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Introducción

Durantela vida fetal, los pulmonesno son funcionalesy la placentaesla responsablede llevar
acaboel intercambiogaseoso.La circulaciónpulmonarfetal ofreceuna alta resistenciaal flujo
sanguineoy porello, los pulmonesfetales,a diferenciade los del adulto, secaracterizanpor
unaelevadapresiónarterial y un reducidoflujo sanguíneo(35 ml/mm/kg en el feto deoveja
a término>. Antesdel nacimiento,la sangrede la placenta(saturaciónde 02 80%) vuelveal
feto por la vena umbilical, desdedondepasaal conductovenoso.Estecontactacon lavena
cavainferior que contienesangredesaturadaprocedentede las extremidadesinferiores,pasa
a la aurículaderechay a travésdelforamen ovale, a la aurículaizquierda, al ventrículo
izquierdoy, finalmente,a la aorta(Fig 1). La sangredesaturada,queprovienede la cabeza
y de los miembrossuperiores,llegapor la venacavasuperior,pasaal ventrículo derechoy a
la arteriapulmonar.Sin embargo,dadoque la resistenciade los vasospulmonareses alta, un
70% se desvíaa la aortadescendentea travésdel ductusarteriosusy el 30% restantepasaa
travésde la circulaciónpulmonara la aurículaizquierday a laaorta (Reussy Rudolph, 1980;
Teitel y cols., 1987).En efecto, la circulaciónpulmonarfetal esun circuito de alta resistencia
debido a la compresióny acodamientode las arteriolasy capilarespor falta de expansión
pulmonar,a la hipertrofiade la capamediade las arteriolas,al estadoincipientededesarrollo
pulmonary a la vasoconstricciónpulmonarhipóxica(VPH). Desdela aorta,la sangresedirige
a la placentapor las dosarteriasumbilicales,dondela saturaciónde 02 esde 58% (Fig 1).

Los tresacontecimientosmásimportantesquetienen lugaren el momentodel nacimientopara
adaptarsea la vida extrauterinason: a) la ventilación o distensióngaseosarítmica de los
pulmones,b) la oxigenacióny c) la supresiónde la circulaciónumbílico-placentariatras la
ligadurade los vasosumbilicales.Trasel nacimiento,los pulmonesseexpandenal llenarsede
airey el aumentode 02 alveolary arterialproduceunamarcadadisminuciónde las resistencias
vascularespulmonares(RVP) y de la presiónpulmonar;comoconsecuencia,e] flujo sanguíneo
pulmonaraumentaunas8-10veces,lo que facilita el intercambiogaseoso(Finemany cols.,
1995; Morin y Stenmark, 1995; Teitel y cols., 1990). Además, la supresióndel flujo
sanguíneoplacentario reducetanto la llegada de sangrea la aurículaderechacomo la
presión de la misma y produceun aumentode las resistenciasvascularesperiféricas y
una elevación de la presión aórtica muy por encima de la presión pulmonar, lo que
conduceal cierredel ductusarteriosus.El aumentodel flujo sanguíneopulmonarconlíevaun
incrementodel retornovenosopulmonary, por tanto, de la presiónauricularizquierda,que
alcanzavaloressuperioresa los de la presiónauricularderecha,lo que produceel cierre del
foramenovale. La presiónvascularpulmonardisminuyede forma que a las 24 horasdel
nacimientopresentavaloresde aproximadamenteun 50% de la presiónarterialsistémicay a
las 2-6 semanassealcanzanlos valorespropios del adulto (Rudolph, 1985). Ademásde los
efectosmecánicosde la ventilación y del estadode oxigenación,la transiciónde la circulación
pulmonarfetal a la del adulto es reguladade formadecisivapor la liberaciónde mediadores
vasoactivosy porcambiosen la estructurade la paredvascular.
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Introducción

1.1. HIPERTENSIÓN PULMONAR PERSISTENTE NEONATAL

Cualquierhechoque perturbela ordenadatransiciónde la circulaciónpulmonardel feto a la
del adulto producehipertensiónpulmonarpersistenteneonatal(HPPN) (Walsh-Sukys,1993).
Estecuadroafectaa un 0.1-0.5%de los reciénnacidos,y esmortal en casi un 40% de los
casos(Morin y Stenmark1995). La HPPNpuedeser idiopáticao unacomplicaciónde diversas
alteracionescardiorrespiratoriasdel neonato,talescomo la enfermedadde membranahialina,
la aspiraciónmeconial, la asfixia neonatal,la sepsisy la berniadiafragmáticacongénita.A
pesarde las diferenciasexistentesentreestaspatologías,todas ellasse caracterizanpor la
presenciade RVP elevadastras el nacimiento,lo que conducea un cortocircuitodederecha
a izquierdaa travésdel ductus afleriosus y del foramen ovale e hipoxemiagrave. Esta
elevaciónde las RVP puedeserel resultadode la acciónde factoresque afectanal tono o a
la estructuravascular,o a la combinaciónde distintos factorescomo la persistenciade
mecanismosfisiológicos que seoponena la vasodilatacióndurantela vida fetal, el fallo en la
respuestaa estímulos fisiológicos (ventilación y oxigenación)duranteel nacimientoo el
desbalanceentreagentesvasodilatadoresy vasoconstrictores.

En estaIntroducciónse abordan,en primer lugar, las característicasde la paredvascular
pulmonar,los cambiosque éstasufreduranteel desarrollofetal y postnatalhastaobtenersu
morfologíadefinitiva y las anomalíasestructuralesasociadasa la I-IPPN. A continuación,se
analizan los principalesestímulosque participanen la transiciónde la circulaciónpulmonar
fetal a la del adulto y en la génesis de la HPPN, ya sean fisiológicos (ventilación y
oxigenación)o mediadoresvasoactivos(elcosanoides,endotelinas-ETs y el óxido nítrico -

NO). Finalmente,se analizandos de los principalesmecanismosfisiológicos implicadosen la
regulacióndel tono vascularpulmonar,la activaciónde los canalesde K~ dependientesde ATP
(KÁTP) y la estimulación de la ATPasaNa~/K~, que pueden ser diana de numerosos
mediadoresendógenosy desempeñartambiénun importantepapelen la transiciónpulmonar
tras el nacimientoy en el desarrollode HPPN.
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Introducción

1.11. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL

1.11.1. Característicasgeneralesde la pared arterial

La parecíarterial constadeunacapainternao íntima, una centralo mediay unamásexterna
denominadaadventicia.

La íntima

Estáformadaporuna monocapade células endoteliales,quejueganun papeldecisivoen e]
control activo de la circulación, ya que liberan numerososcompuestosvasoactivos.Los
principalesagentesvasodilatadoresliberadospor el endotelioson, básicamente,el factor
relajantedependientede endotelio(EDRF), que seha identificadocomo óxido nítrico (NO)
(Ignarro y cols., 1987a;Palmery cols., 1987), la prostaglandina12 (P012)o prostaciclinay
el factor hiperpolarizantedependientede endotelio(EDHF), cuya identidades todavíahoy
motivo de controversiaentredistintosautores(Campbelly cols., 1996; Edwardsy cols., 1998;
Randalíy cols., 1996).El endoteliotambiénlibera sustanciasvasoconstrictoras,como el factor
contracturantedependientedel endotelio,el tromboxanoA2 (TXA2) y la endotelina-1(ET-l),
si bienestaúltima puedecomportarsetambiéncomovasodilatadora(ApartadoI.V.3.2).

Las células endotelialesdescansansobre una membranabasal, separadade las células
musculareslisas poruna láminaelásticainternade estructurareticular, quepresentaespacios
interlaminares,quepermitenel pasode sustanciasa sutravés.

La media

Susdosprincipalescomponentesson las célulasmusculareslisasvasculares(CMLV), queal
ser estimuladassecontráeny reducenel diámetro internode la paredarterial, y la matriz
extracelular, que se une a las CMLV, dotándolasde una correctaorientaciónen la pared
vascular. La matriz de la capamediadetermina,junto con la adventicia,las propiedades
mecánicasde la arteria. Elastina y colágeno son los dos componentesproteicosmás
importantesde la matriz. La elastinadotade elasticidadal vasoy es,porello, abundanteen
arteriasde conducción,como la aorta.El colágenopermitea la paredde la mediamantener
su forma, a pesarde la altapresiónintraluminal ejercidapor la sangre.

La adventicia

Es la capamásexternade las arterias,separadade la mediaporunaláminaelásticaexterna.
Histológicamente,estacapacontienecolágeno,fibroblastosy algunasCMLV. En arteriasde
calibre medianoo grande,la adventiciapresentapequeñosvasossanguíneos(vasa vasorum),
linfáticos y terminacionesdel sistemanerviosoautónomo(SNA). En los grandesvasosde
conducción,la adventiciaesdelgada,mientrasque en las pequeñasarteriasmusculares(arterias
de resistencia)es másancha.
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Introducción

1.11.2. Caraeteríscasestructurales de las arterias pulmonares

La circulaciónpulmonarconstituyeun circuito de bajapresióny bajaresistenciaque acopla
el volumenminuto del ventrículoderechoa la superficiede intercambiogaseoso.Las arterias
pulmonares,por ello, son máselásticasy presentanuna capade CMLV muchomásdelgada
que las arteriassistémicas.

Las arteriaspulmonaressufrenun cambioen suestructurasegúnseavanzadesdela zonamás
proximal hacia la más distal del vaso. Así, las arteriasson elásticasal inicio de cualquier
ramificación y pasan,al disminuir su calibre, a una estructurade transición, meramente
muscular,parcialmentemusculary no muscular,siendoestaúltima la que presentanlas
arterias inmediatamenteanterioresal lechocapilar (Hislop y Reid, 1972). Elliot y Reid (1965)
describieroncomo,en el humanoadulto, la estructuraelásticala presentabanarteriasde más
de 3000 ~umde diámetro(7~ rama), la estructurade transiciónlas arteriascon un diámetro
entre2000 y 3000 pm (7a~9a rama)y la estructuramuscularlas que presentanun diámetro
entre 150 y 2000 Mm (desdela 9a ramahastala regiónalveolar). Las arteriasparcialmente
muscularesy no muscularesselocalizananivel alveolary presentandiámetrosinferioresa 150
pm.

El lecho arterial pulmonarpuedesufrir cambiosimportantesen su arquitecturaduranteel
crecimientofetal y postnatal(Reid, 1989),así como en distintas situacionespatológicas;por
ejemplo, un aumentocrónico de la presiónarterial pulmonar(Barnes y Liu, 1995). A
continuaciónpasamosa describirestoscambiosestructurales.

1.11.3.Desarrollode lasarteriaspulmonaresen el feto

A las 4 semanasdegestaciónsurgendel esófagoun par de esbozospulmonaresendodérmicos
rodeadosde mesénquima,el cual presentaredesvascularesque provienende la parteanterior
del tubo digestivo. Estosvasoscrecensiguiendolas ramificacionesde las vías respiratoriasy,
tras diferenciarseen arterias,se unena las arteriaspulmonares,que han crecido hacia el
primordiopulmonardesdeel sextoarcoaórtico (Adamson,1991; Morin y Stenmark,1995).
La ramificacióny crecimientode las vías respiratoriasy de las arteriasserealizaen íntima
sincronía,por lo que su desarrolloparecerespondera mediadorescomunes(Hislop y Reid,
1977>. A las 16 semanasde gestaciónsehayanpresentestodaslas ramasbronquialescon sus
respectivasarteriaspre-acinares.En los mesesposterioresde vida fetal tiene lugar la formación
de estructurasintra-acinaresy susarteriascorrespondientes(Hislop y Reid, 1972).

En el desarrollode la vasculaturapulmonar intervienendos procesosmorfológicos: la
vasculogénesisy laangiogénesis.La vasculogénesises el procesomedianteel cual seforman
los vasossanguíneosprimitivos o inmadurosa partir de la diferenciacióny segregaciónde los
angioblastosdel tejido mesodérmico(precursoresde las célulasendoteliales)(Sabin, 1917;
Risau y cols., 1988). Posteriormente,los angioblatosse diferencianencélulasendotelialesy
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contribuyena la expresiónde CMLV, formandoun vasoarterial o venoso.La angiogénesis
supone la creaciónde nuevoscapilaresa partir de la expansióno crecimiento de vasos
primitivos pre-existentes(Pooley Coffin, 1989; Zetter, 1988).El procesoangiogénicono es
exclusivodel desarrollofetal, sino quetambiéntiene lugar, porejemplo,duranteel desarrollo
del cuerpolúteo, la hipertrofiamuscularque siguea la prácticaregularde ejerciciofísico y
la cicatrizaciónde heridas.

El crecimientovascularpulmonarsecaracterizapor la proliferaciónde las célulasendoteliales
y de las CMLV, asícomoporun cambio en el fenotipode estasúltimas. Las CMLV del recién
nacidopresentanunamenorexpresiónde proteínasimplicadasen la respuestacontráctil que
las del adulto, de formaqueal madurarpasande poseerun fenotiposintéticoa uno con mayor
capacidadcontráctil (Rabinovitch,1992;Morin y Stenmark,1995).El hechode que laCLMV
del reciénnacidopresenteun fenotipo sintético explicaríala rápidarespuestahiperplásica
observadaen la paredarterialpulmonaren condicionespatológicas.

1.11.4. Adaptación estructural de la vasculatura pulmonar tras el nacimiento

Al final del desarrollofetal, las arteriasmásproximales(pre-acinares)y aquéllaslocalizadas
a nivel terminal de los bronquiolosson musculareso parcialmentemuscularesy de pared
gruesa,mientrasque las arteriasintra-acinarescarecende músculoliso. Tras el nacimiento,
la vasculaturapulmonarsufreun rápido remodeladovascular,que facilita la bruscareducción
de las RVP. Estoscambiosestructurales,que presentancaracterísticasy cursostemporales
similaresen el hombrey en el cerdo(aunqueseproducende forma másrápidaen esteúltimo),
siguentres fases(Haworthy Hislop, 1981; Rabinovitch, 1992):

Fase1. Esteperíodoabarcalos primeros4 díasdevida y constituyela adaptacióninmediata
a la vida extrauterina.Los cambiosestructuralesmásdrásticosy tempranosse producenen las
arteriasinésperiféricaso precapilares,compuestasúnicamentede célulasendotelialesrodeadas
de pericitos (Hall y Haworth, 1986). Las células endotelialesdel recién nacido no son
totalmenteplanas,sesuperponensobrelas vecinasy presentanproyeccionessuperficiales.A
los 5 minutosde nacer,las células endotelialesson ya másfinas, gradualmentevan dejando
de superponerse(aumenta la relación superficie-volumeny disminuye el número de
proyecciones)y seextiendena lo largo de la paredvascular;sin embargo,la cantidadde
músculoliso vascularpulmonarno se modifica (Haworth, 1988). Por lo tanto, las paredes
vascularesadelgazan,al tiempo que el diámetro internovascularaumenta.Estoscambiosse
acompañandel reclutamientode las arteriasno muscularesy de la vasodilataciónde las arterias
parcialmentemuscularesdel terminal bronquial (arterias de resistencia), que estaban
previamentecerradas.El resultadofinal de todosestosprocesosesla bruseareducciónde las
RVP, que ocurreinmediatamentedespuésdel nacimiento(Haworth y Hislop, 1981).

FaseII. Seextiendehastalas 3-4 semanasde vida y secaracterizapor una reducciónde la
cantidadde músculoliso en las arteriaspulmonaresde < 250 ~m de diámetroy la aparición
de una lámina interna elásticamuy fenestrada,que permite el contactoentre las células
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endotelialesy las CMLV. Estoscambiosconllevanun aumentodel diámetro internovascular
y una reduciónde las RVP (Haworthy Hislop, 1981).

FaseIII. A partir de las 2 semanascomienzaa reaparecerel músculoliso en el acino. Según
pasanlos días, las CMLV aumentanen tamañoy númeroy se depositatejido conectivo
(elastina,colágeno>,dandolugara la nuevaestructurade la paredvascularpulmonar,adaptada
a la presenciade un circuito de bajapresióny bajaresistencia.Estafasese prolongahastaque
las CMLV alcanzansu madurezestructural,esdecir,hastapor lo menoslos 2 añosde vida
en el hombrey los 6 mesesen el cerdo (Haworth, 1988).

1.11.5. Anomalíasestructurales asociadasa la ILPPN

Una incorrectaadaptaciónestructuralde la vasculaturapulmonartras el nacimientopuede
conduciral desarrollodeHPPN. Geggely Reid (1984>y Rabinovitch (1989>clasificaronla
HPPN en base a anomalíasestructuralesdel pulmón y del músculoliso vascularen tres
subgrupos:1) porsubdesarrollode la circulaciónpulmonar,quecursacon unadisminución
importantedel númerode vasosdistales(hipoplasia>y de alvéolos(p.ej. berniadiafragmática
congénita),2) pormaldesarrollo, que secaracterizaporuna “muscularización”excesivade
las arteriaspulmonares,quepuedeserconsecuenciade un dañointrauterinoo perinatal(p.ej.
aspiraciónmeconial). En el término “muscularización” se incluyen el engrosamientode la
media y de la adventicia, el acúmuloexcesivode matriz extracelulary la extensiónde las
CMLV hacia las arteriasde menor calibre (p.ej. intra-acinares),3) por mala adaptación,
cuandoaunqueel desarrolloestructuralhayasido normal, existeuna deficiente respuestaa
mediadoresvasodilatadoresque impide la vasodilataciónapropiadatras el nacimiento.
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1.111. VENTILACIÓN Y OXIGENACIÓN PULMONAR

1.111.1 Papel de la ventilación y la oxigenación en la adaptación pulmonar tras el
nacimiento

La ventilación y la oxigenaciónson los dos mecanismosfisiológicos responsables de la
vasodilatacióny del aumentodel flujo sanguíneopulmonar,quesiguenal nacimiento.Ambos
procesosson capacesde aumentarel flujo sanguíneopulmonar de forma independiente
(Rabinovitch,1992).Así, la ventilaciónpulmonar,por sí sola, esresponsablede hastaun 75%
del aumentodel flujo sanguíneopulmonarque sigueal nacimiento(Teitel y cols., 1990; Reid
y Thornburg, 1990); por otro lado, la oxigenación,incluso en condicionesexperimentales
carentesde ventilaciónpulmonar,tambiéndisminuye las RVP fetales (Cassiny cols., 1964;
Assali y cols., 1968). De cualquiermodo, la acciónconjuntade ambosmecanismossobrela
reducciónde las RVPesmuchomayorquela inducidaporcadaprocesopor separado(Cassin
y cols., 1964; Teitel y cols., 1990).

La caídade las RVP, que ocurrenormalmentecuandolos pulmonesfetalessonventilados,
presentados fases: la primeraabarcalos primeros30-60 segundostras el nacimientoy la
segundase extiendedurantelos 10-20 minutos posteriores.En la primera tiene lugar el
establecimientode la interfasegas-líquidoa nivel alveolar, lo que disminuye la presión
perivascular,distiendelas pequeñasarteriolasy reducelas RVP, mientrasque la segunda
parece debersea un aumentode la producciónde las prostaglandinasvasodilatadoras
(fundamentalmentePGI2) (Heymann,1989; Teitel y cols., 1990).

El tono vascularpulmonaresreguladopor los gasesque intervienenen la respiración(ver
apartadoLV. 1). Tanto la presiónparcial de 02 (PO) como la de CO2 (pCO2)jueganun papel
importanteen la regulaciónde las RVP y del flujo sanguíneopulmonardurantelos períodos
pre y postnatal.Lahipoxia y lahipercapniaestáninvolucradasenel mantenimientode RVP
elevadascaracterísticode la vida fetal (Rudolphy Yuan, 1966). Además,el aumentode la p02
y la disminuciónde la pCO2 reducenlas RVP, aumentanel flujo sanguíneopulmonary son
responsablesde la transiciónde la circulaciónfetal a la del adulto (Heyman,1989; Morin y
cols., 1988).

A pesarde que tanto la ventilación como la oxigenaciónproducenefectosdirectossobreel
tono vascularpulmonar,tambiénpuedenactuarde forma indirectaa travésde la liberacióno
producción local de sustanciasvasoactivas.Así, como se ha indicado anteriormente,la
ventilación pulmonar produce, en parte, sus efectosa través de la liberación de PGI2
(Gryglewski, 1980; Leffler, 1984a). El aumentode la liberación de NO por las células
endotelialesy la activaciónde los canalesde K~ tambiénhan sido implicadosen la relajación
postnatalinducidapor la ventilación(Cornfield y cols., 1992; Tristani-Firouziy cols., 1996)
y la oxigenaciónpulmonar(Cornfield y cols., 1992; Cornfield y cols., 1996; Tiktinski y
Morin, 1993; Shaul y cols., 1992).
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I.III.2. Alteraciones de la ventilación y la oxigenaciónen la IIPPN

La hipoxia intrauterinao en los primerosmomentosde vida extrauterinapuedeprevenir la
vasodilataciónarterialpulmonarcaracterísticadel reciénnacido.De hecho,la hipoxia produce
un marcadoaumentode las RVP y un cuadrode hipertensiónpulmonarasociadoa una
marcadaproliferaciónde las capasmedia y adventicia(Rabinovitch, 1992). La aspiración
ineconialy el síndromededisfunciónrespiratoriasondossituacionesque puedenconducira
una HPPN. Ambas situacionesparecenser consecuenciade una deficiente ventilación y
oxigenaciónpulmonartrasel nacimiento,secundariaaunaobstrucciónde las víasrespiratorias
o a atelectasia(Morin y Stenmark,1995).
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1.1V. REGULACIÓN DEL TONO DEL MÚSCULO LISO VASCULAR

I.IV.I Activación de la contracción y la relajación del músculo liso vascular

El aumento o la reducciónde la concentraciónde calcio libre intracelular ([Ca2~]~), son los
principales mecanismosque inician la contracción y la relajación del músculo liso vascular,
respectivamente.

Factoresfísicos (estiramiento,presión,cizallamiento),agonistasy factoresde crecimiento
aumentanla [Ca2~i~desde0.1 a0.6-0.8MM y generanunarespuestacontráctil en las CMLV.
El aumentode la (Ca2i

1esel resultadode la entradade Ca
2~extracelulara travésde canales

de la membrana celular y/o de su liberación desde sus depósitos intracelulares,
fundamentalmentedel retículosarcoplásmico(RS) (Fig 2). Cuandoaumentala [Ca2~]~,éste
se fija a la calmodulina(CaM) (se unen4 iones Ca2~ por cadamoléculade calmodulina),
formándoseel complejoCa2~-calmodulina(Ca2~-CaM),el cual se une a la cinasade la cadena
ligera de la miosina (MLCK), dandolugar al complejoactivo Ca2~-CaM-MLCK(Somlyo y
Himpens, 1989;Walsh, 1993). Unavezactivada,la MLCK inducela fosforilación de la serma
en posición 19 de lacadenaligera (20kD) de la miosina (MLC~>. Estafosforilación permite
la unión de la actina y la activación de la ATPasade la miosina, lo que facilita el
establecimientode los puentescruzadosentreambasproteínasy el desarrollode fuerza o
acortamientodel músculoliso vascular(Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Fig 2).

La relajaciónde la CMLV tiene lugarcuandodisminuye la [Ca2~j~a nivel de las proteínas
contráctiles.Estadisminuciónconlíevala disociacióndel complejoCa2~-CaM-MLCK y la
regeneraciónde la apoenzima(MLCK) inactiva, lo quepermitela defosforilaciónde la MLC

20
a travésde la fosfatasade la MLC (MLCP>, produciéndosela relajaciónmuscular(Somlyoy
Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Fig 2). La reducciónde la [Ca

2~]
1es el resultadode la

activaciónde dos ATPasasactivadaspor el Ca
2~, localizadasen la membranacelular (PMCA)

y en el RS (SERCA)y del intercambiadorNa~/Ca2~(Fig 2). Estasdos ATPasaspuedenser
reguladasmediantela fosforilación inducidapor las proteínascinasasC (PKC), A (PKA) y O
(PKG); además,la PMCA se activapor la CaM, mientrasque la SERCAseregulapor el
gradode fosforilación de unaproteínadenominadafosfolambano.El intercambiadorNa~¡Ca2~
presentaunabajaafinidadpor el Ca2~ y su acciónpareceestarlimitadaaaumentoslocalesde
la [Ca2~Ia nivel submembranoso.
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1. IV.2. Acoplamiento excitación-contracción

El acoplamientoexcitación-contracciónimplica una cadenadeprocesosen la queel aumento
de la [Ca2~j~juegaun papelprimordial. Sehan descritodos tipos de acoplamientoexcitación-
contraccióndependiendode si el estimuloesla despolarizaciónde la membrana(acoplamiento
electromecánico)o la acción de agonistas (acoplamientofarmacomecánico>(Somlyo y
Himpens, 1989; Walsh, 1993).

El acoplamientoelectromecánicoimplica cambiosen el potencialde membranade la CMLV.
El potencialde reposode las CMLV varíaentre-50 y -60mV; cuandoestos valoressevuelven
menosnegativos(despolarización)seactivan-abrenlos canalesde Ca2~ dependientesdevoltaje
(VOC), produciéndosela entradade Ca2~, el aumentode la LCa2i~ y la contracciónmuscular
(Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993; Himpens y cols., 1995>. De los dos principales
canalesVOC, el tipo L y el tipo ‘1~ el primero,tantoporsualtaconductancia(18-24PS)como
por su umbralde activación(-40 mV), pareceserel principal responsablede la entradade
Ca2~ duranteel acoplamientoelectromecánico.Laentradade Ca2~a travésde los canalestipo
L parece ser la responsabledel componentetónico de la contracción durante una
despolarizaciónmantenidade la membranacelular(p.ej. tras aumentarla concentraciónde Kt
extracelular, 1K’]

0) (Fig 3). La corriente de entrada de Ca
2~ activada durante la

despolarizaciónpuedeponeren marchael mecanismoque seconocecomo liberación de C’a2~
inducida por Ca2~, que consisteen la activaciónporpartedel Ca2~ de los receptoresde
rianodinadel RS y la consiguienteliberaciónde Ca2~del RS (lino, 1989; Somlyo y cols.,
1991). Aunque este mecanismojuega un importantepapel en el músculo cardiaco, su
existenciaen el músculoliso vasculares todavíamotivo de controversia(Horowitz y cols.,
1996).Los cambiosdel potencialde membranahaciavaloresmás negativos(hiperpolarización)
producenel cierre de los canalesde Ca2~ tipo VOC y disminuyenla FCa2~1~,produciendo
vasodilatación.La aperturade canalesde K~ y la activaciónde la ATPasaNa~/K~ son dosde
los principales mecanismosresponsablesde la hiperpolarizaciónde la membranade las
CMLV, comosedetallaen los apartadosI.VI y I.VII, respectivamente.

