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Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que genera hiperrespuesta a serotonina
(5-HT), disfuncion endotelial a nivel arterial pulmonar y aumenta la probabilidad de
desarrollar hipertensién arterial pulmonar (HAP). El sildenafilo es un medicamento que
disminuye la hiperrespuesta a diversos agonistas contractiles, aumenta la
vasodilatacion y mejora el estatus oxidativo, sin embargo, a la fecha no se ha evaluado
su efecto en hipertension arterial pulmonar (HAP) generada por DM, por esta razon el
objetivo de este trabajo es evaluar la accion del sildenafilo sobre la hipertension arterial
pulmonar inducida por la diabetes.

En este trabajo se evaluo la actividad del sildenafilo sobre la reactividad vascular en
anillos de arterias pulmonares, la hipertrofia ventricular derecha, y de la presion arterial
pulmonar en sujetos diabéticos. Las ratas macho Sprague-Dawley se dividieron en los
grupos: CTRL, DM, CTRL/SILD y DM/SILD; la DM se indujo con estreptozotocina (60
mg/Kg/V.I.P.), los grupos tratados con sildenafilo fueron tratados (20 mg/Kg/dia/V.0O.)
durante 8 semanas; al término se registré presion arterial pulmonar por canulacion
yugular, se obtuvo indice Fulton (VD/VI+S) y se realizaron protocolos para evaluar la
funcién endotelial en las arterias pulmonares.

Encontramos que la presion arterial pulmonar aumentd significativamente en los
animales con DM respecto a los CTRL, en el grupo DM/SILD se observé una
disminucion significativa respecto a los animales con DM y no se observé diferencia
significativa respecto a los grupos CTRL ni respecto al grupo CTRL/SILD. En las
arterias pulmonares de los animales con DM se observé hiperrespuesta a 5-HT y
disfuncion endotelial como mecanismos que explican el aumento de la presién arterial
pulmonar e indice Fulton. Las arterias pulmonares durante la DM generan
hiperrespuesta contractil a 5-HT y disfuncion endotelial, representando un mecanismo
que explicaria la hipertension arterial pulmonar, efecto que es evitado por el sildenafilo
y por lo tanto no se presenta la hipertrofia ventricular derecha. Ademas, encontramos
que la diabetes genera la sobreexpresion de la PDE5 en corazén, como mecanismo
involucrado en la insuficiencia cardiaca diabética, sin embargo el sildenafilo evita la
sobreexpresion de la PDES5 en este tejido con DM, por lo que esto podria contribuir a
la reduccién de la hipertrofia ventricular derecha.
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1. Introduccidn

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia, resultado de defectos en la accién y/o secrecidén de la insulina (American
Diabetes Association). En el ambito internacional existen 415 millones de adultos con diabetes
y se estima que para el ano 2040 haya 642 millones de adultos que padezcan esta enfermedad
(IDF, 2015); en México de acuerdo a datos de la ENSANUT, 2016, el 9.4% de los adultos han
sido diagnosticados con algun tipo de diabetes, de los cuales, al diferenciarlo, las mujeres son

las que tienen mayor prevalencia con un 10.3% contra un 8.7% para los hombres.

Algunas de las complicaciones de la DM son las enfermedades cardiacas y/o vasculares.
Actualmente, el mecanismo mas aceptado que explica la aparicion de estas complicaciones
es el aumento de estrés oxidativo que conduce a disfuncion endotelial (disminucién de la
capacidad relajante dependiente de endotelio) inducida por la pérdida de la biodisponibilidad
del o6xido nitrico (NO) favoreciendo la aparicion de complicaciones vasculares como
macroangiopatias (infartos cerebrales y la hipertension sistémica) y microangiopatias

(retinopatia, nefropatia y neuropatia).

Movahed y colaboradores, a partir del registro de archivos clinicos, encontraron que la
hipertension pulmonar estuvo presente en mayor porcentaje en pacientes diabéticos que en
sujetos de un grupo control, concluyendo que la DM es un factor de riesgo independiente
asociado a hipertension pulmonar (HP) (Movahed y cols, 2005). En el mismo contexto, en un
estudio clinico se hallé que el sobrepeso y la presencia de diabetes gestacional son un factor

de riesgo para la apariciéon de hipertension arterial pulmonar persistente del recién nacido



(Hernandez y cols, 2006). El mecanismo propuesto por el cual se pudiesen vincular la DM con
la HP es la disfuncién endotelial (Lopez-Lépez y cols, 2008), la cual es derivada del incremento

del estrés oxidativo.

En la actualidad existen diversas estrategias farmacolégicas dirigidas al tratamiento de la
hipertension arteria pulmonar, sin embargo, hasta la actualidad, la farmacoterapia ha resultado
ser inefectiva; por lo que se han empleado nuevos farmacos como los inhibidores de la
fosfodiesterasa tipo 5, que han tenido un efecto considerable en la disminucion de la

hipertension arterial pulmonar en pacientes que cursan con esta patologia.

Por esta razdn en la presente tesis describiremos los efectos que tiene un inhibidor de la
fosfodiesterasa tipo 5 sobre la hipertension arterial pulmonar favorecida por la presencia de

DM en un modelo animal.

1.1.1. Clasificacion de la diabetes mellitus

La diabetes es una condicién cronica que ocurre cuando el cuerpo no puede producir suficiente
insulina que es una hormona sintetizada en el pancreas, o no puede utilizar insulina en los
tejidos, y se diagnostica observando los niveles altos de glucosa en sangre. La insulina es
requerida para inducir el transporte de glucosa desde |la sangre al interior de las células del
cuerpo donde se utiliza como energia. La falta, o ineficacia, de la insulina en las personas con
diabetes significa que la glucosa continda circulando en la sangre. Con el tiempo, la
hiperglucemia causa dafno a muchos tejidos del cuerpo, dando lugar al desarrollo de
complicaciones para la salud que pueden ser incapacitantes y poner en peligro la vida del

paciente (FID, 2015).



La DM se clasifica en tres tipos: la diabetes tipo 1 (DM1), la diabetes tipo 2 (DM2) y la diabetes
gestacional (DMG); aunque existen otros tipos de diabetes menos comunes que incluyen: la
diabetes monogénica, que es el resultado de una mutacion genética en las vias de sefalizacion
de la insulina, y la diabetes secundaria, que surge como complicacién de otras enfermedades,

como trastornos hormonales (Kerner y Briickel, 2014).

La DM1 es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema de defensa del cuerpo
ataca las células-beta pancreaticas productoras de insulina. Como resultado, el cuerpo ya no
puede producir la insulina que necesita. La enfermedad puede afectar a personas de cualquier
edad, pero la aparicion se da con mayor frecuencia en nifios y jovenes adultos (Smith y cols,

2017).

Las personas con esta forma de diabetes necesitan insulina todos los dias para controlar los

niveles de glucosa en la sangre. Sin insulina, una persona con diabetes tipo 1 moriria.

La diabetes tipo 1 puede producir sintomas como polidipsia y sequedad en la boca, poliuria,
falta de energia, cansancio excesivo, polifagia, pérdida de peso repentina y vision borrosa

(Smith y cols, 2017).

La diabetes tipo 1 se diagndstica por un nivel elevado de glucosa en la sangre con presencia
de los sintomas listados con anterioridad. EI nUumero de personas que desarrollan diabetes tipo
1 esta aumentando, las razones no estan claras, pero puede ser debido a cambios en los

factores de riesgo ambientales y/o infecciones virales. Con un tratamiento diario de insulina,



monitorizacion regular de la glucosa en sangre, y un estilo de vida sano; las personas con

diabetes tipo 1 pueden llevar una vida saludable y normal (Hasslacher y Bermejo, 2017).

La DM2 es el tipo mas comun de diabetes. Generalmente ocurre en adultos, pero se ve cada
vez mas en nifos y adolescentes. En la diabetes tipo 2, el cuerpo es capaz de producir insulina
pero se vuelve resistente a ella, es decir las células pierden sensibilidad a esta hormona y por
lo tanto disminuye la activacion de sefales para ingresar a la glucosa a la célula, haciendo de
esta manera ineficaz a la insulina. Con el tiempo, los niveles de insulina pueden llegar a ser
insuficientes. Los sintomas de la diabetes tipo 2 incluyen polidipsia, poliuria, pérdida de peso

y vision borrosa (Basheer y cols, 2016).

Durante la DM2 los sintomas suelen ser menos marcados que en la DM1 y pueden tardar afios
en ser reconocidos. Sin embargo, durante este tiempo el cuerpo ya esta siendo danado por la
hiperglucemia. Existen varios factores de riesgo para desarrollar esta patologia, siendo
algunos de los mas importantes: el sobrepeso, inactividad fisica y nutricidon pobre. Otros
factores que juegan un papel importante son la etnicidad, historial familiar de diabetes, historial

pasado de diabetes gestacional y edad avanzada.

En contraste con las personas con DM1, muchas personas con DM2 no requieren tratamiento
diario de insulina para sobrevivir. El tratamiento de la DM2 se basa en la adopcién de una dieta
sana, aumentar la actividad fisica y mantener un peso corporal normal. Varios medicamentos
orales estan disponibles para ayudar en el control de los niveles de glucosa en sangre. Sin
embargo, si la hiperglucemia es persistente, puede que sea necesario prescribir insulina a las

personas con DM2 (Piatti y cols, 2013).



Se clasifica como DMG cuando la hiperglucemia se detecta por primera vez en cualquier
momento durante el embarazo. Las embarazadas con niveles de glucosa ligeramente elevados
son clasificadas como mujeres que tienen diabetes gestacional, mientras que las mujeres con
niveles de glucemia sustancialmente elevados son clasificadas como que tienen DM en el
embarazo. La diabetes gestacional suele ocurrir a partir de la semana 24 de embarazo

(Coustan, 2013).

Los sintomas evidentes de hiperglucemia durante el embarazo son raros y dificiles de distinguir
de los sintomas normales de embarazo, pero pueden incluir polidipsia y poliuria. Por lo tanto,
se recomienda una prueba de tolerancia oral a la glucosa. Debe llevarse a cabo al principio del
embarazo en mujeres de alto riesgo, y entre las semanas de embarazo 24 y 28 en todas las
mujeres. La DMG genera un riesgo mayor de resultados adversos en el embarazo como

pueden ser hipertension arterial sistémica y macrosomia fetal (Coustan, 2013).

Las mujeres con hiperglucemia durante el embarazo pueden controlar sus niveles de glucosa
en sangre a través de una dieta balanceada y ejercicio. En algunos casos, puede recetarse
insulina o medicacion oral. La diabetes gestacional normalmente desaparece tras el parto. Sin
embargo, las mujeres que han sido diagnosticadas con ella corren un mayor riesgo de
desarrollar diabetes gestacional en otros embarazos, asi como diabetes tipo 2 mas tarde en la
vida. Los bebés que nacen de madres con diabetes gestacional también presentan un mayor

riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 en su adolescencia y juventud.



1.1.2. Complicaciones de la diabetes mellitus
Las personas con diabetes tienen un mayor riesgo de desarrollar numerosos problemas de
salud incapacitantes y potencialmente mortales respecto a las personas sin diabetes. Los
niveles de glucosa en sangre sostenidamente altos pueden llevar a enfermedades serias que
afecten el corazon y los vasos sanguineos, los ojos, rifiones y los nervios principalmente. La
diabetes es una de las principales causas de enfermedad cardiovascular, ceguera, enfermedad
renal y amputacion de las extremidades inferiores. Las complicaciones de la diabetes se
pueden prevenir o retrasar manteniendo los niveles de glucemia, presion arterial y colesterol
tan cerca de lo normal como sea posible, y muchas complicaciones se pueden detectar de
forma temprana con programas de deteccion que permitan el tratamiento para prevenir que se

vuelvan mas complicadas (Lee y cols, 2017).

Las enfermedades cardiovasculares son consideradas como la causa mas comun de muerte
e incapacidad entre las personas con diabetes. Estas incluyen la angina de pecho, el infarto
de miocardio, accidente cerebrovascular, enfermedad arterial periférica e insuficiencia
cardiaca congestiva, ademas la hipertension sistémica y colesterol elevado. Pero
principalmente aparecen complicaciones cardiovasculares que incluyen: la retinopatia que
puede danar la visidn o provocar ceguera, debido a que la red de vasos sanguineos que irrigan
a la retina pueden danarse y la neuropatia, que puede afectar a cualquier tipo de nervio, y que
principalmente afecta a las extremidades inferiores. La neuropatia también puede llevar a la
disfuncion eréctil, asi como a problemas con la digestion, la micciéon y una serie de otras
funciones; la nefropatia a causada por la hiperglucemia genera dafio en los vasos sanguineos
glomerulares (Smith y cols, 2017), que puede causar insuficiencia renal. También pueden

presentarse complicaciones en el embarazo, ya que niveles elevados de glucemia provocan



alteraciones en el crecimiento del feto (Coustan, 2017); periodontitis (Ziukaite y cols, 2017) y

pie diabético (McClennon, 2017).

Concretamente las complicaciones micro y macrovasculares son las principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con DM. Se ha descrito que los sujetos con DM1 son
propensos a la aterosclerosis acelerada y tienen de 3 a 6 veces mas riesgo de muerte
cardiovascular que los individuos sin diabetes (Bertoluci y cols, 2015). Ademas, es
imprescindible mencionar que actualmente se le considera a la disfuncion endotelial como
como un factor comun y determinante en el desarrollo de las complicaciones propias de la DM

(Ferreiray cols, 2017).

La disfuncion endotelial es un evento temprano respecto al inicio de la diabetes que puede ser
independiente de los factores clasicos de riesgo cardiovascular como la hiperglucemia y
aumento de la lipemia. Ademas curiosamente, estos factores de riesgo cardiovascular en
conjunto no pueden explicar la totalidad del riesgo cardiovascular durante la diabetes (Cé y
cols, 2011). La hiperglucemia crénica aunque es un importante predictor de la enfermedad
microvascular, a su vez es un deébil predictor de las complicaciones macrovasculares
diabéticas. Por lo tanto, gran parte del riesgo cardiovascular residual sigue sin explicarse. Por
lo que bajo este contexto la disfuncion endotelial se convierte en un nuevo factor de riesgo

importante en el escenario cardiovascular (Ceriello y cols, 2012).

1.1.2.1. Cambios estructurales del endotelio

Evidencias experimentales y clinicas han demostrado que la hiperglucemia crénica sostenida

en la diabetes promueve importantes modificaciones estructurales y funcionales en el endotelio



(Hadcock y cols, 1991; Rosenstock y cols, 1988). En la aorta de conejos con diabetes inducida
por aloxano, los cambios endoteliales son visibles después de 2 semanas desde el inicio de la
hiperglucemia y se vuelven mas graves después de 6 semanas de inicio (Hadcock y cols,
1991). En ratones, 6 semanas después de la aparicion de la diabetes inducida por la
estreptozotocina (STZ), es posible observar una mayor permeabilidad endotelial y la apoptosis

de células endoteliales (Lin y cols, 1993).

En pacientes humanos se reporté que la diabetes genera aumento de la membrana basal
respecto a sujetos no diabéticos (Bertoluci y cols, 2015), y en estudios de microscopia
electronica se describié que las células endoteliales obtenidas de sangre de cordén umbilical
de mujeres embarazadas con DM1 muestran un aumento del area mitocondrial en
comparacion con las mujeres embarazadas sin diabetes. La hiperglucemia induce un exceso
de electrones que se escapan de la cadena oxidativa y son capturados por el oxigeno,
generando un exceso de O.- y el estrés oxidativo (Rosenstock y cols, 1988). Es decir, se
genera disfuncion endotelial (DE), que es una desregulacion entre los factores
vasoconstrictores liberados por el endotelio en comparacion con la disminucién de los factores

vasodilatadores debido a la disminucién de la biodisponibilidad de NO (Pomilio y cols, 2002).

Ademas, dicha DE conduce a una migracion de las células sanguineas hacia la pared arterial,
induciendo proliferacion de células de musculo liso (Villegas y cols, 2014), agregacion
plaquetaria, oxidacion de LDL, adhesion de monaocitos y sintesis de citocinas inflamatorias, de
esta manera se explica la participacién de factores que contribuyen a la aterogénesis (Vita y

cols, 2002). La DE es un factor comun en los diferentes tipos de DM. Ademas, el grado de



glucemia y la duracion de la diabetes se correlaciona inversamente con la dilatacion

dependiente de endotelio (Singh y cols, 2003).

1.1.2.2. Mecanismos de disfunciéon endotelial

1.1.2.2.1. Estrés oxidativo

Durante la DM se genera aumento del estatus oxidativo, asi como reduccién en la defensa
antioxidante en comparacion con sujetos sanos (Varvarovska y cols, 2004). La hiperglucemia
puede causar una produccién excesiva de O.- en la cadena oxidativa de las mitocondrias de
las células endoteliales. ElI exceso de O.- reacciona rapidamente con NO, reduciendo la
biodisponibilidad del NO y produciendo peroxinitrito (ONOO-) que es un potente agente
oxidante y un activador de la peroxidacién lipidica que puede afectar la funcién endotelial al
estimular el metabolismo del acido araquidénico y producir aumento de los agentes
vasocontractiles endoteliales (Kojda y Harrison, 1999). La sobreproduccion de O.- y NO
favorece la formacion de peroxinitrito interfiriendo con la produccion del cofactor de la enzima

NO sintasa endotelial (eNOS), la tetrahidrobiopterina (BH4) (Francis y cols, 2017).

La eNOS es una enzima conformada por tres dominios globulares (Feng y cols, 2012), que se
vuelve disfuncional a causa de la oxidacion del cofactor BH4 en dihidribiopterina (BHz), y la
oxidacion de su nucleo ZnS4 (Zou y cols, 2002). El desacople enzimatico de la eNOS en el
endotelio la convierte en una enzima disfuncional que promueve un cambio parcial de funcion
entre la produccion de NO a la produccion de O.- (Guzik y cols, 2002). La NADPH oxidasa es
una enzima determinante en la produccion de O.- en modelos animales de enfermedades

vasculares, incluida la diabetes (Mahmud y cols, 2006).



1.1.2.2.2. Activacién de la via de la proteina cinasa C
La proteina cinasa C (PKC) es una familia de proteinas cinasas conformada por al menos
10 isoformas (Mellor y Parker, 1998). Basado en el segundo mensajero que requieren, se
clasifican en tres subfamilias: convencional, nuevo y atipico (Nishizuka, 1995). Las PKCs
convencionales contienen las isoformas a, B, Bi, y Y, que requieren Ca?*, diacilglicerol (DAG),
y un fosfolipido como fosfatidilserina para su activacién. Las PKCs nuevas (nPKCs) incluyen
las isoformas J, €, n, y 8, y requieren DAG, pero no Ca?* para su activaciéon. En consecuencia,
las PKCs convencionales y nuevas son activadas a través de la misma ruta de transduccion
de sefales: la fosfolipasa C. Por otro lado, las PKCs atipicas (aPKCs) (incluyendo la proteina
quinasa M( y las isoformas 1 / A) no requieren Ca?* ni DAG para su activaciéon (Sajan y cols,

2017).

Por lo tanto la PKC es una familia citoplasméatica de enzimas con una amplia variedad de
acciones en la transduccion de sefiales intracelulares. La activacion de la PKC a nivel vascular
disminuye la sintesis de NO derivada del endotelio, mientras que su inhibicion aumenta la
liberacion de este potente vasodilatador. Las isoformas beta se activan en respuesta a la
hiperglucemia (Inoguchi y cols, 1992), indicando que el sistema PKC-B es un importante

regulador de la funcion endotelial inducida por hiperglucemia.

Existen varios mecanismos en los que la PKC puede disminuir la biodisponibilidad del NO, por
ejemplo, la PKC antagoniza la activacion de la eNOS, disminuyendo la concentracion de NO,
e induce la activacién de la NADPH oxidasa para producir O.-, que, a su vez, desacopla a la

eNOS, induciendo aun mas la produccion de O.-.La PKC esta asociada con diversos
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trastornos vasculares tales como la disminucion de Na*/K* ATPasa, aumento de la matriz
extracelular, aumento de la permeabilidad vascular, contractilidad y proliferacion
celular (Bertoluci y cols, 2015), mecanismos involucrados en la génesis y desarrollo de

complicaciones vasculares durante la DM.

1.1.2.2.3. Productos de glicacién avanzada
En presencia de hiperglucemia sostenida, las proteinas tisulares como el colageno
experimentan una glicosilacion no enzimatica y la formacion de enlaces cruzados dando lugar
a productos finales de glicacion avanzada (AGE), los cuales provocan una modificacion
guimica permanente de las proteinas, estimulando las respuestas celulares a través de
determinados receptores anti-proliferativos y mostrando la capacidad celular de eliminar las
proteinas glicosiladas modificadas. Los AGEs pueden reducir la disponibilidad de NO
endotelial, y a nivel citoplasmatico los intermedios AGE reactivos pueden comprometer su
efecto antiproliferativo (Bertoluci y cols, 2015), generando de esta manera descompensacion

tanto de la célula endotelial como de sus agentes vasoreguladores.

1.1.2.2.4. Activacion de la via del poliol

La hiperglucemia cronica aumenta la actividad de la enzima aldosa reductasa debido a que la
glucosa es uno de sus principales sustratos que en presencia de NADPH conduce a la
activacion de la via del poliol, transformando la glucosa en sorbitol que a su vez es
transformado en fructosa por la sorbitol deshidrogenasa. El sorbitol no difunde facilmente a
través de la membrana celular, por lo que puede acumularse ocasionando dafios osmaéticos e
hichamiento celular. Por otra parte, la activacion de esta via también induce el consumo de
NADPH, un cofactor importante para la sintesis de NO (Guzik y cols, 2002). Como el NADPH
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es un cofactor importante para la NOS en la sintesis de NO, su agotamiento generado por

activacion de los polioles conduce a la reduccion de la produccién de NO (Piatti y cols, 2013).

1.2. Hipertension arterial pulmonar
La hipertensién arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad incurable y con un prondstico de
vida de 2 a 3 afios. La HAP se define por valores en reposo de la presiéon arterial pulmonar
media (PAPm) > 25 mmHg (5° Simposio Mundial de Hipertensién Pulmonar, 2013), valores de
presién pre-capilar > 15 mmHg y valores de presion de enclavamiento pulmonar < 15 mmHg
(Von Siebenthal y cols, 2016). La HAP se caracteriza por tener como principales
manifestaciones clinicas a la disnea, presencia de debilidad, fatiga, soplos de insuficiencia

pulmonar, cianosis y sincope (Galié y cols, 2016).

