pérez-Vizcaino
y cols., 1998). La cara interna de cada anillo era iluminada de forma alternativa (128 Hz) a 340
y 380 nm con una lampara de xenon acoplada a dos monocromadores. La luz fluorescente emitida
a esas dos longitudes de onda de excitacidon (F340 y F380) fue medida por un fotomultiphicador
provisto de un filtro de 500 nm y registrada al mismo tiempo que los datos de fuerza contractil
mediante un sistema de adquisicion de datos (Mac Lab serie E) y un programa de archivo de
datos (Chart v3.2, AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia). El cociente de la fluorescencia
emitida tras la excitacion a ambas longitudes de onda (F340/F380) fue utilizado como indicador
de la [Ca™']; (Sato y cols., 1988; Pérez-Vizcaino y cols., 1998).

Calibracion de la seiial de {Ca**],. La Fig 5 muestra un registro original de la calibracién de la
sefial de Ca®' en una arteria pulmonar. En primer lugar, los anillos eran expuestos a 80 mM de
KCl, que producia aumento de la F340, disminucion de la F380 e incremento del cociente
F340/E380 y de la fuerza contractil. A continuacion, eran tratados primero con ionomicina (1.4
x 10°M) y después con acido etileneglicol-bis( f-aminoetileter)-N,N,N",N'-tetraacético (EGTA,
8 mM), lo que nos permitid obtener las sefales fluorescentes de Ca®' méxima y minima,
respectivamente. Posteriormente, se afiadia MnCl, (10 mM), que se unia al fura-2 desplazando
todo el Ca*", con lo que se eliminaba toda la fluorescencia debida al complejo fura-2-Ca® vy
quedaba la fluorescencia propia del tejido o autofluorescencia. Segiin la ecuacion de Gryenkiewicz
(Fig 5) y asumiendo un valor de la K, para el fura-2 de 224 nM (Gryenkiewicz y cols., 1983), el
valor estimado de la [Ca™]; en arterias pulmonares y mesentéricas fue, respectivamente de 105
+190My 124 + 13 nM en condiciones basales y de 196 + 63 nM (n=4) y 224 £ 24 nM (n = 4)
tras la estimulacion con 80 mM de KCI.
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Figura 5. Registro original de la calibracion de la sefial de [Ca™"}; en una arteria pulmonar. Se
muestran los cambios simultaneos de la sefial fluorescente emitida a las longitudes de onda de
excitacion de 340 nM (F340) y 380 nM (F380) y su cociente (F340/F380). La [Ca*"]; se determina
mediante la ecuacion de Gryenkiewicz (parte superior) donde: R es la sefial fluorescente del
cociente F340/F380; R, ., v R, son la sefial fluorescente méaxima y la minima del cociente
F340/F380 obtemda tras el tratamiento con ionomicina y EGTA, respectivamente; B es el
cociente F, ./ F .., siendo F,.. v F,,. la sefial fluorescente F380 minima y maxima obtenida tras
el tratamiento con ionomicina y EGTA, respectivamente. Se asumid una constante de disociacion
del complejo Ca*'-fura-2 (Kp) de 224nM (Gryenkiewicz y cols., 1985).

HL1V. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

II.1V.1. Ausencia de endotelio.

En todos los experimentos el endotelio fue eliminado haciendo pasar por la luz del vaso un
alambre de acero (0.8 mm) y, posteriormente, frotando suavemente con un movimiento de
rotacion. La ausencia de endotelio se comprobé evaluando la incapacidad de la ACh (107M) para
relajar anillos precontraidos con NA (10°M).
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IILIV.2. Vasodilataciéon inducida por NPS y S-Nitroso N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP)
en arterias pulmonares y mesentéricas de lechon contraidas con NA y U46619.

Tras un periodo de estabilizacion de 1-2 horas, los anillos se contratan con concentraciones del
agente vasoconstrictor que permitian obtener una respuesta contractil de similar amplitud. A
menos que se indique lo contrario, las concentraciones utilizadas fueron 10°M para la NAy 10'M
para el 46619 en arterias pulmonares y 10°M para ambos agonistas en arterias mesentéricas.
Estas concentraciones producian contracciones submaximas similares, que representaban el 60-
90% de la maxima respuesta vasoconstrictora inducida por NA y U46619 en las arterias
pulmonares y mesentéricas. Una vez que la respuesta vasoconstrictora inducida por ambos
agonistas alcanzaba valores estables, las arterias se relajaban con dosis crecientes y acumulativas
de dos dadores de NO, como son el NPS (10 -3 x 10°M) y el SNAP (10°® -3 x 10°M).

ILIV.3. Reduccion en la [Ca*™], y fuerza contrictil inducida por NPS en arterias
puimonares de lechén contraidas con NA y U46619.

Después de 4-6 horas de incubacion con fura-2, las arterias eran montadas para el registro
simultaneo de la contractilidad y la [Ca®'];. Tras un periodo de estabilizacion de unos 30 minutos,
se afiadian 80 mM de KCl al bafio, lo que producia un aumento mantenido de la fuerza y de la
[Ca*'], A continuacion, se lavaban las preparaciones con solucion Krebs hasta que las respuestas
de fuerza y [Ca®"); alcanzaban niveles basales y, posteriormente, se estimulaban con NA o U46619
hasta alcanzar una respuesta estable . En este momento, se afiadian dosis acumulativas de NPS.

HIILIV.4. Estudio de diversos pretratamientos sobre la vasodilatacion inducida por el NPS
y el SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas de lechon.

En estos experimentos, las arterias fueron contraidas con NA y, una vez que la respuesta
vasoconstrictora alcanzaba valores estables, eran relajadas tras la adicién de concentraciones
acumulativas de NPS o SNAP. Algunos anillos estimulados con NA fueron, posteriormente,
tratados con ODQ (1H-[1,2 4}oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-ona, 10° M), un inhibidor de la
guanilato ciclasa soluble. En otro grupo de experimentos, las arterias fueron sometidas a distintos
tratamientos antes de la exposicion a NA :

1. Solucion carente de K™ extracelular (OK”, ver Tabla 2) o ouabaina (10 M), con el fin de
inhibir la actividad de la ATPasa Na'/K" de la membrana.

2. Solucton con 830 mM de KCI (alto KClL, ver Tabla 2) para bloquear el flujo de salida de K™ v,
posteriormente, nifedipino (10 M), para bloquear el flujo de entrada de Ca®* a través de los
canales tipo-L.

3. Tapsigargina (2 x 10°M), un inhibidor de la SERCA, durante 20-30 minutos. Estos
experimentos también se realizaron en bafios de 6rganos acoplados al fluorimetro, si bien, en este
caso los anillos s6lo se expusieron a tapsigargina 10 minutos antes de ser estimulad0s con NA.
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HLIV.5, Estudio de la interaccion del U46619 con la via NO/GMPc en arterias pulmonares.

Estos experimentos se realizaron en el baflo de organos acoplado al fluorimetro. Las arterias
fueron estimuladas inicialmente con 80 mM de KCl, expresandose los cambios posteriores en
fuerza y [Ca®'], como porcentaje de esta respuesta. Tras la fase de lavado, las arterias fueron
tratadas con estaurosporina (107M) durante 20-30 minutos antes de ser estimuladas con U46619.
En estudios previos habiamos observado que la estaurosporina reduce la respuesta contractil
inducida por el U46619 (Pérez-Vizcaino y cols., 1997); por ello, en estos experimentos se elevo
la concentracion de U46619 hasta 2 6 3 x 107M, lo que nos permitia alcanzar una respuesta
contractil equivalente a la obtenida en ausencia de estaurosporina. Posteriormente, los anillos
fueron tratados con dosis acumulativas de NPS.

HLIV.6. Estudio de la vasodilatacién inducida por leveromakalim, nicorandil y verapamil
en arterias pulmonares y mesentéricas de lechon contraidas con NA y U46619.

En este grupo de experimentos, las arterias eran contraidas con NA o0 U46619 y, posteriormente,
se relajaban con leveromakalim (10*-10°M), un agonista de canales K , con nicorandil (107
-3 x 10™"M), un agente con actividad agonista de canales K, y dadora de NO o con verapamil
(10%-10"*M), un bloqueante de los canales de Ca*" tipo L.

IILIV.7. Estudio de la vasodilatacion inducida por NPS, levcromakalim y nicorandil.

Tras la contraccion con NA o U46619, las arterias eran tratadas durante 20 minutos con ODQ
(10°°M). glibenclamida (10°M) o con ambos farmacos, antes de inducir la vasodilatacion con
concentraciones crecientes de NPS, leveromakalim o nicorandil. Sin embargo, la glibenclamida
es un inhibidor competitivo de los receptores de tromboxano A, (Cocks y cols., 1990), por lo que
producia una respuesta vasodilatadora (30-50 %) en las arterias pulmonares contraidas con
U46619 (10'M). Este es el motivo por el que en arterias pulmonares tratadas con glibenclamida,
se aumentaba la concentracion de U46619 hasta 3 x 107M. En estas condiciones, la glibenclamida
producia una relajacion del 26 %, de forma que el tono pulmonar resultante no era
significativamente distinto del inducido con 10°M de U46619. En arterias mesentéricas contraidas
con U46619 (10°M), la glibenclamida producia minimos efectos relajantes (< 15 %) y, por ello,
no fue necesario aumentar la concentracion de U46619.

HLIV.8. FEstudio de la vasodilatacion inducida por la combinacion de NPS y
leveromakalim.

Estos experimentos se disefiaron para evaluar la relajacion inducida por la combinacién de NPS
y leveromakalim y la existencia de interacciones entre ambos. Se relizaron dos tipos de

protocolos.

Protocolo 1. En estos experimentos se analiz6 la vasodilatacion inducida por NPS en presencia
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de una dosis Unica de levcromakalim y viceversa. Las dosis Unicas se eligieron de forma que
produjeran una relajacion del 20-35%. Este estudio se realizd en arterias mesentéricas contraidas
con NA (3 x 10°M) y en arterias pulmonares contraidas con U46619 (10°M). Cuando la
respuesta vasoconstrictora alcanzo un nivel estable, algunos amilos fueron tratados con una dosis
tnica de levcromakalim (3 x 10"M en arterias pulmonares y 3, 5 6 7 x 107M en las mesentéricas)
y. a continuacion, relajados con dosis acumulativas de NPS. En otra serie de experimentos se
llevo a cabo el disefio opuesto, es decir, las arterias fueron tratadas con una dosis unica de NPS
(3x 10"My 3 x 10*M en arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente) y, a continuacion,
relajadas con dosis acumulativas de levcromakalim. Los resultados se compararon con los de las
curvas concentracion-respuesta obtenidos en ausencia de pretratamiento en (Fig 6): a) arterias
contraidas con la misma concentracion de NA o U46619 (control de concentracion) y b) arterias
contraidas con una concentracion del agonista (10°M de NA en arterias mesentéricas y 10”M de
U46619 en arterias pulmonares) que producia un tono simitar al inducido por la combinacion del
agonista mas el pretratamiento (control de tono).

Pretratamiento NPS / Levcromakalim

PSRl S B R N M B R R e l *

&

N \ Control de concentracion
b -
&

Control de tono
NA / U46619

Figura 6. Esquema representativo del protocolo empleado para estudiar la vasodilatacion de la
combinacion del NPS y una dosis Unica del levcromakalim y viceversa en arterias estimuladas con
NA 0 U46619. Pretratamiento es la adicion de la dosis Unica de un agente vasodilatador antes del
tratamiento con dosis acumulativas del otro. Se realizaron controles paralelos de concentracion
(con la misma concentracion del agente vasoconstrictor) y de tono (con una concentracion del
agente vasoconstrictor que producia un tono similar al obtenido tras el pretratamiento).

Protocolo 2. En esta serie de experimentos las arterias pulmonares contraidas con U46619 fueron
relajadas por la combinacién de NPS y leveromakalim (1:1). A partir de las curvas de relajacion
para ¢l NPS, el leveromakalim y la combinacion (1:1) se confecciono un isobolograma, que es una
representacion grafica que permite caracterizar el efecto obtenido tras la combinacion de dos
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farmacos (Gessner, 1995; Tallarida y cols., 1989). Un isobolograma presenta en sus ejes las
concentraciones de cada farmaco y los puntos que en €l se representan dan lugar a isobolas. Cada
isobola esta formada por los puntos obtenidos a partir de las concentraciones de cada farmaco
necesarias para producir un efecto con la misma eficacia. La linea recta que corta los ejes a nivel
de la concentracion de cada farmaco necesaria para producir el mismo efecto es la denominada
"linea de aditividad". Cuando los puntos de una isobola se sitian en la linea de aditividad no
existen interacciones y, por lo tanto, la accidn de ambos fairmacos es aditiva. Por el contrario,
cuando la 1sobola se sitiia por encima o por debajo de la linea de aditividad existe potenciacion
0 antagonismo entre ambos farmacos, respectivamente.

TILIV.9. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatacion inducida por el KCl
en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en solucion 0K".

Tras un periodo de estabilizacion, los anillos se incubaron durante 1 hora en solucién 0K* lo que
producia una respuesta contractil (Fig 7).

KCI (0.2 - 8.8 mM)

Solucion 0K "

PMA, ST, Quin, NA / ET-1/ U46619
+ Ouab, BaClz 0 Prop

Figura 7. Esquema representativo del protocolo empleado para estudiar la vasodilatacién
inducida por el KCI. Las arterias eran incubadas en una solucidon OK* durante 1 hora Y,
posteriormente, expuestas a NA, U46619, ET-1 o vehiculo (control). A continuacion, se afiadian
concentraciones acumulativas del KCl. Algunos anillos fueron tratados con PMA, estaurosporina
(ST). quinacrina {Quin), ouabaina (Ouab), BaCl, o propanolol (Prop) inmediatamente después
de la incubacion en la solucion 0K*,

Posteriormente, fueron estimulados con NA (107" M en arterias pulmonares y 107 M en arterias
mesentéricas), U46619 (107M en arterias pulmonares y 10 M en arterias mesentéricas) o ET-1
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(10°M en arterias pulmonares y 3 x 10°M en arterias mesentéricas), alcanzandose una respuesta
estable al cabo de 20-30 minutos. Las arterias controles (en ausencia del agente vasoconstrictor)
fueron incubadas en solucidn OK' durante este periodo de tiempo. En estas condiciones, la adicion
de KC1 (0.2-8.8 mM) produjo una vasodilatacion concentracion-dependiente (Fig 7), que alcanzo
valores estables al cabo de 4-6 minutos. Algunas arterias fueron sometidas a distintos tratamientos
inmediatamente después de la exposicion a OK*: 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA, 107M),
estaurosporina (107M), ouabaina (10-°M), quinacrina (2 x 10”°M, un inhibidor de la fosfolipasa
A,) o propranolol (10°M), un bloqueante jj-adrenérgico.