El acoplamientofarmacomecánicoenglobaunaseriede mecanismosde señalizacióncelular,
que puedenestimularla contraccióno la relajaciónvascularsin modificar el potencialde
membranade la CMLV (Somlyoy Himpens, 1989; Walsh, 1993). Estaactivacióntambiénse
asocia a un aumento de la [Ca2~J~ procedente,en parte, del medio extracelularpero,
fundamentalmente,del RS (Fig 3). El RS esel principal depósitointracelularde Ca2~ en las
CMLV. Presentaen su membranareceptoresparael inositol-1,4,5-trifosfato(IP

3) que, al
activarse,permiten la salidamasivade Ca

2~. El IP
3 segenerapordistintosagonistas,tales

como acetilcolina(ACh), angiotensinaII (A-II), vasopresina,histamina,serotonina(5-1-IT),
ET-1, catecolaminasy TXA2, que actúansobresus receptoresespecíficosde la membrana
celular, queestánacopladosa la fosfolipasaC a travésde las subunidadesa de la proteínaGq
(Himpensy cols., 1995; Karaki y cols., 1997; Somlyoy Himpens,1989; Walsh, 1993). La
fosfolipasa C hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato(RIP2), siendoel IP3 uno de los
productosde la reacción.
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Los agonistaspueden,además,inducir la entradade Ca2+ desdeel medioextracelularatravés
de la activaciónde los canalesde Ca2ttipo L (Nelsony cols., 1988; Ohyay Sperelakis,1991)
o de los canalesactivadospor receptor(ROO (Benhany Tsien, 1987; Ganitkeviche lsenberg,
1990)(Fig 3). Los canalesROCtambiénparecenactivarsepor el estiramientomecánico(Davis
y cols., 1992), si bien se han descritocanalesque respondenespecíficamentea estímulos
físicos y son sensiblesal bloqueocongadolinio (Karaki y cols., 1997>.

Las característicasde la respuestacontráctil dependen,por tanto, del tipo de estimulo
(despolarizacióno agonista)y de la fuenteresponsabledel aumentode la [Ca2i~ (Fig 3>. Altas
concentracionesde Kt extracelularproducendespolarizaciónde la membrana,aumentanla
entradade Ca2t a travésde los canalestipo L y producenuna contracciónmantenida,que
puedesuprimirsepor los bloqueantesde los canalesde Ca2t tipo L (Satoy cols., 1988; Karaki
y cols., 1991). Porel contrario, agonistascomo la noradrenalina(NA) por un ladoestimulan
la liberaciónde Ca2t desdeel RS, lo queproduceuna respuestacontráctil transitoria,ya que
la cantidadde Ca» del RS es limitada (Karaki y cols., 1997), y porotro aumentanla entrada
de Ca» a travésde los canalesde Ca» tipo L y tipo ROC, produciendouna contracción
mantenida(Karaki y cols., 1997).

I.IV.3. Cambiosen la sensibilidadde las proteínas contráctiles por el Ca»

Como se ha indicado, la activación de la MLCK dependientede Ca» y la posterior
fosforilaciónde la MLC generauna respuestacontráctil (fuerza).Sin embargo,la utilización
de marcadoresde la rCa2tl

1 (p.ej. aequorina,fura-2) ha permitidodemostrarque la relación
fuerza-Ca»puedeservariable, lo que sugierelaexistenciade procesosde sensibilizacióno
desensibilizaciónde las proteínascontráctilesal Ca

2t.

Sensibilización.Una disociaciónentre la [Ca2’]~y la fuerzacontráctil desarrolladase ha
observadoen presenciade los ésteresde forbol (Satoy cols., 1992) y de distintosagonistas
tales como: la NA (Karaki y cols., 1988a;Satoy cols., 1988; Himpensy cols., 1990; Hori
y cols., 1992), la ET-1 (Hori y cols., 1992; Sudjarwoy cols., 1995; Karaki y Matsuda,1996),
el U46619, un agonistade los receptoresdel TXA

2 (Himpens y cols., 1990) y la PGF2,
(Balwierczak,1991; 1-Ion y cols., 1992).Todos estosagonistasinducenuna mayor respuesta
contráctil que el KCI, a pesarde producir aumentossimilares,o incluso menores,de la
¡Ca

2’], lo quesugierequesoncapacesde producirsensibilizaciónde las proteínascontráctiles
al Ca2t. Se han propuestohasta4 mecanismosdiferentespor los que los agonistaspodrían
sensibilizara las proteínascontráctilesal Ca2t (Karaki y cols., 1997) (Fig 2).

Desensibilización.Los aumentosde los niveles de AMPc producidopor los agonistasII-
adrenérgicosy de GMPc producido por el NO o los dadoresde NO conducena la
vasodilataciónde la CMLV. A pesarde que estosagentesdisminuyenla [Ca2’]~,la relajación
producidaesmayor de la que corresponderíaa estareducción(Rembold, 1992; Salomoney
cols., 1995; Abc y Karaki, 1989; Karaki y cols., 1988b); esdecir,que estosagentespueden
inducir la desensibilizaciónde las proteínascontráctilesporel Ca». Los nucícótidoscíclicos
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parecenaumentarla [Ca2~1~requeridaparafosforilar la MLC, bienpor inhibir la MLCK, por
activarla MLCP o a travésde mecanismosindependientesde la fosforilación de la MLC (Itoh
y cols., 1993; Kitazaway cols., 1996; Karaki y cols., 1997>.
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I.Y. MECANISMOS QUE PARTICIPAN EN LA REGULACIÓN DEL TONO
VASCULAR PULMONAR Y SU PAPEL EN LA TRANSICIÓN DE LA
CIRCULACIÓN PULMONAR FETAL A LA DEL ADULTO

La circulación pulmonares reguladabásicamentepor factoresactivos y pasivos(Daly y Hebb,
1966).Entrelos factorespasivosseencuentran:el volumenminuto cardíaco,la presiónde la
aurículaizquierda,la presiónde lasvíasaéreasy del líquido intersticial, la fuerzade gravedad
y la obstrucciónde las vías aéreas.Todos estosfactoresmodificanlas resistenciasvasculares
periféricas independientementede cambiosen el tonovascular.Los factoresactivosincluyen
los gasesde la respiración,el sistemanerviosoautónomo(SNA) y los mediadoresvasoactivos
(Barnesy Liu, 1995); todos estosfactoresalteranlas RVP pormodificar el tono del músculo
liso pulmonar.Aunquelos factorespasivospuedanser importantesen algunascircunstancias,
la circulaciónpulmonares reguladafundamentalmentepor los factoresactivos,especialmente
en situacionespatológicas(Barer, 1980).

LV.1. Regulacióndel tonovascularpulmonarporlos gasesde la respiración

El tonovascularpulmonarestádeterminadopor los gasesque intervienenen la respiración.
La disminuciónde la pO2 y el aumentode la pCO2 son los responsablesde la respuesta
vasomotorapulmonara la hipóxiae hipercapnia,respectivamente(Duke, 1954; Frishman,
1961; Marshall y Marshall, 1983). La respuestavascularpulmonar a la hipoxia es muy
característica,diferenciándosedos fases.La primeracursacon unarespuestavasoconstrictora
conocidacomovasoconstricciónpulmonarhipóxica(VPH), queesunarespuestafisiológica
quedisminuyela perfusiónsanguíneaen zonaspobrementeventiladas,redistribuyendoel flujo
haciazonasmejor oxigenadas,optimizandoel acoplamientoventilación-perfusióny, como
consecuencia,la oxigenaciónarterial. En casode una exposiciónprolongadaa la hipoxia, se
observauna segundafase que se caracterizapor una respuestavasodilatadorasensiblea
glibenclamida, un inhibidor de los canalesKATP (Wiener y cols., 1991). La VPH es,
posiblemente,el mecanismodecontrol activo máspoderosode la circulaciónpulmonarpero,
desgraciadamente,el mecanismoresponsablede la misma no es del todo conocido.En este
sentido,se ha descritoque la VPH puedeserconsecuenciade: a) el cierre de distintostipos
decanalesde K~, que despolarizala membranaplasmática,facilita la aperturade canalesde
Ca»tipo VOC, aumentala [CaJ~y producevasoconstricciónpulmonar(Archer y cols., 1993;
Barman, 1998; Cornfield y cols., 1994; López-Lópezy cols., 1989; Posty cols., 1992); b)
la sensibilizaciónde las proteínascontráctilesal Ca» (Robertsony cols., 1995); c) la
inhibición de la síntesisendotelialde NO y PCI2 (Archer y cols., 1989; Liu y cols., 1991b;
Villamor y cols., 1997b; Wadsworth, 1994), asociadao no a una mayor síntesisde ETs y
leucotrienos(LTs) C4 (LTC4) y D4 (LTD4) (Kourembanasy cols, 1990) y d) un acúmutode
células inflamatorias, que favorecen la vasconstriccióny los cambiosfibroproliferativos
pulmonares(Morin y Stenmark,1995).
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I.V.2. Regulación del tono vascular pulmonar por el SNA

En 1896 Fran9ois-Franckobservócómo la estimulaciónsimpáticapulmonarproducíaun
aumentode la presiónarterial pulmonary de la frecuenciacardíaca,si bien, estosefectos
podrían atribuirse a cambiosen el volumen minuto cardíacoo en la presión de las vías
respiratorias,que tambiénaparecendurantela estimulaciónsimpática.Posteriormente,se
demostró que, en condicionesde flujo sanguíneoconstante,la estimulación simpática
aumentabalas RVP (Daly y Hebb1952, Daly y cols., 1970) y la impedanciapulmonar(Pace,
1971). Estosefectosestánmediadospor los receptoresa1-adrenérgicospostsinápticos(Hyman,
1986; Kadowitz y Hyman, 1973); la estimulación de los receptores p-adrenérgicos
postsinápticos,por su parte, producevasodilataciónpulmonary su bloqueo aumentala
respuestavasoconstrictorainducidapor la estimulaciónsimpática(Hyman, 1986).También
existen receptores«2~ y p2-adrenérgicospresinápticosque, respectivamente,disminuyeno
aumentanla liberaciónde NA desdelos terminalessimpáticos.En niños con I-IPPN, disminuye
la densidadde receptores13-adrenérgicosy seproduceun desacoplamientodel receptor I~-
adrenérgico,que conducea una menor producciónde AMPc y a una menor respuesta
vasodilatadora(Banesy Liu, 1995). En condicionesfisiológicas, la estimulaciónadrenérgica
controla,en parte,el tonovascularpulmonarbasal.Así, seha descritoque la simpatectomía
torácica(Kabinsy cols., 1962)o el tratamientoconantagonistaso~-adrenérgicos(Barer, 1966)
disminuyenlas RVP, mientrasque el bloqueop2-adrenérgicolas aumenta(Murray y cok.,
1986) y que tras el autotrasplantepulmonarhay una mayor respuestaa los agonistasa-

adrenérgicos(Barnesy Liu, 1995).

La inervación colinérgicapulmonares muchomás pobre que la adrenérgica,y no parece
intervenir en el mantenimientodel tono vascular pulmonar (Murray y cols., 1986).
Dependiendode la especieanimal, la estimulaciónvagal puedeproducir vasodilatación
(Rudolph, 1979) o vasoconstricciónpulmonar(Daly y I-Iebb, 1952),ya queel nerviovagoen
algunasespecies,como el perro, presentafibras nerviosasadrenérgicas.En el cerdo, las
arteriasintrapulmonaresno parecenpresentarterminalesteñidospor la colino acetiltransferasa,
perosí las venas(Fillenz, 1970). Sehadescritoque la ACh, enel territorio pulmonar,puede
producirefectosvasodilatadores(Frittsy cols., 1958; Cherryy (illis, 1987) mediadosa través
de la liberación de NO por las células endoteliales (McMahon y cols., 1991) y
vasoconstrictores(Catravasy cols., 1984; Saday cols., 1987), dependiendodel tonovascular
pre-existente.Esteefectoestámediadoatravésde la estimulaciónde receptoresmuscarinicos

o M4 del endoteliode los vasospulmonares,dependiendode la especieanimal (Barnesy
Liu, 1995); los receptoresM, y M2 selocalizan,respectivamente,en los terminalesnerviosos
simpáticosy parasimpáticos,modulandola liberaciónde NA y ACh. En arteriaspulmonares
humanas,la ACh produceun claroefecto vasodilatador,tanto en situacionesfisiológicascomo
en presenciadevasoconstricciónpulmonarhipóxica(Fritts y cols., 1958).

28



Introducción

I.V.3. Regulacióndel tono vascularpuhuonarpormediadoresvasoactivos

Existen numerososmediadoresy hormonasque intervienenen la regulacióndel tono vascular
pulmonar y cuyosefectospuedenvariar dependiendode la especie,la edado el tono pre-
existente(Tabla 1).

Tabla 1. Principalesfactoresvasoactivosimplicadosen la regulación del tono vascular
pulmonar.Clasificaciónsegúnsu acciónvasodilatadora,vasoconstrictorao dual.

Acción vasoconstrictora Acción vasodilatadora Accióndual

A-II, neuropéptidoY,
*P0D2 ~PGE2,PGF2,

TXA,

AMP, CGRP, P012, PCE1,
ANP y VIP

AA, adenosina,ADP,
ATP, AVP, BK, ETs,

sustanciaP y trombina

A-II (angiotensina[1),AA (ácidoaraquidónico),ADP (adenosinadifosfato),AMP (adenosina
monofosfato),ANP (péptidonatriuréticoatrial). ATP (adenosinatrifosfato>, AVP (arginina
vasopresina),8K (bradicinina),CGRP(péptidorelacionadoconel gende la calcitonina), ETs
(endotelinas), PAF (factor activador plaquetario), PGD2, PCE2, PGF2a y PCI2
(prostaglandinasD2, E2,F2a y prostaciclina),TXA2 (tromboxanoA2), VIP (péptidointestinal
vasoactivo)y 5-1-IT (serotonina).* Vasodilatadoren fetos de cordero.

A pesarde que todos estosmediadoresjueganun papelimportanteen la regulacióndel tono
vascularpulmonar, su papel fisiopatológicoen la génesisde la hipertensiónpulmonar es
bastanteincierto (Barnesy Liu, 1995). En cuaLquier caso, la regulaciónde la circulación
pulmonarfetal y neonatalestádeterminadapor el balanceentreagentesvasoconstrictoresy
vasodilatadores(l-Ieymann, 1989; Kinsellay Abman, 1995). Entre los agentesvasoactivosque
intervienenen la transición de la circulación pulmonarfetal a la del adulto destacanlos
cicosanoides,las ETs y el NO.

1.V.3. 1 Elcosanoides

Los eicosanoidessonun grupode potentessustanciasvasoactivas,cuyo origencomúnes el
AA. El AA selibera a partir de los fosfolípidos de la membranagracias,a la acciónde la
fosfolipasaA, y sedegradaa travésde 3 vías metabólicas:a) la de la ciclooxigenasa,queda
lugar a prostaglandinas(PCE1, PCE2, PGF2~, PGD2, PGH2 y PCI2 o prostaciclina) y
tromboxanosA2 (TXA2) y B2 (TXB2), b) la de la lipooxigenasa,que da lugara los LTs y c)
la de la epooxigenasao del citocromoP450, queda lugara los ácidosepóxieicosatrienoicos
(Holtzman, 1991).
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Papel de los cicosanoidesen la transición de la circulación pulmonar fetal a la del adulto

Los eicosanoidesjueganun importantepapelen la regulacióndel tono vascularpulmonar
perinatal. El propio AA producevasoconstriccióncuandoel tono pulmonaresbajo,pero se
comportacomovasodilatadorcuandoel tono seelevapor la hipoxia (Gerbery cols., 1980).
Las PCEJ y PGE2 secomportancomo vasodilatadoresmodestosde la vasculaturapulmonar
fetal, mientrasquela PG12presentaunaacciónvasodilatadoramuchomáspotentey sus niveles
plasmáticosaumentanen la circulación pulmonarduranteel nacimiento (Leffler y cols.,
1984a), siendo,porello, la que mayor relevanciapresentaen la transiciónde la circulación
fetal a la del adulto (Hymany Kadowitz, 1979). La PGI2 estimulala síntesisde AMPc y de
NO en la CMLV, que a su vez incrementalos niveles de GMPc. El aumentode estos
nucleótidoscíclicos y de NO no sólo contribuyea las accionesvasodilatadoraspulmonaresde
la PGI,, sino tambiéna sus accionesantiproliferativasy antiagregantesplaquetarias(Morin y
Stenmark,1995). El papelde la PGI2 en la adaptaciónpulmonaral medioextrauterinose ha
asociadoal componentemecánico(estiramiento>de la ventilación;así, sehadescritoquela
ventilaciónpulmonarfetal, incluso sin modificar la pO2, aumentala producciónpulmonarde
PCI2 (Gryglewski, 1980) y de su metabolito el 6-ceto-PGFia(Leffler y cols., 1984a). La
indometacinao el ácidomeclofenámico,que inhiben la síntesisde PCI2, facilitan el cierredel
ductusarteriosusy disminuyenel aumentodel flujo sanguíneopulmonary la reducciónde la
RVP queprovocala expansiónmecánicapulmonar,pero no modifican los cambiosinducidos
por la oxigenaciónen el momentodel nacimiento.Además,sehandescritocuadrosde HPPN
en reciénnacidosde madrestratadascon AINEs duranteel embarazo(Manchestery cols.,
1976). La bradicininay la A-II, cuya concentraciónaumentatras el nacimiento, también
estimulanla producciónde PGI2 (Omini y cols., 1983; Leffler y cols., 1984a>. La PGD2 se
comportacomovasodilatadorpulmonaren fetos de cerdoy en corderosreciénnacidos,pero
a los diez díasde edadactúacomovasoconstrictor(Soifer y cols., 1983; Perreaulty cols.,
1990). Curiosamente,estedobleefectosehaobservadotambiéncon la histamina.Ambos,
PGD2 e histamina,se hayanpresentesen los mastocitos,cuyo númeroaumentaal final del
nacimientoy disminuye marcadamentetras el mismo. Por lo tanto, seríaposible que la
ventilaciónpulmonarindujera la degranulaciónde mastocitos,liberándosePGD2 e histamina,
quecontribuiríana la vasodilataciónpulmonarpostnatalinicial. Además,la histaminaestimula
la secrecióndel PAF, que es tambiénun potentevasodilatadorpulmonar,particularmente
cuandoel tono vascularestáelevado(Cheny cols., 1992; Heymann,1989).

El TXA,, la PCE2, y los LTs sonpotentesagentesvasoconstrictoresa nivel pulmonar(Banes
y Liu, 1995). Los LTs, parecenparticiparen el mantenimientode las RVP elevadasdurante
el períodofetal, ya queseha descritoqueel tratamientocon antagonistasde los receptoresde
los LTs (Coceaniy Olley, 1988) o con inhibidoresde la síntesisdel LTA4 (Heymanny cols.,
1988) produceun incrementodel flujo vascularpulmonaren el períodopostnatal.El efecto
vasoconstrictorde los LTs y del AA pareceestarmediado,enparte,a travésde la producción
del TXA, (Soifer y cols., 1989; Buzzardy cols., 1993).

Sin embargo,la importanciade los eicosanoidesen la transiciónde la circulaciónpulmonar
fetal a la del adulto ha sido cuestionada,ya que sólo unas horas despuésdel nacimiento
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disminuyela producciónde PGI2 (Leffler y cols., 1984b) y desapareceal cabode unosdías
(Morin, 1986). Además, el aumento de las RVP inducido por los inhibidores de la
ciclooxigenasadisminuyerápidamentetras el nacimiento(Reddingy cols., 1984>. Por todo
ello, pareceque el papelde los eicosanoidespodríalimitarse exclusivamenteal comienzode
dichatransición.

Papel de los cicosanoidesen la HPPN

En lactantescon HPPNsehanencontradoniveleselevadosde LTs C4 y D4 y de TXs (Dobyns
y cols., 1994), los cualesincrementanla presiónarterial y las RVP en animalesreciénnacidos
(Soifer y cols., 1989); sin embargo,enestascircunstancias,disminuyela eliminaciónurinaria
de PGI, (Gaine y Rubin, 1998). Los aumentosde los niveles de TXA2 y de LTs han sido
implicadosen la faseagudade la hipertensiónpulmonarinducidapor la sepsiso el factor
necróticotumoral (TNFa) (Kuratomi y cols., 1993; Wheelery cols., 1992); de hecho,la
inhibición de la síntesisde TXA2 suprimela hipertensióninducidapor la sepsis (Runkle y
cols., 1984; Truog y cols., 1986; Weitzbergy cols., 1995) y la administraciónde U46619
reproducelos efectos hemodinámicosobservadosen estafase(Brigham y Meyrick, 1986). El
TXA, ha sido implicadotambiénen otros modelosde hipertensiónpulmonar,como la inducida
por heparina/protamina(Montalescoty cols., 1990), isquemia-reperfusión(Zamoray cols.,
1993), LTD4 (Noonany Malik, 1986) y microembolismo(García-Szaboy cols., 1988). En
pacientescon hipertensiónpulmonarsecundariaa cardiopatíaisquémicacongénitatambién
aumentanlos nivelesplasmáticosde TXA2 y disminuyenlos de PGI2 (Barnesy Liu 1995).

I.V.3.2 Endotelinas (ETs)

Las ETs son una familia de tres isopéptidos (ET-1, ET-2 y ET-3) de 21 aminoácidos,
codificados por tres genesdistintos (Inoue y cols., 1989). El gen que codifica la ET-1 se
localizaen el cromosoma7 y predominaa nivel de endotelio,músculoliso vascular,corazón,
pulmón, riñón y páncreas.El gen que codifica la ET-2 predominaen el endotelioy en la
musculaturalisa intestinal, corazón,estómago,placentay útero. La expresiónde la ET-3
predominaanivel central,pulmonar,digestivo y renal, pero no tienelugar a nivel endotelial
(Haynesy Webb, 1993).El productoinicial del gen de ET-1 humanoesel péptidopreproET-1
(212aminoácidos),queseconvierteprimeroen proET-1 (183aminoácidos)y, posteriormente,
en un péptidode 38 residuos,la “big” ET-1 (Yanagisaway cols., 1988).Esta,a su vez, se
convierteen ET-1 por la acciónde las enzimasconvertidorasde la endotelina(ECE) (Xu y
cols., 1994; Oppenorthy cols., 1992).La síntesisy liberaciónde ET-1 esestimuladaporA-II,
NA, trombina, TGF~, PDGF, ésteresde forbol, interleucina 1-~3, vasopresina,hipoxia,
endotoxemia,glucosay fuerzasde cizallamientovascular(Levin, 1995; Webb, 1997; Ferro
yWebb, 1996).

Los efectosde las ETs estánmediadosa travésde receptoresdenominadosETA (ET-1 = ET-2
>> ET-3), ETB (ET-1 = ET-2 = ET-3) y quizásET~ (ET-3 > ET-1 = ET-2), que
presentanuna homologíadel 66% (Levin, 1995; Miller y cols., 1993; Rubanyiy Polokioff,
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1994; Sakuraiy cols., 1990>. En general,las CMLV pulmonarespresentansólo receptores
tipo ETA, mientrasque las célulasendotelialessólo receptoresETE (Hosoday cols., 1991;
Ogaway cols., 1991); sin embargoen algunasCMLV, como las pulmonaresde conejo,
parecencoexistir ambostipos de receptores(LaI)ouceury cols., 1993).

Dependiendodel tono vascular previo, las ETs pueden producir vasoconstriccióno
vasodilatación pulmonar. En condiciones basales, los tres isopéptidos producen
vasoconstricciónpulmonar,siendola ET-1 el máspotente(Levin, 1995; Webb, 1997, Ferro
y Webb, 1996). También aumentael tono simpático central y periférico y estimula la
liberaciónde ANP, renina,A-II, aldosteronay adrenalina(Kawaguchiy cols., 1990>. Por otro
lado, la ET-l potencialos efectosde otros vasoconstrictores,comoNA, 5-HT, vasopresina
y A-II (Yang y cols., 1990). Cuandoel tono vascularestáelevado,algo que sucededurante
la vida fetal (Perreaulty De Marte, 1991; Wong y cols., 1994> o tras el uso de agentes
vasoconstrictrores,las ETs producen vasodilatación pulmonar (Crawley cols., 1992;
I-lasunumaycols.,1990; Lipptonycols., 1991; Togaycols., 1991; Wongycols.,1993>. La
respuestavasoconstrictorade las ETs esmediadapor los receptoresETA, y la relajaciónpor
los ET8 (Hay y cols., 1993; Sudjarwoy cols., 1993); sin embargo,sehadescritoqueparte
de la vasoconstriccióninducidapor las ETs a nivel pulmonarpudieraestarmediadapor un
subtipodel receptorETB (Perreaulty Baribeau,1995; Sumnery cols., 1992>. La ET-l también
estirnula la síntesisde ADN y la proliferación de fibroblastos y de CMLV pulmonares
(Janakideviy cols., 1992; Peacecky cols., 1992); esteefectomitogénicoestámediadoa través
de la estimulaciónde receptoresETA, ya que sebloqueaporBQ-123 (Zamoray cols., 1993>.

Ambos receptores,ETA y ET8, estánacopladosa proteínasG (Levin, 1995; Rubanyi y
Polokoff, 1994). La vía de señalizaciónde la respuestaconstrictorade las ETs implica la
activaciónde la fosfolipasaC y la hidrólisis del PIP2en IP3 y diacilglicerol (DAG) (Fig 3). El
IP3 aumentala [Ca

2~J~,tantopor facilitar su liberacióndesdelos depósitosintracelularescomo
por aumentarsu entradaa travésde la membranacelular. El DAG activa la PKC, lo que
aumentala sensibilidadde las proteínascontráctilespor el Ca» (Karaki y Matsuda, 1996;
Levin, 1995; Sudjarwoy cols., 1995). La ET-1 tambiénbloquealos canalesKA.I.P (Miyoshi
y cols., 1992>,por lo quedespolarizala membranay facilita la aperturade los canalesde Ca»
activadospor voltaje y aumentala [Ca2~]~,produciendovasoconstricción.La ET-1, además,
activa la fosfolipasaA

2, aumentandola síntesisde productosde degradacióndel AA, que
puedencontribuir a susefectosvasoconstrictores(Togay cols., 1991>.

Por otro lado, la ET-1 reducela presiónarterial pulmonaren corderosrecién nacidoscon
hipertensiónpulmonarinducidaporel U46619; esteefectovasodilatadorde la ET-1 parece
estarmediadoa travésde la liberacióndel NO endotelial, la activaciónde los canalesde
potasioy la estimulaciónde Ja ATPasaNa~/K~ (Crawley y cols., 1992; Hasunumay cols.,
1990; Lippton y cols., 1991; Perreaulty De Marte, 1991; Wong y cols., 1993>.
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Papel de las ETs en la transición de la circulación fetal a la del adulto

La ET-1 contribuyeal mantenimientodel alto tono vascularpulmonarfetal, probablementea
travésde la activaciónde los receptoresETA (Ivy y cols., 1994)y al descensode las RVP que
la estimulaciónde los receptoresETB producetras el nacimiento(Wong y cols., 1994). De
hecho, la densidadde receptoresde ET- 1 esextremadamenteabundanteen vasospulmonares
de lechonesrecién nacidos(Perreaulty Baribeau, 1995)y sehadescritoque alos 2-3 díasdel
nacimientoaumentala fijación de la ET-1 al receptorETB (Hislop y cols., 1995>. La ET-1 es,
además,un potentevasoconstrictordel ductusarteriosus (Coceaniy cols., 1992> y podría
interveniren su cierre tras el nacimiento.Porotraparte,se hadescritoque la actividadde la
ECEdisminuyecon la edadpostnatal(Liben y cols., 1993>, lo que reduciríala síntesisde la
ET- 1 y podríaexplicar, enparte,la reducciónde las RVP tras el nacimiento.