Actualmente, se emplean distintas técnicas como la ecocardiografia, la resonancia magnética
nuclear, que evalua cambios morfo-funcionales del ventriculo derecho (VD) y la tomografia por
emisién de positron o tomografia computarizada que evidencian la presencia de metabolitos
anormales. Sin embargo, a pesar de la incursion de este grupo de técnicas es el cateterismo
cardiaco derecho (CCD) es la unica técnica aprobada para el diagnoéstico de HAP; por lo que,
se le considera la prueba de oro junto con la prueba de la caminata de los seis minutos a
velocidad constante. Esta ultima prueba ademas se relaciona con la calidad de vida y la
supervivencia, pues evalua parametros como la disnea y los niveles de cansancio durante y al
final de la prueba tomando como referencia la escala de Borg (Von Siebenthal y cols, 2016),
que es una herramienta utilizada para evaluar el esfuerzo de un individuo percibido con un

valor numérico que va del 0 al 10.
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La HAP se caracteriza por el desarrollo de fibrosis vascular a nivel arterial pulmonar y cardiaco,
hipertréfia de la capa vascular media, cambios proliferativos en la capa vascular intima asi
como un engrosamiento de la capa adventicia provocando el aumento de la resistencia
vascular pulmonar, hipertrofia ventricular derecha, hipoxia, disfunciéon endotelial, inflamacion,
desequilibrio de vasoactivos y de mediadores proliferativos y muerte prematura (Rameh y
Kossaify, 2016). Los pacientes que cursan con un cuadro de HAP independientemente de su
origen desarrollan las caracteristicas antes mencionadas y tienen en mayor o menor medida
signos como la alteracion en la capacidad de ejercicio, insuficiencia ventricular derecha,
disnea, angina de pecho, edemas periféricos y tos (Von Siebenthal y cols, 2016; Rameh y

Kossaify, 2016).

1.2.1. Clasificacién de la hipertensién arterial pulmonar
Ala fecha, la etiologia de la HAP no es del todo conocida; sin embargo, a partir del 2008 (Dana
Point Classification, 2008) esta patologia se clasifica en 5 grupos de acuerdo al origen de la
enfermedad (esta clasificacién también es utilizada por la organizacién mundial de la salud).
En el 2013, durante el consenso de Niza, la clasificacion sufrid ligeros cambios (tabla 1)
quedando de la siguiente manera: en el grupo numero | se ubica a aquella hipertension
pulmonar de origen idiopatico, hereditable, inducida por drogas, por el cierre de arteriolas, por
la proliferacion de las células del musculo liso vascular (CMLV), por alteraciones genotipicas y
las diferentes formas de HAP incluyendo la persistente del recién nacido; en el numero Il se
encuentran las originadas por la hipertensién venosa pulmonar, disfuncién sistélica, diastdlica
y enfermedades relacionadas al corazén izquierdo; en el numero lll se clasifican aquellas que
se originan por hipoxia cronica y enfermedades pulmonares; en el grupo IV las generadas por

enfermedad tromboembdlica y el grupo V es de origen multifactorial como es el caso de
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factores parasitolégicos, hematoldgicos, metabdlicos, alteraciones en el almacenamiento de
glucégeno y fallas crénicas renales (Von Siebenthal y cols, 2016; Grinnan y cols, 2016). Sin
embargo, hay mecanismos que conllevan al desarrollo de esta enfermedad que no se pueden

catalogar en ninguno de estos grupos como es el caso de la DM.

Grupo Caracteristicas

Hipertension arterial pulmonar (HAP) y la asociada a compromiso venoso o capilar

significativo.

Il Hipertension pulmonar debida a enfermedad cardiaca izquierda.

Il Hipertension pulmonar debia a enfermedad pulmonar y/o hipoxia.

\Y Hipertension pulmonar debida a trombo embolismo pulmonar crénico.

Vv Hipertension pulmonar de mecanismos inciertos o multifactoriales.

Tabla 1. Clasificacion de la hipertension pulmonar. Se muestran los 5 grupos de la propuesta presentada en el «5°
Simposio Mundial de Hipertension Pulmonar» en Niza, Francia. (Modificada de Alvez y cols, 2017).

1.2.2. Factores que participan en la contracciéon del musculo liso vascular de arterias
pulmonares
1.2.2.1. El endotelio
1.2.2.1.1. El éxido nitrico
EI'NO es un gas biolégicamente activo el cual se le han atribuido diferentes funciones. Ademas,
fallos en su sintesis, liberacion o biodisponibilidad pueden dar lugar a problemas
cardiovasculares. A nivel de la pared vascular, el NO induce vasodilatacion, inhibicién de la
migracion celular e inhibicién de la agregacién plaquetaria (Singh y Evans, 1997; Jong y cols,
2016). El NO se sintetiza a partir del aminoacido basico L-arginina y la actuacién de la NO
sintasa (NOS) en presencia de oxigeno, asi como también con la presencia de cofactores
como la BHs4, dinucleétido de adenina y flavina, mononucleétido de flavina, dinucleétido de

nicotinamida, adenina monofosfato y calcio (Antosova y cols, 2017). Se han descrito tres
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isoformas de NOS, la NOS-1 o nNOS que se expresa principalmente a nivel neural, la NOS-2
o iNOS, que su expresion es inducida por citoquinas y endotoxinas en diferentes tipos de
tejidos y la NOS-3 0 eNOS que se expresa principalmente en el endotelio. EI NO producido
por la eNOS participa en el mantenimiento del tono vascular por medio de la activacion de la
GCs vy el consecuente incremento del GMPc, o bien mediante la nitrosilacion de proteinas
(Hobbs e Ignarro, 1996; Zhao y cols, 2015) (Figura 1). Se ha descrito en modelos animales y
en pacientes que la disminucién de la produccién o biodisponibilidad de NO a nivel pulmonar

puede contribuir al desarrollo de HAP (Villamor y cols, 1997; Zhang y cols, 2016).

~ ca2+

Célula
endotelial

Nitrosilacién
de proteinas

Célula
musculo liso
vascular

GMPc

‘ » Relajacién <

Figura 1. Via de senalizacion del éxido nitrico vascular. Se muestra la sintesis del NO en el endotelio y el mecanismo
mediante el cual el NO induce vasodilatacion en células de musculo liso vascular. Ca2*: lon calcio, eNOS: Oxido nitrico sintasa
endotelial, NO: Oxido nitrico, GCs: Guanilato ciclasa soluble, GTP: Guanosil trifosfato, GMPc: Guanosil monofosfato ciclico
(modificado de Kelvin, 2015).

1.2.2.1.1.1. Estrés oxidativo
Hoy en dia estd absolutamente claro que los radicales libres son participantes activos en
diversos procesos fisioldgicos, por lo que no pueden ser considerados mas como solamente
agentes daninos, sino como participantes activos en muchas funciones normales de los

organismos pudiendo actuar como segundos mensajeros, estimulando la proliferacién celular
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y/o actuando como mediadores para la activacion de las células (Lushchak, 2014; Herrera y
cols, 2001). Por lo tanto en condiciones fisiolégicas, las EROS son sintetizadas en bajas
concentraciones, y juegan un papel fisiolégico importante en el mantenimiento de la integridad
cardiovascular, mientras que los niveles elevados de EROS han demostrado tener un papel
fisiopatolégico en la disfunciéon y remodelado cardiovascular, asi como en enfermedades
neurodegenerativas y cancer (Satoh y cols, 2011). Ademas, las EROS pueden inhibir a las
enzimas antioxidantes o activar otras fuentes productoras de estrés oxidativo (Faraci y Didion,
2004), produciendo una mayor concentracion de EROS, lo que se puede traducir como una
disminucién de la biodisponibilidad del NO endotelial o disfuncién endotelial, disminuyendo la

capacidad relajante dependiente del endotelio.

Las especies reactivas de oxigeno son sustancias oxigenadas de alta reactividad con otras
biomoléculas, debido a que se caracterizan por presentar uno 0 mas electrones impares
(radicales libres), aunque también se pueden presentar como especies no radicales. En
paralelo a estas especies el término especies reactivas de nitrégeno es utilizado para identificar

sustancias reactivas que contienen nitrégeno.

Las EROS involucradas en las vias de sefalizacion son el O.- y el peroxido de hidrégeno. El
O.- se encuentra eléctricamente cargado, lo que lo vuelve altamente reactivo y en condiciones
fisiolégicas basales es rapidamente dismutado en peréxido de hidrogeno; su difusidon es
limitada y se encuentra en el orden de picomolar-nanomolar. En contraste el peréxido de
hidrogeno es menos reactivo y su concentracion se encuentra entre los nanomolar-micromolar
y respecto al O.- difunde mucho mejor a través de las membranas hidrofébicas (Schrdder y

Eaton, 2008).
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1.2.2.1.2. La endotelina
La endotelina (ET) es un péptido liberado por el endotelio y actia como un potente
vasoconstrictor, por lo que su principal efecto ocurre sobre el tono vascular via receptores tipo
A de endotelina (ETa) acoplados a proteinas G; aunque también puede producir liberacion de
vasodilatadores del endotelio por medio del receptor tipo B de endotelina (ETs). Aunque existen
tres isoformas de la ET (ET-1, ET-2, ET-3). Ala ET-1 se le atribuye el desarrollo de patologias
cardiovasculares (Sauvageau y cols, 2007), puesto que se ha referido que la ET-1 genera
remodelacién vascular (Rodriguez-Vita y cols, 2005), produccion de factores de crecimiento

(Xiang y cols, 1916) y la formacion de EROS (Yuhki y cols, 2001).

El gen ET-1 humano codifica la Preproendotelina de 212 aminoacidos, esta proteina sufre una
protedlisis por accidon de una endopeptidasa que da origen a la Big-endotelina-1 de 39
aminoacidos (Big-ET-1) (Prasad y cols, 2009). Este fragmento posteriormente sufre la accion
de la enzima convertidora de endotelinas (ECE-1) de las que existen cuatro isoformas (a, b, c,
d). Fundamentalmente hay dos isoformas que intervienen en la protedlisis de Big- ET-1; la
isoforma ECE-1a es expresada en el aparato Golgi de las células que producen endotelina, las
células endoteliales poseen esta isoforma que tiene como sustrato a la Big-ET-1 intracelular
(Kedzierski y Yanagisawa, 2001). También se debe senalar que estas mismas células
endoteliales poseen la isoforma ECE1b, la que esta localizada en la membrana celular y su
sustrato es la Big-ET-1 extracelular (Masaki, 2004). La enzima convertidora de endotelina
(ECE), es una metaloendoproteinasa, la cual rompe la unioén en la posicién triptéfano 21-valina
22 (Trp21-Val22), transformando la Big-ET-1 en ET -1 de 21 aminoacidos (ET-1), siendo éste

el péptido activo (Scheider y cols, 2007).
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La ET-1 se une a su receptor especifico ETa de la célula del musculo liso vascular unido a una
proteina Gq activando a la fosfolipasa C. Esta activacion induce hidrdlisis de los lipidos de
inositol localizados en la membrana, formando dos segundos mensajeros, IP3 y DAG (La y
Reid, 1995). El IP3 hace contacto con su receptor en la superficie del reticulo sarcoplasmico
(RS) favoreciendo la liberacion del Ca?* del mismo hacia el citosol favoreciendo la
vasoconstriccion. Al mismo tiempo, el DAG activa la proteina cinasa C, incrementando la
sensibilidad de las proteinas contractiles al calcio. Ademas, ésta ultima fosforila a las cadenas
ligeras de miosina para iniciar la contracciéon de la fibra muscular lisa. Otra funcion que se
asocia a la PKC, es la activaciéon de la compuerta Na+/ H+, aumentando finalmente la entrada

de calcio a la célula del musculo liso (Kurtel, Ghandour, 1999).

Los receptores ETs son acoplados a Gg/G11 y su posterior activacién recluta vias
dependientes de fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A2 (PLA2), fosfolipasa D (PLD),
Intercambiador Na+/H+ y adelinato y guanilato ciclasa. La movilizacion de calcio intracelular y
la entrada del mismo a la célula, asi como las vias de sefalizacion dependientes de
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la subunidad B/y de la proteina G, se producen posterior a la
interaccion de ET-1 y ETs (Comellas y Briva, 2009). Cuando ET-1 entre en contacto con el
receptor ETs a nivel de las células endoteliales produce relajacion del endotelio a expensas
del incremento de GMPc. Esto produce la liberaciéon del NO y del factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF). Por lo tanto, este receptor permite modular la respuesta

vasoconstrictora de ET-1 (Radomski, 2003), generando un efecto autoregulatorio (Figura 2).
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La expresion de ET-1 aumenta cuando las arterias pulmonares (AP) se encuentran en
condiciones de hipoxia, este efecto se observa en modelos animales de HP (Frasch y cols,

1999) y en pacientes con HP (Giaid y cols, 1995).
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Figura 2. Via de senalizacién de la endotelina 1. Mecanismo mediante el cual la endotelina-1 genera tanto vasoconstriccion
como vasodilatacion en células de musculo liso vascular. ECE: Enzima convertidora de la endotelina, BIG-ET-1: Big endotelina
1, ET-1: Endotelina 1, ETs: Receptor a endotelina tipo B, ETa: Receptor a endotelina tipo A, PLC: Fosfolipasa C, Ca®*: lon
calcio, eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial, NO: Oxido nitrico, PIP2: Fosfoinositol 2 fosfato, IP3: Inositol 3 fosfato, [Ca®*];:
Concentracion intracelular del ion calcio (modificado de La y Reid, 1995).

1.2.2.1.3. Los prostanoides
Los prostanoides son sintetizados en casi todas las células y su liberaciéon depende del acido
araquidonico de los fosfolipidos de membrana por la accion de la fosfolipasa A2, del contenido
celular de la ciclooxigenasa (COX) y de la expresion relativa en cada tipo celular de las enzimas
que metabolizan la prostaglandina H2 (PGH2) y tromboxanos (TX) (Ichinose y cols, 2002;
Smyth y cols, 2009) (Figura 3). Existen dos isoformas de la COX; la COX-1 es generalmente
activa de forma constitutiva participando en la regulacién homeostética, mientras que la COX-
2 es inducida por estimulos como son: los mediadores inflamatorios, citocinas, 5-HT, factores

de crecimientos, estrés oxidativo y estrés mecanico (Patrono, 2016).
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La prostaciclina (PGI2) es sintetizada en las células endoteliales a través de la activacion de
la PGI2 sintasa (PTGS2); es un inhibidor de la agregacion plaquetaria y de la proliferacion de
las CMLV in vitro por activacion de CREB u otros factores de transcripcidon a nivel nuclear
(Majed y Khalil, 2012), asi como también un mediador antitrombdtico in vivo (Kobayashi y cols,
2004). La PGI2 se une a su receptor (IP) en la membrana de la CMLYV, el cual se encuentra
acoplado a una proteina G que a su vez activa a la enzima adenilato ciclasa (AC) para la
formacién de AMPc a partir de ATP en presencia de Mg?*. Rio abajo en la via de sefializacion
se activa a la proteina cinasa A (PKA), la cual fosforila a |la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina (CLMP) generando la disociaciéon del puente cruzado miosina-actina, ademas de
disminuir la sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca?*, por lo que, se le considera un
potente vasodilatador (Majed y Khalil, 2012) (Figura 4a). En este tenor se ha reportado que
pacientes con HP tienen niveles bajos de este prostagnoide (Clapp y Gurung, 2015), y un
estudio ha demostrado que agonistas de su receptor disminuyen los efectos de la hipertension

pulmonar (Lang y Gaine, 2017).

El tromboxano A2 (TXA2) produce vasoconstriccion y desempena un papel muy importante en
el control del tono vascular (Weksler cols, 2015), ademas contribuyen al desarrollo de
complicaciones vasculares durante la diabetes (Pedersen y cols, 2001). El receptor a TXA2
(TP) se encuentra acoplado a la proteina Gq activadora de la PLC que a través del IP3
generara la liberacion de Ca?* del RS permitiendo la formacion del puente cruzado entre
miosina y actina para generar contraccion muscular (Majed y Khalil, 2012) (Figura 4b).
Alteraciones en sus niveles se han implicado en la génesis de diversas formas de HP (Farber

y Loscalzo, 2004). Asi mismo, se ha descrito que durante la HP existe una elevada produccion
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de TXA2 y aumento de la activacion (Liu y cols, 1994) y/o alteraciones en la densidad de los

receptores a tromboxano (West y cols, 2016).
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Figura 3. Mecanismo general de la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos. En casi todos los tipos celulares se
realiza la liberacion del acido araquidénico por accién de la fosfolipasa A2 (PLA2) sobre los fosfolipidos de membrana y
algunos de los productos que resultan de su metabolismo son el tromboxano A2 y las prostaciclinas. LOX: Lipooxigenasa,

COX: Ciclooxigenasa, PTGS: Sintasa de la prostaciclina, PGIS Sintasa de la prostaciclina, TXAS: Tromboxano sintasa
(modificado de Murray y cols, 2007).
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Figura 4. Via de senalizacion del TXA2 y de la PGI2. A: Muestra la sintesis de la prostaciclina y sefiala sus principales
mecanismos efectores (vasodilatacion, inhibicién plaquetaria e inhibicién de la proliferacién de las CMLV). B: Muestra la via
de senalizacién de la sintesis del TXA2 y su mecanismo vasocontractil. IP: Receptor de prostaglandinas, TP: Receptor a
tromboxano, PTGS: Sintasa de la prostaglandina, PGIS Sintasa de la prostaciclina, PGI2: Prostaglandina 12, TXAS:
Tromboxano sintasa. TXA2: Tromboxano A2, AC: Adenilato cilasa, PKA: Proteina cinasa A (modificado de Murray y cols, 2007).
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1.2.2.2. Lacapa muscular.
1.2.2.2.1. La Serotonina
La serotonina es un mensajero bioquimico que se encuentra distribuido a través del sistema
nervioso y organos periféricos (Bertrand y cols, 2010). Se encuentra libre en plasma a
concentraciones menores a 1 nM, es sintetizada principalmente en las células
enterocromoafines que recubren el intestino, y es almacenada en sus granulos secretores por
accién de los monoamino transportadores vesiculares (Bertrand y cols, 2010); aunque también
es sintetizada en las células endoteliales de las arterias pulmonares (MacLean y cols., 2000,
Eddahibi y cols, 2001). La sintesis de la 5-HT se realiza en dos pasos; el primer paso es la
hidroxilacién del aminoacido esencial L-Triptéfano (Trp) que casi en su totalidad proviene de la
dieta; es biotransformado a L-5-hidroxitritéfano por la enzima trptéfano hidroxilasa (TPH) en
presencia de los cofactores BHs4 y O2 (Welford y cols, 2016). Esta enzima tiene dos isoformas,
la TPH1 que se encuentra expresada a nivel periférico, mientras que la TPH2 se encuentra a
nivel del sistema nervioso central (Walther y cols, 2003). Posteriormente, en el segundo paso
la enzima 5-hidroxitriptéfano descarboxilasa que pertenece a la familia de las enzimas L-
descarboxilasas de aminoacidos aromaticos (AADC) cataliza la formacion de la 5-
hidroxitriptamina en presencia de piridoxina (Vitamina B6) (Hilal-Dandan y Laurence L Brutom,
2012; Welford y cols, 2016) (figura 5). Incrementos en la TPH1 se han relacionado con un
aumento de la probabilidad de desarrollar enfermedades periféricas como fibrosis pulmonar

(Fabre y cols, 2008) e HP (Morecroft y cols, 2007).

A nivel cardiovascular, el principal reservorio de la 5-HT son las plaquetas circulantes, las
cuales contienen mas del 99% de la serotonina en sangre. La 5-HT puede liberarse hacia el

espacio extra celular ya sea a través de sus receptores o por mecanismos de recaptacion en
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células que expresan los transportadores de serotonina (5-HTT), tales como las células del

musculo liso, epiteliales y plaquetas.

Se han propuesto 14 receptores de 5-HT divididos en 7 familias (5-HT1-7), de los cuales los 5-
HT1B se localizan en arterias pulmonares de humano en la capa muscular y principales
efectores para generar vasoconstriccion (MacLean y cols, 1996, Morecroft y cols, 1999). Los
5-HT2ase encuentran en las arterias pulmonares de ratas (Cogolludo y cols, 2006) y los 5-HT2s
presentes en las arterias pulmonares de ratones; sin embargo, no son los Unicos a través de
los cuales se regula la presion arterial en las diferentes especies, ya que se ha reportado que
la serotonina puede actuar tanto para generar vasoconstriccion como vasodilatacion causando

un efecto de balanceo entre estos dos mecanismos (Barnes y Liu, 1995).

La 5-HT actua estimulando procesos proliferativos en la pared vascular y es un potente
vasoconstrictor (Eddahibi y cols, 2006) debido a que los receptores a 5-HT se encuentran
acoplados a proteinas G, que activan vias de sefalizacion intracelular echando a andar
mecanismos mediante los cuales se favorece la vasoconstriccion. En pacientes con
hipertension pulmonar se ha encontrado un aumento de la expresiéon de la enzima TPH en las
células endoteliales pulmonares (Eddahibi y cols, 2006) y niveles elevados de 5-HT (Herve y
cols, 1995). En modelos animales, el tratamiento con inhibidores de los receptores de 5-HT y
de su transportador reduce el desarrollo de HP (Hironaka y cols, 2003). A nivel intracelular, la
5-HT activa mecanismos de sensibilizacion al calcio como parte del mecanismo vasoconstrictor

(Liu y cols, 2004).
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Figura 5. Sintesis de la serotonina. Muestra como la enzima triptéfano hidroxilasa en presencia de oxigeno y
tetrahidropterina genera la hidroxilacion del anifio aromatico del triptéfano y posteriormente la descarboxilasa aromatica en
presencia de piridoxina elimina al acido carboxilico del 5-hidroxitriptéfano para llevar a cabo la sintesis de la serotonina
(modificado de Chugani, 2011).