IILIV.10. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatacion y la reduceién de
la [Ca®"], inducidas por el KCI en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en una
solucion 0K,

Los protocolos empleados fueron similares a los descritos en el apartado anterior, pero para evitar
una pérdida excesiva de fura-2 se redujo el tiempo total de cada experimento. Asi, tras un periodo
de estabilizacion (30-40 minutos) y exposicion a 80 mM de KClI, los anillos fueron expuestos a
una solucion OK' durante 30 minutos y, posteriormente estimulados con NA, U46619 o ET-1 (3
x 10°M) durante otros 10-15 minutos. Finalmente, se afiadian concentraciones acumulativas de
KCI (0.4-8.8 mM). Algunos anillos fueron tratados con PMA (107M), inmediatamente después
de la exposicion a la solucion 0K

IILV. FARMACOS Y SOLUCIONES UTILIZADOS

Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado las soluciones que se encuentran en
la Tabla 2 y los siguientes farmacos: (-} bitartrato de noradrenalina, cloruro de acetilcolina,
U46619 (metil acetato de 9,11-dideoxi-11a,9a-epoximetano-prostaglandin F,_), nitroprusiato
sodico, glibenclamida, endotelina-1, estaurosporina, PMA (12-miristato, 13-acetato de forbol),
propranolol, quinacrina, tapsigargina, cremofor EL, EGTA (acido etilenoglicol-bis|[-
aminoetileter |-N,N,N",N'-tetraacético), ionomicina, cloruro de manganeso y ouabaina (Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Madrid), ODQ (1H-[1,2,4Joxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona, Tocris
Cookson Ltd., Bristol), nifedipino (Bayer, Leverkusen, Alemania), leveromakalim (SmithKline
Beecham Pharmaceuticals, Betchworth, Inglaterra), nicorandil (Merck Farma y Quimica, S.A_,
Barcelona), SNAP (S-Nitroso N-acetil-D,L-penicilamina, Alexis Corporation, Liufelfingen,
Alemania), verapamil (Knoll AG, Ludwigshafen, Alemania) y fura-2 AM (1 mM disuelto en
dimetil sulfoxido, Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Las soluciones madre de todos estos
farmacos se prepararon en agua destilada y desionizada (excepto estaurosporina, quinacrina,
PMA, tapsigargina, ODQ y glibenclamida que se disolvieron en dimetil sulfoxido y la ionomicina
en etanol), realizindose las diluciones posteriores en solucion de Krebs. La combinacion de NPS
y levcromakalim (1:1) (mol:mol) se preparé afiadiendo idéntico volumen de la solucion madre de
la misma concentracion de NPS y levcromakalim y las siguientes diluciones se realizaron en
solucion Krebs normal.

56




Material y métodos

Tabla 2. Composicion (mM) de las soluciones nutricias empleadas en esta Tesis Doctoral.

Soluciones NaCl | KCI | NaHCO, | MgS0, | CaCl, | NaH,PO, | KH,PO, glucosa

Krebs normal 118 | 4.75 25 1.2 2 0 1.2 11
oK' 118 0 25 1.2 2 1.2 0 11
Alto KCI 38 R0 25 12 2 0 12 11

III.VE. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresan como la media £ error estandar de la media (e.s.m.) para un
determinado niimero {n) de arterias de distintos animales. Las curvas concentracion-respuesta se
ajustan a la siguiente ecuacion logistica;

-k*([farmaco]-pD,)
1 +10

donde E es el efecto relajante del farmaco, E, . es el efecto maximo relajante (un indice de la
eficacia relativa del agente vasodilatador) que se expresa como porcentaje de la respuesta
contractil inicial, k es un factor que representa la pendiente de la curva y pD, es la concentracion
de farmaco necesaria para obtener un 50% del E,,, (CE,), expresado como logaritmo negativo
de dicha concentracion (un indice de la potencia del agente vasodilatador). Estos parametros
fueron calculados a partir de las curvas concentracion-respuesta ajustadas en cada experimento.

El desplazamiento hacia la derecha de la curva de relajacion a nicorandil inducido por ODQ,
glibenclamida o su combinacién se expresd como el log CR (log dose-ratio), siendo CR el
cociente entre la CE,, obtenida en presencia y en ausencia del antagonista. La potencia de la
accion inhibitoria de estos agentes se expresd como el log CR en lugar de utilizar un parametro
mas comin como el pK, (pKy = -log [inhibidor] + log (CR-1)), porque el log CR permite la
determinacion de la inhibicion producida por la combinacion de ambos inhibidores.

Para el tratamiento estadistico sc utilizaron los paquetes informaticos Microsoft Excel version 4.0.
y Pharmacological Calculation System (Tallarida). Se contrastaron los resultados experimentales
y controles comparando las medias mediante el analisis de varianza (ANOVA) seguido del test
de Newman Keuls. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias en las que
P fue menor de 0.05. La interaccion entre NPS y levcromakalim se evalud mediante un andlisis
isobolografico utilizando la combinacion (1:1) de ambos farmacos (Gessner, 1995). El analisis
estadistico de la desviacion de la linea de aditividad en el isobolograma se realizé6 como ha sido
descrito por Tallarida y cols (1989).
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IV.IL, Vasodilatacion inducida por NPS y SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas
contraidas con NA y U466195.

En arterias pulmonares, el tratamiento con NA (10°M) y U46619 (10"M) produjo una respuesta
vasoconstrictora estable de 904 + 52 mg (n = 70) y 983 £ 61 mg (n = 51), respectivamente. En
arterias mesentéricas, la respuesta contractil inducida por la NA y el U46619 (ambos a la
concentracion de 10°M) alcanzo valores de 1735 + 142 mg (n = 35) y 2096 + 207 mg (n = 23),
respectivaimente. En estas condiciones, la adicion de concentraciones acumulativas de NPS (1073
x 10°M) o de SNAP (10°*-3 x 10°M) produjo una vasodilatacion concentracién-dependiente
tanto de las arterias pulmonares (Fig 8) como de las mesentéricas (Fig 9). Esta respuesta
vasodilatadora alcanzaba valores estables al cabo de 3-5 minutos. Los valores de potencia (pD,)
y eficacia (E,,,,) para la vasodilatacion inducida por NPS y SNAP en arterias pulmonares vy
mesentéricas contraidas con NA y U46619 se encuentran en la Tabla 3.

e 257
N=
(5]
L T
)
&
75 NA U46619
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100 {ISNAP O @

| 1 ¥ 1 1
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Log [dador de NOJ (M)

Figura 8. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS y el SNAP
en arterias pulmonares contraidas con NA o U46619. Los resultados se expresan como la media
+e s.m (n=11-25)
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS en arterias
mesentéricas contraidas con NA o U46619. Los resultados se expresan como la media £ e. s, m.
(n=06-7).

En arterias pulmonares, ambos dadores de NO relajaron de forma completa las arterias
precontraidas con NA, mientras que mostraron una menor eficacia vasodilatadora en aquéllas
precontraidas con U46619 (Fig 8). Ademas, el NPS relajo de forma mas potente los anillos
precontraidos con NA que con U46619 (P < 0.01), st bien no se observaron diferencias en los
valores de pD, en el caso del SNAP. El NPS presentd valores similares de pD), en arterias
mesentéricas contraidas con NA y U46619 pero produjo un E , ligeramente superior (pero
estadisticamente significativo, p < 0.01) en las estimuladas con NA. Los valores de pD, del NPS
fueron similares en arterias pulmonares y mesentéricas estimuladas con NA (Tabla 3). En
resumen, el NPS y el SNAP relajaron con menor eficacia las arterias pulmonares contraidas con
U46619 que el resto de las condiciones experimentales estudiadas.
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Tabla 3. Vasodilatacién inducida por NPS, SNAP, levcromakalim y nicorandil en arterias
pulmonares y mesentéricas de lechon contraidas con NA 'y U46619. Se muestran los valores de
potencia (pD,) y eficacia (E,,,) de la relajacion de estos agentes vasodilatadores.

Agentes NA U46619
vasodilatadores [~

n pD, E

max

n pD, E

max

ARTERIAS PULMONARES

SNP 25 6.66 £ (.08 1013 20 619+ 0.1 ## 66 + 2 #4
SNAP 11 6.4 +0.08 10742 13 6.59+0.11 69 £ 3 ##
Levcromakalim | 6 6.8+0.1 59+7 6 6.5+0.2 5845
Nicorandil 7 48+0.1 112£4 6 . 48+0.1 104 +4

ARTERIAS MESENTERICAS

SNP 6 6.55+0.2 106 + 3 7 6.7 0.1 95 + 2 i
Levcromakalim | © 73=0.1% 973 = 5 734£01%* 9 £ 3 *
Nicorandil 6 54+02% 109+3 6 32x0.1%* 106 +2

#y ## p <0.05y p<0.01, respectivamente, con respecto a arterias contraidas con NA.
* P <0.05 con respecto a arterias pulmonares.

1V.Il. Reduccién de la [Ca’], y de la fuerza contrictil inducida por NPS en arterias
pulmonares de lechén contraidas con NA y U46619.

Efectos de NA y U46619 sobre la [Ca’' |, y fuerza contractil. El tratamiento con 80 mM de KCl
produjo un aumento del cociente F340/F380 seguido de un efecto vasoconstrictor. El U46619
(Fig 10) y la NA (Fig 11) indujeron un rapido aumento del cociente F340/F380 (respuesta fasica)
seguido de una caida lenta hasta alcanzar un nivel estable (respuesta tonica). Esta respuesta tonica
alcanzd valores del 99.7 £ 10.6% (n=6) y 79.3 + 7.0% (n = 9), respectivamente, de la respuesta
inductda por 80 mM de KCl en arterias estimuladas con U46619 y NA (P > 0.05 U46619 vs NA).
En la mayoria de los experimentos, la NA indujo un rapido aumento de la fuerza contractil que
alcanzo su maximo al cabo de 1-2 min (respuesta fasica) y que, posteriormente, disminuyo
lentamente hasta alcanzar un nivel estable al cabo de 10 minutos (respuesta tonica), mientras que
el U46619 produjo una respuesta vasoconstrictora monofasica de desarrollo mas lento. Estas
diferencias en el curso temporal de las respuestas a U46619 y NA fueron observadas también en
bafios de O0rganos convencionales, confirmando datos previos obtenidos en nuestro laboratorio
(Pérez-Vizcaino y cols., 1997). La respuesta tonica contractil inducida por U46619 y NA alcanzo
valores del 153 £ 7% (n=6) y 125 £ 11% (n = 9) de la contraccion inicial inducida con 80 mM
de KCI (P > 0.05 U46019 vs NA). Por tanto, a las concentraciones utilizadas, no se encontraron
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diferencias significativas en los aumentos observados en el cociente F340/F380 y en la fuerza
contractil inducidos por U46619 o NA. Ademas, la relacion fuerza-F340/F380 [(% del aumento
en fuerza }/(% del aumento en el cociente F340/F380) de la respuesta a 80 mM de KCI] fue
similar para U46619 y NA (1.63 £0.18 y 1.74 £ 0.22, respectivamente), lo que indicaba que para
aumentos similares del cociente F340/F380 ambos agonistas inducian una mayor respuesta
contractil que la producida por el KCI .

100/

|
!
100 — 1

F340 £380 £ )
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0

U46619 5 min

—

Figura 10. Registro simultaneo de los cambios en la fuerza contractil y en la [Ca® ] expresada
como el cociente F340/F380 inducidos por el NPS en una arteria pulmonar estimulada con
U46619 (107M).
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Figura 11. Registro simultaneo de los cambios en la fuerza contractil y en la [Ca*']; expresada
como el cociente F340/F380 inducidos por el NPS en una arteria pulmonar estimulada con NA
(10°M).

Lfectos del NPS sobre la [Ca* ],y la fuerza contractil. Las Figs 10 y 11 muestran los efectos del
NPS sobre el cociente F340/F380 y la fuerza contractil en arterias pulmonares estimuladas con
U46619 y NA, respectivamente. La adicion de NPS produjo una reduccion concentracion-
dependiente en el cociente F340/F380 y en la fuerza contractil. Al igual que ocurria en los bafios
convencionales, la Fig 12 muestra que el NPS relajoé completamente las arterias contraidas con
NA(E,..= 105 £ 4%, pD, = 6.59 £ 0.09), mientras que sOlo de forma parcial (E__ = 75 + 4%,
p < 0.01 con respecto a arterias estimuladas con NA) y con menor potencia (pD, =62+ 0.1, p
< 0.05 con respecto a arterias estimuladas con NA) aquéllas contraidas con U46619. Por el
contrario, el NPS redujo de forma completa y con igual potencia el aumento de la [Ca*']; inducido
por NA y U46619 (pD, = 6.7 £0.07 y 6.7 + 0.1, respectivamente) (Fig 12). Por tanto, en los
anillos estimulados con NA, el NPS redujo el cociente F340/F380 y la fuerza contractil de forma
paralela, presentando valores de pD, y E .. muy similares, mientras que se observd una
disociacion entre ambos efectos en las arterias estimuladas con U46619.
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Figura 12. Cambios en la {Ca®']; (F340/F380) y fuerza contractil inducidos por el NPS en arterias
contraidas con NA o 146619, expresados como porcentaje de la maxima respuesta del agente
vasoconstrictor. Los resultados se expresan como la media £ e. 8. m. (n = 5-8).

En la Fig 13 se muestra la relacion fuerza-F340/F380 obtenida tras dosis acumulativas de NPS
en arterias estimuladas con NA y U46619. En presencia de U46619, la relacion fuerza-F430/F380
esta desplazada a la izquierda con respecto a la obtenida en arterias contraidas con NA; es decir,
que para niveles similares de reduccion de la [Ca™],, el NPS produce una menor reduccion de la
fuerza contractil en arterias contraidas con U46619 que en aquéllas contraidas con NA.
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Figura 13. Relacién fuerza-[Ca™]; de la respuesta inducida por el NPS en arterias contraidas con
NA o U46619. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. {n = 5-8).

IV.I11. Estudio de los posibles mecanismos implicados en la relajacion producida por NPS
y SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas.

Papel de la guanilato ciclasa soluble. En arterias pulmonares precontraidas con NA o U46619,
la adicion de ODQ (10 M), un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, produjo una pequefia
respuesta contractil, que en ningun caso superd el 10% de la inducida por ambos agentes
vasoconstrictores. Sin embargo, a esta concentracion, el ODQ inhibid marcadamente la relajacion
inducida por el NPS (n=06-8) v el SNAP (n = 6-11) en arterias pulmenares contraidas con NA
(Fig 14) o U46619 (Fig 15). En arterias mesentéricas contraidas con NA, el tratamiento con ODQ
también inhibid marcadamente la relajacion inducida por el NPS (Fig 16). Estos resultados indican
que en arterias pulmonares y mesentéricas de lechon, ambos dadores de NO ¢jercen sus efectos
principalmente a través de la estimulacion de la guanilato ciclasa y el posterior aumento de los
niveles intravasculares de GMPc.
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Figura 14, Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS y el SNAP
en ausencia (Cirl) y presencia dei ODQ en arterias pulmonares contraidas con NA. Los resultados
se expresan como la media 1 e. s. m. (n = 6-25).
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Figura 15. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS y el
SNAP en ausencia (Ctrl) y presencia del ODQ en arterias pulmonares contraidas con U46619.
Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 6-20).
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Figura 16. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacién inducida por el NPS en
ausencia (Ctrl) y presencia del ODQ en arterias mesentéricas contraidas con NA o U46619.
Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-7)

Las Figs 17 y 18 muestran la relajacion inducida por el NPS en arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivemente, tras la exposicion a diversos tratamientos y la posterior
contraccion con NA. A continuacion se detallan los resultados de estos tratamientos.