Papelde las ETs en la HIPPN

La ET- 1 ha sido implicadaen el elevadotono vascularpulmonarpropio del feto (Wang y
Coceaníy cols., 1992; Ny y cok., 1994> y en el desarrollode lavasoconstricciónpulmonar
inducidaporhipoxia enel reciénnacido(Wang y cols., ¶995; Ivy y cols., 1996). Dehecho,
Los nivelesde ET-1 inmunorreactivaestánelevadosen recién nacidosconHPPN(Christou
y cols.. 1997; Kumar y cols., 1996; Rosenbergy cols., 1993), así como en pacientescon
hipertensiónpulmonarprimaria (Giaid y cols., 1993>, con síndromede distressrespiratorio
(Drumí y cols., 1993> y durantey tras la cirugía pulmonar(Onizuka y cols., 1991). Este
aumentode los nivelesde ET-1 seha observadotambiénen diversosmodelosexperimentales
de hipertensiónpulmonar, incluyendo la inducida por sepsis, hipoxia o monocrotalina
(Miyauchi y cols., 1993; Weitzbergy cols., 1996> y en la progresiónde la hipertensión
pulmonar causadapor la insuficiencia cardiacacongestiva (Sakai y cols., 1996). La
estimulaciónde la proliferaciónde fibroblastosy CMLV inducidapor la ET-1 (Janakideviy
cols., 1992),podría,además,participaren el remodeladovascularpulmonaren estosmodelos
experimentales.De hecho,los antagonistasde receptoresde ET-1 handemostradoserefectivos
en el tratamientode la hipertensiónpulmonarprimaria y de la inducidapor monocrotalinao
asociadaa insuficienciacardíaca(Miyauchi y cols.. 1993; Sakaiy cols., 1996).

I.V.3.3 Oxido nítrico (NO)

En 1980, Furchgotty Zawadzki, demostraronque el endotelioproducíaun factor que era
responsablede la relajacióndel músculoliso vascularen respuestaa la ACh. Posteriormente,
Palmery cols. (1987)e Ignarro y cols. (1987a>lo identificaroncon el óxido nítrico (NO>.

El NO es uno de los principalesmediadoresendógenosy presentapropiedadesvasodilatadoras,
antiagregantesy antiproliferativas.Se sintetizaa partir de la L-argininapor la NO sintasa
(NOS), de la que se conocen 3 isoformas: NOSe, que es constitutiva de las células
endoteliales;NOSI, que es inducibley sepresentaen macrófagosy célulasmusculareslisas;
y NOSn, isoformaneuralconstitutiva,presenteen el tejido nerviosoy en la médularenal. El
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NO selibera de las célulasendotelialesen respuestaa fuerzasfísicas (cizallamiento,presión)
y humorales(ACIi, bradicinina,catecolaminas,A-II, ET-1, vasopresina,trombina, ATP y
AA, entreotros) y difunde librementehacialas CMLV, dondeestimulaa la guanilatociclasa
solubley aumentalos nivelesintracelularesde GMPc, produciendovasodilatación(Barnesy
Liu, 1995; Rubanyiy cols., 1986). Estenucleótidocíclico es el principal mediadorde la
respuestavasodilatadoradel NO, aunqueel NO puedeproducirvasodilatacióna travésde otros
mecanismos independientesdel GMPc (Plane y cols., 1998). Así, el NO produce
hiperpolarizaciónde las CMLV a través de la activación de diversoscanalesde potasio:
activadospor Ca» o Kc. (Archer y cols., 1994; Bolotina y cols., 1994; Geogey Shibata,
1995; Robertsony cols., 1993; Zhao y cols., 1997), que presentanrecificacióntardíao K~
(Yuan y cols., 1996; Zhao y cols., 1997> y KATP (Garlandy McPherson,1992; Murphy y
Brayden, 1995). Los fármacosdadoresde NO, como el nitroprusiato sódico (NPS) y la
nitroglicerina, producentambiénactivaciónde los canalesKca (Bychkov y cols., 1998; Khan
y cols., 1998). Aparte de la activaciónde los canalesde potasio,sehan descritonumerosos
mecanismosporlos queel GMPc producevasodilataciónpulmonar:activaciónde la SERCA
(Cohen y cols., 1999; Khan y cols., 1998; Rashatwary cols., 1987)y de la PMCA (Barnes
y Lio, [995>,activaciónde la ATPasaNa~¡K~ (Tamaokiy cols., 1997; Rapoporty cols.,
1985), cierre de canalesde Ca» tipo L (Ruiz-Velascoy cols., 1998> e inhibición de la
liberación de Ca» desdeel RS inducidapor IP3 (Hirata y cols., 1990; Ji y cols., 1998).
Ademásde todos estosmecanismosque reducenla [Ca

2’]
1,la disminuciónde la sensibilidad

de las proteínascontráctilespor el Ca» tambiénpareceestarinvolucradaen relajación que
sigue a la activaciónde la vía del GMPc (Karaki y cols., 1997; Kitazawa y cols., 1996;
McDaniel y cols., 1992).

La importanciadel NO en la regulacióndel tono vascularpulmonaresevidenteteniendoen
cuentaque numerososmediadoresvasoactivosproducenvasodilataciónpulmonara través de
su liberación.Tal esel casode la ACh (McMahony cols., 1991>, la bradicinina(Ignarroy
cols., 1987b>, la NA (Liu y cols., 1991a), la histamina(Ortiz y cols., 1992>, el ATP (Liu y
cols., 1992a>y la ET-1 y ET-3 (Crawley y cols., 1992>.

Papel del NO en la transición de la cirenlación fetal a la del adulto

La actividad del NO endotelial pulmonares ya patentedurantela vida fetal en el cordero
(Abmany cols., 1990; Shaul y cols., 1993; Davidsony Heldemerdash,1990), pero no en el
cerdo (Liu y cols., 1992b). Sin embargo,en ambasespecies,la producciónde NO y la
vasodilataciónendotelio-dependientesufren un espectacularaumentotras el nacimientoy a
medida que avanzala edad(Abman y coN., 1991; Zellers y Vanhoutte, 1991; Liu y cols.,
1992b; Shauly cols., 1993). La administraciónde L-NAME (N

6 nitro-L-argininametil éster),
un inhibidor de la síntesisde NO, produceun marcadoaumentodel tono arterial pulmonar
fetal (Abman y cols., 1990); si acontinuaciónsepracticauna cesareay seextráenlos fetos,
seobservacomo al suprimir la circulaciónplacentariaapareceuna elevaciónpersistentede la
presión arterialpulmonar,lo que confirmael papeldel NO en la transiciónde la circulación
pulmonar fetal a la del adulto (Finemany cols., 1995>. De hecho,seha descritoque los
principalesprocesosimplicadosen la vasodilataciónpulmonarpostnatalcomo el aumentode
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la P0=’el incrementodel flujo sanguíneoy el estiramientomecánicopulmonarestimulanla
liberaciónde NO endotelial (Tiktinski y Morin, 1993; Cornfield y cols., 1992; Shaul y cols.,
1992>. Los posiblesmecanismosimplicadosen el aumentode la actividad del NO endotelial
tras el nacimientoincluyen: a> un aumentoen la actividad de la NOSedebidoa un incremento
en su expresióno a unamayordisponibilidadde su sustrato(L-arginina) o cofactores,(Abman
y cols., 1991; Shaul, 1993>. b) Una mayor sensibilidadde las CMLV al NO (Zellers y
Vanhoutte, 1991>. c> Al aumentarla P02 se liberan bradicinina y ATP, que a su vez
incrementanla síntesisy liberción del NO de las célulasendotelialespulmonares(Banerjeey
cols., 1994; Konduri y Woodard, 1991).d> Una disminucióndel aclaramientopulmonardel
NO por la hemoglobina,ya quecuandoéstasesaturade 02 presentamenorafinidad por el NO
que en suformadeoxigenada(Iwamoto y Morin, 1993).e> Un aumentoen laactividad de la
superóxidodismutasa, lo que disminuye la formación del radical superóxidoy su acción
inhibidorasobreel NO (Morecroft y McLean, 1998).

Papel del NO en la IIPPN

En diversosmodelosexperimentales,el bloqueode la síntesisde NO endotelialgeneraun
cuadrosimilar al que seobservaen la HPPN (Abmany cols., 1989; Finemany cols., 1995;
Morin y Stenmark, 1995>. Además, en diversos tipos de hipertensiónpulmonar se ha
observadounareducciónen la respuestavasodilatadorainducidapor la activaciónde la vía del
NO/GMPcy en los nivelesplasmáticosde nitritos (Stamlery cols., 1994>, lo que conlíevaun
aumentode las respuestasinducidasporlos mediadoresvasoconstrictores(Dinh-Xuany cols.,
1991; Giaid y Saleh, 1995). La menorrespuestavasodilatadorade la vía NO/GMPcse ha
atribuido a una reducciónen la expresiónde la NOSe (Rengasamyy Johns, 1991; Villamor
y cois., 1997a),a una disminuciónde la guanilatociclasasoluble(Steinhorny cols., 1995)y
a un aumentode la actividadde la fosfodiesterasatipo V (Hansony cols., 1996).
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l.VI. PAPEL DE LOS CANALES KAn EN LA RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO
VASCULAR

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

El tono del músculoliso vasculares regulado,en granmedida,porcambiosenel potencialde
membrana(ver apartado1.11.2>, de tal forma que, variacionesdel mismo de tan sólo unos
milivoltios modifican muy significativamenteel diámetrovascular(Nelson y cols., 1990;
Braydeny Nelson, 1992>. La actividadde los canalesde K~ modulael potencialde membrana
y desempeñaun papel decisivo en el control <leí tono vasculary en la regulaciónde las
resistenciasvascularesperiféricasy de la presiónarterial (Rushy Stekiel, 1991; Siegel y cols.,
1992). La aperturade los canalesde K~ aumentael flujo de salidade K~ haciael medio
extracelular,a favor de su gradienteelectroquímico,lo que producehiperpolarizaciónde la
membranacelular(Cook, 1988>,cierre de los canalesde Ca» tipo L y vasodilatación;por el
contrario, su cierre producedespolarización,aperturade los canalesde Ca» tipo L y
vasoconstricción.

Atendiendoa su estructura,los canalesde K~ puedenclasificarseen dosgrandesfamilias: los
dependientesde cambiosde voltaje y los que presentanrectificación interna. Dentro de la
familia de los canalesdependientesde voltaje seencuentranlos quepresentanrápidaactivación
e inactivación (KA>, los que presentanrectificacióntardía (Kv> y los dependientesde Ca»
(K(.), quea su vez sesubdividensegúnpresentenunaconductanciaalta (BKcJ, media(IK~)
o baja(SKJ. La segundafamilia englobalos rectificadoresinternospropiamentedichos,K~,
y los dependientesde ATP (KAi?>. La estructurabásicade ambasfamilias estáconstituidapor
4 subunidadesa y 4 1~. Los canalesdependientesde cambiosde voltaje poseen6 dominios
transmeinbranaencadasubunidada (SI-S6> (Quasty cols., 1995>, mientrasque los canales
que presentanrectificacióninternaposeen2 dominios(Ml y M2>; en todos ellos estámuy
conservadala región H5, que constituyeel porodel canal.

Los canalesKATB presentanun especialinterésa nivel del músculoliso vascular,tanto desde
el puntode vistafisiopatológicocomoterapéutico.En primer lugar, los canalesKATP paricipan
en la regulacióndel flujo sanguíneoproducidoen respuestaa cambiosdel metabolismocelular
(Standeny cols., 1989; Edwardsy Weston,1993, 1995> y, por ello, son importantesen la
regulacióndel aportetisular de 02. Además,los canalesKATP puedenjugar un papelimportante
en el mantenimientodel tono del músculo liso arterial (Edwardsy Weston, 1993, 1995;
Quayley cols.,1997),particularmenteen el territorio pulmonar(Clapp y Gurney,1992>. Por
último, la activaciónde estoscanaleses responsabledel potenteefectovasodilatadorde un
grupode fármacosdenominadosagonistasde canalesde potasio(ACP) que actualmentese
utilizan comoantihipertensivosy antianginosos.
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I.VI.2. CanalesKA~

La existenciade los canalesKAl.P fue descrita,en primer lugar, en músculocardiaco(Noma,
1983>, y posteriormente,en páncreas(Ashcrofty cols., 1984; Cook y Hales, 1984>, músculo
esquelético(Sprucey cols., 1985>,cerebro(Ashford y cols., 1988> y músculoliso (Standen
y cols., 1989; Clapp y Gurney, 1992; Silberbergy van Breemen,1992; Dart y Standen,
1993). Estoscanalesseinhiben porconcentracionesintracelularesfisiológicasdeATP ([ATP]~
en el ordenpM) y seactivanen condicionesde inhibición metabólica(hipoxiao isquemia)que
implican una marcadadisminuciónde la [ATP]1y un aumentode los nucleótidosdifosfato
(Beechy cols., 1993; Edwardsy Weston, 1995>. Dehecho,el cociente[ATP]11 [nucleótidos
difosfato¡ pareceserel principal determinantede la activaciónde la corrientede salidade K~
a travésde estecanal (‘KATP) (Quasty cols., 1995).

Estructuralmente,estos canalesson heteromultímerosde subunidadesdel receptorde las
sulfonilureas(SUR> (Inagakiy cols., 1995> y de unaproteínapertenecientea la superfamilia
de los canalesKIR (KIR

6.x) (Ashford y cols., 1994),asociadosconunaesteiquiometria1:1,
para formar un tetrámero,(SUR/K

1R6.x>4(Aguilar-Bryan y cols., 1998>. Las subunidades
K1R6.x (K¡k

6.l o KIR6.2> forman el porodel canal, mientrasque las subunidadesSUR (1, 2A
028> regulansu actividad(Aguilar-Bryany cols., 1998>. Los canalesKATP del músculoliso
vascularestánformadosporsubunidadesdel tipo SUR2B y KIR6. 1/6.2.

Los agentesvasodilatadores,a través del incrementode los nivelesde nucícótidoscíclicos
(AMPc y GMPc> y los vasoconstrictores,atravésde la activaciónde la PKC, puedenregular
la actividadde los canalesKATP (Bonev y Nelson, 1996>.Así, diversosmediadoresendógenos
como CORP (Kitazonoy cols., 1993; Zhang y cols., 1994), PGI

2 (Gollaschy cols., 1991;
Jackson,1993> y adenosina(Marshally cols., 1993; Loutzenhisery Parker,1994> activan los
canales KATP a travésde la activaciónde la PKA y PKG. Tambiénse ha descrito que la
activación de los canalesKATP puedeestar involucrada en el efecto vasodilatadorde los
agonistas13-adrenérgicos(Narishigey cols., 1994; Randalíy McCulloch, 1995>, VIP (Standen
y cols., 1989; Nelsony cols., 1990), EDHF (Brayden, 1990; Planey Garland, 1993>, NO
(Garlandy McPherson,1992; Murphy y Brayden, 1995>,acidosis(Faraciy Heistad,1993)
e hipoxia, tanto a nivel cardíaco(Nakhostiney Lamontagne,1993>, cerebral(Taguchi y cols.,
1994) y pulmonar(Wienery cols., 1991). Entre los agentesvasoconstrictoresque inhiben los
canales~ 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),
neuropéptidoY (Bonev y Nelson, 1996), vasopresina(Wakatsuki y cols., 1992) y A-li
(Miyoshi y Nakaya, 1991>.

1.VI.3. Agonistase inhibidoresde canalesde KAW

Los agol1istasde los canalesKATP (ACP) son un grupode fármacosde estructuraheterogénea
(Edwards y Weston, 1990, 1993; Quayle y cols., 1997), entre los que se encuentran:
nicorandil, cromakalim,pinacidil, diazóxido, levcromakalim,minoxidil, apricalim, bimakalim
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y celikalim. Aunquealgunosestudioshan implicado la activación de los canalesKca en el
efectovasodilatadorde los ACP (Gelbandy cols., 1989; Okabey cols., 1990; Kajioka y cols.,
1991); sin embargo,la inhibiciónde estoscanalesporbloqueantesselectivosno pareceafectar
ni la hiperpolarización(Nelsony cols., 1990> ni a la vasodilatación(Meisheri y cols., 1993;
Standeny cols., 1989> inducidapor estosfármacos.Por tanto, la activaciónde los canalesKca
jugaríaun papelpoco importanteen lavasodilatacióninducidapor los ACP.

El mecanismoporel cual los ACP activanlos canalesKATP estodavía materiade debate(Quast
y cols., 1995). Mientrasque en muchosestudios,los ACP disminuyenla sensibilidadde los
canalesKATP por el ATP (Takanoy Noma, 1990; Thuringery Escande,1989), en otros, la
presenciade nucleótidosdifosfato y Mg» aumentala actividadde estosagentes(Sheny col.,
1991); la fosforilación y la sulfataciónde las proteínasdel canal tambiénhan sido implicadas
en el mecanismodeacciónde los ACP (Quayley cols., 1997).

Los ACPpresentanunaaltaafinidad porel territorio vascular;dehecho,en estudiosiii vivo
producenuna reducciónbruscade la presiónsanguíneaque va acompañadade taquicardia
refleja y retenciónhidrosalina (Quast, 1992>. Su efecto vasodilatadorpareceser debido,
principalmente,al cierrede los canalesdeCa» tipo L inducidopor lahiperpolarizaciónde la
CMLV, por lo que podríancomportarseindirectamentecomobloqueantesde los canalesde
Ca» (Quasty Cook, 1989).Sin embargo,la hiperpolarizaciónde la membranaque resultade
la acciónde los ACP tambiénpuederelajarla CMLV porotros mecanismos(Fig 4) como:
1. La inhibición de la liberaciónde Ca» desdesus depósitosintracelularespor interferir

en la síntesisdel IP3 (Ito y cols., 1991; Yamagishiy cols., 1992>.
2. El incrementode la salida de Ca» a travésde la estimulacióndel intercambiador

Na~/Ca
2~(Quast, 1993>.

3. La reducciónde la sensibilidadde las proteínascontráctilesporel Ca» (Okaday cols.,
1993; Quast, 1993>.

4. El aumentode la fijación de Ca» a la superficie internade la membranaplasmática
(Quast, 1993).

Además, los ACP puedendisminuir el rellenadode Ca» de los depósitosintracelularespor
mecanismosindependientesde su efectohiperpolarizante(Quast, 1993) (Fig 4>.

Los canalesKATP son bloqueadosde forma específicapor diversassulfonilureas,como la
glibenclamiday la tolbutamida(Edwardsy Weston, 1990, 1993; Quayle y cols., 1997>.
Ademásde las sulfonilureas,existenotros agentescapacesde bloquearlos canalesKÁTP de
forma menosselectiva,talescomo: 4-aminopiridina(4-AP) (a concentracionesmM) (Kakei
y cols., 1985; Haworth y cols., 1989>, tetraetilamonio(TEA> intracelular (Kakei y cols.,
1985), Ba2~ extracelular(50-100 MM> (Kakei y Noma 1984), ciclazindol (Noack y cols.,
1992>, antagonistasde la calmodulina (Sakuta y cols., 1992b) y agentesantiarrítmicos
(Haworth y cols., 1989, Sakutay cols., 1992a;Cogolludoy cols., 1998>.
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De hecholos canalesde K~ estánpresentesa lo largodel arbol vascularpulmonarincluyendo
las arteriasde resistencia(Boels., y cols., 1994; Albarwani y cols., 1995), sedesarrollan
tempranamenteen la gestación(Changy cols., 1992; Cornfield y cols., 1996> y seactivanpor
oxigeno(Cornfield y cols., 1996> y fuerzasde cizallamiento(Cookey cols., 1991>. Evansy
cols. (1998) han demostradoque las CMLV de arterias pulmonaresde cerdo están
despolarizadasen el momentodel nacimientopero sehiperpolarizanhastaalcanzarlos niveles
del adulto al cabode unos3 días.Estahiperpolarizaciónpareceserconsecuenciade la apertura
de canalesde K~, fundamentalmente,de los canalesK~ y BKca (Evansy cols., ¶998>. La
corrientede salidade K~ travésde los canalesKÁTP representaun importantecomponentede
la corrientetotal de K~ registradatras el nacimiento(Evans y cols. 1998). De hecho,la
activaciónde los canalesKATP inducida por el levcromakaliniproduceun marcadoefecto
vasodilatadorde las arteriaspulmonares,de conductanciay de resistencia,de cerdoscon
hipertensionpulmonarneonatal(Boels y cols., 1997; Pinheiroy Malik, 1992>. La activación
de los canalesKATP puede,por tanto, representarun importantemecanismodevasodilatación
pulmonaren el reciénnacido.

I.VI.5. Papel de canalesde potasioen la HPPN

La hipoxia crónicaes uno de los principalesfactoresque intervienenen el desarrollode la
HPPN (Finemany cols., 1995; Morin y Stenmark,1995). Comose detallaen el apartado
l.V. 1 la hipoxia produceinicialmenteunarespuestavasoconstrictora(VPH> quepuedeser
debidaal bloqueode los canalesde K~. De hecho,la exposicióncrónicaa la hipoxia inhibe
la expresiónde la subunidad« de los canalesK~ (Wang y cols., 1997> y reducemarcadamente
la corrientea su través (Smirnov y coIs., 1994>. En pacientescon hipertensiónpulmonar
primaria tambiénse ha observadounareducciónen la expresiónde los canalesK~ (Yuan y
cols., 1998). Estos resultadosconfirman la participación de los canalesde potasioen la
hipertensiónpulmonarcausadaporhipoxia crónica.
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LVII. PAPEL DE LA ATPASA Na~/K~ EN LA RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO
VASCULAR

I.VU.1 Características e importancia fisiológica de la ATPasaNa~IKt.

La ATPasaNa~/K~, o bombade sodio, permitemantenerlos gradienteselectroquímicosde
Na~ y K~ a ambosladosde la membranacelular (Skou, 1957>. Estaenzimabombea3 iones
Na~ haciael exteriorde la célulay 2 iones K~ haciael interior, lo que conlíevauna reducción
de cargaspositivasa nivel intracelular, por ello, la ATPasaNa~/K~ es electrogénica.La
bombade sodioseactivacuandoaumentala concentraciónde Na~ intracelular([Na’]~) y/o
la concentraciónde K~ extracelular(fK~j

0 y utiliza la energíadel complejoMgATP.

La ATPasaNa~/K~ constade dossubunidadescatalíticasa (<120 KDa>, de la queexistentres
isoformas(«1, «~, «3> y dos subunidadesI~ (<55 KDa), de la queexistentres isoformas(I3~,

(32, ~ la subunidad « poseeal menos 6 (o posiblemente8> dominios transmembrana
(Horisbergery cols., 1991; Kawakami y cols., 1986>. El canal iónico estásituadoen la
subunidada, quetambiéncontienelos sitios de unión parael K~ externo,el Na’ interno, los
digitálicos y la hidrólisis del ATP.

La ATPasaNa~/K~ está involucradaen la regulacióndel volumen y de la concentración
intracelularde otros iones, la contractilidad,el crecimientoy la diferenciacióncelular.En el
músculo liso vascular,la ATPasaNa~/K~juegaun importantepapelen la regulacióndel tono
(Flemniing, 1980; Hermsmeyer,1982; O’Donnell y Owen, 1994). La activaciónde esta
enzimainduce una hiperpolarizaciónde la membranay la consiguientevasodilataciónpor
cierrede los canalesde Ca» tipo L. Porel contrario,su inactivaciónaumentala [Na~11,lo que
produce,por un lado, la despolarizaciónde la membranay la entradade Ca

2~a travésde los
canalestipo L y, por otro, la inversióndel sentidodel intercambiadorNa~/Ca2~,facilitándose
la entradade Ca» al interior celular. Así pues, el aumentode la INa~], que sigue a la
inhibición de la ATPasaNa~/K~, facilitaría la entradade Ca» a través del intercambiador
Na~/Ca2~,su recaptaciónporel RS y su posteriorliberaciónal citosol (Bonn y cols., 1994;
Moore y cols., 1993>.

La salidade K~ de un tejido es un índice de su estadometabólicoy estáimplicada en la
regulaciónlocal del flujo sanguíneo(Kuschinskyy cols., 1972>. Pequeñosaumentosde la
[K~j

0 producenrelajacióndel músculoliso vascularque esatribuida, en gran medida,a la
activaciónde la ATPasaNa~/K~ (Bukoski y cols., 1983>. Recientemente,Edwardsy cols.
(1998) han identificadolasalidade K~ del endotelioa travésde los canalesIK(~ y ~ con
el EDHF; estasalidade K~ activaría la ATPasaNa~/K~ produciendohiperpolarizacióny
vasodilataciónde la CMLV. Pontey cols. (1996)y Redondoy cols. (1995 y 1996> habían
descritopreviamenteque las célulasendotelialesliberan un factor difusible que estimulala
ATPasaNa~/K~ de la CMLV a travésde la activaciónde la PKC. Todos estoshallazgos
muestranla gran importanciafisiológicade estaenzimaen la regulaciónde la presióny del
flujo sanguíneo.Porotro lado, la incubaciónen unasoluciónnutriciacarentede [Kl, produce
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la inhibición de la ATPasaNa~/K~, despolarizaciónde la membranay contracciónde la
CMLV (Hendrickx y Casteels, 1974>; la reposición de K~ produce una respuesta
vasodilatadoraqueha sido consideradacomo evidenciaindirectade la activaciónde la ATPasa
Na~/K~ (Hendrickx y Casteels,1974; Pontey cols., 1996; Webb y Bohr, 1978).

l.VII.2 Reguiación de la ATPasa Na~/K~

La actividadde la ATPasaseestimulacuandoaumentala ¡Na~11o disminuyela ¡Kl0. Así,
la entradade Na~ atravésdel intercambiadorNa

1/H~ puedeestimularsu actividad. Además,
la actividadATPasapuedeserreguladapornumerososneurotransmisores,hormonasy factores
locales (Ewart y Klip, 1995). Se ha descritoque la activación de la bombacontribuye, en
parte,al efectorelajantede nitrovasodilatadoresy agonistasde receptores(3-adrenérgicosa
travésde la activaciónde la PKG (Rapoporty cols., 1985; Tamaokiy cols., 1997; Webby
Bohr, 1981>. Sin embargo, la ATPasa también es estimulada por diversos agentes
vasoconstrictoresqueactivanla PKC; estees el casode la ET-1 (Guptay cols., 1991>, la A-II
(Rrock y cols., 1982a), los agonistas«-adrenérgicos(Navrany cols., 1988> y la 5-1-IT (Navran
y cols., 1991). Estosagonistastambiénpuedenestimularla ATPasaa travésdel aumentode
la [Na~j,vía activacióndel intercambiadorNa~/H~. Curiosamente,la PKC tambiénpuedeno
modificar, o inclusodisminuir la actividad de la ATPasa(Bertorelloy cols., 1991; Ewarty
Klip, 1995; Feschenkoy Sweadner,1994; Lynch y cols., 1986). Xia y cols (1995> han
descrito que la activaciónde la PKC estimuladirectamentela ATPasaNa~/K~, aunquede
forma indirecta, la inhibe, puesestimulala fosfolipasaA

2 y aumentalos nivelesde AA y sus
metabolitos,quepresentanunaacción inhibidorasobrela enzima(Schwartzmany cols., 1985;
Satohy cols., 1993>. El mecanismopor el que PKG y PKC regulanla actividadde la ATPasa
parece implicar la fosforilación de una sermade la subunidad « (Beguin y cols., 1994;
Feschenkoy Sweadner,1995).

I.VII.3 Papel de la ATPasaNa~/K
t en VPH e hipertensión pulmonar

En situacionesde hipoxia disminuyela actividadde la ATPasaNa~/K~ endiversostejidos
incluyendoel territorio pulmonar(Bergofski y Holtzman, 1967; Haasy cols., 1975). Este
efecto inhibitorio se ha relacionado con la menor vasodilatación pulmonar a
nitrovasodilatadoresobservadadurantela hipoxia (Taniaoki y cols., 1996). Por lo tanto, la
inhibición de ATPasaNa~/K~ podríaestarimplicadaen la patogénesisde la VPH.