El receptor 5-HT2a es uno de los principales involucrados en el desarrollo de la HAP, pues se
encuentra altamente expresado en las CMLV de la arteria pulmonar, esto aunado a la alta
secrecion de 5-HT dependiente de neuronas o plaquetas a nivel pulmonar durante la HAP
aumenta el tono vascular (Figura 6), también se ha demostrado que este receptor induce
proliferacion via fosfatidilcolina especifica de fosfolipasa C mitogénica activadora de proteinas
cinasas (MacLean y cols, 2000). El receptor 5-HT2s se encuentra acoplado a una proteina Gq
favoreciendo el aumento de la concentracion intracelular de calcio y por lo tanto activacién de
la eNOS favoreciendo la sintesis de NO y subsecuentemente desencadenando la via de

senalizacion a nivel de las CMLV para favorecer relajacion muscular (Watts and Davis, 2011)

(figura 7).

24



Luz vascular 4@

Célula
endotelial
L-Triptéfano
Célula ( PIP2
¥ i Aumento
musculo liso 1P3 .
vascular

[ca?*]i \

Vasoconstriccion

Figura 6. Mecanismo contractil de la serotonina. Tanto la serotonina (5-HT) circulante como la sintetizada en las células
endoteliales tienen la probabilidad de unirse al receptor a serotonina (5-HT2a) como principal mecanismo de accién mediante
el cual esta sustancia induce aumento del tono vascular. PLC: Fosfolipasa C, Gq: Proteina Gq, TPH: Enzima triptéfano
hidroxilasa, 5-TPH: 5-hidroxi triptéfano, AADC: L-descarboxilasas de aminoacidos aromaticos (modificado de Pai y Marshall,
2011).
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Figura 7. Vasodilataciéon inducida por serotonina. La serotonina (5-HT) circulante puede unirse a los receptores
endoteliales 5HT2B e inducir el aumento de la concentracion intracelular de calcio, lo que favorece la activacién de la eNOS
y consiguiente produccién de oxido nitrico (NO) que posterior a su difusion inducira relajacién de las células de musculo liso
vascular (modificado de Alberts y cols, 2002).
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1.2.2.2.2. La angiotensina Il

En condiciones fisiologicas, el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) desempefa
un importante papel en la regulacion de la presién arterial y de la homeostasis hidrosalina. En
condiciones patoldgicas, la activacion del SRAA y el aumento de los valores tisulares de
angiotensina Il (A-ll) participan en la génesis de numerosos procesos cardiovasculares que
aumentan la morbimortalidad del paciente, tales como la hipertension arterial, la hipertrofia
cardiaca, el remodelado cardiovascular, la nefropatia diabética, la cardiopatia isquémica o la
insuficiencia cardiaca y renal (Tamargo, 2000; Griendling y cols, 1996). Existen 2 tipos de
receptores celulares a A-ll, denominados AT1y ATz (Tamargo y cols, 2006). Durante la etapa
adulta los receptores AT1 se distribuyen por todos los tejidos, pero se encuentra una mayor
densidad de estos en el corazon, en los vasos sanguineos, en el rifién, el endotelio y en el
sistema nervioso central. Por su parte, los ATz, predominan en los tejidos fetales y disminuyen
tras el nacimiento, por lo que en el adulto sano se encuentran en pequefias cantidades en

todos los tejidos (De Gasparo y cols, 2000).

A nivel vascular, la A-1l es el principal péptido vasoactivo del RAAS; regula una gran variedad
de procesos fisiopatoldgicos como la hipertensién arterial, la hiperproliferacion de las células
musculo liso vasculares y su hipertrofia (Atef y Anand-Srivastava 2014), esto debido a la
activacion de varios mecanismos de sefalizacion intracelular entre los cuales se incluyen
adenilato ciclasa-AMPc, fosfatidil inositido 3-cinasa, la proteina cinasa activada por mitdgenos
(MAPK) y las vias de tirosina cinasa (Gusan y Anand-Srivastava 2013; Hossain y Anand-
Srivastava, 2017). A través de la activacion de los receptores AT1 y AT2 es como se

desencadenan las sefales moleculares de manera intracelular; pero la mayoria de los efectos
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fisiopatoldgicos de A-ll estan mediados por la activacién de receptores AT+ (Hossain y Anand-

Srivastava, 2017).

Se ha demostrado un aumento en el efecto de la A-ll, proporcional al aumento del estrés
oxidativo debido a la produccion de EROS a través de la activacién de la NADPH oxidasa
(Seshiah y cols, 2002). Las EROS a través de la activacién de varias cinasas como la MAPK
y la serina/treonina cinasa Akt (PKB) rio abajo en la via de sefalizacion intracelular, estan
implicadas en la hipertrofia de CMLV inducida por A-ll (Ushio-Fukai y cols, 1999). También se
ha reportado que niveles elevados de A-ll endogena en CMLV de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) a través del estrés oxidativo, favorece la transactivacién de los receptores
del factor de crecimiento tales como: el receptor al factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-R), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) y factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-R), asi como el aumento en la sefializacién mediada por MAPK,

contribuyen a la hipertrofia de las CMLV (Atef y Anand-Srivastava 2016).

1.2.2.2.3. Canales de potasio y calcio
Los canales de potasio son heterotetrameros u homotetrameros, compuestos de 4
subunidades a que forman el poro del canal, asociadas con 4 subunidades reguladoras .
Actualmente, se han descrito cinco tipos de canales de potasio en las células musculares de
la pared vascular; los activados por voltaje o Kv, los activados por Ca?* o Kca, los sensibles a
ATP o Karp, los de rectificacion de entrada o Kir y los canales de potasio de dos poros o Kop
(Olschewski, 2010). Los Kv y el resto de canales permeables a iones activados por voltaje se
encuentran constituidos por seis hélices transmembranales, de la S1 a la S6, donde la S4 es

la hélice cargada positivamente debido a que contiene residuos de lisina o arginina cada tres
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posiciones; haciéndola relevante para la formacién del sensor de voltaje; ademas la unién de
estas hélices le permite conformar un poro de selectividad a los distintos iones (Yosimura Ky

Sokabe M, 2010) (Figura 8).

Segun sus cinéticas de activacion e inactivacion los canales de Kv se clasifican en Kv de
rectificacion tardia, que generan una corriente de activacién lenta y con inactivacion escasa o
ausente y en Kv de tipo “A”, de rapida activacion e inactivacion (Gutman y cols, 2005). El voltaje
transmembranal regula fuertemente la apertura de los canales dependientes de voltaje. Los
canales pueden monitorizar el voltaje transmembrana por la translocacion de cargas o por la
inclinacion de los dipolos a través del campo eléctrico (Yosimura Ky Sokabe M, 2010). Ademas
la alta permeabilidad de la membrana celular al potasio establece que el potencial de reposo
de la mayoria de las células lisas vasculares sea cercano al potencial de equilibrio del potasio,
es decir los canales Kv se activan generando un cambio conformacional por despolarizacién
de la membrana en un rango fisiolégico cercano al potencial de membrana en reposo (Mackie

y Byron, 2008).

Los canales de potasio contribuyen de manera importante a la regulacidén de la contraccién y
crecimiento del musculo liso vascular. A estos canales se les atribuye la conductancia idnica
dominante de la membrana de las CMLV y por lo tanto determinan y regulan de manera
importante el potencial de la membrana. El potencial de membrana, a su vez, regula la
probabilidad de apertura de los canales de Ca?* controlados por voltaje (VGCC), y la afluencia
de Ca?* a través de estos VGCC y por lo tanto la contraccion intracelular del musculo liso
vascular inducida por Ca?*. El potencial de la membrana también afecta la liberacion de Ca?*

de las reservas internas y la sensibilidad a este ion de la maquinaria contractil de tal manera
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que los canales K* participan en todos los aspectos de la regulacion de la contraccion vascular.
Por otra parte, los canales de potasio también regulan la proliferacion de CMLV a través de
mecanismos tanto independientes como dependientes del potencial de membrana, ya que las
células vasculares del musculo liso expresan multiples isoformas de al menos cinco clases de
canales K* que contribuyen a la regulacion de la contraccion y la proliferacién celular (Jackson,
2017). Al respecto se ha descrito la activacion de vias de sefalizaciéon que inducen la
proliferacion en células de musculo liso vasculares pulmonares principalmente a través de la
activacion de los Kv1.3 y Kv15 y la subsecuente corriente entrante de calcio (Cidad y cols, 2012);
en este mismo sentido se ha reportado que la apertura de los canales de calcio tipo-L también
favorece la proliferacion de células de musculo liso (Rodman y cols, 2005), debido a que el
calcio se une a la calmodulina y ésta genera la activacion de factores nucleares reguladores

de la proliferacion (Akagi y Cols, 1999).
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Figura 8. Estructura y cambio conformacional del canal de potasio. (a) Estructura cristalina del canal de potasio Kv1.2
(numero de acceso PDB: 2A79). Cada subunidad se representa con un color distinto. El dominio de los poros esta rodeado
por cuatro dominios sensoriales. (b) Estructura de una subunidad que muestra la posicion de la hélice transmembranal S4
(rojo) y la formacién del poro de selectividad (P) y formacién de puerta la puerta del poro ubicada en S6 (magenta). (c)
Representacion esquematica del cambio comformacional que ocurre durante la activacion de los canales ionicos dependientes
de voltaje. El azul y el rojo representan la posicién en reposo y estado activado, respectivamente. (Tomada de Yosimura y
Sokabe, 2010).
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La activacién de los canales Kv da lugar a un aumento del flujo de salida de K*, es decir,
hiperpolarizacion, por lo tanto se favorece el cierre de los canales de Ca?* activados por voltaje
y subsecuentemente se genera la disminucion de la entrada de Ca?* y la vasodilataciéon. Por
el contrario, la inhibicion de los canales Kv produce despolarizacion generando la apertura de
los canales de Ca?* dependientes de voltaje, aumento de la concentracion intracelular de Ca?*
y la consecuente vasoconstriccion. Asociado al incremento en el tono, el aumento de la [Ca?*];
induce proliferacién de musculo liso (Moudgil y cols, 2006), por lo que los canales Kv también

participan en el remodelado vascular (Remillard y Yuan, 2004).

Se ha descrito que el NO enddgeno puede mediar la relajacion del musculo liso vascular a
través de mecanismos independientes de GMPc, pues se ha reportado que el NO favorece la
salida del ion potasio por la activacion de los Kv generando hiperpolarizacion de las células
musculares lisas vasculares, disminuyendo la probabilidad de apertura de los canales de calcio
impidiendo la contraccién y favoreciendo la relajacién vascular (Irvine y cols, 2003). Ademas,
se vuelve ciertamente factible que el NO active los canales Kv en las arterias de resistencia,
porque se ha reportado que las subunidades Kvi2, Kvis y Kvis se expresan en células

musculares lisas arteriales de ratas (Irvine y cols, 2003)

Por otra, parte se ha reportado que a nivel pulmonar la lesion de células endoteliales puede
resultar en un desequilibrio en los mediadores derivados del endotelio, favoreciendo la
vasoconstriccion. Esto sumado a los defectos en la actividad de los canales idnico en las
células del musculo liso en la arteria pulmonar, pueden contribuir a la vasoconstriccion y la
proliferacion vascular; ya que los factores contractiles derivados del endotelio favorecen el

aumento de la concentracion intracelular de calcio e impiden la salida de potasio a través de
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los canales Ky, lo que favorece la despolarizacion celular y la contraccion vascular (Gaine y

Rubin 1998).

Otro factor que participa en el deterioro de la integridad vascular pulmonar es la hipoxia, ya
que se ha descrito que en casos como la exposicion a elevada altitud, enfermedades
pulmonares (enfermedad pulmonar obstructiva créonica y atelectasia) o la apnea del suefio
puede derivar a una hipoxia alveolar generalizada y con una consiguiente vasoconstriccion
pulmonar hipdxica (Evans y cols, 2011). En estados de hipoxia prolongados se ha descrito un
disminucidn de la expresion y actividad de los canales de potasio, se incrementa la expresion
de ET-1, del transportador de 5-HT, aumento de la liberacién de factores de crecimiento, 5-HT
y TXAZ2, asi como, aumento del calcio intracelular, y activacion de mecanismos de
sensibilizacién al calcio (Hae y cols, 2014). Lo anterior enumera a muchos de los factores
requeridos para la activacién de diversos mecanismos que inducen el desarrollo de HAP,
debido a que generan aumento del tono vascular pulmonar, sin embargo, aunque se ha
estudiado ampliamente, no hay un acuerdo general acerca del mecanismo de la
vasoconstriccion pulmonar hipoxica (VPH). Se ha descrito que en el mecanismo fisiopatolégico
participan algunos canales idnicos dependientes de voltaje y algunas proteinas implicadas en
la regulacion del calcio, a través de la mediacion de la actividad de la NADPH oxidasa
mitocondrial (Archer y cols, 1993; Waypa y cols, 2001; Cogolludo y cols, 2009; Perez-Vizcaino

y cols, 2010).

Por lo tanto, puesto que los canales Ky, por una parte son activados por el NO y por otra son
inhibidos por factores contractiles endoteliales como la ET-1 (Salter y cols, 1998), el TXA2

(Cogolludo y cols, 2003), la angiotensina Il (Hayabuchi y cols, 2001), o por factores enddcrinos
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como la liberacion de la serotonina (Cogolludo y cols, 2006), el acido araquidénico (Smirnov y
Aaronson, 1996) o incluso en la presencia de factores fisico-quimicos como la hipoxia
(Coppock y cols, 2001); se ha propuesto a estos canales selectivos a potasio dependientes de
voltaje como mediadores vasoactivos durante la hipertension pulmonar. Concretamente
durante la hipoxia y por lo tanto, en presencia de estrés oxidativo y nitrosativo (disminucion de
la biodisponibilidad de NO) se ha reportado que la participacion de las subunidades Kv1.sy Kvz.1
estan implicadas en la vasoconstriccion arterial pulmonar ya que contribuyen a la
despolarizacion celular y recurrente entrada de calcio, esto tanto en modelos animales como
en pacientes humanos (Archer y cols, 1993; Michelakis y cols, 2002). También, se ha
observado que los activadores de canales Kv o la insercion genética de Kv1.5 previenen o

revierten el remodelado vascular en modelos animales de HP (Michelakis y cols, 2002).

El Ca?* intracelular esta involucrado en numerosos procesos fisioldgicos y fisiopatologicos en
las células musculares lisas vasculares pulmonares, tales como, los relacionados con la
vasoconstriccion pulmonar, la proliferacion celular vascular, y la remodelacion de este mismo
tejido. La contraccion del musculo liso vascular disminuye el radio de los vasos sanguineos
pulmonares, lo que lleva a la vasoconstriccion sostenida y al aumento de la resistencia vascular
pulmonar (Firth y cols 2013). Se ha descrito que los cambios en la expresion de canales iénicos
dependientes de voltaje influyen en la homeostasis del Ca?*, mediante la despolarizaciéon de
la membrana, el aumento de la entrada de Ca?*, la elevacion de [Ca?']i de reposo vy la
sensibilidad contractil del Ca2*, que en conjunto contribuyen a la vasoconstriccion, y conducen
a HAP, por lo tanto sus respectivos bloqueadores se han utilizado clinicamente para el

tratamiento de la HAP (Puri y cols, 2007).
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Otra importante entrada de calcio involucrada en hipertension pulmonar, es por la via
denominada como la entrada de calcio operada por receptor (ROCs), donde la estimulacion
de dichos receptores de membrana dan lugar a la produccion de dos segundos mensajeros
como el diacilglicerol e inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), el cual abre los ROCs, dando lugar a flujo

de Ca?* y aumento de su concentracion a nivel intracelular (Yamamura y cols, 2013).

1.2.2.2.4. La capa adventicia
La capa adventicia es capaz de regular la funcion y la estructura vascular desde el "afuera
hacia adentro". Se ha descrito que en la lesidon local de la capa adventicia como
sobredistensién, la hipoxia, o la infeccién, se activan los fibroblastos que presentan
caracteristicas fenotipicas que contribuyen significativamente a la remodelacion vascular
pulmonar (Tuder y cols, 2013). El lecho vascular pulmonar esta inervado por el sistema
adrenérgico que reside en la capa adventicia, ademas la norepinefrina es una de las principales
moléculas de senalizacion liberada por estos nervios. En la capa adventicia de arterias
musculares de algunos pacientes con hipertension pulmonar se ha observado un aumento del
numero de axones adrenérgicos. Sobre la participacion directa de la capa adventicia de la
arteria pulmonar en el mecanismo vasomotor se puede mencionar a los EROS. Bajo el estricto
sentido de la alimentacién también las aflatoxinas provenientes principalmente de la dieta por
consumir productos agricolas como maiz (que como mexicanos es tan indispensable en
nuestra dieta), cacahuate y frutos secos contaminados con los hongos Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus (NCEH, 2012), producen radicales libres predominantemente
a través de la NADPH oxidasa. Otras fuentes de radicales libres vascular incluyen a la eNOS
desacoplada y la xantina oxidasa (Hartney y cols, 2011). Los radicales libres generados en la

adventicia pueden funcionar como moléculas paracrinas para modular las células vecinas, lo
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que contribuye a la vasoconstriccion y la remodelacion vascular. El O.- reacciona rapidamente
con NO para reducir su biodisponibilidad (Lopez-Lépez vy cols, 2001), lo que promueve la

vasoconstriccion pulmonar desencadenando el aumento de la presion arterial pulmonar.

1.2.2.2.5. Fosfodiesterasa tipo 5
Los nucledtidos ciclicos como el GMPc actuan como segundos mensajeros intracelulares y se
ha reportado que las fosfodiesterasas (PDE) son enzimas cuya principal funcién bioldgica es
regular las concentraciones citoplasmaticas tanto de GMPc como de AMPc (Kotera y cols,

1999; Corbin y cols, 2002).

Las PDE son expresadas en diferentes tejidos de mamiferos, y a la fecha se han reportado 11
familias de enzimas de PDE, las cuales se clasifican en funcion de sus propiedades

bioquimicas.

Las PDE son codificadas por mas de 20 genes, debido a que cada gen puede generar
diferentes variantes. Como resultado del splicing alternativo podrian existir mas de 100 PDE
capaces de degradar ya sea AMPc (pertenecientes a las familias: PDE4, 7 y 8), GMPc (dentro
de las familias: PDES5, 6 y 9), o ambos (como el caso de las PDE1, 2, 3, 10 y 11) (Das y cols,

2015; Goupil y cols, 2016).

Los miembros de la familia PDE comparten homologia en su dominio catalitico C-terminal,

mientras que el dominio regulador aporta la especificidad a las familias PDE y es este ultimo

dominio el que incluye a los sitios de union para los nucleotidos ciclicos, dominios de
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interaccion proteina-proteina y sitios de fosforilacion, ademas puede estar implicado en la

sefalizacion que conducira a su localizacion intracelular (Goupil y cols, 2016).

El GMPc es el segundo mensajero mas importante que favorece la vasodilatacion. La proteina
que participa en la degradacion de este nucledtido ciclico en el pulmén es la nucledétido ciclico
fosfodiesterasa del tipo 5 (PDE5) (Michelakis y cols, 2002), por lo que esta enzima se
encuentra implicada en la regulacién de la vasodilatacion y la presion arterial pulmonar. Debido
a que este mecanismo se encuentra fundamentalmente implicado en la génesis de la HAP, la
PDEDS5 se convierte en un blanco farmacolégico en su tratamiento, por lo que nos enfocaremos

en este tipo de fosfodiesterasa.

La PDES tiene un peso molecular de 93 kDa (Moreno y cols, 2004). Para su activacién debe
ser fosforilada por PKC o PKA en los residuos Ser102 o Ser104. La PDE5 se encuentra
principalmente en el citoplasma (Nordgaard y cols, 2004). Esta enzima esta conformada por
833 aminoacidos (Protein: NP_598268.1, NCBI), se encuentra como homodimero, y contiene
dos dominios regulatorios: GAFA conformado por los aminoacidos del 122-279 y GAFB
conformado por los aminoacidos 305-471, cada uno de los homodimeros contienen una regién
alostérica de unién al GMPc, que a su vez contienen un sitio de fosforilacion ubicado en la
posicion Ser92, fosforilacion que desempefia un papel importante en el mecanismo de
activacion de cada dominio regulatorio. Al mismo tiempo, en el segmento C-terminal de la
proteina (aminoacidos del 546-811) se unen como cofactores los metales divalentes Zn®* y
Mg?* (Protein, NCBI; Kayik y cols, 2017) necesarios para la actividad ciclasa de la PDE5
(Figura 9). La PDES tiene dos dominios estructurales y uno catalitico altamente conservados

(Kotera y cols, 1997).
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Figura 9. Fosfodiesterasa ciclica 3',5-GMPc especifica. Enzima modelada en el programa SWISS-MODEL (ProMod3
Version 1.0.2.) que muestra la estructura tridimensional de la PDE5, asi como sus cofactores ZN 1 (Zn?*) y MG 2 (Mg?*) y el
sitio catalitico ocupado por el analogo del GMPc WAN (5-etoxi-4-(1-metil-7-oxo0-3-propil-6,7-dihidro-1H-pirazolo[4,3-
D]pirimidin-5-YL)tiofano-2-sulfonamida).

La PDES5 es codifica por el gen del mismo nombre pde5 que también se conoce como pdebA;
esta conformado por 24 exones, se encuentra ubicado en el cromosoma 4 en la region 4q26
(Gene: ID 8654, NCBI) y tiene una longitud de 134,685 pb. La expresiéon del gen de la PDES
en humanos genera diferentes isoformas proteicas PDE5A1, PDE5A2 y PDE5A3 que son
resultado del splicing alternativo del RNAm (Lin y cols, 2002); dicho splicing genera cambios
en la fraccién N-terminal de la proteina, lo que determina su localizacién subcelular, debido a
que algunas cinasas fosforilan ciertos aminoacidos que actuan como sefiales que determinan

su transporte y localizacién sub celular (O'Conell y cols, 1996; Lin y cols, 2002).