Papel de la activacion de la ATPasa Na'/K*. En arterias pulmonares y mesentéricas en las
que se cambiaba el medio de incubacién de Krebs normal a una solucién OK* e
inmediatamente después se estimulaban con NA se obtuvo una respuesta vasoconstrictora de
977 + 111 mg (n = 9)y 1143 + 265 mg (n = 8), respectivamente. Esta respuesta no fue
significativamente diferente a la obtenida en arterias expuestas a solucién de Krebs normal. Sin
embargo, el tratamiento con la solucién OK™ inhibié la relajacion inducida por NPS en arterias
mesentéricas (B ., = 82 + 6% y pD, = 5.89 £ 0.27, P < 0.05 y 0.01, respectivamente, con
respecto a arterias control, Fig [8), mientras que Ia potencié en arterias pulmonares (pD, =
6.89 + 0.01, P < 0.05, Fig 17).

El tratamiento durante 20-30 minutos con ouabaina, un inhibidor de la ATPasa Na*/K*,
produjo una respuesta contractil de 321 + 100 mg (n = 6) y 351 £ 145 mg (n = 4) en
arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente. La ouabaina, al igual que la solucioén
0K, no modificé la respuesta vasoconstrictora inducida por la NA, pero desplazd a la derecha
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la curva de relajacion a NPS en arterias mesentéricas (pD, = 5.82 £ 0.13, P < 0.01),
mientras que no la afect6 en arterias pulmonares (pD, = 6.67 £ 0.13, P > 0.05) como se
observa en las Figs 17 y 18, respectivamente. Estos resultados indican que la activacion de la
ATPasa Na™/K* media parte del efecto vasodilatador del NPS en las arterias mesentéricas pero
no en las pulmonares.
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Figura 17. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS en
arterias pulmonares contraidas con NA en ausencia (Ctrl) o presencia de tratamiento: solucion
OK™ (0K), ouabaina, tapsigargina o solucién de alto KCl y posterior adicién de nifedipino
(Alto KCl + Nif). Los resultados se expresan como la media £+ e. s. m. (n = 5-9).

Papel de los canales de Ca®™ tipo L y canales de K*. En estos experimentos los anillos eran
incubados en una solucién Krebs normal y, posteriormente, en una con alto KCI (Tabla 2), lo
que produjo una respuesta de 899 + 82 mg (n = 5) y 1238 + 184 mg (n = 4),
respectivamente, en arterias pulmonares y mesentéricas. Posteriormente, las arterias fueron
totalmente relajadas con nifedipino (10® M), un bloqueante de canales de Ca** tipo L y, una
vez que la respuesta alcanzaba niveles basales, estimuladas con NA, cuya respuesta contractil
fue similar en arterias pulmonares (1071 + 71 mg, p > 0.05) pero inferior en arterias
mesentéricas (587 + 62 mg, p < 0.05) con respecto a la inducida en arterias sin tratar. Estos
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resultados estin en concordancia con el hecho de que el verapamil, otro bloqueante de canales
de Ca’* tipo L, sea més potente en relajar arterias mesentéricas que pulmonares contraidas con
NA (ver apartado IV.V). El tratamiento con la solucion de alto KC] y nifedipino no inhibio
la vasodilatacién inducida por el NPS, incluso la potencio en arterias pulmonares (pD, = 7.06
+ 0.05; P < 0.05, Fig 17) y aumenté su efecto maximo en arterias mesentéricas (E,,,, = 127
+ 7%, Fig 18). Estos resultados sugieren que ni la activacién de canales de K™ ni el bloqueo
de canales de Ca*" parecen mediar la relajacion de NPS en arterias pulmonares y mesentéricas
de lechon.

0
25
o
0
QO 50
©
o
Q 75
14 B 0K
R .0 | OAlto KCI + Nif
@ Tapsigargina
A Ouabaina
130 JI L i I 1
-8 7 ¥ 5 -4

Log [NPS] (M)

Figura 18. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS en
arterias mesentéricas contraidas con NA en ausencia (Ctrl) o presencia de tratamiento: solucioén
0K™ (0K), ouabaina, tapsigargina o solucién de alto KCI y posterior adicién de nifedipino
(Alto KCl + Nif). Los resultados se expresan como la media + e. s. m, (n = 4-9),

Papel de la SERCA. El tratamiento durante 40 minutos con tapsigargina (2 x 10° M), un
inhibidor de la SERCA, produjo una respuesta contractil de 391 + 90 mg {(n = 11) y 56 +
29 mg (n = 7) en arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente. La tapsigargina no
modifico la vasoconstriccion inducida por NA, pero desplazé marcadamente a la derecha la
curva de relajacion a NPS tanto en arterias pulmonares (pD, = 5.69 1 0.19, Fig 17) como
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en las mesentéricas (pD, =5.89 £ 0.19, Fig 18) y redujoel E_,, en las primeras (71 + 7 %).
De este modo, la activacion de la SERCA parece mediar gran parte del efecto vasodilatador
del NPS en arterias pulmonares y mesentéricas.

En experimentos realizados con arterias pulmonares en el baiio de Organos acoplado al
fluorimetro, fa exposicion a tapsigargina durante 10 minutos incrementd el cociente F340/F380
sobre la basal (60 + 6% de la respuesta inducida por 80 mM de KCl, n = 5; Fig 19). Sin
embargo, este aumento en el cociente F340/F380 no se acompaifi0 de cambios en la respuesta
contractil (Fig 19). La posterior adicién de NA (10°M) aument6é ain mas el cociente
F340/F380 hasta alcanzar el 131 + 18% de la respuesta a 80 mM de KCI1 (P < 0.05, con
respecto a anillos en ausencia de tapsigargina) y produjo una respuesta contractil (90 + 16%
de la respuesta a 80 mM de KCI). Asi, la relacion fuerza-F340/F380 para la NA fue
significativamente inferior en arterias tratadas con tapsigargina (0.72 &+ 0.11) que en aquéllas
no tratadas. El curso temporal del aumento en el cociente F340/F380 y fuerza contrictil
inducido por NA fue similar en ausencia y presencia de tapsigargina (Figs 11 y 19). Sin
embargo, la tapsigargina inhibié muy marcadamente la reduccién en el cociente F340/F380
inducida por NPS, mientras que sélo de forma parcial la relajacion inducida por este dador de
NO (Figs 19 y 20).
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Figura 19. Registro simultdneo de los cambios en la fuerza contractil y en la [Ca’*],
expresada como el cociente F340/F380 inducidos por el NPS en una arteria pulmonar tratada
con tapsigargina (2 x 10°M) y, posteriormente, estimulada con NA (10°M).
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Figura 20. Cambios en la [Ca’*], (F340/F380) y fuerza contractil inducidos por el NPS en
arterias contraidas con NA en ausencia (sin simbolos) o presencia de tapsigargina (circulos),
expresados como porcentaje de la méxima respuesta del agente vasoconstrictor. Las curvas en
ausencia de tratamiento proceden de la Fig 12 y se muestran con fines comparativos. Los
resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-8).

IV.IV. Mecanismo de la interaccion de U46619 con la via NO/GMPc en arterias
pulmonares.

Las Figs 21 y 22 muestran las respuestas a NPS en arterias pretratadas con la estaurosporina
(10"M) durante 20-30 minutos antes de su exposicién a U46619 (3 x 10"M). La estaurosporina
no alterd el cociente F340/F380 ni la fuerza contrictil basales, y tampoco modificé el aumento
en F340/F380 y fuerza inducidos por U46619 (81 + 16% y 190 + 34% de la respuesta inicial
a 80 mM de KCI, respectivamente, n = 6). Sin embargo, el cociente fuerza-F340/F380 fue
significativamente mayor (2.62 + 0.27) que la observada en ausencia de estaurosporina. La
posterior adicion de NPS de forma acumulativa produjo una reduccién concentracién
dependiente del cociente F340/F380 que fue similar a la obtenida en ausencia de estaurosporina
(Fig 21). Sin embargo, la presencia de estaurosporina aumentd de forma significativa (P <
0.05) la respuesta vasodilatadora maxima inducida por NPS (Fig 22}.
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Figura 21. Cambios en la [Ca’*], (F340/F380) inducidos por el NPS en arterias pulmonares
contraidas con U46619 en ausencia (linea discontinua) o presencia de estaurosporina (circulos),
expresados como porcentaje de la méaxima respuesta del agente vasoconstrictor. Los resultados
se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-8).
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Figura 22. Cambios en la fuerza contrictil inducidos por el NPS en arterias pulmonares
contraidas con U46619 en ausencia (linea discontinua) o presencia de estaurosporina (circulos),
expresados como porcentaje de la maxima respuesta del agente vasoconstrictor. Los resultados
se expresan como la media t e. s. m. (n = 5-8).
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1V.V. Vasodilatacién inducida por leveromakalim, nicorandil y verapamil en arterias
pulmonares y mesentéricas de lechén coutraidas con NA y Ud6619.

El leveromakalim (10°%-10° M) produjo una relajacion parcial de las arterias pulmonares,
mientras que relajé completamente las arterias mesentéricas independientemente de! agente
vasoconstrictor empleado (Fig 23).
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Figura 23, Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el levcromakalim
en arterias pulmonares (AP) y mesentéricas {AM) contraidas con NA y U46619. Los
resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-6).

El nicorandi! (107-3 x 10™ M), un agente que se comporta como ACP y dador de NO, relajo
completamente arterias pulmonares y mesentéricas contraidas con NA o U46619 (Fig 24). Los
valores de pD, y E,,,, de relajacion de levcromakalim y nicorandil se encuentran en la Tabla
3. Como se muestra en esta Tabla, las arterias pulmonares contraidas con U46619, que eran
relajadas sélo parcialmente por NPS y levcromakalim, fueron totalmente relajadas por el
nicorandil, un agente que comparte ambos mecanismos de accion.
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el nicorandil en
arterias pulmonares (AP) y mesentéricas (AM) contraidas con NA y U46619. Los resultados
se expresan como la media £ e. s. m. (n = 6-7).
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Figura 25. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el verapamil en
arterias pulmonares (AP) y mesentéricas (AM) contraidas con NA y U46619. Los resultados
se expresan como la media + e. s. m. (n = 4-7)
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La respuesta vasodilatadora del verapamil (10°*-10*M) fue dependiente tanto del tipo de arteria
como del agente vasoconstrictor. Las contracciones inducidas por la NA en arterias
mesentéricas fueron mas sensibles que aquéllas inducidas en arterias pulmonares o por U46619
en ambas arterias (Fig 25). Los parametros de la mayoria de las curvas concentracion-respuesta
a verapamil no pudieron ser calculados ya que a la maxima concentracion utilizada, el farmaco
no alcanzé su maxima respuesta vasodilatadora.

IV. VL. Efectos de ODQ, glibenclamida o de ambos fairmacos sobre la relajacion inducida
por NPS, levcromakalim y nicorandil.

En arterias pulmonares contraidas con NA, el OD() inhibié marcadamente la relajacion a NPS
(Fig 26) pero no afectd a la vasodilatacion inducida por leveromakalim (Fig 27), mientras que
la glibenclamida, un inhibidor de canales K 1, no modificé la respuesta vasodilatadora al NPS
(Fig 26), pero inhibié marcadamente la vasodilatacion inducida por levcromakalim (Fig 27).
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Figura 26. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el NPS en
arterias pulmonares contraidas con NA en ausencia (control) o presencia de ODQ o de
glibenclamida. Los resultados se expresan como la media £ e. s. m. {n = 6-25).
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Figura 27. Curvas concentracidn-respuesta de la vasodilatacion inducida por el levcromakalim
en arterias pulmonares contraidas con NA en ausencia {control) o presencia de ODQ o de
glibenclamida. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-7).

Las Figs 28-31 muestran la vasodilatacion inducida por el nicorandil en arterias pulmonares
y mesentéricas contraidas con NA o U46619 y en ausencia o presencia de ODQ, glibenclamida
0 ambos. La respuesta vasodilatadora a nicorandil fue inhibida por el ODQ (Log CR = 1.25),
mientras que no se afectd por la presencia de glibenclamida (LLog CR = -0.035) en arterias
pulmonares contraidas con NA; ademas, el tratamiento con OD(Q mas glibenclamida no
modificé la inhibicién inducida por ODQ sélo (log CR para ODQ + glibenclamida = 1.2)
(Fig 28). En arterias pulmonares (Fig 29) y mesentéricas (Fig 31) contraidas con U46619 tanto
el ODQ (Log CR = 0.85 y 1.04 para arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente)
como la glibenclamida (Log CR = 0.83 y (.51 para arterias pulmonares y mesentéricas,
respectivamente) desplazaron a la derecha la relajacion inducida por el nicorandil, mientras que
la asociacién de ambos inhibidores produjo un desplazamiento superior al inducido por cada
uno en solitario (Log CR para ODQ + glibenclamida = 1.51 y 1.54 en arterias pulmonares
y mesentéricas, respectivamente). En arterias mesentéricas contraidas con NA (Fig 30), el
0ODQ inhibi6 la relajacion producida por el nicorandil (log CR = 0.58). En estas arterias, la
glibenclamida no modificé la relajacioén inducida por el nicorandil (log CR = 0.07); sin
embargo, en presencia del OD(Q, desplazé marcadamente a la derecha la curva de relajacién
(log CR para ODQ + glibenclamida = 1.37).

76



Resultados

0of
c
0
g
E\ 50 ]
&" Control (@)
° Glib m
= oba A
Glib + ODQ L 2
100
-7 -6 -5 -4 -3

Log [Nicorandil] (M)

Figura 28. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacion inducida por el nicorandil en
arterias pulmonares contraidas con NA en ausencia (control) o en presencia de ODQ, de
glibenclamida (Glib) o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la media
+e.s.m (n=59).
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Figura 29. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el nicorandil en
arterias pulmonares contraidas con U46619 en ausencia (control) o en presencia de ODQ,
glibenclamida (Glib) o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la media
te. s.m. (n = 6-8).
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Figura 30. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el nicorandil en
arterias mesentéricas contraidas con NA en ausencia (control) o en presencia de ODQ, de
glibenclamida (Glib) o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la media
+ e. 5. m. (n = 5-8).
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Figura 31. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el nicorandil en
arterias mesentéricas contraidas con /46619 en ausencia (control) o en presencia de ODQ, de
glibenclamida (Glib) o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la media
+ e.s. m. (n = 4-6).
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IV.VII. Efectos de la combinacién de NPS y leveromakalim.