Diversosestudioshan mostradoque la actividad de la ATPasaNa~/K~ puedeestaralterada
en modelosanimalesy en pacientescon hipertensiónarterial y/o diabetes(Brock y cois.,
1982b; Blausteiny cols., 1986; Magliola y cols., 1986; Greeney cols., 1987>. Por un lado,
se ha descritoun aumentode la actividadde la ATPasaNa~/K~ en ratasespontáneamente
hipertensas(Magliola y cols., 1986; Brock y cols., 1982b),tras el tratamientocon A-II (Brock
y cois., 1982a) y tras el estiramientovascular (Liu y cols., 1998), posiblementepara
compensarel incrementode la [Na~]

1observadoen estosmodelosde hipertensión(Friedman
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y cols., 1975>. Otrosautoreshan sugeridoque la inhibición de estaenzimapuedejugar un
importantepapel fisiopatológicoen la formaciónde hipertensiónesencial(Blaustein, 1996;
O’Donnell y Owen, 1994; de Wardener,1996). En estesentido,cabereseñarlos estudios
realizadosen los últimos añosacercade laexistenciade inhibidoresendógenosde la ATPasa
Na~/Kt (factoresendógenostipo-ouabaina>,posiblementede origenhipotalámico(Haupert
y cols., 1984). Estosfactoresproducenun aumentode la [Na~]~y del tonovascular(Magargal
y Overbeck, 1986>, presentanpropiedadesproliferativas(Montero y cols., 1993> y pueden
contribuir a la generaciónde diversasformasde hipertensiónarterial (Cheny cols., 1993;
Ferrandi y cols., 1993). Además,se han aisladoniveles elevadosde estosfactoresen niños
reciénnacidos(Chioney cols., 1993>. Desgraciadamenteexistenpocosestudiossobreel papel
de la ATPasade la CMLV en el desarrollode hipertensiónpulmonar.
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1.VIII.6. Tratamiento de la HiPPN

La morbi-mortalidadasociadaa la HPPNestá intimamenterelacionadacon la gravedady
duraciónde la hipoxemiasistémica.Los tratamientosactuales(ventilaciónasistida,ventilación
de alta frecuenciay, vasodilatadorescomo la hidralazina,la tolazolinao la PGD2) se muestran
en muchoscasosinefectivosy, terapiasmás invasivas,como la oxigenacióncon membrana
extracorpóreacausangran morbilidad y algunasvecesla muerte.

Por ello, es imprescindiblela busquedade agentesvasodilatadoresde acciónrápida, fácil
administracióny alta selectividadporel territorio pulmonar.En estesentido,en los últimos
añosseha introducidoen terapéuticael NO inhalado(NOi> parael tratamientode la HPPN.
El tratamientocon NO reviertela hipertensiónpulmonarinducida por hipoxia, U46619o
heparina-protamina(Barnesy Liu, 1995>. La inhalación de NO dilata selectivamentela
circulación pulmonaren la oveja,puessu rápidafijación a la hemoglobinaevita que ejerzasus
accionesa nivel de la circulaciónsistémica(Frostelí y cols., 1991; Rimar y Gillis, 1992). En
niños con HPPN, la inhalaciónde NO reducelas RVP y aumentala p02 y el flujo sanguíneo
pulmonar(Kinsella y cols., 1993; Robertsy cols., 1992>. Estosefectosse potenciansi se
asociaun bloqueantede la fosfodiesterasaque degradael GMPc (Branery cols., 1993).Sin
embargo,si bien en muchospacientessehan oservadoresultadosmuy beneficiosostras el
tratamientocon NO1 (Kinsellay Abman, 1995; NeonatalInhaledNitric OxideStudy Croup,
1997), en otros no seconstataestebeneficio(Goldmany cols., 1996; InhaledNitric Oxide
StudyCroup, 1997; Muller y cols., 1996).

La PCI,, quese hautilizado comoterapéuticacoadyuvanteen la HPPN (Lock y cols., 1979),
es capaz de revertir el cortocircuito de derechaa izquierda(Eronen y cols., 1997> y el
epoprostenol,un análogo establede la PCI2, mejora la hemodinámicay aumenta la
supervivenciaen pacientescon hipertensiónpulmonarprimariaqueno respondenal tratamiento
con otros vasodilatadoresorales(Barst y cols., 1996; Camey Rubin, 1998; Higenbottamy
cols., 1984). En el momentoactúalseestáevaluandola eficaciaterapéuticadel iloprost (otro
análogode la PCI2) administradopor vía inhalatoriaen un estudioprospectivoeuropeoy se
estándesarrollandootrasvías de administracióncomo la transdérmica(Camey Rubin, 1998).
La asociaciónde NOi con la PCI2 podríarepresentarunaestrategiaterapéuticamás efectiva
(Parkery cols., 1997). Uno de los principalesmecanismosresponsablede la vasodilatación
inducidapor la PCI, es el aumentodel AMPc y la posterioractivación de los canalesKÁTP.

Como se ha descritoen el apartadol.VI.4, los canalesKATP puedenintervenir en la adaptación
pulmonarperinatalnormaly suactivaciónproduceunamarcadavasodilataciónde las arterias
pulmonaresen cerdosreciénnacidoscon hipertensiónpulmonar(Barnesy Liu, 1995; Boels
y cols., 1997; Pinheiro y Malik, 1992). Además, los ACP puedenpresentaruna mayor
selectividadpor el territorio pulmonar que por el sistémico en situacioneshipertensión
pulmonar (Wanstall, 1996> y una mayor efectividad que los antagonistasdel calcio para
revertir la hipertensiónpulmonarcrónica(Okay cols., 1993>. Por todoello, la activaciónde
los canalesKA.FP puederepresentaruna dianaterapéuticaen la HPPN y la administraciónde
ACP podríaserde utilidad ensu tratamiento.
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Tras el nacimientodebeproducirseuna bruscatransiciónde la placentaal pulmóncomo
órganoencargadodel intercambiogaseoso.Estatransiciónrequiereuna drásticareducciónde
las RVP, quede no producirsepuedeconduciral desarrollode la HPPN. Estesíndromepuede
ser consecuenciade un desequilibrioentre factoresvasodilatadoresy vasoconstrictores,
predominandola acciónde estosúltimos. En estesentido,la HPPNseha relacionadoconuna
disminuciónde la actividadvasodilatadorade la vía del NO/GMPcy/o con un aumentode la
actividadvasoconstrictoradel TXA2 y/o de la ET-1. En estudiosrealizadospornuestrogrupo
de investigaciónse ha observadoque la activaciónde los receptoresdel TXA2 inducidaporel
U46619inhibe la vasodilataciónmediadapor la vía del NO¡GMPc a travésde un mecanismo
sensiblea estaurosporina,un inhibidor de la PKC (Pérez-Vizcaínoy cols., ~997>.Sin
embargo,aúndesconocemosa que nivel de la vía del NO/GMPcse produceestainteracción.

En esta Tesis Doctoral se pretendeampliaresteestudio y analizar, además,dos de los
principalesmecanismosfisiológicos de hiperpolarizacióny vasodilataciónpulmonar,como son
la activaciónde los canalesKATP y de la ATPasaNa~/K

t. El estudiode estosdos mecanismos
tieneun indudableinteréssi tenemosen cuentaque suactivaciónpuedeestarimplicadaen las
acciones de los principales agentesvasodilatadoresliberados por el endotelio (NO,
prostaciclinay EDI-IF).

Las canalesKATP estánpresentesa lo largo del árbolvascularpulmonary su activaciónestá
involucradaen la vasodilatacióninducidapor cambiosmetabólicos(hipoxia, isquemia).Estos
canalespuedenseractivadospor un grupode fármacosdenominadosagonistasde canalesde
potasio (ACP>, entre los que se encuentrael Ievcromakalim, que podrían constituir una
estrategiaterapéuticaquepermitieraaumentarla vasodilataciónpulmonarinducidaa travésde
la vía del NO/GMPc.Por ello, es importanteestudiarla asociaciónde las vías de relajación
del NO/GMPcy de los canalesKAT?.

La activaciónde laATPasaNa~/K~ es responsablede lavasodilatacióninducidaporpequeños
aumentosde la [Kl

0 y está implicada en el efecto vasodilatadorde los agonistas (3-

adrenérgicosy de los nitrovasodilatadores;además,su actividadpuedemodificarsepor la
acciónde distintosagentesvasoconstrictores.

Por todo ello, los objetivosquenos hemospropuestoen estaTesisDoctoralson los siguientes:

1. Estudiarla vasodilatacióninducidapor la activaciónde la vía del NO/CMPc,de los canales
KATI y de la ATPasaNa~/K~ en arteriaspulmonaresy mesentéricasde lechonesrecién
nacidos,asícomo los cambiosen la fCa

2~j
1 inducidosporestasvías de vasodilatación.

2. Evaluar el/los mecanismo/simplicado/s en la vasodilatacióninducida por la vía del
NO/CMPc en arterias pulmonaresy mesentéricasde lechonesrecién nacidos y en la
interacciónentreel U46619y estavía de vasodilataciónen las arteriaspulmonares.
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3. Analizar la relajacióninducidatras la activaciónconjuntade las víasdel NO/GMPcy de
[oscanalesKATP en arteriaspulmonaresde lechonesreciénnacidos. Paraello seestudiaránlos
efectosvasodilatadoresdel nicorandil, un agentequecomparteambosmecanismosdeacción,
y los de la combinaciónde NPS y levcromakalim,lo quepermitirá,a suvez, determinarlas
posibles interaccionesentreambasvías devasodilatación.

4. Estudiarlas respuestasvasoconstrictorasy los cambiosen la [Ca»]1 inducidospor la NA,
el U46619 y la ET-1 en arteriaspulmonaresy mesentéricasde lechonesreciénnacidos,así
como su interaccióncon las vías de vasodilatación:del NO/GMPc, de los canalesKATP y de
la ATPasaNa~/K~.
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111.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Parala realizaciónde estaTesisDoctoralsehan utilizado las arteriaspulmonaresy mesentéricas
delechonesderazahíbridaLandrace-Largewhitede unas2-3 semanasde viday de entre3-5 Kg
de peso.La elecciónde estaespecieanimal se ha basadoen que el cerdoy el humanorecién
nacidospresentananalogíasestructuralesen la adaptaciónde su circulaciónpulmonarfetal a la
adultay en los procesosfisiopatológicosy terapéuticosde la HPPN(Haworthy Hislop, 1981;
Sánchez-Lunay cols., 1993). Con el objetivo de comprobarsi los hallazgosobtenidosa nivel
pulmonareran específicosde esteterritorio vascular,hemoscomparadolos resultadoscon
aquéllosobtenidosen arteriasmesentéricasdel mismo animal.

tILlE. OBTENCIÓN DE LOS TEJIDOS

Los pulmonesy lechosmesentéricosseobtuvierondel mataderode Navalcarnero.Trasel sacrifio
de los animales,las preparacionessesumergíande formainmediataen soluciónKrebsnormal
(Tabla 2>. Posteriormente,setransportabanal laboratorioen unaneveraportátil que permitía
mantenerla temperaturade la soluciónnutriciaa 40 C. Unavezen el laboratoriosedisecabanlas
arteriaspulmonaresde la terceraramay la mesentéricaprincipal, quepresentabanun diámetro
interno similar (1-2 mm). Posteriormente,se eliminaba cuidadosamenteel tejido grasoy la
adventiciay las arteriassecortabanen anillos de unos3-4 mm de longitud.

111.111.TÉCNICAS EMPLEADAS

IILIII.I. Registrodecontractilidaden arteriaspulmonaresy mesentéricasaisladas.

Las preparacionessemontabanen copasde AlIhin de 5 mL termostatizadas(370C)que contenían
solución Krebs normal burbujeadacon mezclacarbógena(95% 02, 5% CO

2). Los anillos
arterialessemontabanentredosalambresde acerocon formade L (0.2 mm de diámetro>,uno
se fijaba a la copay el otro a un transductorde fuerzaacopladoa un amplificadorde señal
(Modelo PRE206-4,Cibertec,Madrid> y aun ordenadorHewlettPackard(Pérez-Vicainoy cois,,
1997).La fuerzacontráctil seregistrabamedianteel programade ordenadorREOXPC(Cibertec,
Madrid). A los anillos se les aplicabauna tensión(0.5 y 2 g para arteriaspulmonaresy
mesentéricas,respectivamente)que permitía alcanzaruna respuestacontráctil óptima, según
habíamosobservadoen experimentosprevios.Las preparacionessedejabanestabilizardurante
60-90minutos,lavándosecada30 minutoscon soluciónKrebsnormal (Pérez-Vizcaínoy cols.,
1997).
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111.111.2.Registro simultáneo de contractilidad y jCafl1 por fluorimetría.

Enestosexperimentos,los anillos arterialeseraninvertidosparamejorarla señalfluorescente,de
forma que la cara luminal de la arteria quedabaexpuestaal exterior. Posteriormente,eran
incubadosdurante4-6horasen unasoluciónKrebsnormalque conteníael reactivofluorescente,
fura-2 acetoximetilester(5 x 10-

6M) y cremoforEL (0.05%),un detergenteque permitíala
disolucióndel fiira-2. Unaveztranscurridoesetiempo, las preparacioneseranmontadasen una
cámaraqueformabapartedeun fluorímetro(CAF-1 10 Jasco,Japón)especialmentediseñadopara
el registrosimultáneode la [Ca1~ y la fUerzacontráctil(Salomoney cols., 1995;Pérez-Vizcaíno
y cols., 1998).La carainternade cadaanillo erailuminadade formaalternativa(128 Hz> a340
y 380 nm conunalámparadexenonacopladaadosmonocromadores.La luz fluorescenteemitida
a esasdoslongitudesde ondade excitación(F340y F380) fue medidaporun fotomultiplicador
provisto de un filtro de 500 nm y registradaal mismotiempoquelos datosde fuerzacontráctil
medianteun sistemade adquisiciónde datos(Mac Lab serieE) y un programade archivode
datos(Chadv3.2, AD InstrumenisPty Ltd., CastleHill, Australia).El cocientede la fluorescencia
emitidatras la excitacióna ambaslongitudesde onda(F340/F380) fue utilizado comoindicador
de la [Ca2jI~ (Satoy cols., 1988;Pérez-Vizcainoy cols., 1998).

Calibraciónde la señalde ICal. La Fig 5 muestraun registrooriginal de la calibraciónde la
señalde Ca2 en unaarteriapulmonar.En primerlugar, los anillos eranexpuestosa 80 mlvi de
KCI, que producíaaumentode la F340, disminución de la F380e incrementodel cociente
F340/F380 y de la fuerzacontráctil.A continuación,erantratadosprimerocon ionomicina(1.4
x 105M) y despuéscon ácidoetileneglicol-bisfl3-arninoetileter)-N,N,N’,N’-tetraacético(EGIA,
8 mM), lo que nos permitió obtenerlas señalesfluorescentesde Ca? máxima y minima,
respectivamente.Posteriormente,se añadíaMnCI

2 (10 mM), que seunía al fhra-2desplazando
todo el Ca

2Y con lo que se eliminabatoda la fluorescenciadebidaal complejoflira-2-Ca2~y
quedabala fluorescenciapropiadel tejido o autofluorescencia.Segúnla ecuaciónde Gryenkiewicz
(Fig 5) y asumiendoun valorde la KD parael fura-2 de 224 nM (Gryenkiewiczy cols., 1985),el
valor estimadode la [Ca2~]~en arteriaspulmonaresy mesentéricasfue, respectivamentede 105
+ 19 nM y 124±13 nM encondicionesbasalesy de 196 + 63 nM (n = 4) y 224 + 24 nM (n = 4)
tras la estimulacióncon 80 mM de KCI.
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[CV] = R - Rmin KD ~
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Figura 5. Registrooriginal dela calibraciónde la señalde [Ca2>]
1en unaarteriapulmonar. Se

muestranlos cambiossimultáneosde la señalfluorescenteemitida a las longitudesde ondade
excitaciónde 340 nM (F340)y 380 nM (F380)y su cociente(F340/F380).La [Ca

2fl~sedetermina
mediantela ecuaciónde Gryenkiewicz(partesuperior>donde:R esla señalfluorescentedel
cocienteF340/F380;R,,~ y ~ son la señalfluorescentemáxima y la mínima del cociente
F340/F380 obtenidatras el tratamientocon ionomicina y EGTA, respectivamente;ji es el
cocienteFn,ax1 F

11.~,, siendo~ y Fma,c la señalfluorescenteF380 minimay máximaobtenidatras
el tratamientocon ionomicinay EGTA, respectivamente.Se asumióuna constantede disociación
del complejo Ca

2>-fiira-2 (1%) de 224nM(Gryenkiewiczy cols., 1985).

111.1V. PROTOCOLOSEXPERIMENTALES

II1.IV.1. Ausenciade endotelio.

En todos los experimentosel endoteliofue eliminado haciendopasarpor la luz del vaso un
alambrede acero (0.8 mm) y, posteriormente,frotando suavementecon un movimiento de
rotación.La ausenciade endoteliosecomprobóevaluandola incapacidadde la ACh (107M) para
relajaranillos precontraidoscon NA (106M).

o

EGTA
lonamícina 1’KCI 80 mM

MnCI
2

¡ ¡

25 30 35

51



Material y métodos

IIIJV.2. Vasodilatación inducida por NPSy S-Nitroso N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP)
en arterias pulmonares y mesentéricasde lechón contraídas con NA y U46619.

Tras un períodode estabilizaciónde 1-2 horas,los anillos secontraíancon concentracionesdel
agentevasoconstrictorque permitíanobtenerunarespuestacontráctil de similar amplitud. A
menosqueseindique lo contrario,las concentracionesutilizadasfueron 1 05M parala NA y 1 07M
parael U46619 en arteriaspulmonaresy 1 06M paraambosagonistasen arteriasmesentéricas,
Estasconcentracionesproducíancontraccionessubmáximassimilares,querepresentabanel 60-
9000 de la máxima respuestavasoconstrictorainducida por NA y U46619 en las arterias
pulmonaresy mesentéricas.Una vez que la respuestavasoconstrictorainducidapor ambos
agonistasalcanzabavaloresestables,las arteriasserelajabancon dosiscrecientesy acumulativas
dedosdadoresde NO, como son el NPS (10~ -3 x 105M) y el SNAP(í0-~ -3 x 105M).

1Il.IV.3. Reducción en la [Cafl~ y fuerza contráctil inducida por NPS en arterias
pulmonaresde lechón contraídas con NA y U46619.

Despuésde 4-6 horasde incubacióncon fiira-2, las arteriaseranmontadaspara el registro
simultáneode la contractilidady la LCa1~. Trasun íeríodode estabilizaciónde unos30 minutos,
se añadían80 mM de KCI al baño, lo queproducíaun aumentomantenidode la fuerzay de la
[Ca2jJ~.A continuación,se lavabanlas preparacionescon soluciónKrebshastaquelas respuestas
defuerzay [Ca2i~alcanzabannivelesbasalesy, posteriormente,seestimulabancon NA o 1146619
hastaalcanzarunarespuestaestable. En estemomento,seañadíandosisacumulativasde NPS.

LH.IV.4. Estudio de diversospretratamientos sobrela vasodilatacióninducida por el NPS
y el SNAPen arteriaspulmonaresy mesentéricasde ¡echón.

En estos experimentos,las arteriasfueron contraídascon NA y, una vez que la respuesta
vasoconstrictoraalcanzabavaloresestables,eran relajadastras la adición de concentraciones
acumulativasde NPS o SNAP. Algunos anillos estimuladoscon NA fueron, posteriormente,
tratadoscon ODQ (IH-jjl,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona,10.6M), un inhibidor de la
guanilatociclasasoluble.En otro grupode experimentos,lasarteriasfueronsometidasadistintos
tratamientosantesde la exposiciónaNA:
1. Solución carentede K> extracelular(OK>, ver Tabla 2) o ouabaína(lOs M), con el fin de
inhibir la actividadde la ATPasaNa>IK> de la membrana.
2. Solucióncon 80 mM de KCI (alto KCI, ver Tabla2) parabloquearel flujo de salidade K> y,
posteriormente,nifedipino (106 M), parabloquearel flujo de entradade Ca2> a travésde los
canalestipo-L.
3. Tapsigargina(2 x 1 06M), un inhibidor de la SERCA, durante 20-30 minutos. Estos
experimentostambiénserealizaronenbañosde órganosacopladosal fluorímetro, si bien,en este
casolos anillos sólo se expusierona tapsigargina10 minutosantesde serestimuladoscon NA.
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m.IV.5. Estudio de la interacción del U46619con la vía NO/GMIPc en arterias pulmonares.

Estosexperimentosserealizaronen el bañode órganosacopladoal fluorímetro.Las arterias
fueron estimuladasinicialmentecon 80 mM de KCI, expresándoselos cambiosposterioresen
fuerzay [Ca2>]~,como porcentajede estarespuesta.Trasla fasede lavado,las arteriasfrieron
tratadascon estaurosporina(1041v1)durante20-30minutosantesde serestimuladascon U46619.
En estudiosprevioshabíamosobservadoquela estaurosporinareducela respuestacontráctil
inducidapor el U46619(Pérez-Vizcaínoy cols., 1997); por ello, en estosexperimentosseelevó
la concentraciónde U46619hasta2 ó 3 x 107M, lo que nos permitíaalcanzaruna respuesta
contráctil equivalentea la obtenidaen ausenciade estaurosporina.Posteriormente,los anillos
fuerontratadoscon dosisacumulativasde NPS.

~.1V.6. Estudio de la vasodilatación inducida por levcromakalim, nicorandil y verapamil
en arterias pulmonares y mesentéricasde lechón contraídas con NA y 1146619.

En estegrupode experimentos,lasarteriaserancontraídasconNA o U46619y, postenormente,
serelajabancon levcromakalim(1O~- 1 05M), un agonistade canalesKA.,

2~,, con nicorandil (1O>~
-3 x l0~

4M), un agentecon actividadagonistade canalesKÁTP y dadorade NO o converapamil
(l0-~~jO-4M), un bloqueantede los canalesde Ca2~tipo L.

1II.IV.7. Estudio de la vasodilatacióninducida por NPS, levcromakalim y nicorandil.

Tras la contracciónconNA o U46619,las arteriaserantratadasdurante20 minutoscon ODQ
(106M), glibenclamida(1O-5M) o con ambosfármacos,antesde inducir la vasodilatacióncon
concentracionescrecientesde NPS, levcromakalimo nicorandil. Sin embargo,la glibenclamida
esun inhibidor competitivode los receptoresde tromboxanoA

2 (Cocksy cols., 1990), por lo que
producíauna respuestavasodilatadora(30-50 04) en las arteriaspulmonarescontraídascon
U46619(10

7M). Estees el motivo porel queen arteriaspulmonarestratadascon glibenclamida,
se aumentabala concentraciónde U46619hasta3 x 107M. En estascondiciones,la glibenclamida
producía una relajación del 26 %, de forma que el tono pulmonar resultanteno era
significativamentedistinto del inducido con 107M deU46619. En arteriasmesentéricascontraídas
con 1146619(1 04M), la glibenclamidaproducíamínimosefectosrelajantes(< 15 %) y, porello,
no fue necesarioaumentarla concentraciónde U46619.

11I.IV.S. Estudio de la vasodilatación inducida por la combinación de NPS y
levcromakalim.

Estosexperimentosscdiseñaronparaevaluarla relajacióninducidaporla combinaciónde NPS
y levcromakalimy la existenciade interaccionesentreambos. Se relizaron dos tipos de
protocolos.

J½ilocolo 1. En estosexperimentosseanalizóla vasodilatacióninducidaporNPS en presencia

53



Material y métodos

de una dosis únicade levcromakalimy viceversa.Las dosisúnicasseeligieronde formaque
produjeranunarelajacióndel 20-35%.Esteestudioserealizó en arteriasmesentéricascontraídas
con NA (3 x 10~6M) y en arteriaspulmonarescontraidascon U46619 (106M). Cuandola
respuestavasoconstrictoraalcanzóun nivel estable,algunosanillosfuerontratadoscon una dosis
únicadelevcromakalim(3 x 107M enarteriaspulmonaresy 3, 5 ó 7 x 107Men las mesentéricas)
y, a continuación, relajadoscon dosisacumulativasde NPS. En otraseriede experimentosse
llevó a caboel diseñoopuesto,es decir, las arteriasfuerontratadascon unadosisúnicadeNPS
(3 x 1 07M y 3 x 1 OtvI en arteriaspulmonaresy mesentéricas,respectivamente)y, a continuación,
relajadascon dosisacumulativasde levcromakalim.Los resultadossecompararoncon los de las
curvasconcentración-respuestaobtenidosen ausenciade pretratamientoen (Fíg 6): a) arterias
contraídasconla mismaconcentraciónde NAo U46619(control de concentración)y b) arterias
contraídascon unaconcentracióndel agonista(106N4de NA en arteriasmesentéricasy 107M de
U46619 en arteriaspulmonares)queproducíaun tono similar al inducidopor la combinacióndel
agonistamásel pretratamiento(controlde tono).

Figura6. Esquemarepresentativodel protocoloempleadoparaestudiarla vasodilataciónde la
combinacióndel NPS y unadosisúnicadel levcromakalimy viceversaen arteriasestimuladascon
NAo U46619. Pretratamientoesla adiciónde la dosisúnicade un agentevasodilatadorantesdel
tratamientocon dosisacumulativasdel otro. Se realizaroncontrolesparalelosde concentración
(con la mismaconcentracióndelagentevasoconstrictor)y de tono (con unaconcentracióndel
agentevasoconstrictorqueproducíaun tono similar al obtenidotrasel pretratamiento).

Protocolo2. En estaseriede experimentoslas arteriaspulmonarescontraídascon U46619fueron
relajadaspor la combinaciónde NPSy levcromakalim(1:1). A partir de las curvasde relajación
parael NPS, el levcromakaliniy lacombinación(1:1)seconfeccionéun isobolograma,queesuna
representacióngráfica que permitecaracterizarel efectoobtenidotras la combinaciónde dos

NPS ¡ Levcromakalim

4
Pretratamiento

4

NA ¡ U46619

4
Control de concentracion

Control de tono
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fármacos(Gessner,1995; Tallarida y cols., 1989). Un isobologramapresentaen sus ejes las
concentracionesde cadafármacoy los puntosqueen él serepresentandanlugara isobolas.Cada
isobolaestáformadapor los puntosobtenidosa partir de las concentracionesde cadafármaco
necesariasparaproducirun efectocon la mismaeficacia.La linea rectaquecortalos ejesa nivel
de la concentraciónde cadafármaconecesariaparaproducirel mismoefectoesla denominada
“línea de aditividad”. Cuandolos puntos de una isobolasesitúanen la línea de aditividad no
existeninteraccionesy, porlo tanto,la acciónde ambosfármacosesaditiva. Porel contrario,
cuandola isobolase sitúaporencimao pordebajode la líneade aditividadexistepotenciación
o antagonismoentreambosfármacos,respectivamente.

IIL.1V.9. EfectosdeNA, U46619,ET-t y PMA sobrelavasodilatacióninducidaporel KCI
en arteriaspulmonaresy mesentéricasincubadasen solución0K.

Trasun periodode estabilización,los anillos seincubarondurante1 horaen soluciónOK lo que
producíauna respuestacontráctil(Fig 7>.

Figura 7. Esquemarepresentativodel protocoloempleadopara estudiar la vasodilatación
inducida por el KCI. Las arterias eran incubadasen una solución OK> durante 1 hora y,
posteriormente,expuestasaNA, U46619,ET-1 o vehículo (control). A continuación,seañadían
concentracionesacumulativasdel KCI. Algunosanillos fuerontratadoscon PMA, estaurosporina
(ST), quinacrina(Quin), ouabaina(Ouab),BaCI2 o propanolol(Prop) inmediatamentedespués
de la incubaciónen la soluciónOK>.