Los tres primeros exones alternativos estan dispuestos en el orden de A1 - A3 - A2 y se
encuentran separados por un intron de 434 pb y por otro intrén de 361 pb, respectivamente. El
intréon anterior al exén especifico de A2 posee actividad de promotor que regula la expresion
de la isoforma de PDE5A2 independiente de las otras dos isoformas (Figura 10). El promotor
de PDE5A2 es pequefio, ya que esta conformado unicamente por 182 pb. Sin embargo,

contiene una secuencia de union para el factor de transcripcién Sp1 que es indispensable para
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la activacion de la transcripcion del gen. El promotor PDESA2 sdlo puede controlar la expresion
de la isoforma PDE5A2, sin embargo, el promotor PDES5SA puede inducir la expresion de las
tres isoformas, este promotor tiene un tamano de 139 pb. El promotor no tiene secuencias de
unién a factores de transcripcion como AP2 o Sp1, sin embargo, responde a la estimulacion
con GMPc (Lin y cols, 2002). Por lo tanto, la capacidad del GMPc de regular a los promotores
PDE5A y PDE5AZ2 implica que las estrategias terapéuticas dirigidas a favorecer el aumento del
GMPc intracelular como el sildenafilo y resto de inhibidores de la PDES pueden tener un efecto

secundario no deseado de activar el gen PDESA en condiciones basales.
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Figura 10. Mapa genético y de restriccion de la region rio arriba del gen PDE5A humano. El fragmento génico completo
mostrado aqui es aproximadamente 8,5 kb de longitud. Las tres cajas representan los primeros exones especificos de
PDE5A1, A2 y A3. Se muestran los codones de iniciacion de la traduccion de PDE5A1 y PDE5SA2. También se observan los
promotores PDESA y PDESA2. Los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion son sefialados con las letras: B, BspHl;
E, EcoRI; H, Hindlll; N, Nhel; O, Notl, P, Pstl; S, Sacl; y X, Xhol. (Tomada de Lin y cols, 2002).

La PDES5 se expresa y es activa a nivel pulmonar; también se ha reportado que se expresa y
se encuentra biolégicamente activa en tejidos como en los cuerpos cavernosos del pene, en
el tejido prostatico, vejiga y uretra (Wang y cols, 2015), en riidn (Porfi y cols, 2015), y
actualmente se ha reportado la presencia de esta PDE en otros tejidos como el cardiaco,

aunque todavia se mantiene la discusion de su funcién fisioldgica (Das y cols, 2015).
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La porcion amino terminal de esta enzima puede sufrir eventos de
fosforilacion/desfosforilacion, unién de Ca?* o calmodulina y principalmente media la unién
alostérica de GMPc; ademas puede mediar las interacciones con otras proteinas. La PDES
contiene sitios de fosforilacion para varias cinasas, su fosforilacion por PKG aumenta su
afinidad por GMPc (Das y cols, 2015). Esta enzima regula la concentracion intracelular del
segundo mensajero GMPc, de manera que cuando la célula aporta la sefial bioquimica para la
activacién de la PDE5 (PKG principalmente) esta ciclasa hidroliza el grupo fosfato del
carbohidrato unido a la guanina que conforma el elemento ciclico generando asi su apertura 'y
transformacién a GMP (Figura 11), por lo que, su inhibicion favorece la acumulacién de este
nucleotido en células del musculo liso vascular conduciendo a efectos como la relajacion de
estas células vasculares, inhibicidon de la proliferacion (Bobin y cols, 2016) y efectos benéficos

en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar.
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Figura 11. Reaccién de transformacion del GTP en GMPc y su hidrolisis. Se observa de izquierda a derecha como la
enzima guanilato ciclasa (GC) cataliza la reaccion de formacion del guanosil mono fosfato ciclico (GMPc) a partir del guanosil
tri fosfato (GTP) con la perdida de dos grupos fosfato. Posteriormente se observa como la fosfodiesterasa (PDE) en presencia
de agua hidroliza al guanosil monofosfato ciclico (GMPc) generando 5°-GMP (modificado de Sung y cols, 2003).

Como ya se menciond, la PDES5 se encuentra en los cuerpos cavernosos del pene, por lo que
este tipo de PDE es la enzima diana para el tratamiento de la disfuncién eréctil, pues se
demostré que inhibidores de la PDE como el sildenafilo incrementa los niveles de GMPc
generando vasodilatacion de estos tejidos favoreciendo el incremento de volumen sanguineo.

Por otro lado, la PDE5 se expresa también en pulmoén, y el sildenafilo actualmente se ha
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empezado a utilizar para el tratamiento de la hipertension pulmonar (Kayic y cols, 2017), ya

que a nivel pulmonar se considera como un farmaco vasodilatador.

En el 2005 Galie N y colaboradores demostraron que el sildenafilo causa vasodilataciéon
pulmonar promoviendo un aumento sostenido en el nivel de GMPc durante la hipertension
arterial pulmonar, afios después se reportd que el sildenafilo, inhibidor de la PDES
ampliamente utilizado en el tratamiento de disfuncion eréctil, disminuye la resistencia vascular
pulmonar en humanos con hipertensién pulmonar primaria y que los efectos son sostenidos

después de tres anos de administracion (Rubin y cols, 2011).

Durante la HAP, el deterioro de la via NO - GMPc - PDE5 en la arteria pulmonar esta
relacionado con una disminucion de la expresion de eNOS en los pacientes con HAP (Giaid y
Saleh, 1995), y un aumento de la regulacion de la PDES5 en las células musculo liso vasculares.
Por lo tanto, la inhibicion de PDES contrarresta el proceso de deterioro, a través de la
promocion de la acumulacion del GMPc, resultando en la inhibicion de la vasoconstriccion

pulmonar, del crecimiento contractil y de la remodelacién arterial pulmonar (Bobin y cols, 2016).

En humanos, la isoforma A3 presenta diferentes niveles de expresion que van desde alto
(prostata, corazon, uretra, utero y vejiga), hasta niveles no detectables en 6rganos que carecen
de un componente liso o musculo cardiaco (cerebro, higado, pulmén, riidn y musculo
esquelético) y por el contrario las isoformas A1 y A2 se expresan abundantemente en la
mayoria de los tejidos anteriormente mencionados. Por lo tanto, es probable que en humanos
la isoforma A3 sea especifica de los érganos con presencia de tejidos musculares lisos o

miocardio (Lin y cols, 2002).
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La enzima PDES5 que se expresa en rata es muy similar a la isoforma PDE5A2 presente en el
humano. Esta enzima se expresa en los roedores en los mismos 6rganos donde se expresa la
isoforma PDE5A2 humana; esta codificada por el gen con el mismo nombre de la proteina
(pded) que se encuentra ubicado en el cromosoma 2 en la posicion 2q42; tiene una longitud
de 18,537 pb, esta constituido por 22 exones (Gene: ID 171115, NCBI) y su RNAm tiene una
longitud de 2747 bases. Este gen cuenta con una unica region promotora rio arriba y su analisis
revela que presenta varios elementos de respuesta a los que pueden unirse diversos factores
de transcripcion para regular tanto positiva como negativamente la expresion del gen. En
células de musculo liso vascular se reportd que los elementos de respuesta a AMPc presentes
en la regidn promotora participan en la regulacion positiva de la transcripcion del gen, siendo
uno de los principales factores que favorecen el aumento de la expresién del gen PDES5;
ademas y de la misma manera que en humanos se reporté que analogos del GMPc favorecen
la transcripcion del gen (Pilz y cols, 1995), por lo que, con estos hallazgos se puede decir que
la enzima PDE5 es una forma inducible a partir del aumento de la transcripcion del gen pde5

(Kotera y cols,1999).

El mecanismo de inhibicion de la PDE5 por diversas drogas como el sildenafilo, tadalafilo,
verdenafilo y avanafilo inicia con la competencia por el sitio de union al GMPc, sin embargo,
existen reportes de que estas drogas no son del todo selectivas a la PDES. Através de analisis
computacionales como el acoplamiento molecular (Docking) se ha identificado que las familias
5,6y 11 de las PDE tienen regiones altamente conservadas en el sitio catalitico que le permiten
la union a los nucledtidos ciclicos, como es el caso de la regidn cargada positivamente,
alrededor de los residuos GIn 817 (PDES5), GIn 773 (PDE6) y GIn869 (PDE11), ademas de

tener una identidad de secuencias aminoacidicas del 64% (PDEG6) y 68% (PDE11), respecto a
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la PDE5 lo que explica por qué ciertas drogas como el tadalafilo se une a estos tres tipos de
PDE (Kayik y cols, 2017), lo que podria causar efectos adversos como ceguera parcial, dolor
ocular y enfermedad primaria de pigmentacion nodular adrenocortical tipo 2 (esta enfermedad
es un defecto raro adrenal bilateral que causa sindrome de Cushing independiente de la
hormona adrenocorticotropa). Sin embargo, este efecto se observa principalmente a dosis
elevadas (>100 mg), por lo que la guia de la practica clinica del IMSS para el tratamiento de la
hipertension pulmonar (IMSS-433-11) recomienda en el caso del sildenafilo como dosis

maxima 80 mg por administracion.

1.2.3. Fisiopatologia de la hipertensién arterial pulmonar
El origen de la HAP es multifactorial, por lo que su génesis puede deberse a alteraciones
bioquimicas, enddcrinas y/o genéticas, sin descartar factores externos como las drogas o la
exposicion a sustancias toxicas. La HAP generalmente inicia con engrosamiento de la capa
intima de las arterias pulmonares por incremento de la proliferacion celular vascular,
agregacion plaquetaria e hipertrofia de las capas media y adventicia. Las células del musculo
liso vascular (CMLV) estan influenciadas por factores mitdgenos, lo que aumenta la capacidad
de proliferacion; la capa endotelial también sufre de hipertrofia e hiperplasia hasta alcanzar
lesiones plexiformes y probablemente obliteracion de las arteriolas (Von Seibenthal y cols,
2016) (Figura 12); este conjunto de alteraciones a nivel arterial pulmonar provocan el aumento
de la resistencia al flujo sanguineo lo cual, desencadena hipertréfia ventricular derecha (HVD)

como respuesta compensatoria (Figura 13), conduciendo a insuficiencia cardiaca y la muerte.
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Figura 12. Alteraciones morfolégicas vasculares de las arterias pulmonares durante la hipertension pulmonar. A)
Hiperplasia de las CMLV. B) y C) Hipertrofia de la capa intima y adventicia. D) Cambio morfolégico de una arteria pulmonar
durante la HAP. (Modificada de Galié y cols, 2010).
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Figura 13. Desarrollo de hipertrofia ventricular derecha en pacientes hipertensos pulmonares. (B) comparada con
pacientes sanos (A). El resultado se expresa como la media + EEM. *P<0.05 respecto a pacientes sanos. Tomada de Agoston
y Lupu, 2013.

Se ha descrito que cuando el ventriculo derecho se hipertrofia existe un reacomodo de las
fibras musculares a nivel del septum (Kind y cols, 2010), lo que complica mantener las
funciones cardiacas. Por otra parte, se ha observado un elevado depésito de colageno en la
matriz extracelular, lo que conduce a fibrosis. Una elevada presion ventricular derecha
conducira a un desplazamiento hacia la izquierda del septum (Lopez-Canales, 2015), evidencia
caracteristica de pacientes con HAP que afecta la contraccion ventricular generando disfuncion
y alteracioén de igual manera en la circulacién coronaria causando en primer lugar que el flujo

de sangre se vuelva bifasico, dependiendo de la contraccion y la presion sistolica del ventriculo
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derecho (van Wolferen y cols, 2008) y en segundo lugar, que el flujo sanguineo coronario
sistélico por unidad de masa disminuya en paralelo a la progresion de la hipertrofia ventricular
derecha, a causa de la disminucidn de la dilatacion microvascular en comparacion con la masa
ventricular y por la compresion de los vasos durante la sistole. Esto puede explicar la presencia
de isquemia subendocardica en la hipertrofia ventricular derecha grave, tal como se encuentra
en la hipertrofia ventricular izquierda (Bogaard y cols, 2009). También se ha descrito que
durante la hipertension pulmonar hay una progresion de la muscularizacién en las porciones
terminales no musculares del arbol arterial (Figura 14), evocada por la hiperplasia, provocando

redistribucion y diversos fenotipos de las CMLV (MacLean y cols, 2011).
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Figura 14. Representacion esquematica de las arterias pulmonares. (A) En el pulmén normal, hay una distribucion
desigual de los fenotipos de musculo liso y numerosos vasos precapilares no musculares. (B) En el pulmén hipertenso
pulmonar hay progresion de muscularizacion en la porcién terminal no muscular del arbol arterial. Esto se debe a la hiperplasia
y la redistribucion de fenotipos de las CMLV. Tomada de McLean y cols, 2000.

1.2.3.1. Metabolismo
La patologia cursa con el desarrollo de algunas alteraciones metabdlicas (Figura 15) como es
el caso del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), al igual que el factor de

crecimiento transformante beta (TGF-B) que se les considera como pro-fibréticos (Di Paolo y
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cols, 1996), asi como participantes en el aumento de la actividad y expresion de otra via pro-
fibrotica e hiperplasica como la endotelina-1 (Hua y cols, 2001; Morrell y cols, 2009). Los
factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de crecimiento epidérmico (EGF), se
encuentran involucrados en la hiperplasia por activacion de receptores a tirosina cinasa en la
proliferacion e inflamacion de las CMLV vy fibroblastos (Von Siebenthal y cols, 2016). Algunas
funciones a nivel mitocondrial como el cambio en la regulacion negativa de la oxidaciéon
mitocondrial se ven afectadas durante la HAP (Rehman y Archer, 2010), lo que explica el
aumento de las EROS y la disminucion de la superoxido dismutasa (Archer y cols, 2013)
generando un desbalance oxidativo que desemboca en disminucion de la biodisponibilidad del
NO y por ende disfuncién endotelial, que es considerada como uno de los principales factores
de dano a nivel vascular (Bertoluci y cols, 2015). Ademas se ha demostrado que favorece la
aparicion de HAP y se le relaciona directamente con el aumento de la resistencia vascular
involucrando el aumento de la secrecién de endotelina (ET) (Von Siebenthal y cols, 2016), que
a su vez tiene una actividad parcial de inhibicion de la sintesis de los canales de potasio
dependientes de voltaje (Kv1.5) induciendo despolarizacién y por lo tanto favoreciendo flujo de
calcio generando vasoconstriccion, proliferacion y resistencia a la apoptosis (Morrell y cols,

2009).
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Figura 15. Alteraciones metabdlicas mas importantes que generan hipertension arterial pulmonar. TGF-8: Factor de
crecimiento transformante beta, PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas, EROS: Especies reactivas de
oxigeno, SOD: superdxido dismutasa, VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular, EGF: Factor de crecimiento
epidérmico (modificado de Di Paolo y cols, 1996; Von Siebenthal y cols, 2016).

El proceso de inflamacion también participa en la génesis de la HAP principalmente por la
liberacién de citocinas como interleucinas (IL2, IL6, IL8 o IL10) y quimiocinas por parte de las
células endoteliales, este conjunto de sustancias quimicas también favorece la proliferacion de

las CMLV (Soon y cols, 2010).

En la actualidad se considera que las IgG también participa en el origen de HAP, al ser una
familia heterogénea puede actuar sobre componentes de células endoteliales donde se une a
antigenos de superficie, aunque también se considera que afecta a los fibroblastos y CMLV,
causando alteraciones en el tejido conectivo, disfuncion de las células endoteliales y
esclerosis; Areds y colaboradores en el 2010 encontraron este efecto en el 60% de los

pacientes con HAP estudiados; sin embargo, describieron que las terapias inmunosupresoras
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no tienen efecto significativo sobre su desarrollo, dejando por lo tanto grandes incégnitas del

mecanismo inmunoldgico involucrado en la génesis y desarrollo de la hipertension pulmonar.

También se ha descrito que la elastina, componente estructural de los vasos sanguineos, se
encuentra aumentada durante la HAP, elevando también los niveles de desmosina e
isodesmosina en plasma y orina (Minkin y cols, 2015), lo que los hace potenciales marcadores
de la enfermedad, asi como al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la angiogenina que se
consideran marcadores de la arquitectura vascular (Seyfarth y cols, 2015). Ademas, se ha
reportado desregulacion en la expresion de las metaloproteasas e inhibidores de estas

enzimas, aumentando la remodelacion vascular en hipertension pulmonar (Tiede y cols, 2016).

Durante la HAP se genera el aumento de la resistencia arterial pulmonar disminuyendo el flujo
sanguineo e incrementando la poscarga ventricular derecha. Esto provoca niveles mayores
del péptido natriurético cerebral (BNP) secretado principalmente en los ventriculos cardiacos
en respuesta a un alargamiento excesivo de las células del musculo cardiaco (Fritz y cols,
2013) junto con los del dominio N-terminal del péptido natriurético de la pro-hormona de
cerebro (NT-proBNP), que es un péptido relacionado con el miocardio, que refleja el grado de
aumento de la tension de la pared ventricular derecha y el deterioro asociado en la funcion del

ventriculo derecho (Leuchte y cols, 2007).

Las condiciones de oxigenacion también pueden participar en la alteracion de procesos claves
en el desarrollo de HAP. En un modelo animal hipertenso pulmonar con mutacion en el receptor
de la proteina morfogenética del hueso tipo Il (BMPR2), como factor causante de oclusion

vascular pulmonar y de disfuncion oxidativa y metabdlica sistémica, se evalud la presion
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ventricular derecha y el gasto cardiaco en presencia de hiperoxia (O2 > 95%) (Fessel y cols,
2013). Esto, en condiciones prolongadas actua como un factor estresante metabdlico,
causando la disfuncién mitocondrial a través de la modificacién oxidativa de las membranas
mitocondriales, y cambiando el programa metabdlico de las células expuestas hacia una
dependencia del metabolismo glucolitico (llamado efecto Warburg, que se cree subyace a la
proliferacion aberrante y a la resistencia a la apoptosis observada en las células malignas).
Ademas aumenta la produccion de O.- mitocondrial afectando la vasculatura pulmonar
(Rehman y Archer, 2010). Por lo tanto, se describié que la hiperdxia en los ratones de tipo
nativo no ejerce ningun efecto sobre presidon ventricular derecha y el gasto cardiaco, a
diferencia de lo que se observo en los animales con la mutacion, en los cuales se describidé un
aumento significativo de ambos parametros. Adicionalmente, la hiperoxia aumentd la
penetrancia de la mutacion a 41% respecto al 20% en condiciones normo oxigénicas, asi como
la gravedad del fenotipo de la hipertension arterial pulmonar respecto a los animales no
expuestos a hiperoxia. Ademas en menor medida la hiperoxia también desencadena un

incremento en la musculatura de los vasos sanguineos del pulmén (Fessel y cols, 2013).

1.2.3.2. Genética
El origen de la HAP puede ser multifactorial incluyendo a factores genéticos, que toman
enorme relevancia en los casos de HAP idiopatica hereditable por factores como es el caso
del receptor BMPR2 que se expresa normalmente en células endoteliales y es un regulador de
crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis. Al ser un receptor con cinasa para TGF-B via
Smad; este receptor se encuentra mutado en la HAP en el 70% de los casos cuando la
enfermedad es hereditable y en 25% de los casos cuando se considera idiopatica (Von

Siebenthal y cols, 2016); por lo tanto esta mutacion se considera a favor de una excesiva
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proliferacion, ademas la proteina osteoprotegerina (OPG) es una sub unidad del TNF alfa que
inhibe la apoptosis y por lo tanto, se encuentra altamente relacionada con la hiperplasia
vascular pulmonar (Condliffe y cols, 2012); por lo que, ambos factores juegan un papel clave

durante la HAP.

Otra proteina relacionada con el desarrollo de HAP es la Caveolina-1 (CAV1) que es altamente
expresada en los neumocitos de tipo 1 y su disminucién durante la HAP tiene un alto valor
biolégico (Rameh y Kossaify, 2016). Las mutaciones en CAV1 son una causa rara de HAP, sin
embargo, se han descrito casos hereditarios e ideopaticos de HAP por esta causa (Austin y
cols. 2012). La expresion de CAV1 es necesaria para la formacion de caveolas, que son
invaginaciones de 50 a 100 nm de diametro de la membrana plasmatica y vesiculas
citoplasmaticas presentadas en numerosos tipos de células ademas de los neumocitos-1,
incluyendo las endoteliales y las CMLV. Las caveolas son ricas en receptores de la superficie
celular criticos para la iniciacion de la cascada de sefalizacion celular Smad 2/3, por lo que
mutaciones en Cav1 son mutaciones que resultan en la pérdida de funcién. Este fenédmeno se
ha observado en pulmones de los pacientes con HAP y otros tipos de hipertension pulmonar,
proporcionando una relacion mecanicista con las normalidades de la superfamilia del receptor
de TGF (Ma and Chung, 2014). Otra alteracién genética comun durante la HAP a causa de la
hipoxia, inflamacioén y el factor inducible por la hipoxia alfa (HIF-1a) se da cuando los micro
ARN (miRNAs) que son una familia de ARNs no codificantes regulan la traduccién de los ARN
codificantes y en consecuencia la expresion de la proteina (Grant y cols, 2013; Potus y cols,

2015).
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1.2.3.3. Desbalance oxidativo
Se ha propuesto que entre las principales enzimas productoras de EROS se encuentra la
NADPH oxidasa (NOX), la NOS desacoplada y la COX, ademas de la mitocondria. La NADPH
oxidasa se expresa en las células endoteliales, CMLV, fibroblastos y monocitos o0 macrofagos
(Griendling y cols, 2000; Dikalov, 2011). Esta enzima esta compuesta por las subunidades
membranales p22phox y NOX1-5 y las subunidades citoplasmaticas p40phox, p47phox,
p67phox, Rac y Rap, cuya funcion principal es la transferencia de electrones desde el NADPH
hacia el oxigeno molecular, generando asi O.-. El estrés mecanico genera una continua
produccion de O.- dependiente de NADPH oxidasa en células endoteliales, que favorece la

adhesién de monocitos mediada por el factor nuclear kK (Hwang y cols, 2003).

Los principales agentes oxidantes son el anion superoxido (O.-), el peroxido de hidrégeno
(H202), y las especies reactivas de nitrogeno (RNS). Las RNS proceden de la oxidacion del
NO dando lugar a nitritos y peroxinitritos, siendo estos ultimos altamente reactivos. Las EROS
generadas por la NADPH oxidasa estan involucradas en la vasoconstriccion de AP inducida
por TXA2 e hipoxia (Cogolludo y cols, 2006; Pérez-Vizcaino y cols, 2010). Se ha descrito que
la sobreexpresion de NOX produce un aumento de la presién arterial sistolica e hipertrofia

cardiaca en respuesta a angiotensina (Laude y cols, 2005).