Relajacion de cada farmaco en presencia de una concentracion tnica del otro. En estos
experimentos se estudid la vasodilatacion inducida por el NPS en presencia de una
concentracién de levcromakalim y viceversa, eu arterias mesentéricas contraidas con NA (3
x 10°M) y en arterias pulmonares contraidas con U46619 (10°M). Estos resultados se han
comparado con controles de concentracién y de tono (ver material y métodos, apartado
111.1V.8). Bl tratamiento con una concentraciéon de levcromakalim de 3 x 107M en arterias
pulmonares y de 3, 5 6 7 x 10°M en arterias mesentéricas, produjo una relajacién de 34 + 5
% y de 23 £ 2 %, respectivamente. En arterias pulmonares contraidas con U46619, el
pretratamiento con leveromakalim permitié aumentar el efecto méximo vasodilatador del NPS
(E... = 101 £ 7%, n = 6) con respecto a controles de concentracién (E,,, = 66 + 7%, n =
12) v de tono (E,,, = 67 + 4%, n = 14) (Fig 32), pero no modifico la potencia
vasodilatadora del NPS (pD, = 6.0 % 0.1) con respecto a arterias en ausencia de
leveromakalim (pD, = 5.9 £ 0.1 y 6.2 10.1 para controles de concentratién y de tono,
respectivamente). [.a relajacion inducida por el NPS en arterias mesentéricas contraidas con
NA no fue modificada por la presencia de levcromakalim (Fig 33).
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Figura 32. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS en
ausencia y presencia del pretratamiento con leveromakalim (3 x 107 M) en arterias pulmonares
contraidas con U46619 (10° M). Se muestran dos tipos de controles: arterias contraidas con
la misma concentracion del U46619 que en presencia de pretratamiento (control de
concentracion), y arterias contraidas con una concentracion de U46619 (107 M) que produjo
una contracciéon similar al tono final inducido por U46619 mds pretratamiento (control de
tono). Los resultados se expresan como la media £ e. s. m. (n = 6-14).
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Figura 33. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS en
ausencia y presencia del pretratamiento con levcromakalim (3 x 107 M) en arterias
mesentéricas contraidas con NA (3 x 10° M). Se muestran dos tipos de controles: arterias
contraidas con la misma concentracion de la NA que en presencia de pretratamiento (control
de concentracion) y arterias contraidas con una concentracion de NA (10° M) que produjo una
contraccion similar al tono final inducido por NA maés pretratamiento (control de tono). Los
resultados se expresan como la media + e, s. m. (n = 5-8).

En otra serie de experimenios, la adicion de una concentracién de NPS de 3 x 10°M en
arterias pulmonares y de 3 x 10°*M en arterias mesentéricas produjo una relajacién de 34 +
4 % y de 20 + 4 %, respectivamente. El pretratamiento con NPS mejord la maxima respuesta
vasodilatadora inducida por leveromakalim en arterias pulmonares contraidas con U46619 (E__,
=77 + 3 %, n = 4) con respecto a controles de concentracion (E_,, = 47 + 4%, n=15) y
de tono (E,,, = 57 £ 5%, n = 6), respectivamente (Fig 34). Sin embargo, los valores de pD,
del levcromakalim (6.7 £ 0.1) no fueron significativamente distintos que los obtenidos en
ausencia de NPS (6.7 + 0.1 y 6.5 +0.1 control de concentratiéon y de tono, respectivamente).
En arterias mesentéricas contraidas con NA, el pretratamiento con NPS no modificé la
respuesta vasodilatadora inducida por levcromakalim (Fig 35).
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Figura 34, Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacién inducida por el leveromakalim
en ausencia y presencia del pretratamiento con NPS (3 x 107 M) en arterias pulmonares
contraidas con U46619 (10° M). Se muestran dos tipos de controles: arterias contraidas con
la misma concentracién del U46619 que en presencia de pretratamiento (control de
concentracion), y arterias contraidas con una concentracion de U46619 (107 M) que produjo
una contraccion similar al tono final inducido por U46619 mas pretratamiento (control de
tono). Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 4-6).
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Figura 35. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacién inducida por el levcromakalim
en ausencia y presencia del pretratamienio con NPS (3 x 10 M) en arterias mesentéricas
contraidas con NA (3 x 10°M). Se muestran dos tipos de controles: arterias contraidas con la
misma concentracion de la NA que en presencia de pretratamiento (control de concentracion),
y arterias contraidas con una concentracién de NA (10°° M) que produjo una contraccién
similar al tono final inducido por NA mds pretratamiento (control de tono). Los resultados se
expresan como la media + e. 5. m. (n = 5-8).
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Relajacion inducida por la combinacion de NPS y levcromakalim (1:1) y andlisis
isobologrdfico. La Fig 36 muestra la relajacién inducida por el NPS, el levcromakalim y la
combinacién de ambos fArmacos (1:1) en arterias pulmonares contraidas con U46619. A pesar
de que el NPS vy el levcromakalim sélo relajaron parcialmente las arterias estimuladas con
1J46619, su combinacion (1:1) las relajo de forma completa y con una potencia similar a la de
cada farmaco solo (pD, = 6.44 + 0.11, p>0.05 con respecto a NPS o levcromakalim). El
andlisis isobologrifico (Fig 37) se llevd a cabo a partir de las curvas de relajacion de NPS,
levcromakalim y su combinacion (1:1) que aparecen en la Fig 36. En este andlisis se representa
la isobola obtenida a partir de las concentraciones de cada firmaco y de la combinacion (1:1)
que producian un 25% del efecto maximo (EC,;), ya que ni NPS ni levcromakalim relajaron
las arterias de forma completa. Ef punto de la combinacién (1:1) no se alejé de la linea de
aditividad, indicando la ausencia de interacciones entre ambos firmacos.
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Figura 36. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacion inducida por el NPS,
levcromakalim o su combinacion (1:1) en arterias pulmonares contraidas con U46619. Los
resultados se expresan como la media  e. 5. m. (n = 6-20).
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Figura 37. Isobolograma de la combinacién de NPS y levcromakalim. La linea negra
representa la isobola obtenida a partir de las concentraciones de cada firmaco y de su
combinacion (1:1} que producian un 25% del efecto maximo (EC,;) y la linea discontinua
representa la linea de aditividad. Los datos proceden de las curvas concentracion-respuesta de
la figura 36.

1V.VIIIL. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatacion inducida por el
KClI en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en una solucién 0K™.

Relajacion inducida por el KCI en arterias incubadas en una solucion OK*. 1.a exposicion a
una solucién OK™ durante 1 hora produjo una respuesta contractil que tardé unos 20-30
minutos en comenzar a desarrollarse. En estas condiciones, la adicion de KCI de forma
acumulativa (0.2-8.8 mM) indujo una relajacion concentracion-dependiente de arterias
pulmonares (Fig 38) y mesentéricas (Fig 39). La Tabla 4 contiene las respuestas contractiles
inducidas por la solucién 0K~ y los valores de pD, y E,,, de las curvas concentracién-respuesta
a KCl en arterias pulmonares y mesentéricas. La relajacion inducida por KCI fue mas potente
en arterias mesentéricas que en las pulmonares (pD, = 3.35 + 0.07 y 2.75 + 0.11,
respectivamente, p < 0.03)

El tratamiento con ouabaina (10°M) inmediatamente después de la exposicién a OK*

practicamente eliminé la vasodilatacion inducida por el KCl en arterias pulmonares y
mesentéricas estimuladas con NA, mientras que el tratamiento con BaCl, (2 x 10°M) no la
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modificod (Figs 38 y 39). Estos resultados indicaban que la relajacion inducida por el KCl
estaba mediada a través de la activacién de la ATPasa Na™/K™ y no a través de la activacién
de los canales K.
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Figura 38. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el KC! en arterias
pulmonares incubadas con una solucién OK* durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a NA
o vehiculo (control). Algunas arterias fueron tratadas con ouabaina (Ouab) inmediatamente
después de la incubacion con la solucién OK*. Los resultados se expresan como la media +
e.s. m. {n =35-12).

Algunos anillos fueron estimulados con NA, U46619 o ET-1 tras la exposicion durante | hora
a la solucién OK™*, lo que produjo una mayor contraccién (Tabla 4). Cuando esta respuesta
vasoconstrictora se estabilizd, la adicién del KCl relajé totalmente las arterias mesentéricas
independientemente del agonista empleado (Fig 41), mientras que solo de forma parcial las
arterias pulmonares contraidas con NA (E,, = 70 £ 6), ET-1 (E_,, = 62 + 4) o U46619
(E,.. =73 £ 7)(Tablad y Fig 40). La NA, el U46619 y la ET-1 deplazaron marcadamente
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a la derecha la curva concentracion-respuesta a KCl en arterias mesentéricas, mientras que no
la modificaron en arterias pulmonares (Tabla 4 y Figs 40 y 41). Por lo tanto, los tres agentes
inhibieron la relajacién inducida por el KCI en arterias pulmonares y mesentéricas, salvo en
el caso de las arterias pulmonares tratadas con U46619. Sin embargo, el tipo de inhibicion fue
distinta dependiendo del vaso arterial; en arterias pulmonares estos agentes inhibieron el efecto
maximo, mientras que en las mesentéricas redujeron la potencia vasodilatadora del KCl.
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Figura 39. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK™ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA o vehiculo (control). Algunas arterias fueron tratadas con ouabaina (Quab) o BaCl,
inmediatamente después de la incubacién con la solucién 0K ™. Los resultados se expresan

como la media + e. s. m. {n = 5-15). * p < 0.05 con respecto a arterias estimuladas con
NA.
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Tabla 4. Resumen de la relajacion inducida por el KCl en arterias pulmonares y mesentéricas
bajo diversas condiciones experimentales. Las arterias fueron tratadas con una solucién OK*
durante 80 minutos. NA, U46619 y ET-1 fueron afiadidas a los 60 minutos de la exposicion
a 0K™, el resto de los farmacos lo fue inmediatamente después de la exposicién a 0K ™.

Arterias pulmonares Arterias mesentéricas
Tratamiento | n Tono pD, | n Tono pD, E, .
Control 7 16304169 | 2752011 ] 9316 |5 | 1313429 |335+0.07 | 110+
9
PMA S| 725+79 [ 2594013 2143 | 9 [ 32224529 | 337401 | 7647
* % Hk H¥
. J
NA 12 [ 937 + 127 | 2584006 | 70+ 6 | 15| 2604 + 365 | 2.95 + 0.07 | 105 +
*® * F 3
-
NA + PMA [ s 848 £163 | 2.51 £ 0.08 | 41 + 8§ [ 6 | 3276 +449 | 3.01 £0.12 | 66 + 9
# #
— o
NA + Quin | 12 | 662 + 100 [ 3.01 £ 0.11 | 68 + 13 | 5 | 1720 1+ 441 | 295+ 0.10 [ 99 + 5
##

NA+PMA [ 7 | 713 £85 |259+0.08{ 20+6 | 5 | 1216 £316 {299 +0.18 | 551+
+ Quin $ $ 17
NA + St 7 | 615+ 112 (2494008 76+8 | 7 | 1450 +272 | 3.12 +0.07 | 102 &

# 3
NA + Prop | 5 132+ [247+004 | 68+ 10 | 5 | 31454585 | 2.93 £ 0.09 | 105 +
335 3
[
U46619 10| 817 £99 | 2764008 | 73 +£7 |12 | 2959 + 517 | 2.47 £ 0.09 | 103 +
ke ok 7
-1
U46619 + | 8 | 804 + 142 (297 £0.03 | 56+ 4 | 8 | 2070 + 542 | 2.81 £ 0.08 | 105 +
Quin tt t t 7
U466i9 + St | 7 615+ 70 | 2.75 + 0.08 93+ 8 9 1927 4 285 | 2.83 + 0.12 105 +
t 7
ET-1 9 | 930498 |2.51+0.06 [62+4 7 | 3110 £ 603 | 2.57 + 0.11 | 109 +
* 3k * FES 4
ET-1 + Quin { 7 [ 844 + 137 | 2.87 £ 0.14 | 69 + 7 6 2537 £ 554 | 268 +£0.12 ] 99+ 5
&
—_
ET-1+S8t [ 7| 637499 | 274008 | 90+5 | 6 | 1975+ 467 [ 2.98 +0.14 | 113 +
&& && & 3

Tono es la respuesta contractil (en mg) inducida por una solucién OK* en ausencia y presencia de diversos
tratamientos antes de la adicion de KCl. E_, es 1a mixima respuesta vasodilatadora de KCl expresada
como porcentaje del tono inicial y el pD, es 1a concentracion de KCI (-log molar) que induce 1a mitad del
maximo efecto vasodilatador. Los resultados se expresan como la media £ SEM. *y ** P < 0.05y P
< 0.0l vscontrol, #, ## P < 0.0Sy P < 0.0 vs NA, $3 P < 0.0l vs NA + PMA, t P < 0.05 vs
U46619, & P < 0.01 vs ET-1. Abreviaturas: Quin (quinacrina), St (estaurosporina) y Prop (propanolol),
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Figura 40. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una soluciéon OK* durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA, U46619, ET-1 o vehiculo (control). Los resultados se expresan como la media + e. s.

m. (n = 7-12).
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Figura 41. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el KCl en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK™ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA, U46619, ET-1 o vehiculo (control). Los resultados se expresan como la media + e. s.
m. (n = 5-15).

87




Resultados

Efectos de los ésteres de forbol. La exposicién simultdnea a la solucion 0K* y al PMA (10"M)
produjo una respuesta contrctil, que al cabo de 80 minutos alcanzaba una amplitud equivalente
a la obtenida en arterias incubadas en la solucion OK" y tratadas con NA, U46619 o ET-1
(Tabla 4). El PMA redujo marcadamente el E,,, del KCl, pero no modificé su potencia (pD,)
tanto en arterias pulmonares como mesentéricas (Tabla 4 y Figs 42 y 43). Algunas arterias,
fueron expuestas a la solucién OK* + PMA durante 1 hora y, posteriormente, estimuladas con
NA, lo que indujo una respuesta contrictil similar a la obtenida en ausencia de PMA. En estas
arterias, de nuevo la presencia de PMA no modifico los valores de pD, del KCl pero inhibio
la maxima respuesta vasodilatadora (Tabla 4 y Figs 42 y 43).
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Figura 42. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCl en arterias
pulmonares incubadas con una sofucién 0K durante [ hora en ausencia o presencia de PMA

y, posteriormente, expuestas a NA o vehiculo (control). Los resultados se expresan como la
media 4 e. s. m. (n = 5-12).
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Figura 43. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCl en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK* durante 1 hora en ausencia o presencia de PMA
y, posteriormente, expuestas a NA o vehiculo (control). Los resultados se expresan como la
media £ e. s. m. {n = 5-15).