Posteriormente,fueronestimuladoscon NA (10~~M en arteriaspulmonaresy 106 M en arterias
mesentéricas),U46619(10

7M en arteriaspulmonaresy 10.6M en arteriasmesentéricas)o ET-1
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(IWM enarteriaspulmonaresy 3 x 109M en arteriasmesentéricas),alcanzándoseunarespuesta
estableal cabode 20-30minutos.Las arteriascontroles(en ausenciadel agentevasoconstrictor)
fueronincubadasen soluciónOK> duranteesteperiododetiempo. Enestascondiciones,la adición
deKCI (0.2-8.8mlvi?) produjounavasodilataciónconcentración-dependiente(Fig 7), que alcanzó
valoresestablesal cabode 4-6minutos.Algunasarteriasfueronsometidasa distintostratamientos
inmediatamentedespuésdela exposicióna OK>: 12-miristato,13-acetatodeforbol (PMA, 1 0-7M),
estaurosporina(l0~7M), ouabaina(lO~5M>, quinacrina(2 x 105M, un inhibidor de la fosfolipasa
A

2) o propranolol(10
6M), un bloqueantep-adrenérgico.

1II.IV.1O. Efectosde NA, U46619,ET-1 y PMA sobrela vasodilatacióny la reducción de
la [Ca2>j inducidas por el KCI en arterias pulmonares y mesentéricasincubadasen una
solución 0W.

Los protocolosempleadosfueron similaresa los descritosen el apartadoanterior,peroparaevitar
unapérdidaexcesivadeft¡ra-2 seredujoel tiempototalde cadaexperimento.Asi, tras un período
de estabilización(30-40minutos)y exposicióna 80 mM de KCI, los anillos fueronexpuestosa
unasoluciónOK durante30 minutosy, posteriormenteestimuladosconNA, U46619o ET-1 (3
x 10~>M) duranteotros 10-15 minutos.Finalmente,se añadíanconcentracionesacumulativasde
KCI (0.4-8.8mM>. Algunosanillos fuerontratadoscon PMA (10~7M), inmediatamentedespués
de la exposicióna la soluciónOKI

1I1.V. FÁRMACOS Y SOLUCIONES UTILIZADOS

Durantela realizaciónde estaTesisDoctoralsehanutilizado las solucionesqueseencuentranen
la Tabla 2 y los siguientesfármacos: (-) bitartratode noradrenalina,cloruro de acetilcolina,
U46619(metil acetatode 9,11-dideoxi-11 a,9a-epoximetano-prostaglandinF

2j, nitroprusiato
sódico,glibenclamida,endotelina-l,estaurosporina,PMA (12-miristato,13-acetatode forbol),
propranolol, quinacrina, tapsigargina, cremofor EL, EGTA (ácido etilenoglicol-bis¡jp-
aminoetileter]-N,N,N‘,N ‘-tetraacético),ionomicina,clorurode manganesoy ouabaina(Sigma-
Aldrich Química SA., Madrid), ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona,Tocris
CooksonLtd., Bristol), nifedipino (Bayer, Leverkusen,Alemania), levcromakalim(SmithKline
BeechamPharmaceuticals,Betchworth,Inglaterra),nicorandil(Merck Farmay Química,SA.,
Barcelona), SNA.P (5-Nitroso N-acetil-D,L-penicilamina,Alexis Corporation,Laufelfingen,
Alemania), verapamil(Knoll AG, Ludwigshafen,Alemania)y fijra-2 AM (1 mlvi disuelto en
dimetil sulfóxido, Calbiochem,La dolía, CA, USA). Las solucionesmadrede todos estos
fármacosse prepararonen aguadestiladay desionizada(exceptoestaurosporina,qu¡nacrma,
PMA, tapsigargina,ODQy glibenclamidaque sedisolvieronen dimetil sulfóxido y la ionomxcina
en etanol),realizándoselas dilucionesposterioresen soluciónde Krebs.La combinaciónde NPS
y levcro¡nakalim(1:1) (mol:mol) sepreparóañadiendoidénticovolumende la soluciónmadrede
la misma concentraciónde NPS y levcromakalimy las siguientesdilucionesserealizaronen
soluciónKrebsnormal,
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Tabla 2. Composición(mlvi) de las solucionesnutriciasempleadasen estaTesisDoctoral.

Soluciones NaCí KCI NaHCO3 MgSO4 CaCI2 NaH2PO4 KH2PO4 glucosa

Krebsnormal 118 4.75 25 1.2 2 0 1.2 11

OK’ 118 0 25 1.2 2 1.2 0 11

AltoKCI 38 80 25 1.2 2 0 1.2 11

1iI.VI. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultadosse expresancomo la media + error estándarde la media (e.s.m.) para un
detenninadonúmero(n) de arteriasde distintosanimales.Las curvasconcentración-respuestase
ajustana la siguienteecuaciónlogística:

~
E =

~k*([fármaco]~pD2)
¡ + lo

dondeE esel efectorelajantedel fármaco,E~ esel efectomáximo relajante(un índicede la
eficacia relativa del agentevasodilatador)que se expresacomo porcentajede la respuesta
contráctil inicial, k esun factorquerepresentala pendientede lacurvay pD2 esla concentración
de fármaconecesariaparaobtenerun 50%del Em~,x (CE50), expresadocomo logaritmonegativo
de dicha concentración(un indice de la potenciadel agentevasodilatador).Estosparámetros
fueroncalculadosapartir de las curvasconcentración-respuestaajustadasen cadaexperimento,

El desplazamientohacia la derechade la curva de relajación a nicorandil inducido por ODQ,
glibenclamidao su combinaciónse expresócomo el log CR (log dose-ratio),siendo CR el
cocienteentrela CE50 obtenidaen presenciay en ausenciadel antagonista.La potenciade la
acción inhibitoria de estosagentesseexpresócomoel log CR en lugarde utilizarun parámetro
más común como el pKB (pK0 -log [inhibidor] + log (CR-1)>, porqueel log CR permite la
determinaciónde la inhibiciónproducidaporla combinaciónde ambosinhibidores.

Parael tratamientoestadísticoseutilizaronlos paquetesinformáticosMicrosoft Excel versión4.0.
y PharmacologicalCalculationSystem(Tallarida). Se contrastaronlos resultadosexperimentales
y controlescomparandolas mediasmedianteel análisisde varianza(ANOVA) seguidodel test
de NewmanKeuls. Se consideraronestadísticamentesignificativasaquellasdiferenciasen las que
1’ fue menorde 0.05. La interacciónentreNPSy Ievcromakalimseevaluómedianteun análisis
isobolográficoutilizando la combinación(1:1) de ambosfármacos(Gessner,1995).El análisis
estadísticode la desviaciónde la linea de aditividad en el isobologramaserealizó como ha sido
descritoporTallariday cols (1989).
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IV.I, Vasodilatacián inducida por NPS y SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas
contraídas con NA y U46619.

Enarteriaspulmonares,el tratamientocon NA (105M) y U46619(107M) produjounarespuesta
vasoconstrictoraestablede904±52mg (n = 70) y 983 ±61mg (nr 51), respectivamente.En
arteriasmesentéricas,la respuestacontráctil inducida por la NA y el 1146619 (ambosa la
concentraciónde 10~6M) alcanzóvaloresde 1735± 142 mg (n 35) y 2096+ 207 mg (n = 23),
respectivamente.En estascondiciones,la adiciónde concentracionesacumulativasde NPS (l0.8~3
x 1 C~5M) o de SNAP (10-~-3 x 10~5M) produjo unavasodilataciónconcentración-dependiente
tanto de las arteriaspulmonares(Fig 8) como de las mesentéricas(Fig 9). Estarespuesta
vasodilatadoraalcanzabavaloresestablesal cabode 3-5 minutos.Los valoresde potencia(pD

2)
y eficacia(E~J parala vasodilatacióninducidapor NPS y SNAP en arteriaspulmonaresy
mesentéricascontraídascon NA y U46619 seencuentranen la Tabla 3.

Figura8. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel NPS y el SNAP
en arteriaspulmonarescontraídascon NAo U46619.Los resultadosseexpresancomola media
+ e. s. ni. (n = 11-25).
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Figura 9. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel NPS en arterias
mesentéricascontraídascon NAo U46619. Los resultadosseexpresancomo la media+ e. s. m.
(n=6-7).

En arterias pulmonares,ambos dadoresde NO relajaron de forma completa las arterias
precontraidascon NA, mientrasque mostraronunamenoreficaciavasodilatadoraen aquéllas
precontraidascon U46619 (Fig 8). Además, el NPS relajó de forma máspotentelos anillos
precontraidoscon NA quecon 1146619(P < 0.0 1), si bien no seobservarondiferenciasen los
valoresde pD2 en el caso del SNAP. El NPS presentóvaloressimilares de p02 en arterias
mesentéricascontraídascon NA y U46619 pero produjo un Emax ligeramentesuperior (pero
estadísticamentesignificativo, p < 0.01>en las estimuladascon NA. Los valoresde pD2 del NPS
fueron similares en arteriaspulmonaresy mesentéricasestimuladascon NA (Tabla 3). En
resumen,el NPS y el SNAPrelajaroncon menoreficacialas arteriaspulmonarescontraídascon
U46619queel restode las condicionesexperimentalesestudiadas.

NA U46619

E U
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Tabla 3. Vasodilatacióninducida por NPS, SNAP, levcromakalimy nicorandil en arterias
pulmonaresy mesentéricasde lechóncontraídascon NA y U46619. Se muestran los valoresde
potencia (pD2) y eficacia(EmJ de la relajaciónde estosagentesvasodilatadores.

Agentes
vasodilatadores

NA U46619

n pD2 Em~ n pD2

ARTERIAS PULMONARES

SN? 25 6.66+0.08 101+3 20 619±0.1## 66+2##

SNAP II 6.4+0.08 ¡07+2 13 6.59±0.11 69+3##

Levcromakalim 6 6.8 + 0.1 59±7 6 6.5 1 0.2 58±5

Nicorandil 7 4.8±0.1 112±4 6 4.8±0.1 104±4

ARTERIAS MESENTÉRICAS

SN? 6 6.55 ±0.2 106+3 7 6.7+0.1 95±2*flfl

Levcromakalim 6 7.3±0.1* 97+3 ~ 5 7.3 ±0.1* 98+3 *

Nicorandil 6 5.4+0.2 * ¡09+3 6 5.2+0.1 * 106±2

# y ## p <0.05y p< 0.01, respectivamente,con respectoa arteriascontraídascon NA.
* P <0.05con respectoa arteriaspulmonares.

IV.II. Reducciónde la [Ca
2>]

1y de la fuerzacontráctil inducida por NPS en arterias
pulmonaresde lechón contraídas con NA y U46619.

Efectosde IVAy (146619sobrela fCa
2>],yfuerzacontráctiL El tratamientocon 80 mM de KCI

produjo un aumentodel cocienteF340¡F380seguidode un efectovasoconstrictor.El 1146619
(Fig lo> y la NA (Fig 11> indujeronun rápidoaumentodel cocienteF340¡F380(respuestafásica)
seguidode unacaídalentahastaalcanzarun nivel estable(respuestatónica). Estarespuestatónica
alcanzóvaloresdel 99.7+ 10.6%(nr 6) y 79.3 + 7.0%(n = 9), respectivamente,de la respuesta
inducidapor 80 mM deKCI enarteriasestimuladasconU46619y NA (P>0.05U46619vs NA).
En la mayoríade los experimentos,la NA indujoun rápido aumentode la fuerzacontráctil que
alcanzó su máximo al cabo de 1-2 mm (respuestafásica)y que, posteriormente,disminuyó
lentamentehastaalcanzarun nivel estableal cabode 10 minutos(respuestatónica), mientrasque
el U46619 produjouna respuestavasoconstrictoramonofásicade desarrollomás lento, Estas
diferenciasenel cursotemporalde lasrespuestasaU46619y NA frieron observadastambiénen
bañosde órganosconvencionales,confirmandodatospreviosobtenidosen nuestrolaboratorio
(Pérez-Vizcaínoy cols., 1997).La respuestatónicacontráctil inducidaporU46619 y NA alcanzó
valoresdel 153 + 7% (n = 6) y 125 + 11% (n = 9) de la contraccióninicial inducidacon 80 mM
deKCI (P >0.05 U46619vsNA). Portanto, a lasconcentracionesutilizadas,no se encontraron
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diferenciassignificativasen los aumentosobservadosen el cocienteF3401F380y en la fuerza
contráctil inducidosporU46619o NA. Además,la relaciónfuerza-F340/F380[(%del aumento
en fuerza)/Qo del aumentoen el cocienteF340/F380)de la respuestaa 80 mM de KCI] fue
similarpara1146619y NA (1.63+ 0.18 y 1.74+ 0.22, respectivamente),lo queindicabaquepara
aumentossimilares del cocienteF340/F380ambosagonistasinducían una mayor respuesta
contráctilquela producidaporel KCI

Figura 10. Registrosimultáneode los cambiosen la tUerzacontráctily en la [Ca24]~expresada
como el cocienteF340¡F380inducidospor el NPS en una arteriapulmonarestimuladacon
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Figura 11. Registrosimultáneode los cambiosen la fuerzacontráctily en la [Ca2>]
1expresada

corno el cocienteF340/F380inducidosporel NPS enunaarteriapulmonarestimuladacon NA
(l0~

5M).

EjectosdelNPSsobrela fca»Jylaflíerza contráctil. Las Figs 10 y 11 muestranlos efectosdel
NPS sobreel cocienteF340¡F380y la fuerzacontráctilen arteriaspulmonaresestimuladascon
U4661 9 y NA, respectivamente.La adición de NPS produjo una reducción concentración-
dependienteenel cocienteF340/F380y en la fuerzacontráctil. Al igual queocurríaen los baños
convencionales,la Fig 12 muestraque el NPS relajó completamentelas arteriascontraídascon
NA ~ = 105 ±4%,pD

2= 6.59+ 0.09),mientrasquesólo de formaparcial (Emx< = 75 + 4%,
p <0,01 con respectoa arteriasestimuladascon NA) y con menorpotencia(pD2 = 6.2±0.1,p
< 0.05 con respectoa arteriasestimuladascon NA) aquéllascontraídascon U46619.Por el
contrario, el NPS redujodeformacompletay conigual potenciael aumentode la [Ca

2>]~inducido
por NA y U46619(pD

2 6.7±0.07y 6.7 + 0.1, respectivamente)(Fig 12). Por tanto, en los
anillosestimuladosconNA, el NPS redujoel cocienteF340/F380y la fuerzacontráctil de forma
paralela, presentandovalores de pD2 y E,~ muy similares, mientras que se observóuna
disociaciónentreambosefectosen las arteriasestimuladascon U46619.
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Figura 12. Cambiosenla [Ca2i~(F340/F380)y fuerzacontráctil inducidosporel NPS en arterias
contraídascon NAo U46619,expresadoscomo porcentajede la máximarespuestadel agente
vasoconstrictor.Los resultadosseexpresancomola media+ e. s. m. (n 5-8).

En la Fig [3 semuestrala relaciónfiuerza-F340¡F380 obtenidatrasdosisacumulativasdeNPS
en arteriasestimuladasconNA y U46619. En presenciadeU46619, la relaciónfuerza-F430/F380
estádesplazadaa la izquierdacon respectoa la obtenidaen arteriascontraídascon NA; esdecir,
queparanivelessimilaresde reducciónde la [Ca24j~, el NPS produceunamenorreducciónde la
fuerzacontráctilen arteriascontraídascon U46619 queen aquéllascontraídascon NA.
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Figura13. RelaciónfUerza-[Ca2>]~ de la respuestainducidaporel NPS en arteriascontraídascon
NAo U46619. Los resultadosseexpresancomo la media±e. s, m. (n = 5-8).

IV.lll. Estudio de los posiblesmecanismosimplicados en la relajación producida por NPS
y SNAPen arterias pulmonares y mesentéricas.

Papelde la guanilatociclasasoluble.En arteriaspulmonaresprecontraidascon NA o U46619,
la adición de ODQ (106 M), un inhibidor de la guanilatociclasasoluble,produjounapequeña
respuestacontráctil, que en ningún caso superóel 10% de la inducidapor ambosagentes
vasoconstrictores.Sin embargo,aestaconcentración,el ODQ inhibió marcadamentela relajación
inducidapor el NPS (n=6-8)y el SNAP(n = 6-11)en arteriaspulmonarescontraídascon NA
(Hg 14) o U46619 (Fig 15). En arteriasmesentéricascontraídasconNA, el tratamientocon ODQ
tambiéninhibió marcadamentela relajacióninducidapor el NPS (Fig 16). Estosresultadosindican
queen arteriaspulmonaresy mesentéricasde lechón,ambosdadoresde NO ejercensusefectos
principalmentea travésde la estimulaciónde la guanilatociclasay el posterioraumentode los
nivelesintravascularesdeGMPc.
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Figura 14. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel NPS y el SNAP
enausencia(Ctrl) y presenciadel ODQ en arteriaspulmonarescontraídascon NA. Los resultados
se expresancomola media+ e. s. m. (n = 6-25>.

Figura 15. Curvasconcentración-respuestade
SNAPen ausencia(Ctrl) y presenciadel ODQ en
Los resultadosseexpresancomo la media+ e.

la vasodilatacióninducidapor el NPS y el
arteriaspulmonarescontraídascon U46619.
s. m. (n = 6-20).
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Figura 16. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducidapor el NPS en
ausencia(Ctrl> y presenciadel ODQ en arteriasmesentéricascontraídascon NA o U46619.
Los resultadosseexpresancomo la media+ e. s. m. (n = 5-7>

Las Figs 17 y 18 muestranla relajación inducidapor el NPS en arteriaspulmonaresy
mesentéricas,respectivemente,tras la exposicióna diversos tratamientosy la posterior
contraccióncon NA. A continuaciónse detallanlos resultadosde estos tratamientos.

Papelde la activaciónde la ATPasaNa~/K~. En arteriaspulmonaresy mesentéricasen las
que se cambiabael medio de incubación de Krebs normal a una solución 0K~ e
inmediatamentedespuésseestimulabancon NA seobtuvouna respuestavasoconstrictorade
977 ±III mg (n = 9> y 1143 ±265 mg (n = 8>, respectivamente.Estarespuestano fue
significativamentediferentea la obtenidaen arteriasexpuestasa soluciónde Krebs normal.Sin
embargo,el tratamientocon la soluciónOK> inhibió la relajacióninducidapor NPS en arterias
mesentéricas(E~ = 82 ±6% y pD2 = 5.89 + 0 27 P < 0.05 y 0.01, respectivamente,con
respectoa arteriascontrol, Fig 18), mientrasque lapotencióen arteriaspulmonares(pD2 =

6.89 ±001 P < 0.05, Fig 17>.

El tratamientodurante20-30 minutoscon ouabaína,un inhibidor de la ATPasaNa~¡K~,
produjo una respuestacontráctil de 321 ±100 mg (u = 6) y 351 + 145 mg (n = 4> en
arteriaspulmonaresy mesentéricas,respectivamente.La ouabaína,al igual que la solución
OK>, no modificó la respuestavasoconstrictorainducidapor la NA, pero desplazóa la derecha
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la curva de relajacióna NPS en arteriasmesentéricas(pD2 = 5.82 + 0.13, P < 0.01>,

mientrasque no la afectóen arteriaspulmonares(pD2 = 6.67 + 0 13 P > 0.05) comose
observaen las Figs 17 y 18, respectivamente.Estosresultadosindican que la activaciónde la
ATPasaNa~/K~ mediapartedel efecto vasodilatadordel NPS en las arteriasmesentéricaspero
no en las pulmonares.

Figura 17. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el NPS en
arteriaspulmonarescontraídascon NA en ausencia(Ctrl> o presenciade tratamiento:solución
OK

t (OK), ouabaína,tapsigarginao soluciónde alto KCI y posterioradición de nifedipino
(Alto KCI + Nif>. Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 5-9).

Papelde los canalesde Ca2t t¿~o L y canalesdeKl En estosexperimentoslos anillos eran
incubadosen una soluciónKrebsnormaly, posteriormente,en una con alto KCI (Tabla2), lo
que produjo una respuestade 899 ± 82 mg (n = 5) y 1238 + 184 mg (n = 4),

respectivamente,en arteriaspulmonaresy mesentéricas.Posteriormente,las arteriasfueron
totalmenterelajadascon nifedipino (106 M>, un bloqueantede canalesde Ca2t tipo L y, una
vez quela respuestaalcanzabanivelesbasales,estimuladascon NA, cuyarespuestacontráctil
fue similar en arterias pulmonares(1071 ±71 mg, p > 0.05) pero inferior en arterias
mesentéricas(587 + 62 mg, p < 0.05)con respectoa la inducidaenarteriassin tratar. Estos
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resultadosestánen concordanciacon el hechode queel verapamil,otro bloqueantede canales
de Ca2~ tipo L, seamáspotenteen relajararteriasmesentéricasquepulmonarescontraídascon
NA (ver apartadoIV.V). El tratamientocon Jasolucióndealto KCI y nifedipino no inhibió
la vasodilatacióninducidaporel NPS, inclusola potencióen arteriaspulmonares(pD

2 = 7.06
+ 0.05; P < 0.05, Fig 17) y aumentósu efecto máximoenarteriasmesentéricas(E1~ = 127
+ 7%, Fig 18>. Estosresultadossugierenque ni la activaciónde canalesde K~ ni el bloqueo
decanalesde Ca

2~parecenmediarla relajaciónde NPS en arteriaspulmonaresy mesentéricas
de lechón.

Figura 18. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el NPS en
arteriasmesentéricascontraídascon NA en ausencia(Ctrl> o presenciade tratamiento:solución
OKt (OK), ouabaina,tapsigarginao soluciónde alto KCI y posterioradición de nifedipino
(Alto KCI + Nif>. Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 4-9>.

Papelde la SERCA.El tratamientodurante40 minutos con tapsigargina(2 x 106 M>, un
inhibidor de la SERCA,produjo unarespuestacontráctil de 391 ±90 mg (n = 11> y 56 ±
29 mg (n = 7> en arteriaspulmonaresy mesentéricas,respectivamente.La tapsigarginano
modificó la vasoconstriccióninducidapor NA, perodesplazómarcadamentea la derechala
curva de relajacióna NPS tanto en arteriaspulmonares(pD

2 = 5.69 + 0.19, Fig 17> como
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en las mesentéricas(pD2 =5.89+ 0.19, Fig 18) y redujoel E.~ en las primeras(71 ±7 %>.

De estemodo, la activaciónde la SERCA parecemediargranpartedel efectovasodilatador
del NPS en arteriaspulmonaresy mesentéricas.

En experimentosrealizadoscon arterias pulmonaresen el baño de órganosacopladoal
tluorímetro, la exposicióna tapsigarginadurante10 minutosincrementóel cocienteF340/F380
sobrela basal (60 ±6% de la respuestainducidapor 80 mM deKCI, n = 5; Fig 19). Sin
embargo,esteaumentoen el cocienteF340/F380no seacompañódecambiosen la respuesta
contráctil (Fig 19>. La posterior adición de NA (1l0~

5M) aumentóaún más el cociente
F340/F380hastaalcanzarel 131 ±18% de la respuestaa 80 mM de KCI (P < 0.05, con
respectoaanillos en ausenciade tapsígargína>y produjo una respuestacontráctil (90 ±16%
de la respuestaa 80 mM de KCI). Así, la relación fuerza-F340/F380para la NA fue
significativamenteinferior en arteriastratadascon tapsigargina(0.72 + 0.11) que en aquéllas
no tratadas.El curso temporaldel aumentoen el cocienteF340/F380y fuerzacontráctil
inducido por NA fue similar en ausenciay presenciade tapsigargina(Figs 11 y 19>. Sin
embargo,la tapsigarginainhibió muy marcadamentela reducciónen el cocienteF340/F380
inducidapor NPS,mientrasquesólo de forma parcial la relajacióninducidapor estedadorde
NO(Figs 19y20).

Figura 19. Registro simultáneo de los cambios en la fuerza contráctil y en la [Ca2~j
1

expresadacomo el cocienteF340/F380inducidosporel NPS en unaarteriapulmonartratada
con tapsigargina(2 x 10

6M) y, posteriormente,estimuladacon NA (10~5M).
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Figura 20. Cambios en la [Ca2~]~(F340/F380>y fuerza contráctil inducidos por el NPS en
arteriascontraídascon NA en ausencia(sin símbolos)o presenciade tapsigargina(círculos),
expresadoscomoporcentajede la máximarespuestadel agentevasoconstrictor.Las curvasen
ausenciade tratamientoprocedende la Fig 12 y se muestrancon fines comparativos.Los
resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 5-8>.

IV.IV. Mecanismode la interacción de U46619 con la vía NO/GMPc en arterias
pulmonares.

Las Figs 21 y 22 muestranlas respuestasa NPS en arteriaspretratadascon la estaurosporina
(10-7M) durante20-30minutosantesde su exposicióna U46619(3 x 10-7M). Laestaurosporina
no alteróel cocienteF3401F380ni la fuerzacontráctil basales,y tampocomodificó el aumento
en F340/F380y fuerzainducidospor U46619(81 ±16% y 190 ±34% de la respuestainicial
a 80 mM de KCI, respectivamente,n = 6>. Sin embargo,el cocientefuerza-F340/F380fue
significativamentemayor (2.62 ±0.27)que la observadaenausenciade estaurosporina.La
posterior adición de NPS de forma acumulativa produjo una reducción concentración
dependientedel cocienteF340/F380quefue similar a la obtenidaen ausenciade estaurosporina
(Fig 21). Sin embargo,la presenciade estaurosporinaaumentóde forma significativa (P <
0.05) la respuestavasodilatadoramáximainducidapor NPS (Fig 22>.
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Figura 21. Cambios en la [Ca2~]~(F340/F380> inducidos por el NPS en arterias pulmonares
contraídascon U46619en ausencia(líneadiscontinua)o presenciade estaurosporina(círculos),
expresadoscomoporcentajede la máximarespuestadel agentevasoconstrictor.Los resultados
seexpresancomo la media±e. s. m. (n = 5-8>.

Figura 22. Cambiosen la fuerzacontráctil inducidospor el NPS en arteriaspulmonares
contraídascon U46619en ausencia(líneadiscontinua)o presenciade estaurosporina(círculos),
expresadoscomoporcentajede la máximarespuestadel agentevasoconstrictor.Los resultados
se expresancomo la media + e. s. m. (n = 5-8).
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IV .V. Vasodilatación inducida por levcromakalim, nicorandil y verapamil en arterias
pulmonares y mesentéricasde lechón contraídas con NA y U46619.

El levcromakalim (t0-~-1O~ M) produjo una relajación parcial de las arterias pulmonares,
mientrasque relajó completamentelas arteriasmesentéricasindependientementedel agente
vasoconstrictorempleado(Fig 23).

Figura23. Curvasconcentración-respuestade la xasodilatacióninducida
en arterias pulmonares(AP) y mesentéricas(AM) contraídascon
resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 5-6).

por el levcromakalim
NA y U46619. Los

El nicorandil (l01~3 x lO~ M>, un agenteque se comportacomoACP y dadorde NO, relajé
completamentearteriaspulmonaresy mesentéricascontraídascon NA o U46619 (Hg 24>. Los
valoresde pD2 y Emax de relajaciónde levcromakalimy nicorandil seencuentranen la Tabla
3. Como semuestraen estaTabla, las arteriaspulmonarescontraídascon U46619, que eran
relajadassólo parcialmentepor NPS y levcromakalim,fueron totalmenterelajadaspor el
nicorandil,un agenteque comparteambosmecanismosde acción.
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Figura 24. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel nicorandilen
arteriaspulmonares(AP> y mesentéricas(AM) contraídascon NA y U46619. Los resultados
seexpresancomo la media + e. s. m. (n = 6-7).