Las ciclooxigenasas generan radicales libres durante la segunda fase de la sintesis de los
prostanoides y participa durante los procesos de maduracién neonatal en las arterias
pulmonares (Perez-vizcaino y cols, 2002). Asimismo, a nivel plaquetario uno de los principales
productos de la COX, el TXA2, es capaz de activar la NADPH oxidasa por la activaciéon de

proteinas Rho, pues ya que a través de sus receptores TP acoplados a proteinas G12/13 activa
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al factor intercambiador de nucleétido guanina (Rho-GEF) que hace lo mismo con la proteina
cinasa asociada a Rho (ROCK) que fosforila a la miosina fosfatasa (MPase) y favorece el

cambio conformacional plaquetario (Cogolludo y cols, 2006; Offermanns, 2006).

Las enzimas antioxidantes mas importantes en la pared vascular son la superdxido dismutasa
(SOD), la glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa (Lubranos y Balzan 2015). La SOD cataliza
las reacciones de dismutacion (aquellas en las que el mismo elemento tiene la funcién de
elemento oxidante y reductor) del O.- a H202 mediante sus tres isoformas; la SOD-1 tiene un
nucleo de Cu?*/Zn?* y se localiza en el citoplasma, la SOD-2 con un nucleo de Mn?* se localiza
en la mitocondria y la SOD-3 con un nucleo de Cu?*/Zn?* se localiza a nivel extracelular (Zelco
y Folz 2005). La SOD-1 tiene una mayor participacion en la actividad total de SOD con respecto

ala SOD-2 yla SOD-3 (Faraci y Didion, 2004).

Se ha descrito que animales deficientes de SOD-1 desarrollan una mayor disfuncion endotelial
y aumento de la respuesta contractil como resultado del incremento de los niveles de O.- y
peroxinitritos, y concretamente los roedores deficientes de SOD-2 presentan alteraciones
cardiacas, neurodegeneracion, dafio mitocondrial y mueren a pocas semanas del nacimiento
(Faraci y Didion, 2004). La catalasa y la glutation peroxidasa son enzimas antioxidantes que
eliminan uno de los principales factores que conforman al estrés oxidativo como lo es el H202,
esto mediante su reduccién a H20. Como se menciond anteriormente el estrés oxidativo es
uno de los principales factores que interviene en el desarrollo de hipertension arterial pulmonar,
por lo que, la sobreexpresion de este par de enzimas reduce la vasocontriccion pulmonar
hipéxica disminuyendo la probabilidad de desarrollar HAP, mientras que evidencias cientificas

han demostrado que la inhibicién farmacoldgica de estas enzimas incrementan el riego de
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desarrollar dicha enfermedad (Frazziano y cols, 2011), haciendo evidente el rol que juegan en

el mecanismo fisiopatolégico de la HAP.

1.2.3.4. Farmacoterapia
La lesion y disfuncién de las células endoteliales es fundamental para el desarrollo de las
anomalias observadas durante la HAP Por lo tanto, se genera un desequilibrio en los
mediadores vasoactivos normalmente producidos por el endotelio (Gabbay y cols,
2007). Principalmente, la patologia se genera con la reduccion en la produccion de
prostaciclina, NO y péptido intestinal vasoactivo (VIP), asi como con aumento en la produccion
de endotelina 1 (Humbert y cols, 2004 ); por lo tanto la terapéutica de la HAP actualmente

disponibles actuan al menos en parte, en la correccidn de este desequilibrio.

Para el tratamiento de esta enfermedad a los pacientes del grupo | generalmente se les
administra alguno de los 13 vasodilatadores pulmonares aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA); desafortunadamente muchos de estos no resultan ser especificos en el
tratamiento de la HAP, es decir, que al administrar algunos de estos se comprometen otros
sistemas como la circulacion mayor, sin mencionar que algunos de ellos resultan ser bastante
costosos y tediosos en su administracién, ademas algunas de estas estrategias farmacologicas
solo se indican en ciertos grupos de hipertensos pulmonares como el caso del I, IVy V, y en
cambio no se sabe el efecto de estos en los pacientes pertenecientes a los grupos Il y IlI; sin
embargo, muchos de estos pacientes llegan a desarrollar HAP, por lo que podrian sumar
también al grupo | y ser candidatos a la administracion de dichas farmacoterapias (Galie y cols,

2016).
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De acuerdo con instituciones internacionales como la European Lung Fundation (ELF), en la
guia de la practica clinica del IMSS para el tratamiento de la hipertensiéon pulmonar en México
se recomiendan diversas estrategias terapéuticas como es el caso de los bloqueadores de
canales de calcio (BCC) como el amlodipino o nifedipino de la familia de las dihidropiridinas;
estos BCC al controlar el metabolismo del calcio regulan la matriz extracelular y la produccion
de colageno, (Lee y Ping, 1990); el nifedipino al bloquear los canales de Ca?* dependientes
de voltaje altera la homeostasis del calcio a nivel intracelular evitando que se desarrollen los
mecanismos vasocontractiles dependientes de calcio (Hemmati y cols, 2014), ademas se
reportd que ejerce una actividad antioxidante en algunos estudios in vitro (Lupo y cols,
1994). Otro conjunto de farmacos son los donadores de NO, como el NO inhalado, el cual una
vez que haya difundido a la CMLV activara a la GCs y se realizara la via comun a través del
GMPc para generar vasodilatacion (Hobbs e Ignarro, 1996) o el nitroprusiato de sodio que es
un donador intracelular de NO y potente vasodilatador, su uso es exclusivamente en
administracion intravenosa. El NO inhalado es eficaz para disminuir las presiones pulmonares
y mejorar la hemodinamica en pacientes ventilados (Zapol y cols, 1994), pero generalmente
se limita a la unidad de cuidados intensivos y generalmente requiere una ventilacion con
presiéon positiva. La administracion prolongada de NO puede inducir metahemoglobinemia y

disfuncion plaquetaria (Gabbay y cols, 2007).

Los antagonistas del receptor de la endotelina como el bosentan o el ambrisestan, impiden la
unién de la endotelina a su receptor ETa a nivel muscular, evitando la activacion de la proteina
G y por lo tanto la produccién de IP3 y DAG, por lo que no generaran aumento de la
concentracion intracelular de calcio ni la activacion de la PKC, respectivamente, evitando de

esta manera la contraccion muscular (La y Reid, 1995; Kurtel y Ghandour, 1999). El bosentan
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fue el primer antagonista de los receptores de endotelina aprobado para el uso de HAP. Existen
estudios clinicos que han demostrado que, en la HAP, el uso de bosentan se asocia con una
mejor capacidad de ejercicio, con un aumento de la hemodinamica cardiopulmonar, de la
calidad de vida, retraso en el empeoramiento clinico y mejor supervivencia (Gabbay y cols,
2007) Desafortunadamente el bosentan es un medicamento con costos muy elevados y por lo

tanto de dificil acceso a la poblacién general.

También se ha demostrado que los analogos de prostaciclina como el treprostinil (que puede
administrarse por via intravenosa o por via subcutanea) y el iloprost (que puede administrarse
por via inhalada o por via intravenosa) se unen al receptor de la prostaciclina que se encuentra
acoplado a una proteina G que activa a la adenilato ciclasa para producir AMPc y de esta
manera producir relajacion del musculo liso vascular; debido a esto se ha reportado que con
ese medicamento se mejora la capacidad de ejercicio (Olschewski y cols, 2002). Un ensayo
clinico demostré mejoria en la hemodinamica cardiopulmonar y en la clase funcional cardiaca
en los pacientes hipertensos pulmonares pertenecientes al grupo | a partir de los 3 dias de uso

hasta las 12 semanas (Paramothayan, 2008).

Otro conjunto de farmacos empleados en el tratamiento de la hipertensién arterial pulmonar
son los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 principalmente el sildenafilo y tadalafilo (Galie

y cols, 2016).

El sildenafilo es un activo oral, potente y selectivo inhibidor de PDE tipo 5, que ejerce su efecto
farmacolégico aumentando la concentracion intracelular de GMPc. Este medicamento es

aprobado para el tratamiento de la disfuncion eréctil, y ademas, es eficaz para los pacientes
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con HAP (Sastry y cols, 2004). El mecanismo de este efecto no esta claro y se ha atribuido, al
menos en parte, a su capacidad para inducir una vasodilatacion aguda de la capa vascular
pulmonar (Ghofrani y cols, 2002) debido a que una vez que el NO se encuentra a nivel
intracelular en las CMLV activa a la GCs. Esta ultima biotransforma al GTP en GMPc, el cual
por diversos mecanismos favorece la relajacion vascular, es decir, los efectos vasodilatadores
pulmonares del NO estan mediados a través del GMPc, que se degrada rapidamente por la
fosfodiesterasa tipo 5 (Galie y cols, 2005). Por lo que, al inhibir selectivamente la
fosfodiesterasa tipo 5 con citrato de sildenafilo se promueve la acumulacién intracelular de
GMPc y por lo tanto, aumenta la vasodilataciéon mediada por NO, ademas se ha reportado
que también puede tener efectos antiproliferativos sobre las células musculares pulmonares
(Tantini y cols, 2005) y adicionalmente se ha demostrado que el sildenafilo potencia el efecto
antimitogénico de nitratos organicos en células de musculo liso de la arteria coronaria bovina

(Osinski y cols, 2001).

La administraciéon de sildenafilo se ha asociado con mejoras en los pacientes pertenecientes
al grupo | en cuanto a la hemodinamia y capacidad de ejercicio (Galie y cols, 2005). Ademas,
estudios en pacientes con hipertension arterial pulmonar idiopatica demuestran que el
sildenafilo es benéfico en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar (Sastry y cols,

2004).

Actualmente, se ha generado un gran auge en la investigacion de los efectos del sildenafilo
sobre distintas patologias cardiovasculares principalmente, debido a que se le han reportado
efectos benéficos como la disminucion del estatus oxidativo (Sikandaner vy cols, 2017), la

diminucion de la formacion de placas de ateroma (Balarini y cols, 2013) y disminucién de la
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proliferacion celular, asi como, la restauracion de la funcion endotelial (Erdogan y cols, 2007)
principalmente. Se ha utilizado al sildenafilo para tratar la HAP en nifios debido a su efecto
sobre la relajacion de los vasos sanguineos, lo que permite un mejor flujo sanguineo en la
zona pulmonar y aumenta el efecto del NO por inhibiciéon de la fosfodiesterasa de tipo 5,
responsable para la degradacion de GMPc, mejorando asi la relajacion de los musculos lisos

y favorece el flujo sanguineo.

A pesar de las estrategias anteriormente mencionadas en algunos casos no se puede tratar la
HP sin comprometer a la presion sistémica y en otros casos no se han descrito completamente
los efectos de cualquier indole que generan estas estrategias, por lo que en muchos casos se
recurre a la combinacién de las terapias mencionadas. A pesar de ello los signos no se han

logrado disminuir asi como tampoco la mortalidad de estos pacientes.

En la busqueda de un tratamiento para la hipertension arterial pulmonar generada por diabetes,
nuestro grupo de investigacion encabezado por el Dr Lépez-Lopez, han realizado diversas
estrategias farmacolégicas tratando de inhibir la disfunciéon endotelial y la hiperrespuesta
contractil a serotonina como principales mecanismos involucrados en la génesis y progresion

de la HAP.

1.2.4. Serotonina e hipertension arterial pulmonar
La evidencia que apunta al hecho de que la 5-HT tiene un papel en la génesis de la hipertension
arterial pulmonar inicié en la década de los 60°s con la llamada “hipotesis de la serotonina”,
gue se genero a partir del estudio de la administracion del medicamento anorexigénico utilizado

en el tratamiento de la obesidad fenilfluoramina. Estudios de microdialisis in vivo en el cerebro
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de rata mostraron que este medicamento aumenta la 5-HT extracelular, aumento que se asocio
con la presencia de hipertension pulmonar primaria (HPP) (Abenhaim y cols, 1996)y
valvulopatia cardiaca (Connolly y cols, 1997), por lo que fue una preocupacion importante en
la evaluacion de la relacion riesgo-beneficio de dichos medicamentos. Por otra parte, datos
epidemiologicos rigurosos demostraron y confirmaron que, sumados a la fenfluramina,
la d- fenfluramina y el aminorex, otros agentes anorexicos aumentan el riesgo de HP

(Abenhaim y cols, 1996).

Estudios clinicos y experimentales informaron que el aminorex, la fenfluramina y el bloqueo de
las corrientes de salida de K* por parte de la d-fenfluramina en las células musculares lisas de
la arteria pulmonar de rata aumentan la presion de perfusion en pulmon aislado de rata. En
consecuencia, se propuso gue la inhibicion de los canales de K* pulmonares podria conducir
a HPP en individuos susceptibles mediante el aumento de la presion arterial pulmonar
(Rothman y cols, 1999). Bajo este mismo sentido se investigé el papel que tienen los
transportadores de 5-HT (SERT) respecto a los medicamentos anorexigénicos relacionados
con HAPP vy se reportdé que el tejido pulmonar contiene SERTSs idénticas a la de cerebro
(Ramamoorthy y cols, 1993), que sirven para acumular 5-HT circulante, por lo que muestran
gue todos los farmacos que se sabe que aumentan el riesgo de HPP son potentes sustratos
SERT (Rothmany cols, 1999). Por consiguiente, los SERT pulmonares puede funcionar como
una "puerta de entrada" que facilita la acumulacion y toxicidad posterior de tales farmacos, lo
gue conduce en Ultima instancia a la HPP. Por otra parte, también se reportd que este tipo de
medicamentos inhiben la recaptura de 5-HT y por lo tanto, genera un subsecuente aumento
de sus receptores (Rothman y cols, 1999) provocando aumento en la presion arterial pulmonar.

A suvez se ha propuesto que el aumento de concentracion de 5-HT aumenta la concentracion
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intracelular de calcio al favorecer la liberacion a nivel sarcoplasmatico (Reeve y cols, 1998) y
flujo desde la parte extracelular (Reeve y cols, 1999), resultando en un considerable aumento

de riesgo de hipertension pulmonar.

El mecanismo concreto por el cual estos farmacos aumentaban el riesgo de HPP no se ha
determinado. Sin embargo, se ha planteado la hipotesis de que los medicamentos similares a
la fenfluramina elevan la 5-HT de la sangre al liberar la 5-HT de las plaquetas, lo que podria
causar aumentos cronicos en la presion arterial pulmonar y el crecimiento del masculo liso

arterial. (“hipotesis de la serotonina”).

En el humano la 5-HT genera tanto vasoconstriccion como vasodilatacion dependiendo de la
capa vascular en la que actue (Gamoh y cols, 2013); por lo tanto, y principalmente los
receptores 5-HT1s, 5-HT2ay 5-HT2s tienen un rol importante en la patobiologia de la HAP, pues
modifican el tono vascular en arterias pulmonares pequenas (Morecroft y cols, 1999; Gamoh y

cols, 2013).

El mecanismo de accion de las familias de los receptores tipo 1 (proteinas Gi/Go) es inhibir la
adenilato ciclasa y los de tipo 2 (G¢/G11) es la activacién de la PLC, asi como la via Ga y
activacion de RhoA evocando vasoconstriccion a traves de la activacion de la cinasa de la
cedena ligera de la miosina (MLCK) e inhibicion de la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina (MLCP) (Matsuo y cols, 2011), por lo que a ambos tipos de receptores se les asocia

con la regulacion del tono de los vasos sanguineos (Figura 16).
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La 5-HT es secretada por las células neuroenddcrinas pulmonares y los cuerpos
neuroepiteliales de las vias respiratorias en respuesta a estimulos como la hipoxia la cual es
una condicidn que aumenta la sensibilidad a 5-HT y la cantidad de transportadores 5-HTT,
teniendo a su vez como accion secundaria el aumento de su actividad (MacLean y cols, 2000),
y una alta concentracion de 5-HT. Estos cambios tienen efectos mitégenos que toman parte en
el engrosamiento de la pared vascular (Rabinovitch y cols, 2012; Humbert y cols, 2004; Morrell
y cols, 2009; Hassoun y cols, 2009). Paralelo a estos efectos existen multiples eventos
microtrombaoticos en las arterias pulmonares, promovidos principalmente por la activacion de
la coagulacién intravascular, la disfuncion plaquetaria y la alteracion en la relacion de los

vasoconstrictores y mediadores pro-coagulantes de la célula endotelial.
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Figura 16. Mecanismos de vasoconstriccion dependientes de la activacion de proteinas G evocados por serotonina.
Los receptores de la familia 5-HT2 se encuentran unidos a la proteina Gq, que activa la via de sefializacion por fosfolipidos de
inositol aumentando la concentracion citoplasmatica de calcio, y los receptores de la familia 5-HT1 estan unidos a proteinas
Gi que inhiben a la adenilato ciclasa impidiendo la formacién de AMPc (modificado de Alberts y cols, 2002).

Eddahibi y colaboradores reportaron en el 2006 que el gen del 5-HTT se encuentra
particularmente aumentado en la capa media de las arterias pulmonares durante la HAP

primaria, y ademas se sabe que un incremento local de esta sustancia contribuye a la HAP
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(McLean y cols, 2000), ya que se ha demostrado que juega un papel importante en la génesis
de la patologia al promover la proliferacion de las CMLV pulmonares, lo cual se convierte en
un importante componente de la remodelacién arterial pulmonar durante la HAP, al favorecer
el aumento de la vasoconstriccion y la microtrombosis a nivel arterial pulmonar (McLean y cols,

2000).

La 5-HT promueve la proliferacion de las CMLV pulmonares, la vasoconstriccion vy
microtrombosis local (Fanburg y Lee, 1997), e inicia la accién mitdgena a través de la union de
la serotonina con los receptores de superficie celular 5-HT2a y posterior activacion de la via
fosfatidilcolina especifica de la fosfolipasa C activando proteinas cinasas que conllevan a la
activacién de factores de transcripcion (Goppelt y Stroebel, 1998). Ademas en pacientes con
HAP se ha descrito un aumento en la expresion y funcién de los 5-HTT (Eddahibi y cols, 2001),
los cuales favorecen la entrada de serotonina a las CMLV y subsecuente aumento de las
especies reactivas de oxigeno, activaciéon subsecuente de la via de sefalizacién para

proliferacion (McLean, 2007) y activacién de los receptores a 5-HT (Welsh y cols, 2004).

En una patologia como la diabetes se analizo el posible papel de los cambios en los receptores
5-HT2a en el desarrollo de la HAP.Se observd un aumento de su expresion en homogenizados
de pulmoén por Western blot, y se reporté un aumento en la expresion de los receptores 5-HT2a
de 2 veces en ratas diabéticas respecto a ratas control (Lopez-Lépez, 2011) (Figura 17),
haciendo evidente que este tipo de receptores tienen un alto grado de participacion en el

desarrollo de HAP.
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Figura 17. Expresion de receptores 5-HT2a en pulmones de ratas diabéticas. y controles paralelos. Los resultados son
expresados como la media + EEM. **P < 0,01 vs control. (Tomada de Lépez-Lopez y cols, 2011).

1.3. Diabetes mellitus e hipertension arterial pulmonar
Se han hallado evidencias de que, no solo la DM puede predisponer a la HP, sino que también
puede empeorar el prondstico de aquellos individuos con HAP que desarrollan DM (Secretaria
de Salud, 2010; Grinnan y cols, 2016). En la bibliografia podemos hallar evidencia que indica
esta relacion entre las dos entidades patoldgicas, pero en sumomento se le presté poca o nula
atencion. Al respecto se ha reportado que en el modelo de rata diabética inducida por
estreptozotocina, se genera hipertrofia ventricular derecha. Sin embargo, este hallazgo no fue
considerado en un inicio como un indicador del incremento de la presion a nivel pulmonar (Al-
Shafei y cols, 2002). En el 2004 se describié que en pacientes humanos la DM es un fuerte
factor que incrementa el riesgo de sufrir falla cardiaca, enfermedad coronaria e hipertension,

asi como disfuncion sistolica, diastdlica y ventricular derecha (Kosmala y cols, 2004).

El incremento del estrés oxidativo da lugar a la disminucién de la biodisponibilidad del NO
generando disfuncién endotelial (Figura 18) favoreciendo entonces un posible incremento de
la resistencia vascular pulmonar, que aunado al incremento de la respuesta contractil a

agonistas como la 5HT (Lépez-Lopez y cols, 2011) (Figura 19), puede explicar la presencia de
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HAP inducida por la DM en un modelo experimental (Moral-Sanz y cols, 2012) (Figura 20). Sin
embargo, los mecanismos subyacentes aun se deben seguir estudiando. En este proyecto
evaluamos si la HAP inducida por la diabetes esta relacionada con la via de seializacion

mediada por el NO empleando como herramienta a un inhibidor de la PDES.
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Figura 18. La diabetes induce la disfuncion endotelial. En arterias pulmonares de ratas control y diabéticas se analizaron
las respuestas vasorelajantes a la acetilcolina. Los anillos arteriales fueron pre estimulados con fenilefrina (100 nmol /). Los
resultados son expresados como la media + EEM. *P< 0.05 y ** P < 0,01 vs anillos control. (Tomada de Lépez-Lépez, 2008).
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Figura 19. Arterias pulmonares de ratas diabéticas son hiperreactivas a 5-HT. Efecto vasoconstrictor inducido por 5-HT
en arterias pulmonares de ratas diabéticas y control con el endotelio-intacto (+E). (Tomada de Loépez-Lopez, 2011).
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Figura 20. La diabetes incrementa la presion arterial pulmonar. Se midié la presion sistdlica ventricular derecha (RVSP).
Cada columna representa la media + EEM en ratas control ¢ diabéticas. ** P <0,01 vs control. (Tomada de Moral-Sanz, 2012).