Efectos de estaurosporina, quinacrina y propanclol. En estos experimentos se han estudiado
las acciones de la estaurosporina y de la quinacrina sobre la relajacion inducida por el KCl en
arterias estimuladas con NA, U46619, ET-1 o0 PMA mds NA. Ambos inhibidores produjeron
una discreta reduccion de las respuestas contractiles a 0K* y de la inducida por la posterior
adicién de NA, U46619 y ET-1, si bien este efecto s6lo fue significativo para la quinacrina
en arterias mesentéricas tratadas con PMA mas NA (Tabla 4). La estaurosporina aumenté la
méxima respuesta vasodilatadora del KCl en arterias pulmonares tratadas con ET-1 (Fig 48)
o U46619 (Fig 46), si bien en estas dltimas este incremento no llegd a ser significativo,
mientras que no modificé la inhibicidn inducida por la NA. En arterias mesentéricas, la
estaurosporina revirtid parcialmente el desplazamiento de la curva concentracion-repuesta al
KCl inducido por la NA (Fig 45), el U46619 (Fig 47) y 1a ET-1 (Fig 49), si bien el efecto era
mucho mds marcado para estos dos Gltimos agonistas que para la NA. La quinacrina, por su
parte, potencié la relajacion inducida por el KCI en arterias pulmonares estimuladas con la NA
(Fig 44}, el U46619 (Fig 46) o la ET-1 (Fig 48) y en arterias mesentéricas contraidas con el
U46619 (Fig 47) (ver resumen en Tabla 4). La quinacrina, sin embargo, no modificé la
inhibicion inducida por el PMA mds NA en arterias pulmonares (Tabla 4 y Fig 50) ni por la
NA, la ET-1 o el PMA mas NA en arterias mesentéricas (Tabla 4 y Figs 45, 49 y 51,
respectivamente). El tratamiento con propanolol, un antagonista de recetores p-adrenérgicos,
no afectd a la relajacion inducida por KCl en arterias pulmonares o mesentéricas contraidas con
NA (Tabla 4).

89



Resultados

0 -
o \\\
“Q .
0
=,
L]
E 50 J
(14 ONA
2 A St+NA
W Quin + NA ~~
100 - T T T 1
-4.0 3.5 -3.0 25 2.0

Log [KCI] (M)

Figura 44, Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el KCl en arterias
pulmonares incubadas con una solucién OK™ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a NA
o vehiculo (control, linea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con estaurosporina (St)
o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubaciéon con OK™. Los resultados se
expresan como la media + e. s. m. (n = 7-12).
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Figura 45. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacién inducida por el KCl en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK* durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA o vehiculo (control, linea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con estaurosporina
(St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubacién con OK*. La linea
discontinua representa la relajacion inducida por el KCl en usencia de tratamiento (control).
Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-15).
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Figura 46. Curvas concentracidn-respuesta de la vasodilatacién inducida por el KCl en arterias
pulmonares incubadas con una solucién OK* durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
U46619 o vehiculo (control, linea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St) o guinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubacién con O0K”. Los
resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 7-10).
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Figura 47. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK™ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
U46619 o vehiculo (control, linea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubacion con OK™. La
linea discontinua representa la relajacion inducida por el KCl en usencia de tratamiento
(control). Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = §-12).
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Figura 48. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCl en arterias
pulmonares incubadas con una solucién 0K durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a la
ET-1 o wvehiculo (control, linea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina {St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubacién con 0K*. Los
resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 7-9).
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Figura 49, Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCl en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK™ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
ET-1 o vehiculo (control, linea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubacién con OK*. Los
resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-7).
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Figura 50. Curvas concentracién-respuesta de la vasodilatacion inducida por el KCl en arterias
pulmonares incubadas con una solucién OK™ y PMA durante 1 hora y, posteriormente,
expuestas a NA. Algunas arterias fueron tratadas con quinacrina {Quin) inmediatamente
después de la incubacion con OK*. La linea discontinua representa la relajacién inducida por
KCl en ausencia de PMA y NA (control). Los resultados se expresan como la media + e. s.

m. (n = 7-8).
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Figura 51. Curvas concentracion-respuesta de la vasodilatacidn inducida por el KC1 en arterias
mesentéricas incubadas con una solucién OK* y PMA durante 1 hora y, posteriormente,
expuestas a NA. Algunas arterias fueron tratadas con quinacrina (Quin) inmediatamente
después de la incubacién con OK™. La linea discontinua representa la relajacion inducida por
el KCl en ausencia de PMA y NA (control). Los resultados se expresan como la media + e.

s. m. {n = 5-6).
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IV.IX. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatacién y la reduccion de la
[Ca®"), inducidas por KCIl en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en una
solucion 0K,

Las Figs 52 y 53 muestran 4 experimentos en los que se registran los cambios en la [Ca’*],,
expresados como el cociente F340/F380 y en la fuerza contréctil en arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivamente. Las arterias eran tratadas primero con 80 mM de KCI que
producia un rapido aumento del cociente F340/F380 y de la fuerza contrictil. Una vez que la
respuesta al KCl se estabilizaba, los anillos se lavaban hasta que el cociente F340/F380 y la
fuerza contréctil volvian a niveles basales. La posterior exposicion a una soluciéon OK™ durante
30 minutos produjo un aumento del cociente F340/F380 y de la fuerza contrictil en arterias
pulmonares (Fig 52), mientras que no se observaron cambios en arterias mesentéricas (Fig 53).
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Figura 52. Registros simulténeos de los cambios en la [Ca’"],, expresada como el cociente
F340/F380 y en la fuerza contractil en arterias pulmonares. Las arterias eran primero
estimuladas con 80 mM de KCl, y se incubaban en una solucién OK™* durante 30 minutos. A
continuacion, eran estimuladas con U46619 (parte superior) o NA (parte inferior) y tratadas
con concentraciones acumulativas de KCl.
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Figura 53. Registros simultdneos de los cambios en la [Ca**],, expresada como el cociente
F340/F380 y en la fuerza contrictil en arterias mesentéricas. Las arterias eran primero
estimuladas con 80 mM de KCl, y se incubaban en una solucién OK™ durante 30 minutos. A
continuacidn, eran estimuladas con NA (parte superior) o ET-1 (parte inferior) y tratadas con
concentraciones acumulativas de KCI.

La adicion de KCI (0.4-8.8 mM) en estas condiciones produjo una relajacion y una reduccion
concentracion-dependiente del cociente F340/F380 en arterias pulmonares (Figs 54 y 55,
respectivamente y Tabla 5), mientras que en las mesentéricas, si bien se redujo el cociente
F340/F380 por debajo de los niveles basales, no se observaron cambios en la fuerza contrictil,
puesto que no existia contraccidn (Figs 56 y 57, Tabla 5). La adicion de NA, U46619 o ET-1
produjo un aumento del cociente F340/F380 seguido de una respuesta vasoconstrictora tanto
en arterias pulmonares (Fig 52) como en las mesentéricas (Fig 53). En arterias pulmonares,
el aumento de la fuerza contrdctil inducida por estos agonistas fue significativamente mayor
al obtenido por arterias control, mientras que el incremento del cociente F340/F380 fue similar
en presencia o en ausencia de agonista (Tabla 5). En arterias mesentéricas, el aumento de la
fuerza contractil y del cociente F340/F380 fue similar tras el tratamiento con NA o ET-1
(Tabla 5); el tratamiento con PMA inmediatamente después de la exposicion a la solucién 0K
no afectd al cociente F340/F380 o a la fuerza contréctil, pero la posterior adicion de NA
incrementd ambos hasta niveles similares a los obtenidos en arterias estimuladas con NA o
ET-1 (Tabla 5).
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Tabla S. Efectos de KCI sobre la fuerza y la [Ca®*]; (F340/F380) en arterias pulmonares y
mesentéricas control o tratadas con NA, U46619, ET-1 o PMA mas NA. Las arterias fueron
expuestas a una solucién sin K* (0K™) durante unos 30 minutos. La NA, el U46619 y la ET-1
fueron anadidos a los 20 minutos de la exposicion a OK™, mientras que el PMA
inmediatamente después de la exposicién a 0K ™.

Fuerza F340/F380
Tratamiento| n | Incremento pD, E.. Incremento pD; E, .
ARTERIAS PULMONARES
Control 6 65 + 6 293+01 | 0.8+6 524 13 2.7 +007 | 21 +£12
NA 5 128 + 21 2.88 £ 0.1 69 + 13 45 + 11 3.06 £ 0.06 -26 + 4
* £ ®
U46649 4 126 + 17 3.09 £ 0.09 | 56 + 11 N+6 3.27 £ 006 | 38 +£13
* * R
ET-] 3 107 + 13 2.88 + 0.07 |} 70 + 18 83 + 15 327014 | 24 + 14
* * *
ARTERIAS MESENTERICAS
Control 3 2.7 + 0.1 -84 + 18
NA 5 203 + 41 3.2 +£ 01 944 47 + 14 2.9+ 0.1 -59 + 15
NA + PMA | 4 187 + 10 3.1+ 0.1 17 + 12 57 £ 17 32401 | 74412
*H#
ET-1 4 164 + 20 2.8 £ 0.1 27+ 6 39+ 6 3.0 + 0.1 -55 + 7
¥ *

Incremento es el aumento del tono contrictil (fuerza, mg) o de a sefal fluorescente {F340/F380) inducido
por los distintos tratamientos antes de 1a adicion del KCly E . es la mdxima reduccién del tono contrictil
(fuerza) o de la sefial fluorescente (F340/F380) del KCl, ambos valores expresados como porcentaje de
[a respuesta inducida por 80 mM de KCI. pD, es la concentracién de KCI (-log molar) que induce la mitad
del miximo efecto vasodilatador. Los resultados se expresan como la media & SEM de n experimentos,
*y ¥ P <005y P < 0.01 vs control, # P < 0.01 vs NA.

Las Figs 54-57 muestran las curvas de reduccion dei cociente F340/F380 y de ia fuerza
contractil obtenidas tras la adicién acumulativa de! KCI1 (0.4-8.8 mM) en arterias pulmonares
(Figs 54 y 55) y mesentéricas (Figs 56 y 57) control o tratadas con NA, U46619, ET-1 o NA
mas PMA. En la parte superior derecha de estas figuras se muestran las curvas normalizadas
para permitir una mejor visualizacion de los resultados. En todos los casos, la reduccién del
cociente F340/380 inducido por el KCI alcanzé niveles por debajo de la basal (Figs 55 y 57),
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mientras que la disminucién de la fuerza se mantuvo por encima de la misma (Figs 54 y 56).
La méaxima reduccion del cociente F340/F380 fue similar en arterias pulmonares y
mesentéricas control o tratadas con el agonista, si bien en todos los casos esta reduccion fue
superior en arterias mesentéricas que en las pulmonares aunque no alcanzase significacion
estadistica (Tabla 5).

En arterias pulmonares, la maxima respuesta vasodilatadora del KCl fue inferior en arterias
tratadas con agonista que en las control, si bien en estas Gltimas se parte de un tono
vasoconstrictor menor (Tabla 5 y Fig 54). De tal forma que cuando se representan las curvas
normalizadas (parte superior derecha de la Fig 54) se observa una vasodilatacion similar en
arterias control o tratadas con U46619, mientras que el tratamiento con NA o ET-1 inhibi6 la
maxima respuesta vasodilatadora; estos resultados son similares a los obtenidos en bafios de
drganos convencionales (Apartado IV.V. y Fig 40). En estas arterias todos los agonistas
desplazaron hacia la izquierda la curva de reduccion del cociente F340/F380 inducida por KCl,
siendo el U46619 el que mayor potenciacién producia (Fig 55 y Tabla 5).
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Figura 54. Cambios en la fuerza contrictil inducidos por el KCl en arterias pulmonares
incubadas durante 30 minutos en una solucion OK™ y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1,
U46619 o vehiculo (control). En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas
normalizadas. Los resultados se expresan como la media & e. s. m. (n = 3-6).
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Figura 55. Cambios en la [Ca’*], (F340/F380) inducidos por el KCI en arterias pulmonares
incubadas durante 30 minutos en una solucion OK™ y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1,
U46619 o vehiculo (control). En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas
normalizadas. 1.os resuitados se expresan como la media &+ e. s. m. (n = 3-6).

En arterias mesentéricas tratadas con NA, ET-1 o PMA més NA no se observaron diferencias
significativas en Ja maxima reduccion de la fuerza contrictil inducida por el KCl (Fig 56 y
Tabla 5). Por el contrario, el KCI relajé de forma mas potente las arterias contraidas con NA
(sola o en presencia de PMA) que aquéllas estimuladas con ET-1 (Fig 56 y Tabla 5). Sin
embargo, el KCl! redujo el cociente F340/F380 de manera similar en arterias estimuladas con
NA que en las control (Fig 57 y Tabla 5), mientras que el tratamiento con ET-1 o PMA més
NA potencid la reduccién del cociente F340/F380 inducida por KCl con respecto a arterias
control o estimuladas con NA.
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Figura 56. Cambios en la fuerza contrictil inducidos por el KCl en arterias mesentéricas
incubadas durante 30 minutos en una solucion OK* y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1
o vehiculo (control). Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamente después de la
incubacion con OK™. En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas normalizadas.
Los resultados se expresan como la media £+ e. 5. m. (n = 3-5).
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Figura 57. Cambios en la [Ca**], (F340/F380) inducidos por el KCI en arterias mesentéricas
incubadas durante 30 minutos en una solucién 0K y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1
o vehiculo (Control). Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamente después de
la incubacién con OK™. En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas
normalizadas. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 3-5).
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Las Figs 58 y 59 muestran la relacion fuerza-F340/F380 de KCl en arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivamente, en situacioén control o en presencia de NA, U46619, ET-1 o
PMA mis NA. En las arterias pulmonares, la NA, la ET-1 y el U46619 desplazaron hacia
arriba y de de forma similar la relacién fuerza-F340/F380 del KCl con respecto a las arterias
control (Fig 58). En arterias mesentéricas no se pudo representar la relacion fuerza-F340/F380
del KCI en arterias control, puesto que no existi¢ contraccién ni relajacidon en esta situacion,

por lo gque se ha incluido la relacion fuerza-F340/F380 obtenida tras la adicion de 80mM de
KCIl como referencia. La NA, la ET-1 y el PMA mas NA desplazaron hacia arriba la relacion
fuerza-F340/F380 del KCI con respecto a la obtenida por la despolarizacién inducida por 80
mM de KCI (Fig 59). Este desplazamiento fue mas marcado para ET-1 y PMA mis NA que
para NA (P < 0.05), mientras que no se observaron diferencias entre ET-1 y PMA mas NA.

Por lo tanto, el KCI produjo una relajacién inferior de la que cabria esperar para la reduccion
en la [Ca’*|; en arterias pulmonares y mesentéricas tratadas con NA, U46619, ET-1 o PMA
mas NA.
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Figura 58. Relacion fuerza-[Ca’*]; de la respuesta inducida por el KCI en arterias pulmonares
incubadas durante 30 minutos en una solucién OK* y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1,
146619 o vehiculo (Control). Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 3-6).
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Figura 59. Relacion fuerza-[Ca’*), de la respuesta inducida por el KCl en arterias mesntéricas
incubadas durante 30 minutos en una solucién OK™ y, posteriormente, tratadas con NA o ET-
. Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamente después de la incubacién con
OK*. En linea discontinua se muestra la relacion fuerza-[Ca®*), obtenida tras la despolarizacion
con 80 mM de KCl. Los resultados se expresan como 1a media + €. s. m. (n = 3-5).
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Discusion

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la vasodilatacién inducida a través de la activacion de
la via del NO/GMPc, de los canales K,1p y de la ATPasa Na™/K ' en arterias pulmonares y
mesentéricas estimuladas con diversos agentes vasoconstrictores. La relajacion inducida a
través de la activacion de la via del NO/GMPc y de los canales K, se ha evaluado utilizando
los nitrovasodilatadores NPS y SNAP y el levcromakalim, un agonista de canales K,
respectivamente. Ademads, se ha estudiado la asociacion de estas dos vias de vasodilatacion,
bien utilizando combinaciones de NPS y levcromakalim o nicorandil, firmaco que estimula
ambas vias. Por Gltimo, se ha evaluado la relajacion inducida por la re-adicién del KCI a un
medio de incubacion sin K (0K™), que esti mediada fundamentalmente a través de la
activacion de la ATPasa Na*/K* en nuestras preparaciones experimentales.