Figura 25. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el verapamil en
arteriaspulmonares(AP) y mesentéricas(AM) contraídascon NA y U46619. Los resultados
seexpresancomo la media + e. s. m. (n = 4-7>
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La respuestavasodilatadoradel verapamil(10~~-104M) fue dependientetantodel tipo de arteria
como del agente vasoconstrictor. Las contraccionesinducidas por la NA en arterias
mesentéricasfueronmássensiblesqueaquéllasinducidasen arteriaspulmonareso por U46619
en ambasarterias(Fig 25>. Los parámetrosde la mayoríade las curvasconcentración-respuesta
a verapamilno pudieronsercalculadosya queala máximaconcentraciónutilizada,el fármaco
no alcanzósu máximarespuestavasodílatadora.

IV.VI. Efectosde ODQ, glibenclamida o de ambos fármacos sobre la relajación inducida
por NPS, levcromakalim y nicorandil.

En arteriaspulmonarescontraídascon NA, el ODQ inhibió marcadamentela relajacióna NPS
(Fig 26) perono afectéa la vasodilatacióninducidapor levcromakalim(Fig 27), mientrasque
la glibenclamida,un inhibidor de canalesKA~, no modificó la respuestavasodilatadoraal NPS
(Fig 26), pero inhibió marcadamentela vasodilatacióninducidapor levcromakalim(Fig 27).

Figura 26. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el NPS en
arterias pulmonarescontraídascon NA en ausencia(control> o presenciade ODQ o de
glibenclamida.Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 6-25).

o

<u
50

100

Control O
Glibenclamida U
ODQ A

-8 -7 -6 -5 -4
Log [NPS] (M)

75



Resultados

Figura27. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel levcromakalim
en arteriaspulmonarescontraídascon NA en ausencia(control> o presenciade ODQ o de
glibenclamida.Los resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 5-7>.

Las Figs 28-31 muestranla vasodilatacióninducidaporel nicorandil en arteriaspulmonares
y mesentéricascontraídascon NA o U46619y en ausenciao presenciade ODQ, glibenclamida
o ambos.La respuestavasodilatadoraa nicorandil fue inhibida por el ODQ (Log CR = 1.25>,
mientrasque no seafectépor la presenciade glibenclamida(Log CR = -0.05> en arterias
pulmonarescontraídascon NA; además,el tratamientocon ODQ más glibenclamidano
modificó la inhibición inducidaporODQ sólo (log CR paraODQ + glibenclamida= 1.2>
(Hg 28). En arteriaspulmonares(Fig 29) y mesentéricas(Fig 31> contraídascon U46619tanto
el ODQ (Log CR = 0.85 y 1.04 paraarteriaspulmonaresy mesentéricas,respectivamente)
como la glibenclamida(Log CR = 0.83 y 0.51 paraarteriaspulmonaresy mesentéricas,
respectivamente)desplazarona la derechala relajacióninducidapor el nicorandil, mientrasque
la asociaciónde ambosinhibidoresprodujo un desplazamientosuperioral inducidopor cada
unoen solitario (Log CR paraODQ + glibenclamida= 1.51 y 1.54 enarterias pulmonares
y mesentéricas,respectivamente>.En arteriasmesentéricascontraídascon NA (Fig 30>, el
ODQ inhibió la relajaciónproducidaporel nicorandil (log CR = 0.58>. En estasarterias,la
glibenclamidano modificó la relajación inducida por el nicorandil (log CR = 0.07>; sin
embargo,en presenciadel ODQ, desplazómarcadamentea la derechala curvade relajación
(log CR paraODQ + glibenclamida= 1.37).
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Figtu-a 28. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el nicorandil en
arterias pulmonarescontraídascon NA en ausencia(control) o en presenciade ODQ, de
glibenclamida(Glib> o de ambos(Glib + ODQ). Los resultadosseexpresancomo la media
+ e. s. m. (n = 5-9>.

Figura 29. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel nicorandil en
arteriaspulmonarescontraídascon U46619en ausencia(control) o en presenciade ODQ,
glibenclamida(Glib) o de ambos(Glib + ODQ). Los resultadosseexpresancomo la medía
+ e. s. m. (n = 6-8>.
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Figura 30. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel nicorandil en
arteriasmesentéricascontraídascon NA en ausencia(control) o en presenciade ODQ, de
glibenclamida(Glib) o de ambos(Glib + ODQ). Los resultadosseexpresancomo la media
+ e. s. m. (n = 5-8>.

Figura31. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel nicorandilen
arteriasmesentéricascontraídascon U46619en ausencia(control) o enpresenciade ODQ, de
glibenclamida(Glib> o de ambos(Glib + ODQ>. Los resultadosse expresancomola media
+ e. s. m. (n = 4-6>.
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IV. VII. Efectosde la combinación de NPS y Ievcromakalim.

Relajación de cadafármaco en presenciade una concentraciónanica del otro. En estos
experimentosse estudió la vasodilatacióninducida por el NPS en presencia de una
concentraciónde levcromakalimy viceversa,en arteriasmesentéricascontraídascon NA (3
x 106M) y enarteriaspulmonarescontraídascon 1J46619(10-6M). Estosresultadossehan
comparadocon controlesde concentracióny de tono (ver material y métodos,apartado
l[l.IV.8). El tratamientoconuna concentraciónde levcromakalimde 3 x 107M en arterias
pulmonaresy de 3, 5 ó 7 x 108M en arteriasmesentéricas,produjo una relajaciónde 34 ±5
% y de 23 + 2 %, respectivamente.En arteriaspulmonarescontraídascon U46619,el
pretratamientocon leveromakalimpermitióaumentarel efectomáximo vasodilatadordel NPS

= 101 + 7%, n = 6) con respectoacontrolesde concentración(Emn = 66 ±7%, n =

12) y de tono (E~~ = 67 + 4%, n = 14) (Fig 32>, pero no modificó la potencia
vasodilatadoradel NPS (pD

2 = 6.0 + 0. 1) con respectoa arterias en ausenciade
levcromakalim(pU, = 5.9 ± 0.1 y 6.2 ±0.1paracontrolesde concentratióny de tono,
respectivamente).La relajacióninducidaporel NPS en arteriasmesentéricascontraídascon
NA no fue modificadapor la presenciade levcromakalim(Fig 33>.

Figura 32. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducida por el NPS en
ausenciay presenciadel pretratamientocon levcromakalim(3 x io-~ M) enarteriaspulmonares
contraídascon U46619(1O~M). Se muestrandostipos de controles:arteriascontraídascon
la misma concentracióndel U46619 que en presenciade pretratamiento(control de
concentración),y arteriascontraídascon una concentraciónde U46619(10~ M) que produjo
una contracciónsimilar al tono final inducido por 1J46619máspretratamiento(control de
tono>. Los resultadosseexpresancomo la media+ e. s. m. (n = 6-14).
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Figura 33. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el NPS en
ausencia y presencia del pretratamientocon levcromakalim (3 x 1W M> en arterías
mesentéricascontraídascon NA (3 x 106 M). Se muestrandos tipos de controles: arterias
contraídascon la mismaconcentraciónde la NA que enpresenciade pretratamiento(control
de concentración>y arteriascontraídascon unaconcentraciónde NA (lcr6 M> queprodujo una
contracciónsimilar al tono final inducidopor NA máspretratamiento(control de tono>. Los
resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 5-8>.

En otra serie de experimentos,la adición de una concentraciónde NPS de 3 x 107M en
arteriaspulmonaresy de 3 x 10~8M en arteriasmesentéricasprodujo unarelajaciónde 34 ±
4 % y de 20 + 4 %, respectivamente.El pretratamientocon NPS mejoró la máximarespuesta
vasodilatadorainducidapor levcromakalimen arteriaspulmonarescontraídascon U46619 (Emax

=77+3% n =4) con respectoa controlesdeconcentración(Emax =47+4% n =5) y
de tono (Ei~m = 57 + 5% n = 6>, respectivamente(Fig 34>. Sin embargo,los valoresde pD

2
del tevcromakatim(6.7 + 0.1) no fueronsignificativamentedistintosque los obtenidosen
ausenciade NPS (6.7±0.1 y 6.5 ±0.1controlde concentratióny de tono, respectivamente>.
En arterias mesentéricascontraídascon NA, el pretratamientocon NPS no modificó la
respuestavasodilatadorainducidapor levcromakalim(Fig 35>.
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Figura 34. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el levcromakalim
en ausenciay presenciadel pretratamientocon NPS (3 x 100 M> en arterias pulmonares
contraídascon U46619(106M). Se muestrandos tipos de controles:arteriascontraídascon
la misma concentracióndel U46619 que en presenciade pretratamiento(control de
concentración),y arteriascontraídascon una concentraciónde U46619(10v M) que produjo
una contracciónsimilar al tono final inducido por U46619 máspretratamiento(control de
tono). Los resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 4-6).

Figura 35. Curvas concentración-respuestade lavasodilatacióninducidaporel levcromakalim
en ausenciay presenciadel pretratamientocon NPS (3 x i0~ M> en arterias mesentéricas
contraídascon NA (3 x 106M). Se muestrandos tipos de controles:arteriascontraídascon la
mismaconcentraciónde la NA queen presenciade pretratamiento(control de concentración>,
y arterias contraídascon una concentraciónde NA (106 M) que produjo una contracción
similar al tono final inducido por NA máspretratamiento(controlde tono). Los resultadosse
expresancomo la media + e. s. m. (n = 5-8>.
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Relajación inducida por la combinación de NPS y levcromakalim (1:1) y análisis
isobolográfico. La Fig 36 muestrala relajacióninducidapor el NPS, el levcromakalimy la
combinaciónde ambosfármacos(1:1) en arteriaspulmonarescontraídascon U46619. A pesar
de que el NPS y el levcromakalimsólo relajaronparcialmentelas arteriasestimuladascon
U46619, su combinación(1:1> las relajó de formacompletay con unapotenciasimilar a la de
cadafármacosolo (pD2 = 6.44 ±0.11, p>O.O5 con respectoa NPS o levcromakalim).El
análisis isobolográfico(Fig 37) se llevó a caboa partir de las curvasde relajaciónde NPS,
levcromakalimy sucombinación(1:1> queaparecenen la Fig 36. En esteanálisisserepresenta
la isobolaobtenidaa partir de las concentracionesde cadafármacoy de la combinación(1:1)
queproducíanun 25% del efectomáximo(EC25>, ya queni NPS ni levcromakalimrelajaron
las arteriasde forma completa.El punto de la combinación(1:1) no sealejóde la linea de
aditividad, indicando la ausenciade interaccionesentreambosfármacos.

Figura 36. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el NPS,
levcromakalimo su combinación(1:1> en arteriaspulmonarescontraídascon U46619. Los
resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 6-20>.
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Figura 37. Isobologramade la combinaciónde NPS y levcromakalim. La línea negra
representala isobola obtenida a partir de las concentracionesde cadafármaco y de su
combinación(1:1> que producíanun 25% del efecto máximo (EC25> y la líneadiscontinua
representala líneade aditividad. Los datosprocedende las curvasconcentración-respuestade
la figura 36.

IV.VIII. Efectosde NA, U46619,ET-1 y PMA sobre la vasodilatacióninducida por el
KCI en arterias pulmonares y mesentéricasincubadasen una solución OK~.

Relajacióninducidapor el KCI en arterias incubadasen una soluciónOKt. La exposicióna
una solución OKt durante1 hora produjo una respuestacontráctil que tardó unos 20-30
minutos en comenzara desarrollarse.En estascondiciones, la adición de KCI de forma
acumulativa (0.2-8.8 mM> indujo una relajación concentración-dependientede arterias
pulmonares(Fig 38) y mesentéricas(Hg 39>. La Tabla 4 contienelas respuestascontráctiles
inducidaspor la soluciónOKt y los valoresde pD2 y E~de las curvasconcentración-respuesta
a KCI en arteriaspulmonaresy mesentéricas.La relajacióninducidaporKCI fue máspotente
en arterias mesentéricasque en las pulmonares(pD2 = 3.35 + 0.07 y 2.75 + 0 11
respectivamente,p < 0.05)

El tratamiento con ouabaína(1O~
5M> inmediatamentedespuésde la exposición a OKt

prácticamenteeliminó la vasodilatacióninducida por el KCI en arterias pulmonaresy
mesentéricasestimuladascon NA, mientrasque el tratamientocon BaCI

2 (2 x 10
5M) no la

83



Resultados

modificó (Figs 38 y 39>. Estosresultadosindicabanque la relajación inducidapor el KCI
estabamediadaa travésde la activaciónde la ATPasaNa~/K~ y no a travésde la activación
de los canalesKÍR.

Figura 38. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI en arterias
pulmonaresincubadascon unasoluciónOK’ durante1 horay, posteriormente,expuestasa NA
o vehículo(control). Algunasarteriasfueron tratadascon ouabaína(Ouab) inmediatamente
despuésde la incubacióncon la solución0K~. Los resultadosse expresancomo la media+
e. s. ni. (n = 5—12>.

Algunosanillos fueronestimuladoscon NA, U46619o ET-l tras la exposicióndurante1 hora
a la soluciónOK’, lo que produjo unamayorcontracción(Tabla 4). Cuandoestarespuesta
vasoconstrictoraseestabilizó, la adición del KCI relajó totalmentelas arteriasmesentéricas
independientementedel agonistaempleado(Fig 41), mientrasque sólo de forma parcial las
arteriaspulmonarescontraídascon NA (Emax = 70 + 6>, ET-1 (Emax = 62 ±4) o U46619

= 73 + 7) (Tabla4 y Fig 40). La NA, el U46619y la ET-1 deplazaronmarcadamente
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a la derechala curva concentración-respuestaa KCI en arteriasmesentéricas,mientrasque no
la modificaronen arteriaspulmonares(Tabla4 y Figs40 y 41>. Porlo tanto, los tres agentes
inhibieron la relajación inducidaporel KCI en arteriaspulmonaresy mesentéricas,salvo en
el casode las arteriaspulmonarestratadascon U46619.Sin embargo,el tipo de inhibición fue
distintadependiendodel vasoarterial; en arteriaspulmonaresestosagentesinhibieron el efecto
máximo, mientrasque en las mesentéricasredujeronla potenciavasodilatadoradel KCI.

Figura 39. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI enarterias
mesentéricasincubadascon una soluciónOK’ durante1 hora y, posteriormente,expuestasa
NA o vehículo (control). Algunas arteriasfueron tratadascon ouabaína(Ouab) o BaCI2
inmediatamentedespuésde la incubacióncon la soluciónOK’. Los resultadosseexpresan
como la inedia + e. s. m. (n = 5-15>. * p < 0.05 con respectoa arterias estimuladascon
NA.
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Tabla 4. Resumende la relajacióninducidaporel KCI en arteriaspulmonaresy mesentéricas
bajodiversascondicionesexperimentales.Las arteriasfueron tratadascon una solución0K~
durante80 minutos.NA, U46619y 131-1 fueronañadidasa los 60 minutosde la exposición
a 0Km, el restode los fármacoslo fue inmediatamentedespuésde la exposicióna OK’.

Arteriaspulmonares Arteriasmesentéricas

Tratamiento n Tono pD2 Ema~ n Tono pD2 En,ax

Control 7 630 ±169 2.75 + 0.11 93 ±6 5 1313 ±293 3.35±0.07 110 ±
9

PMA 5 725±79 2.59±0.13 21-1-3
**

9 3222±529
**

3.37±0.1 76±7
**

NA 12 937 ±127 2,58±0.06 70 + 6
*

15 2604 ±365
*

2.95 + 0.07
**

105 ±
3

NA + PMA 8 848 ±163 2.51 + 0.08 41 + 8
/t

6 3276 + 449 3.01 ±0.12 66 + 9

NA + Qwn 12 662 ±100 3.01 + 0.11
11/!

68±13 5 1720 + 441 2.95 + 0.10 99 + 5

NA+PMA
+ Quin

7 713±85 2.59±0.08 29±6
$

5 1216+316
$

2.99+0.18 55±
17

NA+5t 7 615±112 2.49±0.08 76±8 7 1450+272 3.12±0.07 102±
3

NA + Prop 5 1342 +
335

2.47 + 0.04 68 + lO 5 3145 ±585 2.93 + 0.09 105 +
3

U46619 10 817 + 99 2.76 + 0.08 73 ±7 12 2959 ±517
**

2.47 + 0.09
**

103 +
7

U46619 +
Quin

8 804 ± 142 2.97 + 0.03
tt

56 + 4
t

8 2070 ±542 2.81 + 0.08
t

105 ±
7

U46619+ St 7 615 ±70 2.75 + 0.08 93 + 8 9 1927 + 285 2.83 ±0.12

t

105 ±

7

ET-I 9 930 ±98 2.51 ±0.06 62 + 4
**

7 3110 ±603
*

2.57 + 0.11
**

109 ±
4

ET-l + Quin 7 844 + 137 2.87 + 0.14
&

69±7 6 2537 + 554 2.68±0.12 99±5

ET-1+St 7 637±99
&&

2.7+0.08 90±5
&&

6 1975+467 2.98±0.14
&

113±
5

Tono esla respuestacontráctil (en mg) inducidapor unasolución0K en ausenciay presenciade diversos
tratamientosantesdela adiciónde KCI. E,,~ esla máximarespuestavasodilatadorade KCI expresada
comoporcentajedel tono inicial y el pD2 esla concentraciónde KCI (-log molar)que induce la mitad del
máximo efecto vasodilatador.Los resultadosseexpresancomola media + SEM. * y ** P < 0.05 y P
< 0.01 vs control, #, ## P < 0.05 y P < 0.01 vs NA, $$ P < 0.01 vs NA + PMA, t P C 0.05 vs

U46619,& P < 0.01 vs ET-1. Abreviaturas:Quin (quinacrina),St (estaurosporina)y Prop(propanolol).
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Figura40. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI en arterias
pulmonaresincubadascon una soluciónOK’ durante1 hora y, posteriormente,expuestasa
NA, U46619,ET-l o vehículo(control>. Los resultadosseexpresancomola media + e. s.
m. (n = 7-12).

Figura41. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCl en arterias
mesentéricasincubadasconuna soluciónOK~ durante1 hora y, posteriormente,expuestasa
NA, U46619, ET-1 o vehículo(control>. Los resultadosseexpresancomo la media + e. s.
m. (n = 5-15).
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Efectosde los ésteresdeforbol.La exposiciónsimultáneaa la soluciónOK’ y al PMA (1O-7M)
produjounarespuestacontráctil, queal cabode 80 minutosalcanzabauna amplitudequivalente
a la obtenidaen arteriasincubadasen la soluciónOK’ y tratadascon NA, 1J46619o ET-l

ma, 1, pero no(Tabla4). El PMA redujomarcadamenteel E del KC modificó supotencia(pD
2>

tantoen arteriaspulmonarescomomesentéricas(Tabla4 y Figs 42 y 43). Algunasarterias,
fueron expuestasa la soluciónOK~ + PMA durante1 horay, posteriormente,estimuladascon
NA, lo queindujo unarespuestacontráctil similar a la obtenidaen ausenciade PMA. En estas
arterias,de nuevo lapresenciade PMA no modificó los valoresde pD2 del KCI pero inhibió
la máximarespuestavasodilatadora(Tabla4 y Figs 42 y 43).

Figura 42. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI en arterias
pulmonaresincubadasconunasoluciónOK’ durante1 horaen ausenciao presenciade PMA
y, posteriormente,expuestasa NA o vehículo(control). Los resultadosseexpresancomo la
media + e. s. m. (n = 5-12).
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Figura 43. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI en arterias
mesentéricasincubadascon unasoluciónOK~ durante1 horaen ausenciao presenciade PMA
y, posteriormente,expuestasa NA o vehículo(control>. Los resultadosseexpresancomo la
media+ e. s. m. (n = 5-15).

Efectosdeestaurosporina,quinacrinay propanolol. En estosexperimentossehan estudiado
las accionesde la estaurosporinay de la quinacrinasobrela relajación inducidapor el KCI en
arteriasestimuladascon NA, U46619, ET-l o PMA másNA~ Ambos inhibidoresprodujeron
una discretareducciónde las respuestascontráctilesa OK’ y de la inducidapor la posterior
adición de NA, U46619y ET-1, si bien esteefectosólo fue significativo parala quinacrina
en arteriasmesentéricastratadascon PMA másNA (Tabla4). La estaurosporinaaumentóla
máximarespuestavasodilatadoradel KCI en arteriaspulmonarestratadascon ET-1 (Fig 48)
o U46619 (Fig 46), si bien en estasúltimas este incrementono llegó a ser significativo,
mientras que no modificó la inhibición inducida por la NA. En arteriasmesentéricas,la
estaurosporinarevirtió parcialmenteel desplazamientode lacurvaconcentración-repuestaal
KCI inducidopor la NA (Fig 45),el U46619(Fig 47> y la ET-1 (Fig 49), si bien el efectoera
muchomásmarcadoparaestosdos últimos agonistasqueparala NA. La quinacrína,por su
parte,potencióla relajacióninducidapor el KCI en arteriaspulmonaresestimuladascon la NA
(Fig 44), el 1346619(Fig 46> o la ET-1 (Fig 48) y enarteriasmesentéricascontraídascon el
1346619 (Hg 47) (ver resumenen Tabla 4). La quinacrina,sin embargo,no modificó la
inhibición inducidaporel PMA másNA en arteriaspulmonares(Tabla4 y Fig 50> ni por la
NA, la ET-1 o el PMA más NA en arterias mesentéricas(Tabla 4 y Figs 45, 49 y 51,
respectivamente>.El tratamientoconpropanolol,un antagonistade recetoresp-adrenérgicos,
no afectóa la relajacióninducidapor KCI en arteriaspulmonareso mesentéricascontraídascon
NA (Tabla4>.

89



Resultados

Figura 44. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonaresincubadascon unasoluciónOK~ durante1 hora y, posteriormente,expuestasa NA
o vehículo(control, líneadiscontinua>.Algunasarteriasfueron tratadascon estaurosporina(St)
o quinacrina(Quin) inmediatamentedespuésde la incubacióncon OK’. Los resultadosse
expresancomo la media + e. s. m. (n = 7-12>.

Figura45. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI en arterias
mesentéricasincubadascon unasolución OK~ durante1 hora y, posteriormente,expuestasa
NA o vehículo(control, líneadiscontinua).Algunasarteriasfueron tratadasconestaurosporina
(St) o quinacrina (Quin) inmediatamentedespuésde la incubación con OK’. La línea
discontinuarepresentala relajacióninducidaporel KCI en usenciade tratamiento(control>.
Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 5-15>.
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Figura 46. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonaresincubadascon una soluciónOK’ durante1 hora y, posteriormente,expuestasa
U46619 o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina(St) o quinacrina(Quin) inmediatamentedespuésde la incubacióncon OK’. Los
resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 7-10>.

Figura 47. Curvas concentración-respuestade la vasodilatacióninducidapore] KCI en arterias
mesentéricasincubadasconunasoluciónOK’ durante1 horay, posteriormente,expuestasa
1346619 o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadascon
estaurosporina(St) o quinacrina(Quin) inmediatamentedespuésde la incubacióncon OK’. La
línea discontinuarepresentala relajación inducidapor el KCI en usenciade tratamiento
(control). Los resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 8-12).
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Figura 48. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonaresincubadascon unasoluciónOK’ durante1 horay, posteriormente,expuestasa la
ET-1 o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina(St> o quinacrina(Quin) inmediatamentedespuésde la incubacióncon OK’. Los
resultadosse expresancomo la media±e. s. m. (n = 7-9).

Figura 49. Curvas concentración-respuestade la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
mesentéricasincubadascon una soluciónOK’ durante 1 hora y, posteriormente,expuestasa

ET-1 o vehículo (control, línea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina(St> o quinacrina(Quin) inmediatamentedespuésde la incubacióncon OK’. Los
resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 5-7).
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Figura 50. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidapor el KO enarterias
pulmonaresincubadascon una solución OK’ y PMA durante1 hora y, posteriormente,
expuestasa NA. Algunasarterias fueron tratadascon quinacrina(Quin) inmediatamente
despuésde la incubaciónconOK’. La líneadiscontinuarepresentala relajacióninducidapor
KCI enausenciade PMA y NA (control). Los resultadosseexpresancomo la media±e. s.
m. (n = 7-8).

Figura 51. Curvasconcentración-respuestade la vasodilatacióninducidaporel KCI en arterias
mesentéricasincubadascon una soluciónOK’ y PMA durante 1 hora y, posteriormente,
expuestasa NA. Algunas arteriasfueron tratadascon quinacrina (Quin) inmediatamente
despuésde la incubacióncon OK’. La líneadiscontinuarepresentala relajación inducidapor
el KCI en ausenciade PMA y NA (control). Los resultadosseexpresancomo la media + e.
s. m. (n = 5-6>.

0

c
‘o

<u
.3’
~60

mr
o

100
-4.0 -2.0.3.5 .3.0 -2.5

Log [KCI](M)

0•1

c
•0
.~

50j

mr
100 —

.4 .2

Log [KCI]<M)

o
u

.3

93



Resultados

IV.LX. Efectosde NA, U46619,ET-1 y PMA sobre la vasodilatación y la reducción de la
[Ca2’]

1 inducidas por KCI en arterias pulmonares y mesentéricasincubadas en una
solución OK’.

Las Figs52 y 53 muestran4 experimentosen los que seregistranlos cambiosen la [Ca
2’j~,

expresadoscomo el cocienteF340/F380y en la fuerzacontráctil en arteriaspulmonaresy
mesentéricas,respectivamente.Las arteriaserantratadasprimerocon 80 mM de KCI que
producíaun rápidoaumentodel cocienteF340/F380y de la fuerzacontráctil. Unavez que la
respuestaal KCI seestabilizaba,los anillos se lavabanhastaque el cocienteF340/F380y la
fuerzacontráctil volvían aniveles basales.Laposteriorexposicióna unasoluciónOK’ durante
30 minutosprodujo un aumentodel cocienteF340/F380y de la fuerzacontráctil en arterias
pulmonares(Fig 52), mientrasqueno se observaroncambiosen arteriasmesentéricas(Fig 53>.
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Figura 52. Registrossimultáneos de los cambios en la [Ca2’]
1,expresadacomo el cociente

F340/F380y en la fuerza contráctil en arterias pulmonares.Las arterias eran primero
estimuladascon 80 mM de KCI, y se incubabanen unasoluciónOK’ durante30 minutos.A
continuación,eranestimuladasconU46619(partesuperior)o NA (parteinferior) y tratadas
cori concentracionesacumulativasde KCI.
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Figura 53. Registrossimultáneosde los cambiosen la [Ca2’]~,expresadacomoel cociente
F340/F380y en la fuerzacontráctil en arterias mesentéricas.Las arterias eran primero
estimuladascon 80 mM de KCI, y se incubabanen una solución0K~ durante30 minutos. A
continuación,eranestimuladascon NA (partesuperior)o ET-1 (parteinferior) y tratadascon
concentracionesacumulativasde KCI.