Entre los mecanismos evaluados y dirigidos concretamente a la disminucion de la resistencia
vascular pulmonar se encuentra la administracion de un donador intracelular de NO como lo
es el nitroprusiato de sodio (NPS), el cual de manera directa activa a la GCs en las CMLV
imitando los efectos del NO endotelial. Al comparar la relajacién inducida por la GCs no se
observaron diferencias entre el porcentaje de relajacion de una arteria pulmonar diabética
respecto a la relajacién de arterias pulmonares control (Lopez-Lopez y cols, 2008) (Figura
21A), es decir, que al evitar el paso de la difusion del NO de la célula endotelial a la CMLV se
evita la disminucion de la biodisponibilidad de NO. Sin embargo, no se podria aplicar esta
estrategia terapéutica sin comprometer a la presion arterial sistémica, por lo que se evaluaron
otros mecanismos como la administracién de un barredor de radicales libres, la enzima
superoxido dismutasa (SOD), que como era de esperarse, debido a que el principal origen de
la disfuncion endotelial radica en el estrés oxidante, mejoré la funcion endotelial de las arterias
pulmonares diabéticas hasta los niveles de la arteria pulmonar control (Lopez-Lépez y cols,
2008) (Figura 21B). Con el conocimiento de que la disfuncion endotelial es generada por estrés

oxidativo proveniente principalmente de la NADPH oxidasa, se probd la inhibiciéon de la NADPH
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oxidasa (principal fuente de EROS a nivel vascular) con apocinina, y de la misma manera que

con NPS y SOD tampoco se observaron diferencias significativas entre arterias pulmonares

control y DM (Lopez-Lépez y cols, 2008) (Figura 21C)

Por otra parte, se realizé un experimento encargado de evaluar el efecto que tendria el inhibir
de manera competitiva con ketanserina a los receptores 5HT2a sobre la respuesta contractil a
serotonina. Este farmaco produjo un desplazamiento hacia la derecha de la curva de las
concentraciones respuesta a 5-HT, lo cual sirvi6 como un indicador de la potencia del
antagonista y para indicar que estos receptores parecen desempefiar un papel importante en
la contraccion 5-HT (Lépez-Lopez y cols, 2011). La potencia de ketanserina fue similar en los

animales control y los animales diabéticos.

Actualmente debido a todas las evidencias cientificas que se han ido acumulando sobre el
efecto que tienen los inhibidores de la PDES5, pareciera ser que este es un conjunto de
farmacos que podrian actuar en diversos puntos clave para evitar la presencia de HAP de

cualquier tipo, incluida la HAP inducida por DM.
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Figura 21. Evaluacion de la disfuncién endotelial. A: relajacién inducida por nitroprusiato de sodio en las arterias
pulmonares estimuladas con fenilefrina (100nmol / I). B: efecto de la preincubacién con superdéxido dismutasa (SOD, 100 U /
ml) sobre la disfuncién endotelial. C: efecto de la preincubacion con apocinina (300 umol / |) sobre la disfuncién endotelial
(Tomada de Loépez-Lopez y cols, 2008).
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1.3.1. El papel del estrés oxidativo y disfunciéon endotelial en el vinculo diabetes
hipertension pulmonar
Evidencias cientificas indican que la hipoglucemia juega un papel importante en las
complicaciones de la DM (Wright y Frier, 2008) pues se ha descrito que causa estrés oxidativo
(Singh y cols, 2004), inflamacion (Gogititdze y cols, 2010) y disfuncién endotelial (Wang y cols,
2013). Ademas, se le asocia con enfermedad cardiovascular y tanto estudios basicos como
epidemioldgicos han demostrado esta relacion entre diabetes, estrés oxidativo pulmonar y

disfuncion vascular (Fouty, 2008).

Al inicio de la década pasada se describio que la incubacion de células endoteliales in vitro con
altas concentraciones de glucosa activa la proteina cinasa C y aumenta la expresion del gen
de eNOS asi como la produccion de O.-. Por otro lado, en un modelo de rata diabética inducida
con estreptozotocina se genero disfuncién endotelial, efecto que se le adjudicé al aumento de
la produccion de O.- vascular que condujo a la disminucién de la biodisponibilidad del NO
vascular en aortas diabéticas. Dicho efecto se observo revertido cuando se administré un

hipoglucemiante (Zhonglin y cols, 2008).

Aunque la expresion de la eNOS fue notablemente mayor se le identific6 como una fuente de
O.-; al mismo tiempo se observé aumento en la activacion de la NADPH oxidasa y un aumento

de 7 veces en RNAm de gp91phox en vasos diabéticos (Hink y cols, 2001).

Por otra parte, en un modelo de rata diabética tipo 1 se ha reportado el aumento de la
subunidad p47°P"x de la NADPH oxidasa (Figura 22) lo cual conduce a un incremento del O.-

provocando disfuncion endotelial en arterias pulmonares (Lépez-Lopez y cols, 2008).
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Cuando se inhibe la producciéon de ATP o disminuyen sus concentraciones, se favorece la
activaciéon de la cinasa de AMP (AMPK), la cual incrementa la biotransformacion de AMP a
ATP, por lo que se considera como un componente celular fundamental de respuesta al estrés
(Hardie y Carling, 1997). Esta cinasa es fosforilada y activada en diversos tejidos por hormonas
y sustancias que actuan a través de diferentes grupos de receptores (Kishi y cols, 2010; Moule
y Denton, 1998), y por oxidantes como el peroxinitrito (Zou y cols, 2003) y el perdxido de
hidrogeno (Choi y cols, 2001). La activacién de la AMPK desencadena diversas funciones a
nivel metabdlico, pero, por otra parte, también la eNOS es un blanco de esta cinasa que
previene el estrés oxidativo asociado a la diabetes, en parte debido al aumento de la regulacion
de la proteina de desacoplamiento mitocondrial (UCP-2) (Zou y cols, 2004) que reacciona y
disminuye al Oz.- y la nitracion de la prostaciclina cinasa causada por las altas concentraciones

de glucosa (Zhonglin y cols, 2008).
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Figura 22. Rol de la NADPH oxidasa. Expresion de la subunidad p47phox en homogenizado de arteria pulmonar analizado
por Western blot. Los valores densitométricos fueron normalizados con la actina y presentados como porcentaje de valores
respecto al grupo control. (Tomada de Lopez-Lopez, 2008).
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La produccién de O.- ha sido relacionada de manera directamente proporcional con el aumento
de la glucemia, debido a que el estrés oxidativo también es producto de alteraciones a nivel
miticondrial durante la hiperglucemia (Giacco y Brownlee, 2010) al igual que durante la
hipoglucemia (Singh y cols, 2004); de hecho se le considera como el factor comun en la

génesis de la disfuncién endotelial y la inflamaciéon en ambos casos.

Se tomd como indicadores de la funcién endotelial a los mediadores de la dilatacion endotelial
los cuales se encontraron disminuidos significativamente en las personas con DM1 indicando
la presencia de disfuncion endotelial, y al producir hiperglucemia en sujetos sanos se observo
el mismo efecto pero mas pronunciado, debido a que no cuentan con “memoria metabdlica”; a
la par de estos resultados se encontraron aumentados los niveles de los indicadoreas de estrés
oxidativo e inflamacién, respecto a pacientes normoglucémicos (Ceriello y cols, 2012).
Simultaneamente el tratamiento con antioxidantes disminuye el estrés oxidativo, mejora la

funcién endotelial y disminuye la infamacion (Ceriello y cols, 2012).

La vasodilatacién independiente del endotelio no se modifica con el cambio de las
concentraciones de glucosa (Ceriello y cols, 2012), sin embargo, recientemente se les
considera tanto a la hiperglucemia como a la hipoglucemia factores que participan en el
desarrollo de aterotrombosis e inflamacién, por lo tanto se sugiere que en la practica clinica se

corrijan gradualmente los niveles de glucemia en los pacientes diabéticos.

La NADPH oxidasa es una fuente de O.- y se clasifica en grupos denominados NOX (NADPH
oxidasa sistémica). De acuerdo a los homdlogos que se han reportado para la sub unidad

catalitica de esta enzima (gp91P"°%) denominada NOX2. En humanos existen 7 isoformas
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distintas de esta enzima las cuales se clasifican en tres grupos: el grupo NOX2 conformado
por las isoformas (NOX1, NOX3 y NOX4, el grupo conformado por dual oxidasas (DUOX1 y
DUOX2) y el tercer grupo NOX5. Estas distintas isoformas varian en su mecanismo de
activacién y distribucion. En las tres capas que conforman los vasos sanguineos han sido
detectadas la NOX1, NOX2, NOX4 y NOX5 (predominando en la capa adventicia) (Pedyala y
cols, 2009). Ademas, son probablemente a nivel vascular la principal fuente de O.- (Perez-

Vizcaino y cols, 2002).

Las EROS generadas por las NOX vasculares pueden actuar como mensajeros y activar
sefales intracelulares en un rango de vias que involucran regulacion del tono vascular,
proliferacion y apoptosis, respuesta inflamatoria, fibrosis y calcificacion. En células patolégicas
se encuentra presente la NOX2, la cual se encuentra compuesta por las sub unidades p22°hox
y NOX2, sin embargo, para su activacion se requiere del reclutamiento citosdlico de las sub
unidades p47Pox p4Qrhox pg7Phox y Rac-1. NOX 4 se encuentra ampliamente expresado en
células endoteliales y en células del musculo liso vasculares pulmonares, para su actividad no
necesita de reclutamiento de otras subunidades pues su actividad es constitutiva.
Adicionalmente las NOX pueden ser activadas por el estimulo de receptores acoplados a
proteinas G (5-HT, endotelina, TXA2, angiotensina-ll y trombina), citocinas o cambios en los
niveles de oxigeno (Briones y Touyz, 2010). Es sabido que la hiperoxia es una fuente de estrés
oxidativo por incremento de O.- mitocondrial, y la hipoxia es uno de los métodos utilizados para
generar hipertension pulmonar experimental. Por otra parte, la hiperoxia es capaz de generar
estrés metabodlico debido a que causa disfuncion mitocondrial a través de la modificacion
oxidativa de las membranas mitocondriales, asi como, de la via del metabolismo glicolitico

(Rehman y cols, 2010).
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La mitocondria también es una fuente importante de EROS en el sistema cardiovascular en
condiciones fisiologicas, pues se considera que entre el 2-3% del oxigeno consumido es
derivado en este tipo de especies. Este organelo contiene enzimas involucradas en el
metabolismo del piruvato y de acidos grasos para producir acetil coenzima A (ACoA) que con
ayuda de NADH y FADH2 forman un gradiente de protones en el interior de la membrana
mitocondrial, usado para la sintesis de ATP (Pérez-Vizcaino y cols, 2010). La produccion
mitocondrial de EROS es dependiente de su biogénesis, de su fusién-fision y de sus procesos
bioenergéticos, asi como de alteraciones en los diferentes procesos genético-moleculares de
la mitocondria y su localizacion (Rathore y cols, 2008; Waypa y cols, 2010). La produccion
mitocondrial de EROS es dependiente de la concentracién de oxigeno, y curiosamente genera
el mismo efecto tanto el aumento como la diminucion de este elemento respecto a las
concentraciones celulares basales (Stowe y Camara, 2009). La disfunciéon mitocondrial ha sido
demostrada en muchos modelos animales con HAP, asi como en humanos. Por lo tanto, el
estrés oxidativo ha sido asociado con esta enfermedad no solo en su génesis, sino que también
la exacerba esta condicién; por lo que algunos estudios muestran que la reduccion de las
EROS es benéfica en modelos con HAP. Finalmente, la regulacion mitocondrial de la
produccion de EROS es seguida por la activacion de otros factores de transcripcion con un rol
fisiopatoldgico en la hipertensién pulmonar (Rabinovich, 2008). Sin embargo, no son los
unicos, ya que también el NO y metabolitos de nitrato actian como reguladores mitocondriales

dependientes de GMPc en algunos casos.

Los receptores tipo 2 de la proteina morfogenética del hueso (BMPR2) y los canales de potasio
dependientes de voltaje (Kvi.5) son proteinas clave implicadas en la aparicion y desarrollo de

HAP. Durante la diabetes se observo un claro aumento en la regulacion de la expresion del
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BMPR2 a nivel pulmonar (Figura 23A). En contraste, la expresion de la proteina del canal Kv1.5
no se modificé significativamente en estos animales diabéticos (Figura 23B). Sin embargo, se
ha reportado que los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) juegan un rol importante
en la regulacion del tono vascular pulmonar y la inhibicion de estos contribuye a la
vasoconstriccion pulmonar hipdxica (Archer y cols, 1993). En presencia de EROS modifican
su sensibilidad a la oxidacion y reduccién de los agentes (redox), y respecto a estos cambios
aumenta o disminuye la amplitud de la corriente de K respectivamente (Olschewski y cols,
2004), modificando el potencial de membrana, alterando la probabilidad de apertura de los
canales de calcio y por lo tanto las concentraciones intracelulares de este ion. Aunado a esto
se ha demostrado la relacion del aumento del calcio con la sensibilidad de los canales de
rianodina en las arterias pulmonares, los cuales al desensibilizarse al Ca?* favorecen el
aumento de su concentracion intracelular y aumento de la vasoconstriccion en un modelo de
rata (Pourmahram y cols, 2008). Bajo este mismo sentido la mutacién del BMPR2 puede ser
inducida por estrés oxidativo y metabdlico y se ha mostrado en asociacion con la mayoria de
los casos que desencadenan en HAP hereditable o idiopatica. Debido a esto, la propia
mutacion del BMPR2 generada por hipoxia 6 hiperoxia es suficiente para causar estrés
metabdlico y dafo oxidante mitocondrial, ya que se encontré que en cultivos de células
endoteliales que presentan esta mutacion produce el aumento de productos de
lipoperoxidacién, sin embargo, no es suficiente para causar dafio oxidativo metabdlico en
condiciones basales. De la misma manera la expresion de mutaciones en el BMPR2 in vivo

causa substancial oxidacion en mitocondrias de hepatocitos.
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Figura 23. La diabetes disminuye la expresion de BMPR2 pero no de Kv1.5. Ay B, expresion de BMPR2 (A) y Kv1.5 (B)
en los pulmones de diabéticos y control paralelo. La expresion fue medida por Western blot. *P < 0,05 vs control. (Tomada de
Lépez-Lopez, 2011).

Por su parte en condiciones basales durante el metabolismo del acido araquidénico también
se puede generar O.- de tres principales maneras: la primera es la via de la ciclooxigenasa ya
que la sintesis de las prostaglandinas o tromboxanos es en presencia de COX y como ya
describimos, esta enzima es una de las principales fuentes de O.- a nivel vascular. La segunda
es la via de la lipooxigenasa, la cual produce acido hidroxieicosatetrandico que puede ser un
mediador en la producciéon de EROS a nivel vascular y la tercera es la via de la citocromo P-
450 monooxigenasa, por la cual se pueden generar varios epoxidos e hidroxiacidos (Pérez-
Vizcaino y cols, 2010). Por lo tanto, Los prostanoides al ser sintetizados por la accién de la
PLA2, de la COX y ser dependientes de la expresion relativa de las enzimas que metabolizan
la PGH2 y TX en cada tipo celular, se esperaria que aumente la produccion de O.- durante la

diabetes debido a las alteraciones propias de esta enfermedad metabdlica.

70



Otra importante fuente de EROS es la eNOS, que es un complejo enzimatico homodimérico
que cataliza la formacion de NO a partir del aminoacido L-arginina por transferencia electronica
entre el cofactor NADPH, el grupo hemoprostético y la tetrahidrobiopterina (BH4). Dicha enzima
puede desacoplarse bajo condiciones limitantes de L-arginina o de la BH4 y los electrones

pueden transferirse al oxigeno con la subsecuente formacion de O.- y decremento de NO.

Existen otras fuentes de EROS como es la xantina oxidasa (XO) presente en el endotelio
vascular, cataliza la formacién de hipoxantina a xantina y ésta a su vez a acido urico generando
NADH y O.- (Pérez-Vizcaino y cols, 2010), o la monoaminooxidasa que genera O.- durante el
metabolismo de las enzimas, incluso generadas por reacciones no enzimaticas producto de la

autooxidacion enddgena, entre otras fuentes.

Las EROS pueden tener diferentes blancos a nivel intracelular por medio de los cuales causan
las alteraciones arteriales pulmonares que conducen a la hipertension. Las proteinas cinasas
juegan un papel importante en el control de las funciones celulares como la proliferacion,
motilidad, contraccién y apoptosis, y son uno de los principales blancos de las EROS.
Concretamente las Rho cinasas y la proteina cinasa C (PKC) actuan de manera directa en el
control de los mecanismos intracelulares que conducen a la regulacién del tono vascular,
modificando tanto la concentracion intracelular del ién calcio como de la sensibilizacion de sus
efectores. Ademas, se ha demostrado que la PKC es una importante molécula que en
respuesta a las EROS activa la cascada de sefalizacion en el musculo liso vascular (Oeckler

y cols, 2005).
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De manera fisiopatoldgica las EROS tiene un rol especifico en el desarrollo de HAP, pues tanto
el O.- como el peroxido de hidrégeno son moduladores del tono vascular, pero se ha observado
que principalmente el O.- contrae de manera reversible a la arteria pulmonar. Por otra parte, el
H202 genera tanto contracciéon como relajacion fisiolégica dependiente principalmente del
factor contractil dependiente del endotelio y por el factor hiperpolarizante dependiente del
endotelio; concretamente en arterias pulmonares induce respuesta contractil (Cogolludo y cols,

2006).

Es perfectamente sabido que la pronta reaccién entre el O.- y el NO es un mecanismo que
induce disfuncion endotelial tanto a nivel sistémico como a nivel pulmonar y este efecto se
potencia cuando hay un aumento de las fuentes productoras de O.- bajo condiciones
patolégicas o inhibiciéon endégena de SOD (Lopez-Lopez y cols, 2008, 2001). Por otra parte,
también la inhibicion de las enzimas Cu/Zn SOD vy el incremento de la presencia de H20:2
favorece la remodelacién vascular caracterizada por hipertrofia, sugiriendo por lo tanto que la

presencia de EROS estimula la proliferacion celular (Wedgwood y cols, 2001).

El incremento de las EROS han sido asociadas en arterias pulmonares con el estimulo de
diferentes vias de senalizaciéon como las del TXA2, endotelina-1, angiotensina-ll y 5-HT
(Briones y Touyz, 2010; Cogolludo y cols, 2006; Jernigan y cols, 2008); ademas se ha reportado
que la 5-HT en células bovinas vasculares pulmonares de musculo liso aumenta la
concentracion de EROS mediante la activacién de la NADPH oxidasa (Pérez-Vizcaino y cols,

2010).
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Un buen numero de evidencias cientificas indican que el estrés oxidativo contribuye a la
patogénesis de la HAP resultado de la suma de factores como el aumento de la capacidad
contractil de las arterias pulmonares, proliferacion y remodelacion de las células endoteliales
y del musculo liso y trombosis aunado a la disfunciéon endotelial que es un factor importante
que contribuye a la fisiopatologia de esta enfermedad (Rabinovitch, 2008) debido a que el
estrés oxidativo disminuye la biodisponibilidad del NO. En este sentido, la regulacion de varias
fuentes de EROS se encuentran aumentadas durante la HAP, asi como es el caso de la NOX,
XO, la eNOS desacoplada y las alteraciones en la cadena transportadora de electrones

mitocondrial (Pérez-Vizcaino y cols, 2010).

Actualmente de acuerdo con algunas ideas se a considerar a la HAP como una enfermedad
de origen sistémico y metabdlico, ya que alteraciones globales de la insulina conducen a la
aparicion de HAP. También se ha descrito este efecto en pacientes con intolerancia a la
glucosa, obesidad o incremento de su indice de masa corporal, ademas en pacientes
hipertensos pulmonares se han detectado multiples alteraciones mitocondriales incluyendo
anormalidades especificas en las enzimas glicoliticas, alteraciones en la fision/fusion,
anormalidades en la dinamica mitocondria-reticulo endoplasmico y en la produccién de EROS

mitocondriales (Fessel y cols, 2013).

La disminucion de la dilatacion dependiente de NO es la manifestacion mas temprana de la
disfuncion endotelial. Existen multiples evidencias de que la vasodilatacion dependiente del
endotelio es anormal en arterias de conduccién y de resistencia en modelos animales con
diabetes al igual que se observa en personas con diabetes. Diversas evidencias clinicas y

experimentales identifican a la via de sefializacion del NO como la responsable de la aparicion
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de la HP. En condiciones normales, el NO producido en las células endoteliales por la éxido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) induce vasodilatacion a través del GMPc, ademas de que
inhibe la proliferacion de las células musculares lisas, la secrecion de endotelina, la agregacion
plaquetaria y la activacién y migracion leucocitaria (Budhiraja y cols, 2004; Morrel y cols, 2009).
En este sentido, estudios en modelos animales de HP han demostrado que la mutacion que
resulta en la inhibicién de la eNOS determina la aparicion de aumento en la presion arterial
pulmonar (Klinger y cols, 2013). En paciente con HP se ha cuantificado una reduccion de la
expresion de la eNOS en los tejidos pulmonares con la reduccion esperada de NO (von

Siebenthal y cols, 2016).

A nivel pulmonar, hemos reportado evidencias experimentales acerca de que el estrés
oxidativo, producto de la hiperglucemia, conduce de manera notable a la aparicion de la
disfuncion endotelial de arterias pulmonares, atenuando la relajacion dependiente de NO
endotelial debido a la disminucion de la biodisponibilidad del NO. Entonces, la diabetes y la HP
presentan en comun una disminucion de la biodisponibilidad de NO. En la circulacion sistémica
y pulmonar, la disminucién del NO es atribuida al incremento del ion O.- generado por sobre-
expresion de la NADPH oxidasa, enzima responsable en mayor proporcion de la produccion
de O.- durante la diabetes (Lopez-Lopez y cols, 2008). La reduccion de la biodisponibilidad
por el incremento del estrés oxidativo también la hemos observado en modelos de hipertension
pulmonar persistente neonatal, donde la NADPH oxidasa y la ciclooxigenasa inducen
incremento del estrés oxidativo y una reduccion del efecto relajante del NO. Entonces la
disfuncion endotelial por el incremento del ion O.- representa el mecanismo potencial que
vincula a la diabetes con la HP (Lépez-Lépez y cols, 2011; Lopez-Lopez y cols, 2012). Estos

hallazgos de nuestro laboratorio, contribuyen a soportar la hipétesis de que la diabetes es un
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factor de riesgo para la aparicion de HP, aunque sin lugar a dudas solo se han dado los
primeros pasos en la busqueda de los mecanismos que subyacen a esta relacidén entre estas

patologias incurables.
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2. Antecedentes

A nivel mundial, la diabetes presenta cada afio un crecimiento muy importante en el numero
de casos diagnosticados, tan solo en los Estados Unidos en el 2010, mas de 21 millones de
individuos contaban con diagndstico de diabetes (CDC, 2011). Es plenamente aceptado que
el tiempo de evolucion de la enfermedad y el poco control de la misma, son factores que
influyen de forma directa en la aparicion de disfuncion macro y microvascular sistémica que
determina la aparicion de las complicaciones crénicas propias de la diabetes como la
nefropatia, retinopatia y neuropatia. El mecanismo comun que comparten estas patologias es
la presencia de disfuncién endotelial (Brownlee, 2001). Los individuos que cursan con diabetes
tienen mayor riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares como infarto al miocardio y
evento cerebro vascular entre otros. Sin embargo, sélo en los ultimos anos se ha iniciado el
estudio del impacto de la diabetes sobre la vasculatura pulmonar. Estudios epidemioldgicos
han demostrado que los pacientes diabéticos presentan mayor riesgo de desarrollar
hipertension pulmonar independiente de otras comorbilidades como arteriopatia coronaria,
insuficiencia cardiaca congestiva e hipertensioén sistémica (Movahed y cols, 2005). Este hecho,
sin duda tiene un fuerte impacto en la salud de estos pacientes paciente y en el costo de
atencion por parte de los sistemas de salud, ya que la atencion de los pacientes con HP genera

mayores costos de atencion médica que un paciente sin la misma.