V.I. Estudio de la via de vasodilatacion del NO/GMPc en arterias pulmonares y
mesentéricas de lechon

V.1.1. Relajacion inducida por la via del NO/GMPc dependiendo del tipo de arteria y del
agente vasoconstrictor.

En nuestros experimentos, el NPS y el SNAP relajaron totalmente las arterias pulmonares
contraidas con NA, mientras que solo parcialmente las pulmonares contraidas con U46619.
Ademis, el NPS produjo una vasodilatacion completa de arterias mesentéricas contraidas con
NA o U46619. La potencia vasodilatadora del NPS fue inferior en arterias pulmonares
contraidas con U46619 que en el resto. Por lo tanto, ambos farmacos presentaban en comin
una reducida eficacia vasodilatadora en arterias pulmonares contraidas con U46619. Resultados
similares ya habian sido observados en nuestro laboratorio con otros firmacos que actian a
distintos niveles de la via de vasodilatacion del NO/GMPc, tales como la acetilcolina, el 8-
bromo GMPc y el péptido natrturético auricular (Pérez-Vizcaino et al., 1997).

En los experimentos realizados en el bafio de drganos acoplado al fluorimetro, el U46619 y
la NA produjeron un aumento de la [Ca®*), similar al observado en presencia de 80 mM de
KCl, si bien la respuesta contrictil era mayor que la producida por este ultimo; es decir, que
en arterias pulmonares, U46619 y NA incrementaron la sensibilidad de las proteinas
contractiles por el Ca**, fendmeno que ya habia sido descrito en diversos territorios vasculares
(Karaki y cols., 1997). Himpens y cols. (1990) demostraron que el U46619 produce mayor
sensibilidad de las proteinas contrictiles por el Ca** que la NA en arterias pulmonares de
conejo. En este estudio, sin embargo, los aumentos de la [Ca’™];, y de la fuerza contractil
observados en arterias estimuladas con NA o U46619 fueron similares. La adicion de NPS
produjo una vasodilatacién que fue precedida de una reduccién de la [Ca®*],, siendo ambos
procesos concentracion-dependientes. Al igual que en los experimentos en bafios de érganos
convencionales, el NPS presenté una menor eficacia vasodilatadora en arterias precontraidas
con 46619 que en las contraidas con NA; sin embargo, no se observaron diferencias en la
reduccion de la [Ca®*); inducida por el NPS en arterias contraidas con ambos agonistas. Estos
resultados indican que la menor relajacién a NPS observada en arterias pulmonares contraidas
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con U46619 no es debida a una accién de este agonista sobre la reduccion de la [Ca®");

inducida por el NPS.

V.1.2. Mecanismo de la relajacion de la via NO/GMPc en arterias pulmonares y mesentéricas.

E! NPS produce relajacion del musculo liso vascular a través de la liberacion de NO, el cual
puede actuar activando la guanilato ciclasa soluble y aumentando los niveles intracelulares de
GMPc (ignarro y cols., 1986; Kowaluk y cols., 1992; Rapoport y cols., 1985) o a través de
mecanismos independientes de GMPc (Bolotina y cols., 1994; Plane y cols., 1998). En este
estudio, la relajacién inducida tanto por el NPS en arterias pulmonares y mesentéricas, como
por el SNAP en las primeras, fue inhibida muy marcadamente por el ODQ,
independientemente del agente vasoconstrictor empleado, lo que confirma que sus efectos estén
mediados fundamentalmente a través de la activacidn de la guanilato ciclasa soluble y el
aumento de los niveles intracelulares de GMPc.

Para estudiar los posibles mecanismos que conducen al efecto vasodilatador inducido por el
GMPec se llevaron a cabo diversos protocolos experimentales (ver apartado II1.I1V.4). Se ha
descrito que tanto la incubacion en un medio OK* como el tratamiento con ouabaina producen
la inhibicion de la ATPasa Na*/K™ (Hendrickx y Casteels, 1974; Webb y Bohr, 1978). Ambos
tratamientos inhibieron marcadamente la vasodilatacién inducida por el NPS en arterias
mesentéricas, pero no la modificaron en las pulmonares; estos resultados indicaban que la
activacion de la ATPasa Na'/K* desempefa un papel importante en Ja vasodilatacién inducida
por el NPS en arterias mesentéricas, pero no en las pulmonares. Cuando se eleva la [K™], por
encima de 30 mM el potencial de membrana se aproxima al potencial de equilibrio del K*
(Ex), de forma que ia activacién de los canales de K" es relativamente ineficaz para producir
vasodilataciéon (Quayle y cols., 1997). En estas condiciones ([K™],= 80mM), el nifedipino
relajé totalmente las arterias pulmonares y mesentéricas y, la posterior adicién de NA produjo
una respuesta similar en las primeras pero inferior en las segundas con respecto a la generada
en ausencia del tratamiento. Sin embargo, este tratamiento no modificé la méxima respuesta
vasodilatadora del NPS en arterias pulmonares, e incluso la aumentd en las mesentéricas, lo
que sugiere que ni la activacion de canales de K™ ni el bloqueo de canales de Ca®* tipo L estan
implicados en su efecto vasodilatador. La mayor respuesta vasodilatadora inducida por el NPS
en arterias mesentéricas expuestas a este tratamiento puede ser atribuida, por un lado, al
menor tono existente antes de la adicion de NPS, seguramente debido a que la contraccion
inducida por la NA es muy sensible al nifedipino en estas arterias (Pérez-Vizcaino y cols.,
1996), y por otro, a que la elevacion de la [K'], aumenta la actividad de la ATPasa Na*/K"
(Vasilets y Schwarz, 1993), que es uno de los principales mecanismos responsables de la
accion vasodilatadora producida por €l NPS en estas arterias.

El tratamiento con tapsigargina durante 45 minutos, produjo una respuesta vasoconstrictora que
aparecia al cabo de unos 15 minutos. Este tratamiento inhibié muy marcadamente la
vasodilatacion inducida por el NPS, tanto en arterias pulmonares como mesentéricas, lo que
indica que el NPS produce su vasodilatacién, en gran medida, a través de la activacion de la
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SERCA. Estos resultados concuerdan con los descritos por otros autores en diversas
preparaciones experimentales (Cohen y cols., 1999; Khan y cols., 1998; Rashatwar y cols.,
1987.) En experimentos realizados en el bafo de drganos acoplado al fluorimetro, la
tapsigargina produjo un rapido aumento en la [Ca**], que no se acompafié de cambios en la
fuerza contractil, quizds porque en estos experimentos el tiempo de incubacion fue de tan sélo
10 minutos. Esta disociacion entre el aumento en la [Ca**], v la fuerza contrédctil tras la
inhibicién de la SERCA podria atribuirse a un aumento local de Ca** en un compartimento
alejado del aparato contrictil de la CMLV (Karaki y cols., 1997; Nomura y cols., 1997; Tosun
y cols., 1998). La tapsigargina inhibié muy marcadamente la reduccion de la [Ca**); inducida
por el NPS, un hallazgo que ya habifa sido descrito para el NO u otros dadores de NO (Cohen
y cols., 1999; Karaki y cols., 1997). Al igual que habiamos observado en los experimentos
realizados en bafios de Organos, 1a tapsigargina inhibid la relajacion producida por el NPS; sin
embargo, hubo una enorme disociacion entre los efectos inhibitorios sobre la [Ca’’]; y la
fuerza contractil, de forma que a pesar de que la tapsigargina practicamente abolié la reduccidn
en la [Ca’"| todavia fue posible observar un importante efecto vasodilatador. Estos resultados
indican que parte del efecto vasodilatador del NPS esta relacionada con su capacidad para
modificar la sensibilidad de las proteinas contrictiles por el Ca**, bien porque la reduce
directamente o porque disminuye el aumento de sensibilidad inducido por el agonista.

V.1.3. Mecanismo de la interaccion del U46619 y la via del NO/GMPc en arterias pulmonares,

La via del NO/GMPc relaja de forma similar las arterias pulmonares estimuladas con NA o
ET-1 vy las mesentéricas contraidas con NA, ET-1 0 U46619 (Pérez-Vizcaino y cols., 1997),
luego los mecanismos que median esta vasodilatacion parecen carecer de selectividad vascular
por cualquiera de estos territorios. Sin embargo y como se ha descrito en el apartado V.1.1,
esta via de vasodilatacién presenta una menor respuesta en arterias pulmonares estimuladas con
U46619. Este efecto es especifico de las arterias pulmonares, ya que no ocurre en arterias
mesentéricas o coronarias y tampoco afecta a la via del AMPc (Pérez-Vizcaino y cols., 1997).
En la presente Tesis Doctoral se demuestra que esta menor respuesta vasodilatadora no es
consecuencia de un efecto directo del U46619 sobre la reduccién de la [Ca®*]; inducida por el
NPS, va que el NPS disminuyé la [Ca**]; de manera similar en arterias contraidas con NA o
U46619. Ademas, el U46619 no parece producir una mayor sensibilizacién de las proteinas
contrictiles que la NA, por 1o que la menor relajaciéon producida por el NPS en arterias
estimuladas con U46619 no puede ser atrtbuida a una mayor accion de éste que de Ja NA sobre
la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca’*. El mecanismo final por el que se
produce una menor respuesta vasodilatadora al NPS en arterias estimuladas con U46619 es
todavia desconocido, aunque en base a nuestros resultados cabrian dos posibles
interpretaciones: a) que el U46619 pudiera interferir con el mecanismo mediante el cual el
NPS reduce la sensibilidad de las proteinas contrictiles o b) que los mecanismos por los que
NA o0 U46619 sensibilizan las proteinas contractiles por el Ca** presenten distinta sensibilidad
a la accion vasodilatadora del NPS.
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La estimulacién de la PKC con ésteres de forbol también reduce la relajacién inducida por el
SNP (Morrison y Pollock, 1990; Pérez-Vizcaino y cols., 1997). Ademas, la estaurosporina,
un inhibidor de la PKC, aumenta la vasodilatacién inducida por el NPS en arterias pulmonares
contraidas con U46619, pero no en aquéllas contraidas con NA (Pérez-Vizcaino y cols., 1997).
En esta Tesis Doctoral, la estaurosporina no modificé la reduccion en la [Ca®*}; inducida por
el NPS, mientras que aumento su efecto vasodilatador. Sin embargo y, de forma sorprendente,
la estaurosporina cuando se asocié a U46619 (a una concentracion superior) indujo un aparente
aumento de la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca’* con respecto a la observada
en presencia del U46619 sélo; es decir, que aumentd la relacion fuerza / {Ca®”1,. Por lo tanto,
la sensibilizacién de las proteinas contrictiles inducida por el U46619 no parece estar mediada
a través de la activacion de 1la PKC. De hecho, los agonistas pueden producir sensibilizacién
al Ca** a través de mecanismos diferentes a los de los ésters de forbol, que son activadores
especificos de la PKC (Hori y cols., 1993). La diferente sensibilidad a la accién de la
estaurosporina que presentan la contraccion inducida por el U46619 y la relajacion inducida
por el NPS sugiere que seria incorrecta la segunda interpretacién propuesta en el parrafo
anterior, segin la cual el U46619 podria aumentar {a sensibilidad al Ca’* a través de un
mecanismo que fuese menos sensible a la accion del NPS. Asi pues, los resultados de esta
Tesis Doctoral indican que e! U46619 interacciona con el componente de vasodilatacién de!
NPS que implica la desensibilizacion de las proteinas contractiles por el Ca** a través de un
mecanismo que es sensible al inhibidor de la PKC estaurosporina.

En conclusion, el NPS presenta una menor relajacién en arterias pulmonares de lechdn
contraidas con U46619 que en aquéllas contraidas con NA, pero en ambas situaciones reduce
la |[Ca*'), de forma similar. E! NPS produce vasodilatacién de las arterias pulmonares de
lechén disminuyendo la [Ca®*); fundamentalmente a través de la activacién de la SERCA y
reduciendo la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca’* (Fig 60). La interaccion
entre el U46619 y el GMPc no implica cambios en la [Ca’'],, pero si en la sensibilidad de las
proteinas contractiles por el Ca** y estd mediada a través de un mecanismo que es sensible al
inhibidor de la PKC estaurosporina (Fig 60). Pensamos que la inhibicion de la via de
vasodilatacion del NO/GMPc producida tras la activacién de receptores de TXA, puede estar
implicada en el desarrollo de hipertension pulmonar y en el fracaso terapéutico del NO
inhalado que ocurre en muchos pacientes con HPPN.

V.IL. Estudio de la activacion de los canales K, en arterias pulmonares y mesentéricas
de lechon

En nuestras preparaciones, la relajacion inducida por el levcromakalim estd mediada
fundamentalmente a través de la activacion de los canales K,pp, ya que se inhibid
marcadamente por la glibenclamida, un inhibidor selectivo de los mismos. La glibenclamida
se comporta aparentemente como un antagonista competitivo de los agonistas de canales K,
(ACP) (Elize, 1989; Cogolludo y cols., 1998); sin embargo, interacciona con un sitio de unién
especifico situado en la subunidad SUR, que es diferente (Gopalakrishnan y cols., 1991; Bray
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y Quast, 1992) y se encuentra acoplado alostéricamente y de forma negativa al de los ACP
(Bray y Quast, 1992; Schwanstecher y cols., 1992). La glibenclamida produjo una
vasodilatacion en arterias pulmonares contraidas con U46619, ya que se ha descrito que a esie
nivel actia como un inhibidor competitivo de los receptores del TXA, (Cocks y cols., 1990).
Sin embargo, la glibenclamida apenas modificé el tono vascular inducido por €]l U46619 en
arterias mesentéricas. Este efecto pudiera deberse a la utilizacién de una concentracion superior
de U46619 en arterias mesentéricas o a que realmente, la glibenclamida tenga un mayor efecto
inhibitorio sobre la contraccion inducida por el U46619 en arterias pulmonares que sistémicas,
como ha sido previamente descrito (Kaye y cols., 1997).

La apertura de los canales K 1, produce hiperpolarizacion y vasodilatacion, fundamentalmente
como consecuencia del cierre de los canales de Ca** tipo L (Fig 60), por lo que los ACP
podrian comportarse indirectamente como bloqueantes de canales de Ca’*. Sin embargo, los
ACP se comportan de forma diferente a los blogueantes de los canales de Ca** (Bray y cols.,
1991; Cook y cols., 1988), lo que indica que presentan mecanismos vasodilatadores
alternativos (Quast, 1993). En esta Tesis Doctoral, la relajacion inducida por el leveromakalim
dependié del territorio vascular estudiado, siendo unas 3-6 veces mas potente y efectivo en
arterias mesentéricas que pulmonares. Las arterias mesentéricas también fueron mas sensibles
a la accién de verapamil (esta Tesis Doctoral ) y nifedipino (Pérez-Vizcaino y cols., 1996),
pero, al contrario que el levcromakalim, relajaron més potentemente las arterias contraidas con
NA que con U46619. El diferente comportamiento vasodilatador mostrado por el
leveromakalim y los bloqueantes del Ca®" indica que otro/s mecanismo/s distinto/s al cierre
de canales de Ca®* median la relajacion inducida por el leveromakalim.