La adiciónde KCI (0.4-8.8 mM> en estascondicionesprodujo unarelajacióny una reducción
concentración-dependientedel cocienteF340/F380en arteriaspulmonares(Figs 54 y 55,
respectivamentey Tabla 5>, mientrasque en las mesentéricas,si bien seredujoel cociente
F340/F380por debajode los nivelesbasales,no seobservaroncambiosen la fuerzacontráctil,
puestoqueno existíacontracción(Figs 56 y 57, Tabla 5). La adiciónde NA, U46619o ET-1
produjo un aumentodel cocienteF340/F380seguidode una respuestavasoconstrictoratanto
en arteriaspulmonares(Fig 52> como en las mesentéricas(Fig 53). En arteriaspulmonares,
el aumentode la fuerzacontráctil inducidaporestosagonistasfue significativamentemayor
al obtenidopor arteriascontrol, mientrasqueel incrementodel cocienteF340/F380fue similar
en presenciao enausenciade agonista(Tabla 5). En arteriasmesentéricas,el aumentode la
fuerzacontráctil y del cocienteF340/F380fue similar tras el tratamientocon NA o ET-1
(Tabla5>; el tratamientocon PMA inmediatamentedespuésde la exposicióna la soluciónOK’
no afectó al cocienteF340/F380o a la fuerzacontráctil, pero la posterioradición de NA

incrementóamboshastanivelessimilaresa los obtenidosen arteriasestimuladascon NA o
ET-l (Tabla5).
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Tabla 5. Efectosde KCI sobre la fuerza y la [Ca2’]
1(F340/F380>en arterias pulmonares y

mesentéricascontrol o tratadascon NA, 1346619,ET-1 o PMA másNA. Las arteriasfueron
expuestasa unasoluciónsin K’ (OK’> durante unos 30 minutos. La NA, el U46619y la ET-1
fueron añadidosa los 20 minutos de la exposición
inmediatamentedespuésde la exposicióna OK’.

a OK~, mientras que el

F3401F380Tratamiento~ ncremeoFuerza

n mt D Emíx

ARTERIAS PULMONARES

Incremento pD2 Emax

Control 6 65±6 2.93 ±0.1 0.8 ±6 52±13 2.7±0.07 -21 ±12

NA 5 128+21
*

2.88±0.1 69±13
**

45±11 3.06±0.06
*

-26±4

1446619 4 126 ±17
*

3.09 + 0.09 56 + 11
*

42 ±6 3.27 ±0.06
**

-38 ±13

ET-1 3 107 + 13
*

2.88 ±0.07 70 + 18
*

83±15 3.27 ±0.14
*

-24+ 14

ARTERIAS MESENTÉRICAS

Control 3 2.7 ±0.1 -84 + 18

NA 5 203+41 3.2+0.1 9+4 47±14 2.9±0.1 -59+15

NA±PMA 4 187±10 3.1±0.1 17+12 57±17 3.2±0.1
*11

-74+12

ET-l 4 164+20 2.8+0.1
II

27+6 39±6 3.0±0.1
*

-55±7

Incrementoesel aumentodel tono contráctil (fuerza,mg) o de JaseñaJfluorescente(F340/F380>inducido
por los distintostratamientosantesdela adicióndel KCI y E~ esla máximareduccióndel tono contráctil
(ffierza) o de la señalfluorescente(F340/F380)del KCI, ambosvaloresexpresadoscomoporcentajede
la respuestainducidapor80 mM de KCI. P

02esla concentraciónde KCI (-log molar)que induce la mitad
del máximoefecto vasodilatador.Los resultadosseexpresancomola media+ SEM de n experimentos.

y t4-P < 0.O5yP< 0.01 vscontrol,#Pci 0.01 vsNA.

Las Figs 54-57 muestranlas curvas de reduccióndel cocienteF340/F380y de la fuerza
contráctilobtenidastras la adiciónacumulativadel KCI (0.4-8.8mM> en arteriaspulmonares
(Figs54 y 55> y mesentéricas(Figs56 y 57) control o tratadascon NA, U46619,ET-1 o NA
más PMA. En la partesuperiorderechade estasfiguras semuestranlas curvasnormalizadas
parapermitir una mejor visualizaciónde los resultados.En todos los casos,la reduccióndel
cocienteF340/F380inducidopor el KCI alcanzónivelespor debajode labasal (Figs55 y 57),
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mientrasquela disminuciónde la fuerzasemantuvoporencimade la misma (Figs 54 y 56).
La máxima reducción del cociente F340/F380 fue similar en arterias pulmonaresy
mesentéricascontrol o tratadascon el agonista,si bienen todos los casosestareducciónfue
superior en arteriasmesentéricasque en las pulmonaresaunqueno alcanzasesignificación
estadística(Tabla5>.

En arteriaspulmonares,la máximarespuestavasodilatadoradel KCI fue inferior en arterias
tratadascon agonistaque en las control, si bien en estasúltimas se partede un tono
vasoconstrictormenor(Tabla5 y Fig 54). De tal forma que cuandoserepresentanlas curvas
normalizadas(partesuperiorderechade la Fig 54) seobservaunavasodilataciónsimilar en
arteriascontrol o tratadascon U46619,mientrasque el tratamientocon NA o ET-1 inhibió la
máximarespuestavasodilatadora;estosresultadosson similaresa los obtenidosen bañosde
órganosconvencionales(Apartado IV.V. y Fig 40). En estasarteriastodos los agonistas
desplazaronhaciala izquierdala curvade reduccióndel cocienteF340/F380inducidaporKCI,
siendoel U46619el quemayorpotenciaciónproducía(Fig 55 y Tabla5>.

Figura 54. Cambios en la fuerza contráctil inducidos por el KCI en arterias pulmonares
incubadasdurante30 minutosen unasoluciónOK4 y, posteriormente,tratadascon NA, ET-1,
U46619 o vehículo (control). En la partesuperiorderechasemuestranlas mismascurvas
normalizadas.Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 3-6>.
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Figura 55. Cambiosen la [Ca2tL (F340/F380)inducidospor el KCI en arteriaspulmonares
incubadasdurante30 minutosen unasoluciónOK’ y, posteriormente,tratadascon NA, ET-1,
U46619o vehículo(control). En la partesuperiorderechase muestranlas mismascurvas
normalizadas.Los resultadosseexpresancomo la media+ e. s. m. (n = 3-6>.

En arteriasmesentéricastratadascon NA, ET-1 o PMA másNA no se observarondiferencias
significativasen la máximareducciónde la fuerzacontráctil inducidapor el KCI (Fig 56 y
Tabla5). Porel contrario, el KCI relajóde forma máspotentelas arteriascontraídascon NA
(sola o en presenciade PMA) que aquéllasestimuladascon ET-1 (Fig 56 y Tabla5). Sin
embargo,el KCI redujo el cocienteF340/F380de manerasimilar en arteriasestimuladascon
NA queen las control (Fig 57 y Tabla 5>, mientrasque el tratamientocon ET-l o PMA más
NA potencióla reduccióndel cocienteF340/F380inducidapor KCI con respectoa arterias
controlo estimuladascon NA.
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Figura 56. Cambios en la fuerza contráctil inducidos por el KCI en arterias mesentéricas
incubadasdurante30 minutosen unasoluciónOK’ y, posteriormente,tratadascon NA, ET-1
o vehículo(control). Algunasarteriasfueron tratadascon PMA inmediatamentedespuésde la
incubacióncon OK’. En lapartesuperiorderechase muestranlas mismascurvasnormalizadas.
Los resultadosseexpresancomo la media±e. s. m. (n = 3-5>.

Figura 57. Cambiosen la [Ca2’]
1(F340/F380)inducidosporel KCI en arteriasmesentéricas

incubadasdurante30 minutosen unasoluciónOK’ y, posteriormente,tratadascon NA, ET-1
o vehículo (Control>. Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamentedespuésde
la incubación con OK’. En la parte superior derechase muestranlas mismas curvas
normalizadas.Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 3-5).
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Las Figs 58 y 59 muestranla relaciónfuerza-F340/F380de KCI en arteriaspulmonaresy
mesentéricas,respectivamente,en situacióncontrol o enpresenciadeNA, U46619,ET-1 o
PMA másNA. En las arteriaspulmonares,la NA, la ET-1 y el U46619desplazaronhacia
arribay de de formasimilar la relaciónfuerza-F340/F380del KCI con respectoa las arterias
control (Fig 58). En arteriasmesentéricasno sepudorepresentarla relaciónfuerza-F340/F380
del KCI en arteriascontrol,puestoque no existió contracciónni relajaciónen estasituación,
por lo que seha incluido la relaciónfuerza-F340/F380obtenidatras la adición de 8OmM de
KCI comoreferencia.La NA, la ET-1 y el PMA másNA desplazaronhaciaarribala relación
fuerza-F340/F380del KCI con respectoa la obtenidapor la despolarizacióninducidapor80
mM de KCI (Fig 59>. Estedesplazamientofue másmarcadoparaET-1 y PMA másNA que
paraNA (P < 0.05),mientrasque no se observarondiferenciasentreET-1 y PMA másNA.
Por lo tanto, el KCI produjounarelajacióninferior de la quecabríaesperarparala reducción
en la LCa2’t enarteriaspulmonaresy mesentéricastratadasconNA, U46619,ET-1 o PMA
másNA.

Figura 58. Relación fuerza-[Ca2i
1 de la respuestainducida por el KCI en arterias pulmonares

incubadasdurante30 minutosen unasoluciónOK’ y, posteriormente,tratadascon NA, ET-1,
U46619o vehículo(Control). Les resultadosse expresancomo la media+ e. s. m. (n = 3-6).
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Figura 59. Relación fuerza-[Ca2i~ de la respuestainducida por el KCI en arterias mesntéricas
incubadasdurante30 minutosen unasoluciónOK’ y, posteriormente,tratadascon NA o ET-
1. Algunasarteriasfueron tratadascon PMA inmediatamentedespuésde la incubacióncon
OK’. En líneadiscontinuasemuestrala relaciónfi¡erza-LCa2’]

1obtenidatras la despolarización
con 80 mM de KCI. Los resultadosseexpresancomo la media + e. s. m. (n = 3-5).
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Discusión

En estaTesisDoctoralsehaestudiadola vasodilatacióninducidaa travésde la activaciónde
la vía del NO/GMPc,de los canalesKATP y de la ATPasaNa~/K~en arteriaspulmonaresy
mesentéricasestimuladascon diversosagentesvasoconstrictores.La relajación inducidaa
travésde la activaciónde la víadel NO/GMPcy de los canalesKÁTP sehaevaluadoutilizando
los nitrovasodilatadoresNPS y SNAP y el levcromakalim,un agonistade canalesKA.I.P,

respectivamente.Además, se haestudiadola asociaciónde estasdosvías de vasodilatación,
bien utilizando combinacionesde NPS y levcromakalimo nicorandil, fármacoque estimula
ambasvías. Por último, sehaevaluadola relajacióninducidapor la re-adicióndel KCI aun
medio de incubaciónsin K’ (OK’), que está mediadafundamentalmentea travésde la
activaciónde la ATPasaNa’/K’ en nuestraspreparacionesexperimentales.

V.I. Estudio de la vía de vasodilatación del NOIGMI>c en arterias pulmonares y
mesentéricasde lechón

y.1. 1. Relajacióninducidapor la vía del NO/GMPcdependiendodel tipo de aneria y del
agentevasoconstrictor.

En nuestrosexperimentos,el NPS y el SNAP relajarontotalmentelas arteriaspulmonares
contraídascon NA, mientrasque sólo parcialmentelas pulmonarescontraídascon U46619.
Además,el NPS produjounavasodilatacióncompletade arteriasmesentéricascontraídascon
NA o U46619. La potenciavasodilatadoradel NPS fue inferior en arterias pulmonares
contraídascon 1346619queenel resto. Por lo tanto, ambosfármacospresentabanencomún
unareducidaeficaciavasodilatadoraen arteriaspulmonarescontraídasconU46619. Resultados
similares ya habíansido observadosen nuestrolaboratoriocon otros fármacosque actúana
distintos nivelesde la vía devasodilatacióndel NO¡GMPc, talescomo la acetilcolina,el 8-
bromo GMPc y el péptidonatriuréticoauricular(Pérez-Vizcaínoet al., 1997>.

En los experimentosrealizadosen el bañode órganosacopladoal fluorimetro, el U46619y
la NA produjeronun aumentode la [Ca2~j similar al observadoenpresenciade 80 mM de
KCI, si bien la respuestacontráctil eramayor que laproducidapor esteúltimo; esdecir, que
en arterias pulmonares,U46619 y NA incrementaronla sensibilidad de las proteínas
contráctilespor el Ca2’, fenómenoqueya habíasido descritoendiversosterritorios vasculares
(Karaki y cols., 1997). Himpens y cols. (1990)demostraronqueel U46619producemayor
sensibilidadde las proteínascontráctilespor el Ca2~ que la NA en arteriaspulmonaresde
conejo.En esteestudio,sin embargo,los aumentosde la [Ca2’]

1 y de la fuerzacontráctil
observadosen arteríasestimuladascon NA o 1346619fueron similares.La adición de NPS
produjo unavasodilataciónque fue precedidade una reducciónde la [Ca

2’j1
1,siendo ambos

procesosconcentración-dependientes.Al igual que en los experimentosen bañosde órganos
convencionales,el NPS presentóunamenoreficaciavasodilatadoraenarteriasprecontraidas
con 13.46619 queen las contraídascon NA; sin embargo,no se observarondiferenciasen la
feducciónde la [Ca

2’]
1inducidaporel NPS en arteriascontraídascon ambosagonistas.Estos

resultadosindicanquela menorrelajacióna NPSobservadaenarteriaspulmonarescontraídas
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con 1346619 no es debidaa una acciónde esteagonistasobre la reducción de la [Ca2~]
1

inducidaporel NPS.

VI.2. Mecanismode la relajación dela vía NO/GMPcen arteriaspulmonaresy mesentéricas.

El NPSproducerelajacióndel músculoliso vascularatravésde la liberaciónde NO, el cual
puedeactuaractivandola guanilatociclasasolubley aumentandolos nivelesintracelularesde
GMPc (Ignarroy cols., 1986; Kowaluk y cols., 1992; Rapoporty cols., 1985> o através de
mecanismosindependientesdeGMPc (Bolotina y cols., 1994; Planey cols., 1998>. En este
estudio, la relajacióninducidatanto porel NPS en arteriaspulmonaresy mesentéricas,como
por el SNAP en las primeras, fue inhibida muy marcadamentepor el ODQ,
independientementedel agentevasoconstrictorempleado,lo queconfirma que susefectosestán
mediadosfundamentalmentea travésde la activaciónde la guanílatociclasasoluble y el
aumentode los nivelesintracelularesde GMPc.

Paraestudiarlos posiblesmecanismosque conducenal efectovasodilatadorinducidopor el
GMPc sellevaron a cabodiversosprotocolosexperimentales(ver apartadoIII.IV.4>. Seha
descritoquetanto la incubaciónen un medioOK’ comoel tratamientocon ouabaínaproducen
la inhibición de la ATPasaNa’/K’ (Hendrickxy Castecís,1974; Webb y Bohr, 1978). Ambos
tratamientosinhibieron marcadamentela vasodilatacióninducida por el NPS en arterias
mesentéricas,pero no la modificaronen las pulmonares;estosresultadosindicabanque la
activaciónde laATPasaNa’/K’ desempeñaun papelimportanteen la vasodilatacióninducida
por el NPS en arterias mesentéricas,pero no en las pulmonares. Cuando seelevala 1K’]0 por
encimade 30 mM el potencialde membranase aproximaal potencialde equilibrio del K~
(E), de formaque la activaciónde los canalesde K’ esrelativamenteineficazparaproducir
vasodilatación(Quayley cols., 1997>. En estascondiciones([K’j0= 8OmM), el nifedipino
relajé totalmentelas arteriaspulmonaresy mesentéricasy, laposterioradición dc NA produjo
unarespuestasimilaren las primeraspero inferioren las segundascon respectoa la generada
en ausenciadel tratamiento.Sin embargo,estetratamientono modificó la máximarespuesta
vasodilatadoradel NPS enarteriaspulmonares,e incluso la aumentóen las mesentéricas,lo
que sugierequeni la activaciónde canalesde K~ ni el bloqueode canalesde Ca

2’ tipo L estan
implicados en su efectovasodilatador. La mayorrespuestavasodilatadorainducidaporel NPS
en arteriasmesentéricasexpuestasa estetratamiento puede seratribuida,por un lado, al
menor tono existenteantesde la adiciónde NPS, seguramentedebidoa que la contracción
inducidapor la NA esmuy sensibleal nifedipino en estasarterias(Pérez-Vizcaínoy cois.,
4996), y por otro, a que la elevaciónde la [K’]

0 aumentalaactividadde la ATPasaNa’IK~
(Vasilets y Schwarz, 1993), que esuno de los principalesmecanismosresponsablesde la
acciónvasodilatadoraproducidaporel NPS en estasarterias.

El tratamientocon tapsigarginadurante45 minutos,produjounarespuestavasoconstrictoraque
aparecíaal cabo de unos 15 minutos. Este tratamiento inhibió muy marcadamentela
vasodilatacióninducidapor el NPS, tanto enarteriaspulmonarescomomesentéricas,lo que
indica que el NPS producesuvasodilatación,engran medida,a travésde la activaciónde la
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SERCA. Estos resultadosconcuerdancon los descritos por otros autores en diversas
preparacionesexperimentales(Coheny cols., 1999; Khany cols., 1998; Rashatwary cols.,
1987.) En experimentosrealizadosen el bailo de órganosacopladoal fluorimetro, la
tapsigarginaprodujo un rápidoaumentoen la [Ca2’]

1que no se acompañóde cambiosen la
fuerzacontráctil, quizásporqueen estosexperimentosel tiempode incubaciónfue de tansólo
10 minutos. Estadisociaciónentreel aumentoen la [Ca

2’]
1y la fuerzacontráctil tras la

inhibición de la SERCApodríaatribuirsea un aumentolocal de Ca
2’ en un compartimento

alejado del aparatocontráctil de la CMLV(Karaki y cols., 1997; Nomuray cols., 1997; Tosun
y cols., 1998). La tapsigarginainhibió muy marcadamentela reducciónde la [Ca2’]

1inducida
por el NPS, un hallazgoqueya hablasido descritoparael NO u otros dadoresdeNO (Cohen
y cols., 1999; Karaki y cols., 1997>. Al igual que habíamosobservadoen los experimentos
realizadosen bañosde órganos,la tapsigarginainhibió la relajaciónproducidapor el NPS; sin
embargo,hubo una enormedisociaciónentrelos efectosinhibitorios sobrela [Ca

2’]
1y la

fuerzacontráctil, deformaqueapesarde quela tapsigarginapracticamenteabolió la reducción
en la ¡Ca

2’J
1todavíafue posibleobservarun importanteefectovasodilatador.Estosresultados

indican que partedel efectovasodilatadordel NPS estárelacionadacon su capacidadpara
modificar la sensibilidadde las proteínascontráctilespor el Ca

2’, bien porque la reduce
directamenteo porquedisminuyeel aumentode sensibilidadinducidopor el agonista.

V.I.3. Mecanismode la interaccióndel U46619yla vía delNO/GMPcen arteriaspulmonares.

La vía del NO/GMPcrelaja de forma similar las arteriaspulmonaresestimuladascon NA o
ET-1 y las mesentéricascontraídascon NA, ET-l o 1346619(Pérez-Vizcaínoy cols., 1997),
luegolos mecanismosquemedianestavasodilataciónparecencarecerde selectividadvascular
por cualquieradeestosterritorios. Sin embargoy comosehadescritoenel apartadoV.i. 1,
estavía de vasodilataciónpresentaunamenorrespuestaen arteriaspulmonaresestimuladascon
1346619.Esteefectoesespecíficode tas arteriaspulmonares,ya que no ocurreenarterias
mesentéricaso coronariasy tampocoafectaa la vía del AMPc (Pérez-Vizcaínoy cols., 1997).
En la presenteTesis Doctoral sedemuestraque estamenorrespuestavasodilatadorano es
consecuenciade un efectodirectodel U46619sobrela reducciónde la [Ca2’]

1inducidaporel
NPS,ya queel NPS disminuyóla [Ca

2’]
1de manerasimilar en arteriascontraídascon NA o

1346619.Además,el U46619no pareceproducir unamayorsensibilizaciónde las proteínas
contráctilesque la NA, por lo que la menor relajaciónproducidapor el NPS en arterias
estimuladascon 1346619no puedeseratribuidaa unamayoracciónde éstequede la NA sobre
la sensibilidadde las proteínascontráctilespor el Ca

2’. El mecanismofinal por el que se
produceuna menorrespuestavasodilatadoraal NPS en arteriasestimuladascon U46619es
todavía desconocido, aunque en base a nuestros resultados cabrían dos posibles
interpretaciones:a> que el U46619pudierainterferir con el mecanismomedianteel cual el
NPSreducela sensibilidadde las proteínascontráctileso b> que los mecanismospor los que
NA o 1346619sensibilizanlas proteínascontráctilesporel Ca2’ presentendistinta sensibilidad
a la acciónvasodilatadoradel NPS.
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La estimulaciónde la PKC con ésteresde forbol tambiénreducela relajacióninducidaporel
SNP (Morrisony Pollock, 1990; Pérez-Vizcaínoy cols., 1997>. Además,laestaurosporina,
un inhibidor de la PKC, aumentala vasodilatacióninducidaporel NPSenarteriaspulmonares
contraídascon U46619,pero no en aquéllascontraídascon NA (Pérez-Vizcaínoy cols., 1997>.
En estaTesis Doctoral, la estaurosporinano modificó la reducciónen la [Ca2’]

1inducidapor
el NPS, mientrasque aumentósu efecto vasodilatador.Sin embargoy, de forma sorprendente,
la estaurosporinacuandoseasocióa U46619(a unaconcentraciónsuperior>indujo un aparente
aumentode la sensibilidadde las proteínascontractilesporel Ca

2’ con respectoa la observada
en presenciadel U46619sólo; es decir, queaumentóla relaciónfuerza¡ (Ca2’1~. Por lo tanto,
la sensibilizaciónde las proteínascontráctilesinducidaporel U46619 no pareceestarmediada
a travésde la activaciónde la PKC. Dehecho,los agonistaspuedenproducir sensibilización
al Ca- a travésde mecanismosdiferentesa los de los éstersde forbol, que sonactivadores
específicosde la PKC (Hori y cols., 1993>. La diferente sensibilidada la acción de la
estaurosporinaque presentanla contraccióninducidaporel 1346619y la relajación inducida
por el NPS sugiereque sería incorrectala segundainterpretaciónpropuestaen el párrafo
anterior, segúnla cual el 1346619podríaaumentarla sensibilidadal Ca- a travésde un
mecanismoque fuesemenossensiblea la accióndel NPS. Así pues, los resultadosde esta
Tesis Doctoral indican que el U46619 interaccionacon el componentede vasodilatacióndel
NPS que implica la desensibilizaciónde las proteínascontráctilesporel Ca2’ a travésde un
mecanismoque es sensibleal inhibidor de la PKC estaurosporina.

En conclusión,el NPS presentauna menor relajación en arterias pulmonaresde lechón
contraídascon U46619queen aquéllascontraídascon NA, peroen ambassituacionesreduce
la [Ca2’]

1de forma similar. El NPS producevasodilataciónde las arteriaspulmonaresde
lechón disminuyendola [Ca

2’]
1fundamentalmentea travésde la activaciónde la SERCA y

reduciendola sensibilidadde las proteínascontráctilespor el Ca
2’ (Fig 60>. La interacción

entreel U46619y el GMPc no implica cambiosen la [Ca2’]
1,pero sí en la sensibilidadde las

proteínascontráctilesporel Ca
2’ y estámediadaa travésde un mecanismoque essensibleal

inhibidor de la PKC estaurosporina(Fig 60). Pensamosque la inhibición de la vía de
vasodilatacióndel NO/GMPcproducidatras la activación de receptoresde TXA

2 puedeestar
implicada en el desarrollode hipertensiónpulmonar y en el fracaso terapéuticodel NO
inhaladoque ocurreen muchospacientescon HPPN.

V.ll. Estudio de la activaciónde los canalesK4~ en arteriaspulmonaresy mesentéricas
de lechón

En nuestraspreparaciones,la relajación inducida por el levcromalcalim está mediada
fundamentalmentea través de la activación de los canales KÁTP, ya que se inhibió
marcadamentepor la glibenclamida,un inhibidor selectivode los mismos.La glibenclamida
secomportaaparentementecomo un antagonistacompetitivo de los agonistasde canalesKA.rp

(ACP) (Eltze, 1989; Cogolludoy cols,, 1998); sin embargo,interaccionacon un sitio de unión
específicosituadoen la subunidadSUR, queesdiferente(Gopalakrishnany cols., 1991; Bray

106



Discusión

y Quast, 1992) y seencuentraacopladoalostéricamentey de forma negativaal de los ACP
(Bray y Quast, 1992; Schwanstechery cols., 1992). La glibenclamida produjo una
vasodilataciónen arteriaspulmonarescontraídascon 1346619,ya que sehadescritoquea este
nivel actúacomo un inhibidor competitivode los receptoresdel TXA2 (Cocksy cols., 1990>.
Sin embargo,la glibenclamidaapenasmodificó el tono vascularinducidopor el U46619en
arteriasmesentéricas.Esteefectopudieradebersea la utilizaciónde unaconcentraciónsuperior
de 1346619en arteriasmesentéricaso a querealmente,la glibenclamidatengaun mayorefecto
inhibitorio sobrela contraccióninducidapor el U46619en arteriaspulmonaresque sistémicas,
como ha sido previamentedescrito(Kaye y cols., 1997>.

La aperturade los canalesKATP producehiperpolarizacióny vasodilatación,fundamentalmente
como consecuenciadel cierre de los canalesde Ca

2’ tipo L (Fig 60>, por lo que los ACP
podríancomportarseindirectamentecomobloqueantesde canalesde Ca2’. Sin embargo,los
ACP se comportande formadiferentea los bloqueantesde los canalesde Ca2’ (Bray y cols.,
991; Cook y cois., 1988), lo que indica que presentanmecanismosvasodilatadores

alternativos(Quast, 1993>. En estaTesisDoctoral, la relajación inducidaporel levcromakalim
dependiódel territorio vascularestudiado,siendounas3-6 vecesmáspotentey efectivoen
arteriasmesentéricasquepulmonares.Las arteriasmesentéricastambiénfueron mássensibles
a la acciónde verapamil(estaTesisDoctoral ) y nifedipino (Pérez-Vizcaínoy cols., 1996),
pero, al contrarioqueel levcromakalim,relajaronmáspotentementelas arteriascontraídascon
NA que con 1346619. El diferente comportamiento vasodilatador mostrado por el
levcromakalimy los bloqueantesdel Ca2’ indicaqueotro/s mecanismo/sdistinto/sal cierre
de canalesde Ca2’ medianla relajacióninducidaporel levcromakalim.

El levcromakalimrelajó las arteriaspulmonarescontraídasconNA o U46619convaloresde
pD, y ~ muy similaresa los descritospor otros autoresen arterias pulmonaresde
conductanciade lechonesde 2 semanasde vida (Boels y cots., 1997) y de cerdosadulto
contraídoscon PGF

2« (Ward y cols., 1991). El apricalim, otro ACP, también presenta mayor
potenciapararelajar las arteriasmesentéricasquelas pulmonaresdeconejo,aunqueconuna
eficacia similar (Magnon y cols., 1994). Estos resultadosindican que el levcromakalim
presenta una mayor selectividad por el territorio sistémico que por el pulmonar
independientementedel agentevasoconstrictorempleado.Sin embargo,en situacionesde
hipertensiónpulmonar, los ACP pueden presentan una mayor selectividad por el territorio
pulmonar que por el sistémico (Wanstall, 1996>, posiblementedebido a que en estas
situacioneslas arterias de resistenciapulmonares,al igual que sucedea nivel sistémico
(Struijker-Boudiery cols., 1992), sehacenmássensiblesa la activación de los canalesKATP

(Rodman,1992; Wanstall, 1996).Porotro lado, y al contrariode lo que sucedecon lavía del
NO/CMPc (Tulloh y cols., 1997; Abmany cols., 1991), la vasodilatacióninducidapor la
activación de los canalesKATP es similar a lo largo de la etapa perinatal, pareceser
independiente del agente vasoconstrictor empleado y persiste en diversas formas
experimentalesde hipoxiaehipertensión,entreellas la HPPN(Boelsy cols., 1997; Rodman,
1992; Wanstall, 1996>.Por todo ello, sehasugeridoquela activaciónde canalesKATP podría
representaruna alternativaen el tratamientode la HPPN.
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ViII. Combinación de la activaciónde la vía del NO/GMPc y de los canalesKAI!, en

arterias pulmonares

Paraestudiarel posiblepapelde la activaciónde ambasvías de señalizaciónserealizarondos
abordajesexperimentales:a) la combinacióndel NPS y el levcromakalimo b> la utilización
del nicorandil, fármacoque actúacomodadorde NO y activadorde los canalesKA-lp.