Desde el siglo pasado se conoce que la diabetes genera disfuncion diastdlica y sistolica
ventricular izquierda pero fue hasta los primeros afos de este siglo que se reporté que la
diabetes también genera disfuncion diastdlica en el ventriculo derecho (Kosmala y cols, 2004;
Fang y cols, 2003; Vinereanu y cols, 2003; Serrano y cols, 2014) y mas recientemente con el

avance en técnicas ecocardiograficas se ha agregado que también existe disfuncion sistélica
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(Parsaee y cols, 20012). Sin embargo, en las primeras observaciones, este hallazgo no fue
considerado como un posible signo de la presencia de HP inducida por la DM. Actualmente,
se conoce que pacientes que cursan con HP y DM presentan diferencias fisiolégicas en la
funcién del ventriculo derecho, con respecto a los que solo presentan HP, lo que sefala la
importancia de la DM en pacientes con HP (Abernethy y cols, 2015; Benson y cols, 2014;
Grinnan y cols, 2016). El estudio de la relacion entre DM y HP se considera importante, entre
otras causas, debido a que se ha observado que la supervivencia de pacientes con HP que
cursan también con diabetes es menor en relacion a los pacientes sin diabetes, posiblemente
por el dafio en los mecanismos de respuesta adaptativa del ventriculo derecho (Benson y cols,
2014; Abernethy y cols, 2015). A partir de la evidencia clinica, diversos estudios experimentales
se han dirigido hacia la busqueda de los mecanismos que vinculan a ambas patologias, esto
gracias al desarrollo de modelos animales experimentales. Entre los modelos animales que
aportan un fuerte vinculo entre ambas entidades se encuentran el ratén macho apoE” que
presenta resistencia a insulina y desarrolla HP, la cual por cierto es prevenida por rosiglitazona,

un antidiabético (Hansmann y cols, 2007).

Por otra parte, nuestro grupo ha empleado un modelo de rata diabética inducida por
estreptozotocina, el cual ha sido ampliamente utilizado para la investigacion de los
mecanismos involucrados en la génesis, evolucidn y complicaciones de la diabetes. En este
modelo se ha demostrado la presencia de disfuncion endotelial en arterias mesentérica,
cerebrales, aorta y, en el 2008, reportamos que ademas presenta disfuncion endotelial a nivel
de la arteria pulmonar (Lépez-Lopez y cols, 2008; Lépez-Lopez y cols, 2008a). Esta
caracteristica del modelo animal es de gran relevancia debido al conocimiento de que la

disfuncion vascular caracterizada por un dano en la relajacion vascular y/o hiperreactividad a
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vasoconstrictores contribuye a la alta incidencia de enfermedades cardiovasculares en la
diabetes y posiblemente al desarrollo de HP. Por otra parte, previamente se habia observado
en el mismo modelo la presencia de hipertrofia ventricular derecha (Al-Shafei y cols, 2002);
pero de la misma forma como ocurrié en estudios clinicos en humanos, el hallazgo no fue
considerado como una respuesta compensatoria del miocardio ante un incremento de la
presién pulmonar. Sélo en los ultimos anos, se han establecido estudios dirigidos a la relacion

entre diabetes e HP.

Existen diversas estrategias farmacolégicas recomendadas para el tratamiento de la
hipertension arterial pulmonar. Sin embargo, resultan ser de baja especificidad hacia el lecho
vascular pulmonar, y en muchos de los casos comprometen la presion sistémica. En el caso
concreto de los inhibidores de la endotelina-1 que son mas especificos a la circulacion menor
resultan ser de costos excesivamente elevados; por lo tanto, actualmente el sildenafilo ha
ganado terreno en este ambito, ya que es un inhibidor especifico de la fosfodiesterasa tipo 5
(PDESb), enzima responsable de la degradacion GMPc a nivel de los cuerpos cavernosos del
pene y a nivel del lecho vascular pulmonar; por lo tanto, el principal mecanismo de accién de
este farmaco es el aumento de la concentracién intracelular de éste mononucleétido ciclico
favoreciendo que se mantenga activa la via de senalizacién del NO a nivel del musculo liso

vascular pulmonar, permitiendo la relajacion muscular.

En la HAP, las evidencias cientificas y los datos clinicos indican alteracion de la via del NO-
GCs- GMPc por lo que recientemente el sildenafilo ha sido aprobado para el tratamiento de la
hipertension arterial pulmonar primaria (Thakkar y cols, 2016; Pradhan y cols, 2016). Se ha

descrito que la administracion de sildenafilo a dosis de 20-80 mg diarios por via oral en
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pacientes con HAP reduce la presion arterial pulmonar (Galié y cols, 2016) con pocas
interacciones y no requiere de un seguimiento intensivo, por lo que es una alternativa atractiva
en relacion a otras estrategias terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad. Otra
evidencia es que en pacientes pediatricos, el sildenafilo se ha usado para restaurar la HAP
transitoria durante cirugia cardiaca (Brownlee y cols, 2004). Por otra parte, se ha encontrado
que en pacientes diabéticos con enfermedad coronaria silente y disfuncion eréctil los
inhibidores de la PDE5 reducen la mortalidad y morbilidad cardiovascular (Gazzaruso y cols,
2008). De la misma manera, en modelos animales el sildenafilo se ha empleado para reducir
la HAP y el remodelamiento del ventriculo derecho de ratas tratadas con monocrotalina (MTC),
en ratas con bandeo adrtico (Dai y cols, 2006) y en HAP hipdxica. En un modelo de lechdn con
HAP se ha encontrado que el sildenafilo disminuye la presion pulmonar, corrige la hipertrofia
de la capa media de la arteria pulmonar y corrige parcialmente los niveles de BMPRII asociados
a la HAP (Rondelet y cols, 2004). Se ha observado también que el sildenafilo reduce las
alteraciones cardiovasculares inducidas por la hiperglucemia de animales insulino-resistente y
diabéticos (Oudot y cols, 2010), y recientemente se han reportado varios efectos benéficos del
sildenafilo asociados sobre todo a la disminucién del estatus oxidativo, esto tanto en humanos
como en modelos animales (Cavalcanti y cols, 2016). En humanos con insuficiencia cardiaca,
el sildenafilo reduce el dafio al miocardio en correlacion a la disminucion de marcadores de
estrés oxidativo. A nivel experimental, se ha reportado que el sildenafilo (40mg/kg/dia) reduce
la disfuncién endotelial asociada al incremento de EROS en aorta de ratones knockout (Leal y
cols, 2015) y en hipertension renovascular disminuye la respuesta hipercontractil a fenilefrina
en lecho mesentérico asociado también a la disminucion del estrés oxidativo (Fahning y cols,

2015).
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3. Justificacion

La DM es una enfermedad metabdlica que actia como un factor de riesgo para desarrollar
hipertension arterial pulmonar. Esta enfermedad hasta el dia de hoy es incurable y con un bajo
prondéstico de vida. Para su tratamiento se han utilizado diversas estrategias farmacoldgicas,
sin embargo, en muchas ocasiones resultan ser ineficaces o inespecificas. Actualmente se
emplean los inhibidores de la PDES5, ya que se ha descrito que favorecen la disminucion de la
presion pulmonar en modelos animales con hipertension pulmonar inducida por monocrotalina,
por insuficiencia cardiaca y por estrechamiento de la arteria pulmonar, al igual que en pacientes

humanos con hipertension pulmonar de origen distinto a la DM.

Por otra parte, en modelos animales de HAP, los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5
disminuyen efectos secundarios a la HAP como la hipertrofia ventricular derecha y en humanos
con insuficiencia cardiaca congestiva el sildenafilo disminuye la expresion de la PDE5. Sin
embargo, aun se desconoce si los efectos mencionados del sildenafilo también se presentan
en la hipertension pulmonar originada por la DM. Tampoco se sabe si hay una sobreexpresion
de la PDES5 en el corazén de sujetos con DME e HAP y si dicha expresion es modificada por

el sildenafilo.
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4. Hipoétesis
El sildenafilo reduce la hipertension arterial pulmonar en ratas con diabetes inducida por

estreptozotocina.
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5. Objetivos
5.2. General
Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la hipertension arterial pulmonar inducida por la

diabetes.

5.3. Particulares
1) Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la presion arterial pulmonar de ratas diabéticas.
2) Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la funcién vascular.
a) Al inducir disminucion del tono vascular con acetilcolina.
b) Al inducir aumento del tono vascular con 5-HT.
3) Evaluar el efecto del sildenafilo sobre los cambios en la hipertrofia Ventricular Derecha de
animales diabéticos bajo tratamiento con sildenafilo.
4) Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la expresion de la proteina PDES en el corazén con

hipertrofia ventricular derecha.
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6. Metodologia

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprawe-Dawley con un peso de 200 gramos que se
dividieron en cuatro grupos: CTRL, CTRL/SILD, DMy DM/SILD. A la poblacién de cada grupo
se les monitoreo el peso corporal, la glucosa sanguinea y la presion sistémica al inicio y al final
del modelo experimental. La DM se indujo con la administracion unica de 60 mg/Kg/ via
intraperitoneal (1.P) de estreptozotocina diluida en agua; 48 horas posterior a la inyeccion se
determind la glucosa sanguinea, los animales que presentaron valores >350mg/dL fueron
considerados diabéticos. En los grupos indicados, se les administro sildenafilo via oral (V.O.)
a una dosis de 20 mg/Kg/dia/8 semanas. Durante el periodo experimental, todos los animales
tuvieron agua y alimento ad libitum, periodos de luz-obscuridad de 12 por 12 horas y resto de
requerimientos marcados en la NOM-062-ZO0-1999 referente al uso y manejo de animales de

laboratorio.

6.1. Presion arterial sistémica

El método aplicado para la determinacion de presidon sistémica se basa en la técnica
esfigmomanométrica utilizada para medir la presion arterial en humanos. El equipo (NIBP
Systems, ADInstruments) esta equipado con un mango (cuff), que sirve para ocluir el paso de
sangre; asi como un transductor (PowerLab 4/35, ADInstruments) que sirve para seguir la

evolucion del pulso a lo largo de la medicion.

Para medir la presion sistélica se coloca la cola de la rata dentro del mango, se infla el cuff
hasta que desaparezca la sefial del pulso debido a la obstruccion de la vena. Una vez
detectada la desaparicion de la senal, el cuff se desinfla automaticamente y la presion sistdlica

corresponde entonces a la presion del mango en la que empieza a reaparecer el pulso.
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6.2. Presion arterial pulmonar

Para este fin y al término de las 8 semanas, los animales fueron anestesiados via |.P con una
mezcla de Ketamina-Xilacina (60 y 4 mg/Kg, respectivamente). A continuacion, se procedié a
rasurar la zona frontal derecha de su cuello y quirdrgicamente a disecar la vena yugular;
posteriormente, se realiz6é la canulacién de la vena con un catéter umbilical de 3.5 FR. El
catéter fué desplazado poco a poco hasta alcanzar la auricula derecha, después el ventriculo
derecho y por ultimo la arteria pulmonar. Un indicador de que se esta registrando la presion
pulmonar es que la presion diastélica es diferente a 0 mmHg. El catéter se mantuvo conectado
a un transductor de presién (AD INSTRUMENTS MLT0380/A) acoplado a un amplificador
(CIDES AMPLIFICADOR DCTO001). La sefal generada fue enviada y almacenada en una

computadora con la ayuda del software LabChart 7.0.

También obtuvimos la presion de pulso que es la diferencia entre la presion arterial sistdlica y

la presion arterial diastélica y es un indicador de la distensibilidad arterial.

6.3. Obtencién y preparacion de tejidos

Se realizé la diseccidon de los pulmones, de los cuales cuidadosamente se extrajo la arteria
pulmonar del I6bulo izquierdo, a partir de la cual se obtuvieron anillos arteriales de 3 mm de
longitud con endotelio integro, los cuales se montaron entre dos alambres de acero inoxidable
en forma de L sujetados uno a un soporte anclado a una copa de Ahllin con 5 mL de solucion
Krebs-Henselleit, y el segundo sujetado a un transductor de tension (GRASS FT-03) acoplado
a un amplificador (GRASS 7-DAJK). Una vez montado el tejido, se lavd al menos 3 veces con
solucion Krebbs-Henseleit a 37°C y se realizo el registro de tensién isométrica con una carga

de 0.75 gramos. Para evaluar la presencia de endotelio, se aplico la dosis efectiva 50 (DEso)
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de fenilefrina para pre-contraer el musculo, y una vez que la respuesta alcanzé un estado
estable, se aplico una concentracion de 1e® de Ach (Yoopan y cols, 2008), la respuesta
relajante igual o mayor a 50% respecto al tensién generada por la concentracion de fenilefrina
fue considerada como indicador de la presencia de endotelio. La solucién Krebs-Henselleit
tuvo la siguiente composicion: NaCl 118 mM, KCI 4.75 mM, NaHCO3 25 mM, MgS04 1.2 mM,
CaClz2 2.0 mM, KH2PO4 1.2 mM y C6H1206 11 mM. Para mantener los requerimientos de
oxigeno y pH del tejido se burbujed con una mezcla de 95 % O2y 5% CO2 (Carbdégeno) a un

flujo moderado.

6.4. Ensayo de reactividad vascular

6.4.1. Curvas de concentracion-respuesta a Ach

Previo a la construccidn de la curva, a los anillos arteriales de todos los grupos estudiados se
les indujo a precontraccion con una concentracion de 1e” M de fenilefrina, al observar el efecto
maximo y estable se inicid la curva concentracion-respuesta acumulativa de Ach desde 1e”®
hasta 3e® M. Los resultados obtenidos en esta curva se expresaron en porcentaje tomando

como el 100% la tensién generada por la fenilefrina.

En los anillos arteriales pulmonares a los que se les evalud la respuesta relajante a Ach en
presencia de la enzima superéxido dismutasa (SOD) y de apocinina (APO) se realiz6 el
siguiente protocolo: posterior a la pre contraccion con fenilefrina 1e” M se colocé SOD
(100U/mL) o APO (300uM) y tres minutos después se realizo la curva concentracion-respuesta
acumulativa de Ach desde 1e® hasta 3e® M. Los resultados obtenidos en esta curva se

expresaron en porcentaje tomando como el 100% la tensiéon generada por la fenilefrina.
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6.4.2. Curvas de concentracion-respuesta a 5-HT

Previamente a la construccién de las curvas, los anillos arteriales de todos los grupos
estudiados fueron expuestos a una concentracion de 80 mM de KCI, en el cual se observé la
respuesta contractil maxima que puede generar el musculo liso. Posteriormente, se realizé el
lavado del KCI con solucion Krebbs-Henseleit, con lo cual la tensidn regreso a su estado basal;
30 minutos después se realizo la curva de concentracidon-respuesta acumulativa a 5-HT desde
1e® hasta 3e® M. Los resultados obtenidos en esta curva se expresaron en porcentaje

tomando como el 100 % la tension generada por el KCI.

6.4.3. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la media para un
determinado numero de anillos arteriales pulmonares (n) de los distintos animales. Las curvas
concentracion-respuesta acumulativas para Ach y para 5-HT se ajustaron mediante el

programa de analisis de datos Origin 8.5 con la siguiente ecuacioén logistica.

Emax
"~ 1 4 e—k+([farmacol-pD2)

Donde:

E es el efecto del farmaco.

Emax es el efecto maximo (un indice de la eficacia relativa del agente vasoactivo), que se
expresa como porcentaje de la respuesta contractil inicial.

k es un factor que representa la pendiente de la curva.

pD2 es la concentracién de farmaco necesaria para obtener un 50 % del Emax, expresada
como el logaritmo negativo de dicha concentracion (indice de la potencia del agente

vasoactivo).
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Estos parametros fueron calculados a partir del ajuste de las curvas concentracion-respuesta
para cada experimento. Para el tratamiento estadistico se utilizé el paquete informatico Origin
8.5. El analisis estadistico entre los datos de los grupos control y los grupos problema, se
realizé utilizando la prueba t de Student para datos pareados y el nivel de significancia elegido

fue de p < 0.05.

6.5. indice Fulton

El indice Fulton es un indicador de la presencia de hipertrofia ventricular derecha (Itoh y cols,
2004). Después del sacrificio del animal se extrajo el corazon, limpié perfectamente de sangre
y se le retiraron las auriculas y grandes vasos; se separaron el ventriculo derecho del ventriculo
izquierdo mas septum siguiendo el tejido papilar y posteriormente se pesaron. El cociente del
peso en gramos del ventriculo derecho sobre el ventriculo izquierdo mas septum (VD/VI+S)

fue considerado como el indicador de la presencia de hipertrofia ventricular derecha.

6.6. Evaluacion de la expresién de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDES5)

6.6.1. Western blot

La evaluacion se realizO en corazones de cada grupo experimental. Tanto las arterias
pulmonares como los ventriculos derechos fueron disectados, e inmediatamente después
fueron pesados y colocados en buffer de lisis RIPA (Tris-HCI 50mM, NP-40 1%, deoxicolato de
sodio 0.25%, NaCl 150mM) con una relacion de 3 mL de detergente por gramo de tejido + 3
uL de inhibidor de proteasas (1:100) que con ayuda de una perla de tungsteno de 2 mm de
diametro se disgregaron los tejidos en el Tissue Lyser Il (Quiagen, ID: 85300) a una frecuencia
de 20 Hz por dos ciclos durante dos minutos cada uno, se incubd por 30 minutos a 4°C con

agitaciones periddicas, transcurrido el tiempo se centrifugd a 10,000 rpm, se recupero el
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sobrenadante y se cuantificd la concentracion de proteina total por un método colorimétrico
(Bio-Rad, Protein Assay Kit) y se realizaron las lecturas en un equipo para microplaca (Synergy

4, BioTeK).

El Western Blot se realiz6 con 100 pg de proteina total de corazon. Se realizé SDS-PAGE (10%
de poliacrilamida) usando el método de Laemmli en un sistema de mini-gel (Bio-Rad, Mini-

Protean). Las muestras de los diferentes grupos fueron corridas en paralelo.

6.6.2. Quimioluminiscencia

Las proteinas fueron transferidas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, con poro
de 2 nm) con ayuda de una fuente de poder (Bio-Rad, PowerPac HC) a 90 mA, durante 16
horas, para identificar a la PDE5 las membranas fueron incubadas con anticuerpo policlonal
de conejo anti-PDE5 (Abcam, ab14672) (1:1000) durante toda la noche a 4°C, y después con
un anticuerpo secundario anti-conejo etiquetado con peroxidasa de rabano (Abcam,
ab205718) (1:2000) durante dos horas a temperatura ambiente. Se utiliz6 como proteina
endogena a la B-actina detectada con un anticuerpo policlonal de ratén anti-g-actina (mAbcam
8226) (1:2000) y después con un anticuerpo anti-raton (Abcam, ab6789) (1:4000) bajo las
mismas condiciones que la PDES5. Las bandas se visualizaron por quimioluminiscencia
(Luminol; Millipore, Western Chemiluminescent HRP Substrate (ECL)) y se cuantificaron
usando un software de analisis de imagen (Li-COR, C-Digit blot scanner). Los resultados se

expresaron en porcentaje respecto a la expresion relativa de B-actina.
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7. Resultados

7.1. El modelo experimental

Nuestro modelo de DM presentd una disminucion significativa de peso respecto al grupo CTRL
(227 + 28 vs 292 + 13, respectivamente), misma que se mantuvo en el grupo DM/SILD (221 £
24). Por otra parte, no se observo diferencia significativa en el grupo CTRL/SILD respecto el
grupo CTRL (303 £ 16 vs 292 %13, respectivamente) (Tabla 2) haciendo evidente que el
sildenafilo no altera los valores de peso. De la misma manera se observd un aumento
significativo en la glucemia de los animales del grupo DM (503 + 20.8) respecto al grupo CTRL
(112 £ 6), misma que se mantuvo durante el tratamiento con sildenafilo del grupo diabético
(455 + 17.3). Al comparar el valor de glucemia del grupo CTRL/SILD (99 * 2) respecto al valor
de glucemia del grupo CTRL no se observé diferencia estadisticamente significativa (Tabla 2),

por lo que este inhibidor de la PDE5S tampoco modifica los valores de glucosa en sangre.

Al evaluar la presioén arterial sistémica encontramos que los animales del grupo CTRL tuvieron
un valor de 100 £ 3 mmHg, los del grupo CTRL/SILD una presiéon de 102 £ 1.5 mmHg, los del
grupo DM una presion de 99 + 5.4 mmHg y los del grupo DM/SILD una presién de 97 + 6.6
mmHg (Tabla 2), por lo que al no observar diferencia estadisticamente significativa en ningun
grupo respecto a los controles, se hace evidente que nuestro modelo diabético no es

hipertenso sistémico y que el sildenafilo no modifica los valores de dicha presion.

89



GRUPO

CTRL CTRL/SILD DM DM/SILD

PESO (gr) 292 +13 303+16 227 +28* 221 £ 24!
GLUCOSA (mg/dL) 112+6 99 2 503 +20.8* 455 £17. 3

PAS (mm Hg) 100 + 3 102+15  99+54 97 £ 6.6

Tabla 2. Datos de nuestro modelo experimental. Valores de peso, glucosa y presion arterial sistémica (PAS) de los grupos
experimentales. Los resultados se presentan como la media + EEM. *p<0.05 respecto al grupo control y *p<0.05 respecto al
grupo control tratado con sildenafilo.