El levcromakalim relajé las arterias pulmonares contraidas con NA o U46619 con valores de
pD, y E... muy similares a los descritos por otros autores en arterias pulmonares de
conductancia de lechones de 2 semanas de vida (Boels y cols., 1997) y de cerdos adulto
contraidos con PGF,, (Ward y cols., 1991). El apricalim, otro ACP, también presenta mayor
potencia para relajar las arterias mesentéricas que las pulmonares de conejo, aungue con una
eficacia similar (Magnon y cols., 1994). Estos resultados indican que el levcromakalim
presenta una mayor selectividad por el territorio sistémico que por el pulmonar
independientemente del agente vasoconstrictor empleado. Sin embargo, en situaciones de
hipertension pulmonar, los ACP pueden presentan una mayor selectividad por el territorio
pulmonar que por el sistémico (Wanstall, 1996), posiblemente debido a que en estas
situaciones las arterias de resistencia pulmonares, al igual que sucede a nivel sistémico
(Struijker-Boudier y cols., 1992), se hacen méas sensibles a la activacion de los canales K,
(Rodman, 1992; Wanstall, 1996). Por otro lado, y al contrario de lo que sucede con la via del
NG/GMPc (Tulloh y cols., 1997; Abman y cols., 1991), la vasodilatacion inducida por la
activacion de los canales K, es similar a lo largo de la etapa perinatal, parece ser
independiente del agente vasoconstrictor empleado y persiste en diversas formas
experimentales de hipoxia e hipertension, entre ellas la HPPN (Boels y cols., 1997; Rodman,
1992: Wanstall, 1996). Por todo ello, se ha sugerido que la activacion de canales K, 1, podria
representar una alternativa en el tratamiento de la HPPN.
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V.I1I. Combinacién de la activacién de la via del NO/GMPc y de los canales Ky en
arterias pulmonares

Para estudiar el posible papel de la activacion de ambas vias de sefalizacion se realizaron dos
abordajes experimentales: a) la combinacion del NPS y el levcromakalim o b} la utilizacion
del nicorandil, formaco que actiia como dador de NO y activador de los canales K 5.

V.1I1.1. Relajacidn inducida por la combinacion de NPS'y levcromakalim.

Como se ha descrito en los apartados anteriores, tanto el NPS como el leveromakalim
produjeron una vasodilatacién de aproximadamente un 50-60% en arterias pulmonares
contraidas con 1J46619. Sin embargo, el NPS produjo una relajacion tota! de estas arterias
cuando éstas habian sido parcialmente relajadas con una dosis previa de levcromakalim y el
E, .. del leveromakalim aument6 en arterias pretratadas con NPS. Del mismo modo, la
combinacion de NPS y leveromakalim (1:1) relajo totalmente estas arterias.

La combinaciéon de NPS y levcromakalim ha permitido, ademds, estudiar las posibles
interacciones entre ambos mecanismos de accién. La existencia de interacciones, tanto
positivas como negativas, entre la via del GMPc y la de los canales K, ha sido descrita en
numerosos irabajos (Feleder y Adler-Graschinsky, 1997; Herity y cols., 1994; McCulloch y
Randall, 1996; Shinbo e Iijima, 1997). Sin embargo, en otros estudios no se han encontrado
interacciones entre ambos mecanismos (Cogolludo y cols., 1999; Gardiner y cols., 1991;
White y Hiley, 1998 a y b). En la presente Tesis Doctoral se ha realizado un anélisis
isobolografico a partir de las curvas de relajacion de NPS, levcromakalim y su combinacién
(1:1). El punto de la combinacion se ajusta a la linea de aditividad del isobolograma, lo que
sugiere la ausencia de interacciones entre ambas vias; es decir, que sus efectos son aditivos.
Estos resultados estin en concordancia con los obtenidos en los experimentos de pretratamiento
con dosis tnicas de un fArmaco y curvas de relajacién con el otro, ya que no hubo diferencias
en los valores de pD3, en arterias en ausencia y en presencia del pretratamiento.

V.IIL.2. Relajacion inducida por el nicorandil.

El nicorandil es un fdrmaco que produce la relajaciéon del misculo liso vascular a través de la
activacion de los canales K, (al igual que el levcromakalim) y de la estimulacion de la
guanilato ciclasa soluble y el posterior aumento de los niveles de GMPc (al igual que el NPS)
(Fig 60). Por lo tanto, el nicorandil comparte propiedades de ACP y nitrovasodilatadores. La
contribucion relativa de cada mecanismo a su accion vasodilatadora puede variar dependiendo
del territorio vascular estudiado y del agente vasoconstrictor empleado para precontraer el vaso
{Akai y cols., 1995; Borg y cols., 1991; Magnon y cols., 1994; Meisheri y cols., 1991). En
la presente Tesis Doctoral, el tratamiento con nicorandil relajd con igual eficacia las arterias
pulmonares y mesentéricas, independientemente del agente vasoconstrictor empleado (NA o
U46619), si bien con mayor polencia fas arterias mesentéricas que las pulmonares. Sin
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embargo, como muestran las figuras 28-31, la contribucion de cada mecanismo en la
vasodilatacion inducida por el nicorandil dependi6 del agente vasoconstrictor y del territorio
vascular. Magnon y cols. (1994) describieron que el mecanismo responsable de la relajacion
inducida por el nicorandil era diferente para una misma arteria contraida con KCI o NA.
Nuestros resultados demuestran que el nicorandil actiia a través de distintos mecanismos de
accion en una misma arteria estimulada por agentes vasoconstrictores (NA y U46619) que
comparten una sefial de transduccion comun (estimulacion de receptores acoplados a proteinas
G). Para estudiar la contribucion de cada mecanismo en la vasodilatacion inducida por el
nicorandi! se han utilizado como herramientas farmacologicas el ODQ y la glibenclamida. En
arierias pulmonares y mesentéricas contraidas con U46619, el nicorandil parece actuar a través
de ambos mecanismos, puesto que tanto el ODQ como la glibenclamida inhibieron su efecto
vasodilatador. Por el contrario, en arterias pulmonares contraidas con NA el principal
mecanisino involucrado en la relajacion de nicorandil parece ser la activacion de la guanilato
ciclasa soluble, ya que sus efectos relajantes fueron inhibidos por ODQ, mientras que no se
modificaron por el tratamiento con glibenclamida, sola o en combinacién con OD{Q. En
arterias mesentéricas contraidas con NA, el ODQ también inhibio 1a relajacion producida por
el nicorandil, mientras que la glibenclamida no !a modificé. Sin embargo, la glibenclamida,
en presencia de ODQ, desplazé marcadamente a la derecha la curva de relajacién a nicorandil,
indicando que en esta situacién ambos mecanismos son responsables de la relajacion inducida
por éste. En resumen, la activacion de la guanilato ciclasa parece mediar la relajacion a
nicorandil en las distintas condiciones experimentales estudiadas, mientras que la contribucién
de la activacion de canales K ,;p resulta mas variable.

Auln cuando las causas de la variabilidad en el mecanismo de accién del nicorandil son
desconocidas, estos resultados podrian tener dos interpretaciones :

1) Por un lado, suponiendo que en determinadas condiciones experimentales un mecanismo
resulta mas efectivo que el otro, se podria esperar que el nicorandil actuara preferiblemente
a través de ese mecanismo. Esto podria explicar por qué : a) en arterias pulmonares contraidas
con NA, que son relajadas de forma mdas efectiva por NPS que por levcromakalim, el
nicorandil acte preferiblemente a través de la estimulacion de la guanilato ciclasa; b) en
arterias pulmonares y mesentéricas contraidas con U46619, que son relajadas con una eficacia
similar por NPS y leveromakalim, el nicorandil actuaria a través de ambos mecanismos. Sin
embargo, esta hipdtesis no parece explicar que la escasa diferencia en la eficacia vasodilatadora
de NPS y levcromakalim en arterias mesentéricas contraidas con NA sea responsable de la
insensibilidad del nicorandil a la accidn inhibitoria de la glibenclamida.

2) Una segunda hipOtesis seria que existiera una interaccion entre ambas vias de vasodilatacion,
lo que explicaria por qué en arterias mesentéricas contraidas con NA, la potencia inhibitoria
de la glibenclamida y del ODQ aumenta cuando ambos tArmacos se utilizaban en combinacidn.
Un aumento similar de la actividad inhibitoria de la glibenclamida sobre la vasodilatacion
producida por el nicorandil se ha descrito tras la inhibicion de la guanilato ciclasa con azul de
metileno (Kreye y cols., 1992) o tras la induccidn de tolerancia a los nitratos en arterias
coronarias de cerdo (O'Rourke, 1996). Asumiendo la posibilidad de interacciones negativas
entre ambas vias, la glibenclamida inhibirfa el componente agonista de los canales K,
ejercido por el nicorandil, lo que a su vez disminuirfa la interaccién negativa que la apertura
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de estos canales estaba ejerciendo sobre la via del GMPc, y, asi, podria aumentar la potencia
del nicorandil como estimulante de la guanilato ciclasa. Sin embargo, la ausencia de
interacciones entre NPS y levcromakalim en nuestras condiciones experimentales (apartado
anterior) rechaza esta segunda hipatesis.

En resumen, los resultados de la combinacién de ambos mecanismos, bien utilizando
nicorandil o la asociacién de NPS y levcromakalim permite eliminar el componente de
contraccion resistente a cada mecanismo por separado en arterias pulmonares, lo que indica
que el mecanismo responsable de la resistencia a la relajacién inducida por NPS es distinto
que el de levcromakalim,

V.IV.Estudio de la activacién de la ATPasa Na™ /K"
V.VI. 1. Vasodilatacion inducida por KCl en arterias incubadas en una solucién 0K .

Los cambios en la [K*], desempefian un papel muy importante en la regulacion de la presion
y flujo sanguincos (Edwards y cols., 1998; Knot y cols., 1996; Quayle y cols., 1997). El
aumento de la [K*], puede producir hiperpolarizacion y relajacion de la CMLYV a través de la
activacion de la ATPasa Na*/K* o de los canales Kz, dependiendo de la [K*], inicial y de la
preparacion estudiada (Bukoski y cols., 1983; Edwards y cols., 1998; Knot y cols., 1996;
Ponte y cols., 1996; Quayle y cols., 1997; Webb y Bohr, 1978). El reciente descubrimiento
de que el factor hiperpolarizante dependiente del endotelio (EDHF) es K* liberado del
endotelio que hiperpolariza y relaja las CMLYV a través de la activacion de la ATPasa Na*/K”
y de los canales K, (Edwards y cols., 1998) demuestra la importancia de estos mecanismos
en el control del tono vascular. En esta Tesis Doctoral, la adicion de KCl1 (0.2-8.8 mM)
produjo una vasodilatacién concentracidn-dependiente en arterias incubadas en una solucion
OK ™ que fue préicticamente eliminada en presencia de ouabaina y no se afecto por BaCl,, lo
que indicaba que estaba mediada fundamentalmente a través de la activacion de la ATPasa
Na*/K*. El mecanismo responsable de la relajacion inducida tras la activacion de la ATPasa
Na'/K" parece implicar la disminuci6n de la [Ca’*], mediada a través de la hiperpolarizacién
de la membrana y el cierre de los canales de Ca’* tipo L y/o a través de la activacion del
intercambiador Na*/Ca** (Fig 60). La inhibicion de la ATPasa Na* /K™ produce una respuesta
vasoconstrictora que ha sido atribuida a la entrada de Ca’* a través del intercambiador
Na*/Ca**™ (Iwamoto y cols., 1992) o de los canales de Ca** tipo L (Zhu y cols., 1994). En
nuestros experimentos, la inhibicion de la ATPasa Na*/K™ tras la incubacién en una solucién
OK*™ durante 1 hora produjo una respuesta vasoconstrictora que era relajada por
concentraciones acumulativas de KClL. En experimentos realizados en el fluorimetro la
exposicion a OK* durante 30 minutos (el tiempo de incubacién debid ser drasticamente
reducido para evitar una pérdida excesiva de fura-2) produjo una respuesta contractil en
arterias pulmonares pero no asi en las mesentéricas. La posterior re-adicion del KCl relajd las
arterias pulmonares controles o tratadas con un agonista y las mesentéricas s6lo si éstas habian
sido previamente estimuladas con NA o ET-1. Sin embargo, en todos los casos, la re-adicion
del KCI produjo una reduccién concentracion-dependiente en la [Ca®*],. Luego la existencia
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de un respuesta contractil no constituye un requisito esencial para que el KCl produzca
relajacién, lo que sugiere que aunque ambos fenémenos se inician, respectivamente, a partir
de la inhibicién y la activacién de la ATPasa Na*/K*, los mecanismos que conducen a la
contraccion y a la vasodilatacion son diferentes. De hecho, la adicion de KCl relajo totalmente
las arterias mesentéricas expuestas a la solucion OK™ mas agonista y no sélo el componente de
la contraccién debido a la solucion OK™.

V.Vi.2. Efectos de NA, U46619, ET-1'y PMA sobre la vasodilatacion inducida por KCI.

La actividad de la ATPasa Na'/K"-ATPase puede ser modulada por diversos estimulos
fisiolégicos (Ewart y Klip, 1995; Xia y cols., 1995). La ET-1 estimula la actividad de la
ATPasa Na*/K™* en aorta de conejo (Gupta y cols., 1991) y en el endotelio capilar (Kawat y
cols., 1995) a través de la activacién de la PKC. Los agonistas «-adrenérgicos también
incrementan la actividad de la ATPasa Na*/K™ en arteria femoral de perro y en la vena safena
(Navran y cols., 1988), si bien, este efecto no se observo en el caso de la NA en cultivos de
CMLYV de aorta de rata (Brock y cols., 1982a).

En esta Tesis Doctoral, el PMA (un activador de la PKC) no modificé la potencia, pero
inhibié marcadamente la maxima respuesta vasodilatadora del KCl en arterias pulmonares y
mesentéricas, si bien de forma mucho mas marcada en las primeras. En arterias pulmonares
la NA y la ET-1, pero no el U46619 disminuyeron la maxima respuesta vasodilatadora
inducida por el KCI, pero ninguno modifico su potencia. En arterias mesentéricas, la NA, el
U46619 y la ET-1 desplazaron a la derecha la curva de relajacién del KCI pero no modificaron
su maxima respuesta vasodilatadora. Dado que estos agonistas activan la PKC, esta via de
transduccion podria estar implicada en el efecto inhibitorio de la NA, la ET-1 y el U46619
sobre la vasodilatacién inducida por la activacion de la ATPasa Na*/K*. Xia y cols. (1993)
han descrito que la PKC puede estimular directamente la actividad de la ATPasa Na™/K* e
inhibirla indirectamente a través de la activacion de la fosfolipasa A,. Por tanto, en esta Tesis
Doctoral se ha estudiado la posible implicacion de la activacion de la PKC y de la fosfolipasa
A, en los efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la relajacion inducida por el KCl.