V.II!. 1. Relajacióninducidapor la combinaciónde NPSy levcromakalim.

Como se ha descritoen los apartadosanteriores, tanto el NPS como el levcromakalim
produjeron una vasodilataciónde aproximadamenteun 50-60% en arterias pulmonares
contraídascon 1346619. Sin embargo,el NPS produjo unarelajacióntotal de estasarterias
cuandoéstashabíansido parcialmenterelajadascon unadosispreviade levcromakalimy el
~ del levcromakalimaumentóen arteriaspretratadascon NPS. Del mismo modo, la
combinaciónde NPS y levcromakalim(1:1> relajó totalmenteestasarterias.

La combinaciónde NPS y levcromakalim ha permitido, además,estudiarlas posibles
interaccionesentreambos mecanismosde acción. La existenciade interacciones,tanto
positivascomo negativas,entrela vía del GMPc y la de los canalesKÁTP ha sido descritaen
numerosostrabajos(Feledery Adler-Graschinsky,1997; Herity y cols., 1994; McCulloch y
Randalí, 1996; Shinbo e lijima, 1997). Sin embargo,en otros estudiosno sehan encontrado
interaccionesentreambosmecanismos(Cogolludoy cols., 1999; Gardinery cols,, 1991;
White y Hiley, 1998 a y b>. En la presenteTesis Doctoral se ha realizadoun análisis
isobolográficoa partir de las curvasde relajaciónde NPS, levcromakalimy su combinación
(1:1). El punto de la combinaciónse ajustaa la linea de aditividad del isobolograma,lo que
sugierela ausenciade interaccionesentreambasvías; es decir,quesus efectossonaditivos.
Estos resultadosestánen concordanciacon los obtenidosen los experimentosdepretratamiento
con dosisúnicasde un fármacoy curvas de relajaciónconel otro, ya queno hubo diferencias
en los valoresde pD2 en arteriasen ausenciay enpresenciadel pretratamiento.

V.III.2. Relajacióninducidapor el nicorandil.

El nicorandil esun fármaco queproducela relajacióndel músculoliso vascularatravésde la
activación de los canalesKATP (al igual que el levcromakalim> y de la estimulaciónde la
guanilatociclasasolubley el posterioraumentode los niveles de GMPc(al igual queel NPS)
(Fig 60). Por lo tanto, el nicorandil compartepropiedadesde ACP y nitrovasodilatadores.La
contribuciónrelativade cadamecanismoa su acciónvasodilatadorapuedevariardependiendo
del territoriovascularestudiadoy del agentevasoconstrictorempleadoparaprecontraerel vaso
(Akai y cols., 1995; Borg y cols., 1991; Magnony cols., 1994; Meisheri y cols., 1991). En
la presenteTesisDoctoral, el tratamientocon nicorandil relajó con igual eficacia las arterias
pulmonaresy mesentéricas,independientementedel agentevasoconstrictorempleado(NA o
U46619), si bien con mayor potencia las arterias mesentéricasque las pulmonares.Sin
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embargo, como muestranlas figuras 28-31, la contribución de cadamecanismoen la
vasodilatacióninducidapor el nicorandil dependiódel agentevasoconstrictory del territorio
vascular.Magnony cols. (1994>describieronque el mecanismoresponsablede la relajación
inducida por el nicorandil eradiferenteparauna misma arteriacontraídacon KCI o NA.
Nuestrosresultadosdemuestranque el nicorandilactúaa través de distintosmecanismosde
acciónen una misma arteriaestimuladapor agentesvasoconstrictores(NA y 1346619) que
compartenunaseñalde transduccióncomún(estimulaciónde receptoresacopladosaproteínas
U). Paraestudiarla contribuciónde cadamecanismoen la vasodilatacióninducidapor el
nicorandil se hanutilizado comoherramientasfármacológicasel ODQ y la glibenclamida.En
arteriaspulmonaresy mesentéricascontraídascon U46619,el nicorandilpareceactuara través
de ambosmecanismos,puestoque tantoel ODQ comola glibenclamidainhibieron su efecto
vasodilatador. Por el contrario, en arterias pulmonarescontraídascon NA el principal
mecanismoinvolucradoen la relajaciónde nicorandil pareceser la activaciónde la guanilato
ciclasasoluble,ya que sus efectosrelajantesfueron inhibidospor ODQ, mientrasque no se
modificaron por el tratamientocon glibenclamida,sola o en combinacióncon ODQ. En
arteriasmesentéricascontraídascon NA, el ODQtambiéninhibió la relajaciónproducidapor
el nicorandil, mientrasque la glibenclamidano la modificó. Sin embargo,la glibenclamida,
en presenciade ODQ, desplazómarcadamentea la derechala curvade relajacióna nicorandil,
indicandoqueen estasituaciónambosmecanismossonresponsablesde la relajacióninducida
por éste. En resumen,la activación de la guanilatociclasaparecemediar la relajacióna
nicorandilen las distintascondicionesexperimentalesestudiadas,mientrasque la contribución
de la activaciónde canalesKATP resultamásvariable.

Aún cuando las causasde la variabilidad en el mecanismode acción del nicorandil son
desconocidas,estosresultadospodríantenerdos interpretaciones
1> Por un lado, suponiendoqueen determinadascondicionesexperimentalesun mecanismo
resultamásefectivo que el otro, sepodríaesperarque el nicorandilactuarapreferiblemente
a travésde esemecanismo.Estopodríaexplicar por qué : a) en arteriaspulmonarescontraídas
con NA, que son relajadasde forma más efectivapor NPS que por levcromakalim,el
nicorandil actúe preferiblementea travésde la estimulaciónde la guanilatociclasa; b> en
arteriaspulmonaresy mesentéricascontraídascon 1346619,que son relajadascon una eficacia
similar por NPS y levcromakalim,el nicorandil actuaríaa travésde ambosmecanismos.Sin
embargo,estahipótesisno pareceexplicarquela escasadiferenciaen la eficaciavasodilatadora
de NPS y levcromakalimen arteriasmesentéricascontraídascon NA sea responsablede la
insensibilidadde] nicorandil a la acción inhibitória de la glibenclamida.
2) Unasegundahipótesisseríaqueexistierauna interacciónentreambasvías de vasodilatación,
lo que explicaríapor quéen arteriasmesentéricascontraídascon NA, lapotenciainhibitoria
de la glibenclamiday del ODQ aumentacuandoambosfármacosseutilizabanen combinación.
Un aumentosimilar de la actividad inhibitoria de la glibenclamidasobrela vasodilatación
producidapor el nicorandilseha descritotras la inhibición de la guanilatociclasaconazul de
metileno (Kreye y cols., 1992> o tras la inducciónde toleranciaa los nitratos en arterias
coronariasde cerdo(O’Rourke, 1996). Asumiendola posibilidadde interaccionesnegativas
entre ambasvías, la glibenclamidainhibiría el componenteagonistade los canalesKAT?

ejercidopor el nicorandil, lo quea su vezdisminuiríala interacciónnegativaque la apertura
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de estoscanalesestabaejerciendosobrela vía del GMPc, y, así, podríaaumentarla potencia
del nicorandil como estimulante de la guanilato ciclasa. Sin embargo, la ausenciade
interaccionesentreNPS y levcromakalimen nuestrascondicionesexperimentales(apartado
anterior) rechazaestasegundahipótesis.

En resumen, los resultadosde la combinaciónde ambos mecanismos,bien utilizando
nicorandil o la asociaciónde NPS y levcromakalimpermite eliminar el componentede
contraccionresistentea cadamecanismoporseparadoen arteriaspulmonares,lo que indica
que el mecanismoresponsablede la resistenciaa la relajacióninducidapor NPSes distinto
que el de levcromakalim.

V.IV.Estudio de la activación de la ATPasa Na’/K’

l¿ Vi.]. Vasodilatacióninducidapor KCI en arterias incubadasen una soluciónOK’.

Les cambiosen la [K’L desempeñanun papelmuy importanteen la regulaciónde la presión
y flujo sanguíneos(Edwardsy cols., 1998; Knot y cols., 1996; Quayley cols., 1997>. El

aumentode la [K’]0 puedeproducirhiperpolarizacióny relajaciónde la CMLV atravésde la
activaciónde la ATPasaNa’/K’ o de los canalesKIR, dependiendode la [K’]0 inicial y de la
preparaciónestudiada(Bukoski y cols., 1983; Edwardsy cols., 1998; Knot y cols., 1996;
Pontey cols., 1996; Quayley cols., 1997; Webby Bohr, 1978>. El recientedescubrimiento
de que el factor hiperpolarizantedependientedel endotelio (EDHF> es K’ liberado del
endotelioquehiperpolarizay relaja las CMLV atravésde la activaciónde la ATPasaNa’/K’
y de los canalesKIR (Edwardsy cols., 1998> demuestrala importanciade estosmecanismos
en el control del tono vascular. En esta Tesis Doctoral, la adición de KCI (0.2-8.8 mM)
produjo unavasodilataciónconcentración-dependienteen arteriasincubadasen unasolución
OK’ que fue prácticamenteeliminadaen presenciade ouabainay no seafectóporBaCI2, lo
que indicabaque estabamediadafundamentalmentea travésde la activaciónde la ATPasa
Na’/K’. El mecanismoresponsablede la relajacióninducidatras la activaciónde la ATPasa
Na~/K~ pareceimplicar la disminuciónde la [Ca

2’]~mediadaa travésde la hiperpolarización
de la membranay el cierre de los canalesde Ca2’ tipo L y/o a travésde la activacióndel
intercambiadorNa’/Ca2’ (Hg 60>. La inhibición (le la ATPasaNa’/K’ produceunarespuesta
vasoconstrictoraque ha sido atribuida a la entradade Ca2’ a través del intercambiador
NC/Ca2’ (Iwamoto y cols., 1992> o de los canalesde Ca2’ tipo L (Zhu y cols., 1994>. En
nuestrosexperimentos,la inhibición de la ATPasaNa’IK’ tras la incubaciónen unasolución
OK’ durante 1 hora produjo una respuestavasoconstrictoraque era relajada por
concentraciones acumulativas de KCI. En experimentos realizados en el fluorímetro la
exposicióna OK~ durante30 minutos (el tiempo de incubacióndebió ser drásticamente
reducidopara evitar una pérdidaexcesivade fura-2> produjo una respuestacontráctil en
arteriaspulmonarespero no asíen las mesentéricas.La posterior re-adicióndel KCI relajó las
arteriaspulmonarescontroleso tratadascon un agonistay las mesentéricassólo si éstashabían
sido previamenteestimuladascon NA o ET- 1. Sin embargo,en todos los casos,la re-adición
del KCI produjo una reducciónconcentración-dependienteen la [Ca2’iI~.Luego la existencia
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de un respuestacontráctil no constituyeun requisito esencialpara que el KCI produzca
relajación, lo que sugierequeaunqueambosfenómenosseinician, respectivamente,apartir
de la inhibición y la activaciónde la ATPasaNa’/K’, los mecanismosque conducena la
contraccióny a la vasodilataciónsondiferentes.De hecho,la adiciónde KCI relajó totalmente
las arterias mesentéricas expuestasa la solución OK~ más agonistay no sólo el componentede
la contraccióndebidoa la soluciónOK’.

V. VI.2. Efectosde NA, U46619, Ef-] y PMA sobrela vasodilatacióninducidapor KCI.

La actividad de la ATPasaNa~/K~-ATPasepuedeser moduladapor diversosestímulos
fisiológicos (Ewart y Klip, 1995; Xia y cols., 1995). La ET-1 estimulala actividad de la
ATPasaNa’/K’ enaortade conejo(Guptay cols., 1991> y en el endoteliocapilar(Kawai y
cols., 1995) a través de la activaciónde la PKC. Los agonistasa-adrenérgicostambién
incrementanla actividadde laATPasaNa’/K’ en arteriafemoral de perro y en la venasafena
(Navran y cols., 1988>, si bien, este efecto no sc observó en el caso de la NAen cultivos de
CMLVde aorta de rata (Brock y cols., 1982a).

En estaTesis Doctoral, el PMA (un activadorde la PKC) no modificó la potencia,pero
inhibió marcadamentela máximarespuestavasodilatadoradel KCI enarteriaspulmonaresy
mesentéricas, si bien de forma mucho más marcada en las primeras.En arterias pulmonares
la NA y la ET-1, pero no el U46619 disminuyeron la máxima respuestavasodilatadora
inducida por el KCI, pero ningunomodificó supotencia.En arterias mesentéricas, la NA, el
U46619y la ET-1 desplazarona la derechala curvade relajacióndel KCI pero no modificaron
su máximarespuestavasodilatadora.Dado queestos agonistasactivan la PKC, estavía de
transducciónpodríaestar implicadaen el efecto inhibitorio de la NA, la ET-l y el U46619
sobrela vasodilatacióninducidapor la activación de la ATPasa Na’/K’. Xia y cols. (1995>
han descritoque la PKC puedeestimulardirectamentela actividadde la ATPasaNa’/K’ e
inhibiría indirectamenteatravésde la activaciónde la fosfolipasaA2. Por tanto, enestaTesis
Doctoral seha estudiadola posibleimplicación de la activaciónde la PKC y de la fosfolipasa
A, en los efectosde NA, 1346619,ET-1 y PMA sobrela relajacióninducidapor el KCI.

En arteriasmesentéricas,la estaurosporina,un inhibidorde la PKC, revirtió parcialmentela
acción inhibitoria de la NA, la ET-1 y el U46619sobrelavasodilatacióninducidaporKCI,
mientrasque la quinacrina,un inhibidor de la fosfolipasaA2, sólo revirtió parcialmentela
accióninhibitoria del 1346619.Estosresultadosindicabanquelos tresagonistasactúanen parte
atravésde la activaciónde la PKC, mientrasquela activaciónde la fosfolipasaA2 sólo parece
mediar parte del efecto inhibitorio del U46619 en arterias mesentéricas. En arterias
pulmonares,la presenciade estaurosporinarevirtió totalmentela acción inhibitoria de la JET- 1,
mientras que no modificó la inhibición inducidapor la NA. El tratamientocon quinacrina
potenciéla vasodilatacióninducidapor KCI en arteriasestimuladascon NA, U46619o ET-l,
lo quesugierequeestosagentespuedenestarejerciendoun efecto inhibitorio sobrela ATPasa
Na~/K’ a travésde la activaciónde la fosfolipasaA2. Sin embargo,la quinacrinaen ningún
casoaumentóla máximarespuestavasodilatadorainducidapor el KCI, lo que indica que la
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activación de la fosfolipasaA2 no estáimplicadaen laaccióninhibitoria de la NA y la ET-1
sobrela relajacióninducidaporKCI.

Porlo tanto, los agentesvasoconstrictoresestudiadosinhibieron la relajacióninducidapor la
activaciónde la ATPasaNa’¡K~, aunqueesteefecto inhibitorio fue de característicasdistintas
segúnel tipo de arteria. En arteriaspulmonares,estosagonistasredujeronla máximarespuesta
vasodilatadoradel KCI, mientrasque en las mesentéricassólo inhibieron su potencia.Esta
diferenciaen el tipo de inhibición inducidaporestosagentesvasoconstrictorespuedeen parte
explicarseteniendoen cuentaque la activaciónde la PKC a travésdel tratamientocon PMA
inhibió muchomás marcadamentela máximarespuestavasodilatadoradel KCI en las arterias
pulmonaresqueen las mesentéricas,luegoes lógico que laactivaciónde la PKC inducidapor
NA, 1346619o ET-1 inhiba más la máximarelajacióndel KCI enarteriaspulmonaresqueen
las mesentéricas.

En cualquiercaso,el efectoinhibitorio de los agonistassobrela relajacióninducidaporel KCI
pareceestarmediadoa travésde la activaciónde la PKC, ya que en todos los casosfue
revertido, en parte, por la estaurosporina,salvo en el caso de las arteriaspulmonares
estimuladascon NA, ello sugierequela NA actúaatravésde un mecanismoindependientede
la PKC. Estamenorsensibilidadde los efectosde la NA a la acciónde la estaurosporinaestá
en concordanciacon el hechode queen arteriaspulmonaresel U46619, perono la NA inhibió
la relajaciónal NPS a travésde un mecanismosensiblea estaurosporina.Además,en arterias
mesentéricas,la acción inhibitoria de la NA sobrela vasodilatacióninducidapor el KCI es
mucho menossensiblea la acciónde la estaurosporinaque la inducidaporET-1 o 1346619.
La activaciónde los receptoresj3-adrenérgicosproduceel aumentode los nivelesintracelulares
de AMPc y la activaciónde la PKA, la cual inhibe la actividadde la ATPasaNa’¡K~ en
diversaspreparacionesexperimentales(Bertorelloy cols., 1991; Bonn, 1995>; éstepodríaser
el mecanismoimplicadoen la acción inhibitoria de la NA sobrela vasodilatacióninducidapor
el KCI. Tantoen arteriaspulmonarescomoen las mesentéricas,el tratamientoconpropanolol,
un bloqueantede receptores~-adrenérgicos,no modificó la vasodilatacióninducidapor KCI,
indicandoquela posibleestimulacióndel receptor13-adrenérgicoy el posterioraumentode los
nivelesde AMPc no estánimplicadosen los efectosinducidospor la NA.

En resumen,estos resultadossugierenque la NA, el U46619 y la ET-1, a travésde la
activaciónde la PKC, inhiben la actividadde la ATPasa Na’/K’ y, comoconsecuencia,la
relajación inducida por ésta. Sin embargo,como veremosa continuación,los resultados
obtenidoscon el análisisde la [Ca

2’]~no fueron consistentescon estahipótesis.

V VI.3. Cambiosen la [Ca2‘j yfuerzacontráctil inducidospor KCI

A pesarde que el principal mediadorde la contracciónde la CMLV es el aumentoen la
[Ca2~1~,algunos agonistasy los ésteresde forbol puedenproducir una mayor respuesta
contráctil de la que cabríaesperarparaun determinadoaumentode la [Ca2~]~;esdecir, que
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producenunasensibilizaciónde las proteínascontráctilesporel Ca2’ (Karaki y cols., 1997>.
Los resultadosdeestaTesisDoctoraldemuestranque la NA, el U46619,la ET-1 y el PMA
másNA aumentaronla sensibilidadde las proteínascontráctilesporel Ca2’.

Con el objeto de analizar la posible implicación de la sensibilizaciónde las proteínas
contráctilespor el Ca2’ en la menor respuestavasodilatadoraque mostrabael KCI en las
arteriastratadascon NA, U46619,ET-1 o PMA másNA estudiamoslos cambiossimultáneos
en la ¡Ca2’], y en la fuerzainducidospor el KCI en arteriasenausenciay presenciade estos
agonistas.Los cambiosde la Iberzacontráctilfueron similaresen arteriasmontadasenel baño
acopladoal fluorimetro que en aquéllas incubadasen bañosde órganosconvencionales,
excepciónhechade que en estasúltimas la exposicióna la solución OK’ no produjo una
respuestacontráctil en las arterias mesentéricasy que la exposicióna PMA no redujo la
máxima respuestavasodilatadorainducidaporKCI. Estasdiferenciaspensamosque podrían
explicarse,en parte,a un menortiempo de incubaciónen lasoluciónOK’ (40 minutos en vez
de 80 minutos). La NA, la ET-1 y enmayor medidael U46619potenciaronla reducciónen
la [Ca2tJ~inducida por el KCI en arteriaspulmonaresy la ET-1 y el PMA en arterias
mesentéricas.Estosresultadossugierenqueestosagonistasestimulanla actividadde la ATPasa
Na~/K’ y, por lo tanto, su capacidadparaproducir la disminución en la [Ca2’]

1y son
consistentescon los obtenidosen estudiosde la recaptaciónde

86Rb’ (Guptay cols., 1991).
Sin embargo,no sepuededescartarqueestosagentespudiesenactuara otro nivel de la vía de
transducciónque va desdela activaciónde la ATPasaNa’/K’ a la reducciónde la [Ca2’]

1
(p.ej. el intercambiadorNC/Ca

2’). Sin embargo,en arteriaspulmonarestratadascon NA
apenasse observópotenciaciónen la reducción(Le la [Ca2’]

1inducidapor KCI. En resumen,
todos los agentesinhibieron la relajacióninducidaporel KCI, exceptoel U46619en arterias
pulmonares, y potenciaronla disminución en la [Ca

2’]
1, excepto la NA en arterias

mesentéricas.

La relaciónfuerza-[Ca
2’]

1 (fuerza-F340/F380)obtenidatras el tratamientoconconcentraciones
acumulativasde KCI en arterias estimuladascon NA, U46619, ET-1 o PMA más NA se
desplazóhaciaarribay hacia la izquierdacon respectoa las arteriascontrol o a la respuesta
inducidapor 80 mM de KCI en arteriaspulmonaresy mesentéricas,respectivamente;es decir,
queen presenciade estosagonistasseobteníauna menorreducciónde la fuerzacontráctil de
la que se deberíaobtenerparauna determinadareducciónde la [Ca

2’]
1.Por lo tanto, la

aparentecontradicciónque suponeel hechode que NA, 1346619, ET-1 y PMA más NA
inhiban la relajaciónperoestimulenla reducciónde la [Ca

2’]
1inducidaporel KCI se explica

por la capacidadde estosagentesporproducir sensibilizaciónde las proteínascontráctilespor
el Ca

2’. NA, U46619y ET-1 puedenaumentarla sensibilidadde la contracciónde la CMLV
por el Ca2’a travésde la activaciónde la PKC, por lo que el efectode la estaurosporinasobre
la relajación inducidapor el KCI podríaatribuirsea su acción inhibitoria agentesobrela
sensibilizaciónde las proteínascontráctilespor el Ca2’ másque a cambiosen al actividadde
la ATPasainducidosporel KCI.

Estos resultadosestánen concordanciacon otros estudiosque proponenque la relajación
inducida por el KCI tras la incubaciónen una soluciónOK’ puedeserempleadacomo un
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indicador funcional de la ATPasaNa’/K’, ya que el primer acontecimientoque tienelugar
es la activacióndel enzima(Pontey cols., 1996; Webb y Bohr, 1978); sin embargo,este
métodono refleja la actividadde la ATPasade formaprecisa,puestoquepuedenexistir otros
factoresqueafectena la relajaciónsin que se alterela actividadenzimática(Bukoski y cols.,
1983). Por lo tanto, sepuedenobtenerdiferenciasen la relajacióninducidapor el KCI en
distintascondicionesexperimentales,aúncuandola acciónreal sobrela actividadde la ATPasa
seanulao incluso seestimulela actividaddel enzima(Bukoski y cols., 1983>.

En conclusión, la NA, el U46619, la ET-1 y el PMA son inhibidores funcionalesde la
relajación inducida por la activación de la ATPasa Na’/K’ en arterias pulmonaresy
mesentéricasde lechonesreciénnacidos.Esteefectoseproduceauncuandola accióndirecta
sobrela actividadenzimáticapuedaserestimulantemásque inhibidora(Fig 60). Estaaparente
paradojapuedeexplicarseporquetodos estosagonistassensibilizanlas proteínascontráctiles
por el Ca2’ (Fig 60> y por lo tanto, la relajacióny la reducciónen la LCa2~]~ que siguena la
activaciónde la ATPasaNa’/K’ no muestranun comportamientoparalelo.
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1. Laactivaciónde las vía del NO/GMPc,de los canalesKATP y de la ATPasaNa’/K~ y el
bloqueode los canalesde Ca2’ tipo L producenunavasodilataciónde las arteriaspulmonares
y mesentéricasde lechones recién nacidos, si bien estos tres últimos mecanismosde
señalizaciónpresentanuna mayorselectividadpor el territorio sistémicoque porel pulmonar.
Estos resultadossugierenquelas arteriaspulmonarespresentanunamenorsensibilidadque las
mesentéricasa la vasodilatacióninducidaporcambiosen la [Ca2~]

1(hiperpolarizaciónde la
membranay bloqueode los canalesde Ca

2~). Estasdiferenciasno parecenserconsecuencia
de una menorefectividadde las distintasvías de vasodilataciónparareducir la [Ca2’]

1,sino
de una menorsensibilidaddel lechopulmonara la disminuciónde la [Ca

2’]
1.Por lo tanto, la

reducciónde la [Ca
2’]

1parecedesempeñarun papellimitado en la vasculaturapulmonar,por
lo que el tratamientode la hipertensiónpulmonarcon agentesvasodilatadoresque actúen
únicamentea travésde la disminuciónde la [Ca

2’]
1puederesultaren muchoscasosineficaz.

2. La activación de la vía del NO/GMPc relaja las arteriaspulmonaresde lechónpor dos
mecanismos:a> unareducciónde la [Ca

2~]
1mediadaa travésde la activaciónde la SERCA y

b) unadisminuciónde la sensibilidadde las proteínascontráctilesporel Ca
2~. Sin embargo,

estavía no pareceproducirhiperpolarizaciónde la membrana,puestoque la inhibición de los
canalesde K~ o de la ATPasaNa’/K’ no modifica suefecto relajante.Por el contrario,en
las arteriasmesentéricas,no sólo la activación(le la SERCA, sino tambiénla de la ATPasa
Na’/K ~ estánimplicadasen la vasodilatacióninducidapor estavia.

3. El hechode que la vía del NO/GMPc produzcauna menor vasodilataciónen arterias
pulmonaresestimuladascon un agonistade receptoresdel TXAQ no esdebidoa un efectode
este agentesobre la disminución de la [Ca2’]

1, sino a una acción específicasobre la
desensibilizaciónde las proteínascontráctilespor el Ca

2~,a travésde un mecanismosensible
a la estaurosporina,un inhibidor de la PKC. Estainteracciónpodríaestar implicadaen el
desarrollode hipertensiónpulmonary en el fracasoterapéuticodel NO inhaladoque se observa
en muchospacientescon HPPN.

4. La activaciónde la vía del NO/GMPcy de los canalesKATP producevasodilataciónde las
arterias pulmonarespor mecanismosindependientes,pero aditivos, de tal modo, que la
combinaciónde ambasvías permiteobteneruna vasodilatacióncompletaen situacionesen las
quecadamecanismopor separadoproduceunarelajaciónparcial.
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5. La NA, el TXA2 y la ET-l producenuna vasoconstricciónpulmonarque es debida al
aumentode la [Ca

2’¡~y a la sensibilizaciónde las proteínascontráctilesporel Ca2’ y, además,
son capacesde modular las distintas vías de vasodilatación.Así, p.ej. el TXA

2 inhibe la
desensibilizaciónde las proteínascontráctilesporel Ca

2’ inducidapor la vía NO/GMPcy la
NA, el TXA, y la ET-1 estimulanla reduccióncíe la [Ca2’]~inducidapor la activaciónde la
ATPasaNa’/K’, aunqueeste efecto puedequedarenmascaradopor el aumentode la
sensibilidadde las proteínascontráctilesporel Ca2’ quetodos ellosproducen.
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