En arterias mesentéricas, la estaurosporina, un inhibidor de la PKC, revirtié parciaimente la
accion inhibitoria de la NA, la ET-1 y el U46619 sobre la vasodilatacién inducida por KCl,
mientras que la quinacrina, un inhibidor de la fosfolipasa A,, s6lo revirtié parcialmente la
accion inhibitoria del U46619. Estos resultados indicaban que los tres agonistas actiian en parte
a través de la activacién de la PKC, mientras que la activacion de la fosfolipasa A, sélo parece
mediar parte del efecto inhibitorio del U46619 en arterias mesentiéricas. En arterias
pulmonares, la presencia de estaurosporina revirtio totalmente la accion inhibitoria de la ET-1,
mientras que no modificd la inhibicién inducida por la NA. El tratamiento con quinacrina
potencio la vasodilatacion inducida por KCl en arterias estimuiladas con NA, U46619 o ET-1,
lo que sugiere que estos agentes pueden estar ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la ATPasa
Na'/K™ a través de la activacion de la fosfolipasa A,. Sin embargo, la quinacrina en ning(in
caso aumentd la maxima respuesta vasodilatadora inducida por el KCl, lo que indica que la
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activacion de la fosfolipasa A, no estd implicada en la accion inhibitoria de la NA y la ET-1
sobre la relajacién inducida por KCI.

Por lo tanto, los agentes vasoconstrictores estudiados inhibieron la relajacion inducida por la
activacion de la ATPasa Na*/K™, aunque este efecto inhibitorio fue de caracteristicas distintas
segiin el tipo de arteria. En arterias pulmonares, estos agonistas redujeron la mixima respuesta
vasodilatadora de! KCI, mientras que en las mesentéricas s6lo inhibieron su potencia. Esta
diferencia en el tipo de inhibicion inducida por estos agentes vasoconstrictores puede en parte
explicarse teniendo en cuenta que la activacion de la PKC a través del tratamiento con PMA
inhibié mucho més marcadamente la mixima respuesta vasodilatadora del KCl en las arterias
pulmonares que en las mesentéricas, luego es l6gico que la activacion de la PKC inducida por
NA, U46619 o ET-1 inhiba més la mdxima relajacion del KCI en arterias pulmonares que en
fas mesentéricas.

En cualquier caso, el efecto inhibitorio de los agonistas sobre la relajacidn inductda por el KCI
parece estar mediado a través de la activacion de la PKC, ya que en todos los casos fue
revertido, en parie, por la estaurosporina, salvo en el caso de las arterias pulmonares
estimuladas con NA, ello sugiere que la NA actia a través de un mecanismo independiente de
la PKC. Esta menor sensibilidad de los efectos de la NA a la accidn de la estaurosporina esta
en concordancia con el hecho de que en arterias pulmonares el U46619, pero no la NA, inhibid
la relajacion al NPS a través de un mecanismo sensible a estaurosporina. Ademas, en arterias
mesentéricas, la accion inhibitoria de la NA sobre la vasodilatacién inducida por el KCI es
mucho menos sensible a la accion de la estaurosporina que la inducida por ET-1 o U46619.
La activacion de los receptores B-adrenérgicos produce el aumento de los niveles intracelulares
de AMPc y la activacion de la PKA, la cual inhibe la actividad de la ATPasa Na'/K™ en
diversas preparaciones experimentales (Bertorello y cols., 1991; Borin, 1995); éste podria ser
el mecanismo implicado en la accion inhibitoria de la NA sobre la vasodilatacion inducida por
el KCI. Tanto en arterias pulmonares como en las mesentéricas, el tratamiento con propanolol,
un bloqueante de receptores p-adrenérgicos, no modifico la vasodilatacién inducida por KCl,
indicando que la posible estimulacion del receptor p-adrenérgico y el posterior aumento de los
niveles de AMPc no estdn implicados en los efectos inducidos por la NA.

En resumen, estos resultados sugieren que la NA, el U46619 y la ET-1, a través de la
activacion de la PKC, inhiben la actividad de la ATPasa Na*/K* y, como consecuencia, la
relajacion inducida por ésta. Sin embargo, como veremos a continuacion, los resultados
obtenidos con el analisis de la [Ca®*], no fueron consistentes con esta hipétesis.

V.VI.3. Cambios en la [Ca** ], y fuerza contrdctil inducidos por KCI
A pesar de que el principal mediador de la contraccion de la CMLV es el aumento en la

[Ca*"];, algunos agonistas y los ésteres de forbol pueden producir una mayor respuesta
contractil de la que cabria esperar para un determinado aumento de la [Ca*'];; es decir, que
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producen una sensibilizacién de las proteinas contréactiles por el Ca** (Karaki y cols., 1997).
Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que la NA, el U46619, la ET-1 y el PMA
mds NA aumentaron la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca’*.

Con el objeto de analizar la posible implicacién de la sensibilizacion de las proteinas
contrictiles por el Ca’* en la menor respuesta vasodilatadora que mostraba el KCI en las
arterias tratadas con NA, U46619, ET-1 o PMA mis NA estudiamos los cambios simultaneos
en la |Ca’**], y en la fuerza inducidos por el KCl en arterias en ausencia y presencia de estos
agonisias. Los cambios de la fuerza contractil fueron similares en arterias montadas en el bafio
acoplado al fluorimetro que en aquéllas incubadas en bafios de organos convencionales,
excepcion hecha de que en estas Gltimas la exposicion a la solucién OK™ no produjo una
respuesta contrctil en las arterias mesentéricas y que la exposicion a PMA no redujo la
maxima respuesta vasodilatadora inducida por KCl. Estas diferencias pensamos que podrian
explicarse, en parte, a un menor tiempo de incubacién en la solucién OK™ (40 minutos en vez
de 80 minutos). La NA, la ET-1 y en mayor medida el U46619 potenciaron la reduccién en
la |[Ca’*], inducida por el KCI en arterias pulmonares y la ET-1 y el PMA en arterias
mesentéricas. Estos resultados sugieren que estos agonistas estimulan la actividad de la ATPasa
Na“/K* y, por lo tanto, su capacidad para producir la disminucién en la [Ca**], y son
consistentes con los obtenidos en estudios de la recaptacién de *Rb* (Gupta y cols., 1991).
Sin embargo, no se puede descartar que estos agentes pudiesen actuar a otro nivel de la via de
transduccién que va desde la activacién de la ATPasa Na*/K™ a la reducci6én de la [Ca™"],
(p.¢j. el intercambiador Na*/Ca®*). Sin embargo, en arterias pulmonares tratadas con NA
apenas se observo potenciacion en la reduccion de la [Ca**]; inducida por KC1. En resumen,
todos los agentes inhibieron la relajacion inducida por el KCl, excepto €l U46619 en arterias
pulmonares, y potenciaron la disminucion en la [Ca®*],, excepto la NA en arterias
mesentéricas.

La relacion fuerza-[Ca**], (fuerza-F340/F380) obtenida tras el tratamiento con concentraciones
acumulativas de KCI en arterias estimuladas con NA, U46619, ET-1 o PMA mas NA se
desplazo hacia arriba y hacia la izquierda con respecto a las arterias control o a la respuesta
inducida por 80 mM de KCl en arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente; es decir,
que en presencia de estos agonistas se obtenia una menor reduccién de la fuerza contrictil de
la que se deberia obtener para una determinada reduccion de la [Ca*'}. Por lo tanto, la
aparente contradiccion que supone el hecho de que NA, U46619, ET-1 y PMA mas NA
inhiban la relajacién pero estimulen la reduccion de la [Ca**]; inducida por el KCI se explica
por la capacidad de estos agentes por producir sensibilizacion de las proteinas contrictiles por
el Ca*™. NA, U46619 y ET-1 pueden aumentar la sensibilidad de la contraccion de la CMLV
por el Ca** a través de la activacion de la PKC, por lo que el efecto de la estaurosporina sobre
la relajacion inducida por el KCI podria atribuirse a su accion inhibitoria agente sobre la
sensibilizacion de las proteinas contréctiles por el Ca** més que a cambios en al actividad de
la ATPasa inducidos por el KCl.

Estos resultados estdn en concordancia con otros estudios que proponen que la relajacion
inducida por el KCI tras la incubacién en una solucién OK™ puede ser empleada como un
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indicador funcional de la ATPasa Na'/K™, ya que el primer acontecimiento que tiene lugar
es la activacion del enzima (Ponte y cols., 1996; Webb y Bohr, 1978); sin embargo, este
método no refleja la actividad de la ATPasa de forma precisa, puesto que pueden existir otros
factores que afecten a la relajacion sin que se altere la actividad enzimatica (Bukoski y cols.,
1983). Por lo tanto, se pueden obtener diferencias en la relajacion inducida por el KCl en
distintas condiciones experimentales, ain cuando la accion real sobre la actividad de la ATPasa
sea nula o incluso se estimule la actividad del enzima (Bukoski y cols., 1983).

En conclusion, la NA, el U46619, la ET-1 y el PMA son inhibidores funcionales de la
relajacion inducida por la activacion de la ATPasa Na'/K™ en arterias pulmonares y
mesentéricas de lechones recién nacidos. Este efecto se produce aun cuando la accién directa
sobre la actividad enzimadtica pueda ser estimulante mds que inhibidora (Fig 60). Esta aparente
paradoja puede explicarse porque todos estos agonistas sensibilizan las proteinas contrictiles
por el Ca’* (Fig 60) y por lo tanto, la relajacién y la reduccion en la [Ca?*], que siguen a la
activacion de la ATPasa Na“/K™ no muestran un comportamienio paralelo.

114



Discusion

Verapamil N|c Lem

NA, [N(?f’ﬂﬁ’, FT-1 Nifedipino K+ 3 Na*
: Canales & Canales Canales
ROC l ilpo L ATP H \ I |
: . 3 Na+ .. Ca*

Proteinas
contractiles

CONTRACCION RELAJACION

/ \
I4 \ §
NPS Nic | uU46619

Figura 60. Esquema de los principales mecanismos de transduccion de las vias estudiadas en
esta Tesis Doctoral en arterias pulmonares de lechones recién nacidos. Las flechas azules
representan activacion/estimulacion (continuas) y aumento de la [Ca®']; (discontinuas) y las
rojas inactivacion/inhibicion (continuas) y reduccion de la [Ca']; (discontinuas). La NA, el
U46619 y la ET-1 se unen a sus respectivos receptores acoplados a proteina G, dando lugar a
la formacion de IP3, que produce la liberacion de Ca®* del RS, y de DAG  que activa la PKC,
la cual aumenta la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca*". Estos agonistas,
ademas, aumentan la entrada de Ca®" a través de los canales VOC y ROC. El NPS libera NO
que estimula la GCs produciendo el aumento de los niveles de GMPc; este nucleétido ciclico
produce relajacion por dos mecanismos: estimulacion de la recaptacion de Ca®" al RS a través
de la SERCA y disminucion de la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca*". Este
segundo mecanismo de vasodilatacion es inhibido por el U46619 a través de un mecanismo
sensible a estaurosporina (St), un inhibidor de la PKC. La activacion de los canales Ktp (tras
el tratamiento con levcromakalim, Lem) y de la ATPasa Na"/K" produce hiperpolarizacion y
disminucion de la de la [Ca®']. La activacién de la PKC por los agonlstas estimula la
reduccion de la [Ca*']; inducida por la activacion de la ATPasa Na'/K". El nicorandil (Nic)
puede actuar como dador de NO y como agonista de los canales Krp.
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1. La activacién de las via det NO/GMPc, de los canales K, y de la ATPasa Na*/K* y el
bloqueo de los canales de Ca®* tipo L producen una vasodilatacién de las arterias pulmonares
y mesentéricas de lechones recién nacidos, si bien estos tres Gltimos mecanismos de
sefializacién presentan una mayor selectividad por el territorio sistémico que por el pulmonar.
Estos resultados sugieren que las arterias pulmonares presentan una menor sensibilidad que las
mesentéricas a la vasodilatacién inducida por cambios en la [Ca®*]; (hiperpolarizacién de la
membrana y bloqueo de los canales de Ca’*). Estas diferencias no parecen ser consecuencia
de una menor efectividad de las distintas vias de vasodilatacién para reducir la [Ca’~],, sino
de una menor sensibilidad del lecho pulmonar a la disminucién de la [Ca**],. Por lo tanto, la
reduccion de la [Ca*"], parece desempefiar un papel limitado en la vasculatura pulmonar, por
lo que el tratamiento de la hipertension pulmonar con agentes vasodilatadores que actien
tnicamente a través de la disminucién de la [Ca**]; puede resultar en muchos casos ineficaz.

2. La activacion de la via del NO/GMPc relaja las arterias pulmonares de lechon por dos
mecanismos: a) una reduccién de la [Ca**], mediada a través de la activacion de la SERCA y
b) una disminucién de la sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca®*. Sin embargo,
esta via no parece producir hiperpolarizacién de la membrana, puesto que la inhibicion de los
canales de K™ o de la ATPasa Na™/K* no modifica su efecto relajante. Por el contrario, en
las arterias mesentéricas, no sélo la activacion de la SERCA, sino también la de la ATPasa
Na*/K™*, estin implicadas en la vasodilatacién inducida por esta via.

3. El hecho de que la via del NO/GMPc¢ produzca una menor vasodilatacién en arterias
pulmonares estimuladas con un agonista de receptores del TXA, no es debido a un efecto de
este agente sobre la disminucién de la [Ca’*], sino a una accién especifica sobre la
desensibilizacion de las proteinas contractiles por el Ca**| a través de un mecanismo sensible
a la estaurosporina, un inhibidor de la PKC. Esta interaccién podria estar implicada en el
desarrollo de hipertension pulmonar y en el fracaso terapéutico del NO inhalado que se observa

en muchos pacientes con HPPN.

4. La activacion de la via del NO/GMPc y de los canales K, produce vasodilatacién de las
arterias pulmonares por mecanismos independientes, pero aditivos, de tal modo, que la
combinacién de ambas vias permite obtener una vasodilatacién completa en situaciones en las
que cada mecanismo por separado produce una relajacion parcial.
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5. La NA, el TXA, y la ET-1 producen una vasoconstriccion pulmonar que es debida al
aumento de la [Ca’" |, y a la sensibilizacién de las proteinas contractiles por el Ca*' y, ademis,
son capaces de modular las distintas vias de vasodilatacion. Asi, p.ej. el TXA, inhibe la
desensibilizacion de las proteinas contractiles por el Ca’* inducida por la via NO/GMPc y la
NA, el TXA, y la ET-1 estimulan la reduccién de la [Ca’>*]; inducida por la activacion de la
ATPasa Na*/K*, aunque este efecto puede (uedar enmascarado por el aumento de la
sensibilidad de las proteinas contractiles por el Ca’* que todos ellos producen.
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