7.2. [Efecto de la diabetes sobre la relajacién dependiente de 6xido nitrico inducida por

Ach

En esta serie experimental, se validé si en el modelo empleado, la DM genera disfuncion
endotelial como se ha reportado previamente. En los experimentos realizados durante el
desarrollo de ésta tesis, se observo a partir de las curvas concentracion-respuesta, que la Ach
induce una respuesta vasorelajante dependiente de la concentracion. El analisis de las curvas
de concentracion-respuesta indicod la presencia de disfuncion endotelial en el grupo DM
caracterizado por una disminucién en el efecto relajante mediado por NO e inducido por Ach
(Figura 24). El Emax del grupo control fue de 74.82 + 1.86% mientras que en el grupo DM fue
de 53.3 + 2.38% (Tabla 3). No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2

obtenidos en los grupos estudiados. La pD2 para el grupo control fue de 6.92 + 0.72, y para el

grupo DM fue de 6.12 + 0.147 (Tabla 3).
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Figura 24. La diabetes induce disfunciéon endotelial. Anillos arteriales pulmonares control (CTRL) y diabéticos (DM) son
pre contraidos con fenilefrina y relajados con acetilcolina y los resultados de la respuesta relajante son expresados como la
media £ EEM. *P<0.05 respecto a los anillos control.

En consecuencia, de los datos mencionados en el apartado anterior, se estudio el efecto de
favorecer la via de sefalizacion del NO sobre la disfuncién endotelial inducida por la DM. En
las curvas concentracion-respuesta a Ach realizadas a partir del grupo DM tratado con
sildenafilo, se observé la ausencia de cambios significativos en la relajacion mediado por NO
e inducido por Ach respecto a los datos obtenidos de las curvas concentracién-respuesta con
los grupos CTRL y CTRL/SILD; es decir el tratamiento con sildenafilo en el grupo DM evité la
aparicion de disfuncion endotelial a nivel de la arteria pulmonar (Figura 25). El Emax para el
grupo control fue de 74.82 £ 1.86%, en grupo CTRL/SILD fue de 77.5 + 3.12% y en el grupo
DM fue de 53.3 + 2.38% (Tabla 3). No se observaron cambios significativos entre los valores

de la pD2 obtenidos en los grupos estudiados. La pD2 para el grupo control fue de 6.92 + 0.79;

para el grupo CTRL/SILD fue 6.64 + 0.12 y para el grupo DM fue de 6.12 £ 0.14 (Tabla 3).
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Figura 25. El sildenafilo evita la disfuncion endotelial diabética. Anillos arteriales pulmonares control (CTRL), control
tratados con sildenafilo (CTRL/SILD) y diabéticos tratados con sildenafilo (DM/SILD) son pre contraidos con fenilefrina y
relajados con acetilcolina. No se presenta diferencia significativa de la curva CTRL/SILD respecto a la curva CTRL, asi como
tampoco en la curva DM/SILD respecto a la curva CTRL/SILD.

7.3. Efecto del sildenafilo sobre la hiperrespuesta contractil a 5-HT de la arteria
pulmonar
En esta serie experimental, se observo a partir de las curvas de concentracion-respuesta que
la 5-HT induce una respuesta contractil dependiente de la concentracion (Figura 26). El analisis
de las curvas concentracion-respuesta indicé que la DM induce un incremento del Emax de la
respuesta contractil a 5-HT en el grupo DM con respecto al grupo control (Tabla 3). EI Emax
del grupo control fue de 59.5 + 4.25% mientras que en el grupo DM fue de 92.929 + 5.78%. No
se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 de los grupos estudiados. La
pD2 para el grupo control fue de 5.4 £0.074, mientras que para el grupo DM fue de 5.6 +0.21

(Tabla 3).
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Figura 26. La diabetes induce hiperrespuesta contractil a la serotonina. Anillos arteriales pulmonares con endotelio intacto
de los grupos control (CTRL) y diabético (DM) son contraidos con serotonina (5-HT). Los resultados de la respuesta relajante
son expresados como la media + EEM. *P<0.05 de la curva DM respecto a la curva CTRL.

El incremento de la respuesta contractil a SHT observado en preparaciones del grupo DM fue
analizada en arterias del grupo DM/ SILD. Se observé una disminucion significativa en el Emax
de la respuesta contractil en el grupo diabético tratado con sildenafilo respecto al grupo DM
(Figura 27); se observaron cambios significativos en el Emax entre los grupos CTRL,
CTRL/SILD y el grupo DM, asi como también una disminucion significativa en el grupo
DM/SILD respecto al grupo DM (Tabla 3). El Emax para el grupo control fue de 59.5 + 4.25%,
para el grupo CTRL/SILD fue de 58.7 + 5.913%, y en preparaciones del grupo DM/SILD fue de
69.267 £ 1.86%. No se obtuvieron cambios significativos en los valores de pD2 entre los grupos
estudiados. El valor obtenido para el grupo control fue de 5.4+ 0.074%, para el grupo

CTRL/SILD fue de 5.4 + 0.085%, y de 5.7 £ 0.22% en el grupo DM/SILD (Tabla 3).
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Figura 27. El sildenafilo disminuye la hiperrespuesta contrdctil a serotonina. Respuesta contractil a la serotonina de
anillos arteriales pulmonares de nuestros cuatro grupos experimentales. Los resultados de la respuesta relajante son
expresados como la media £+ EEM. *P<0.05 respecto a la curva control (CTRL) y *P<0.05 respecto a la curva de anillos diabéticos
(DM).

CDR Ach
CTRL CTRL/SILD DM DM/SILD
pD2 6.92 +0.79 6.64 £ 0.122 6.12 £ 0.147 6.61 £ 0.097
Emax 74 +1.8 77 +3.1 53 £ 2.3* 81+7
CDR 5-HT
CTRL CTRL/SILD DM DM/SILD
pD2 5.4 £ 0.074 5.4 £0.085 5.6 £ 0.21 5.7+ 0.22
Emax 59+4.3 58 £5.9 92 £5.7* 69 + 1.8¢

Tabla 3. Efectos maximos y pD2. Los datos de Emax y el Log de la dosis efectiva 50 (pD2) fueron calculados para una de
las curvas construidas ya sea con acetilcolina o serotonina. Los valores son expresados como la media + EEM. *P<0.05

respecto al valor del grupo control. *P<0.05 respecto al valor del grupo control tratado con sildenafilo.
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7.4. Efecto del sildenafilo sobre el estrés oxidativo de la arteria pulmonar en la
diabetes mellitus
El primer bloque de resultados descritos aqui, apunta a que el sildenafilo administrado en el
grupo de animales con diabetes, evita la aparicion de disfuncién endotelial de la arteria
pulmonar. La disfuncién ha sido atribuida al incremento del estatus oxidativo producto del
incremento de O.- proveniente mayoritariamente de la NADPH oxidasa. Para evaluar el posible
papel del sildenafilo sobre el estatus oxidativo, se realizaron en el grupo CTRL curvas
concentracion-respuesta a acetilcolina en presencia de superoxido dismutasa, un agente
escavenger de O.-; en presencia de un inhibidor de NADPH oxidasa y se compararon con la
curva obtenida con sildenafilo. EI comportamiento de la curva concentracion-respuesta a Ach
en preparaciones del grupo CTRL al cual se administro sildenafilo, fue similar a la obtenida con
APO o SOD en la preparacion in vitro en preparaciones del grupo CTRL, el cual no fue
administrada con sildenafilo (Figura 28). Se observaron cambios significativos en el Emax pero
no asi en la pD2 entre los grupos mencionados (Figura 28). El Emax para el grupo CTRL/SILD
fue de 77.5 £ 3.12%, para el grupo CTRL/APO fue de 92.68 + 4.87%, y en el grupo CTRL/SOD
fue de 91.21 + 4.97%. En el caso de la pD2, CTRL/SILD fue de 6.64 + 0.12%, para el grupo

CTRL/APO fue de 6.57 £ 0.12%, y en el grupo CTRL/SOD fue de 6.729 + 0.056% (Figura 28).
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Figura 28. Efecto control del sildenafilo respecto a otras terapias antihipertensivas. A) Anillos arteriales pulmonares del
grupo control fueron pre contraidos con fenilefrina y relajados con acetilcolina. B) Efectos maximos de cada una de las curvas.
C) pD2 para cada una de las curvas. Los resultados son expresados como la media + EEM. *P<0.05 respecto a los anillos
control.

La misma estrategia experimental fue llevada al cabo en el caso de las preparaciones
obtenidas de los grupos DM y DM/SILD. Los resultados obtenidos en estos grupos con
incremento del estatus oxidativo, fueron similares a los obtenidos en condiciones de bajo
estatus oxidativo (CTRL). Es decir, la administracion de sildenafilo en el grupo DM evita la
aparicion de disfuncién endotelial de forma similar a como lo hace la inhibicion de la fuente que
genera el estatus oxidativo y/o el agente oxidante (Figura 29). El Emax para el grupo DM/SILD
fue de 82.53 £ 6.10%, para el grupo DM/APO fue de 69.38 £ 5.06%, y en el grupo DM/SOD
fue de 84.19 + 3.38%. En el caso de la PD2, DM/SILD fue de 6.65 £ 0.094%, para el grupo

DM/APO fue de 6.48 + 0.32%, y en el grupo DM/SOD fue de 6.39 + 0.17% (Figura 29).
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Figura 29. Eficacia del sildenafilo respecto a otras terapias antihipertensivas pulmonares durante la diabetes. A) Anillos
arteriales pulmonares del grupo diabético fueron pre contraidos con fenilefrina y relajados con acetilcolina. B) Efectos maximos
de cada una de las curvas. C) pD2 para cada una de las curvas. Los resultados son expresados como la media + EEM.
*P<0.05 respecto a los anillos control.

Por otra parte, se realizaron curvas concentracion-respuesta a NPS, un donador intracelular

de NO; esta estrategia experimental evalua la viabilidad de la via de senalizacion del NO. Los

resultados mostrados en la figura 30 indican que, en el modelo de diabetes empleado, no se

presentaron cambios en la via del NO, ya que ambas curvas, del grupo control y DM, son

semejantes, sin cambios en el Emax ni en la pD2 (Figura 30). En la misma grafica se muestra

el inserto de la curva a Ach del grupo DM/SILD, la cual muestra un menor Emax vy un

desplazamiento a la derecha en relacion a las de NPS.
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Figura 30. Eficacia del sildenafilo respecto al NPS. A) Anillos arteriales pulmonares del grupo control y diabético fueron
precontraidos con fenilefrina y relajados con nitroprusiato de sodio y arterias pulmonares del grupo diabético tratado con
sildenafilo (DM-SILD) fueron relajados con acetilcolina. B) Efectos maximos de cada una de las curvas. C) pD2 para cada una
de las curvas. Los resultados son expresados como la media + EEM. *P<0.05 respecto a la relajacion con NPS.

7.5. Presion arterial pulmonar

Al término de las 8 semanas experimentales, en las ratas de los grupos DM y DM/SILD se
observd un incremento significativo de la presion sistélica pulmonar con respecto al grupo
CTRL y CTRL/SILD. En el caso del grupo DM/SILD la presion sistélica fue menor
significativamente respecto al valor obtenido en el grupo DM, es decir el sildenafilo disminuye
el aumento de presion arterial pulmonar inducido por DM. La presién arterial pulmonar sistélica
fue de 14.002 £ 0.59 mmHg en el grupo control; 11.94 + 0.98 mmHg en el grupo CTRL/SILD;
24.106 + 1.407 mmHg en el grupo DM y de 18.41 £ 1.96 mmHg en el grupo DM/SILD (Figura

31).
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Figura 31. El sildenafilo disminuye la presién arterial pulmonar durante la diabetes. Valores de presion
arterial pulmonar sistélica de todos nuestros grupos experimentales. Los resultados se presentan como la media

+EEM *p<0.05.

Ademas de forma similar se observé que la presion de pulso pulmonar en el grupo DM fue
mayor significativamente respecto al grupo CTRL. Este efecto no se presentd en el grupo
DM/SILD. Es decir, el sildenafilo evita el incremento de la presion de pulso pulmonar durante
la DM. La presion de pulso pulmonar sistélica fue de 7.02 £ 0.78 mmHg en el grupo control;

7.71 £ 1.21 mmHg en el grupo CTRL/SILD; 18.27 £ 2.55 mmHg en el grupo DM y de 8.17

1.73 mmHg en el grupo DM/SILD (Figura 32).
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Figura 32. El sildenafilo disminuye la presién de pulso arterial pulmonar durante la diabetes. Valores de presion de
pulso arterial pulmonar de todos nuestros grupos experimentales. Los resultados se presentan como la media tEEM *p<0.05.

7.6. indice Fulton

En estos experimentos se analizé la presencia de hipertrofia del ventriculo derecho como un
indicador de la respuesta cardiaca compensatoria a la presencia de HAP durante la DM. El
valor del indice Fulton fue mayor significativamente en el grupo DM respecto al grupo CTRL y
CTRL/SILD. Sin embargo, en el grupo DM/SILD no se presenté diferencia significativa respecto
a los grupos CTRL y CTRL/SILD, es decir, ante la administracion del sildenafilo durante la
diabetes, se evitd la respuesta compensatoria del ventriculo derecho. El valor de indice Fulton
fue de 0.34 £ 0.0092 en el grupo control; 0.36 + 0.02 en el grupo CTRL/SILD; 0.43 + 0.014 en

el grupo DMy de 0.36 + 0.011 en el grupo DM/SILD (Figura 33).
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Figura 33. El sildenafilo evita la hipertrofia ventricular derecha. Resultado del indice Fulton para cada grupo
experimental. Los resultados se presentan como la media tEEM *p<0.05

7.7. [Expresion de la fosfodiesterasa tipo 5

En el Western blot usando un anticuerpo dirigido contra la PDES5 de rata, se detecté una banda
de aproximadamente 93 kD de los extractos de proteinas totales de corazones de nuestros
cuatro grupos experimentales (Figura 34A). Consistente con la presencia de DM se observo el
aumento significativo en la expresion de la enzima PDES, respecto al grupo CTRL. Por otra
parte, también se observd una disminucion significativa en la expresion de esta proteina en el
grupo DM/SILD respecto al grupo DM, es decir, el sildenafilo evité la sobreexpresion de la
PDES5 en corazones diabéticos. También es importante mencionar que se observoé un aumento
significativo en la expresion de la PDES en el grupo CTRL/SILD respecto al CTRL (Figura 34B).
El valor de la expresién de la PDES relativo a la actina para el grupo CTRL fue de 1.05 + 0.12%,
para el grupo CTRL/SILD fue de 1.67 + 0.23%, para el grupo DM fue de 2.51 + 0.27% y para

el grupo DM/SILD fue de 1.34 + 0.29% (Figura 34B).
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Figura 34. El sildenafilo evita la sobreexpresion de la PDE5 durante la diabetes. A) Western blot de la 8-actina y de la

enzima PDEb5 en corazén, y expresion de la PDEb relativa a 6-

actina en corazones de cada uno de nuestros grupos

experimentales (B). Los resultados se presentan como la media tEEM *p<0.05
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8. Discusion

En la presente tesis de maestria se analizd la respuesta relajante de la acetilcolina y de la
serotonina, que actua como un agonista contractil; en arterias pulmonares de ratas con DM
experimental (DME) que recibieron un tratamiento con sildenafilo, un inhibidor de la
fosfodiesterasa tipo 5. En esta seccion se discutira el desarrollo de la disfuncion endotelial en
los anillos arteriales pulmonares de ratas con DME, asi como la “proteccion” del tratamiento
con sildenafilo de la reduccidn en relajacidon a acetilcolina y a la hipercontraccion a la
serotonina. Ademas, se expondran los antecedentes bibliograficos en caminados a la
explicacion relacionada al incremento de la presién arterial pulmonar de las ratas con DME,
asi como la atenuacion de dicho incremento por medio del tratamiento con el inhibidor de la
fosfodiesterasa tipo 5. Por otra parte, discutiremos los efectos de la respuesta compensatoria
a los distintos valores de presién pulmonar por parte del ventriculo derecho y al final,
discutiremos el efecto del sildenafilo sobre la expresién de la fosfodiesterasa tipo 5 en corazén

durante la diabetes respecto al resto de los grupos experimentales.

8.1. Resultados relacionados con las ratas tratadas con estreptozotocina

En nuestros experimentos utilizamos a la rata debido a su facil reproduccién y bajo costo en el
mantenimiento, ademas es un roedor ampliamente utilizado para estudios de farmacologia
experimental (Hundahl y cols, 2017; Szkudelski, 2012; Vickers y cols, 2015). Otros animales
de laboratorio como el conejo, perro, gato, cerdo, no se reproducen tan rapidamente o su
mantenimiento es muy costoso, por lo tanto, se utilizan con menos frecuencia. Aunque el raton
tiene mas o menos costos equivalentes en reproduccién y mantenimiento, nosotros utilizamos
a la rata por el tamafo de los pulmones que nos confiere una mayor facilidad en la obtencién

y manejo de los anillos arteriales. Cabe mencionar que los estudios para evaluar la
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hipertension arterial pulmonar, ya sea con monocrotalina o con hipoxia se han realizado en
ratas (Karpuz y cols, 2017; Yu y cols, 2017; Neto-Neves y cols, 2017; Luo y cols, 2017). En la
presente tesis, se utilizaron exclusivamente animales machos con el fin de minimizar la posible
variabilidad entre sexos, en particular la diferencia dependiente de la modulacién hormonal

(Beery y Zucker, 2011; Yoon y cols, 2014).

En la literatura se describen diversos agentes que inducen modelos de diabetes experimental.
Especificamente en ratas, es la estreptozotocina la que ha dado mejores resultados debido a
que su especificidad es mayor a la del aloxano (Akbarzadeh y cols. 2007). El mecanismo por
el cual la estreptozotocina destruye las células beta del pancreas no ha sido aclarado del todo,
pero se propone que dicha sustancia se introduce a la célula 3 pancreaticas por medio del
transportador GLUt2 causando la destruccion progresiva de estas células debido a la
metilacion del ADN, induciendo la muerte celular R en los islotes pancreaticos y entonces al no
haber insulina suficiente para facilitar la entrada de glucosa en la célula, el nivel de glucemia
aumenta. En nuestros animales de experimentacion se presenté un aumento significativo en
la concentracion de glucosa sanguinea y una reduccion en la ganancia de peso corporal,
ambos indicadores de la generacién del cuadro de DM experimental comparable con la

diabetes tipo1 del humano.

Los valores de peso corporal obtenidos indican que en el grupo con DME puede ser la
consecuencia de una mayor movilizacion de los acidos grasos del tejido adiposo, debido a una
aceleracion de la 3 oxidacion hepatica, y a la disminucion de la enzima lipasa en el tejido
adiposo cuando los niveles de insulina estan disminuidos (Baumeier y cols, 2017; Lopez-Mejia

y cols, 2017). Por otra parte, podria estar implicada la disminucion de la sintesis de proteinas
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en los tejidos, favoreciéndose la protedlisis, ademas de alteraciones del metabolismo lipidico,
que conllevan a una disminucion del peso (Akbarzadeh y cols. 2007; Uauy y cols, 2000). Al
comparar los resultados obtenidos en cuanto a glucosa y peso para cada uno de los grupos
experimentales, podemos observar que el sildenafilo no tiene efecto sobre ninguno de estos
dos parametros, pues no se observo diferencia significativa tanto en el grupo control como en
el grupo DM tratados con sildenafilo respecto a su par no tratado, es decir este inhibidor de la
PDES5 no modifica la bioquimica de la glucosa, ni los mecanismos involucrados en la ganancia
o pérdida de peso. Datos semejantes se han observado con un modelo de ratas con diabetes
tipo 2 (OLETF) donde el tratamiento con sildenafilo no modific el peso, ni la concentracion de

glucosa sanguinea (Kuno y cols. 2011).

Los efectos hasta ahora discutidos podrian ser resultado de la accién directa de la
estreptozotocina. Sin embargo, existen varias razones para considerar que los resultados son
debidos a la hiperglucemia y no de una accién propia de la estreptozotocina. Se ha descrito
que, con el mismo modelo animal, las células aisladas del miocardio ventricular, se presenta
una disminucién de la corriente transitoria de salida acarreada por potasio (lto). La corriente
idnica se recupera después de que las células son incubadas con insulina (Shimoni y cols.
1999). Por otra parte, aunque las arterias pulmonares de ratas tratadas con estreptozotocina
presentan disminucion de la vasodilatacion dependiente del endotelio, la vasodilatacion
independiente del endotelio (con un donador de NO) no mostré cambios. Ademas, las mismas
preparaciones presentaron mayor capacidad de respuesta contractil a fenilefrina (Lopez-16pez
y cols. 2008). Estudios recientes de nuestro laboratorio indican que la vasodilatacion
dependiente del endotelio disminuida en la diabetes es revertida por la incubacién in vitro de

los anillos arteriales con insulina (comunicacion personal). Bajo este mismo sentido se ha
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descrito que la estreptozotocina puede utilizarse para la induccion de la diabetes en modelos
animales sin afectar de manera significativa mecanismos de transporte, metabolismo o

interacciones moleculares (Srinivas, 2014).

Por otra parte, nuestro modelo animal, es un modelo diabético sin hipertension arterial
sistémica, ya que no se observd aumento significativo de la presion arterial sistémica en el
grupo DM respecto al grupo CTRL, pero ademas es importante discutir que el sildenafilo no
modifica dichos valores de presidn sistémica, lo cual sugiere especificidad del sildenafilo sobre
la circulacion menor (discutido mas adelante), en comparacion a otras estrategias terapéuticas,
que si bien es cierto que disminuyen la hipertensién pulmonar, también comprometen la
presién sistémica, como es el caso de los bloqueadores de los canales de calcio o donadores

de NO.

8.2. Cambios en la reactividad vascular por el tratamiento con sildenafilo

Los estudios de relajacion a Ach representan la prueba inicial del funcionamiento del endotelio
(Dandan y cols, 2017). El efecto maximo, asi como la concentracion efectiva al 50% derivado
de las curvas de concentracién-respuesta son similares a los obtenidos por otros grupos de
investigacion que trabajaron con condiciones muy parecidas a las de nosotros (Christou y cols,
2017; Walch y cols, 2000). Este hecho se observé en los lotes control y con ratas tratadas con
estreptozotocina. Esta bien establecido que la relajacion dependiente del endotelio evocada
por la Ach inicia con la unién a receptores muscarinicos M3 endoteliales (Walch y cols, 2000)
y la consecuente activacién de una proteina Gq11 (Wilson y cols, 2016). Este hecho da lugar
al incremento de la concentracion de calcio intracelular, la activaciéon del complejo calcio-

calmodulina y el incremento de la sintesis de NO endotelial (Antosova y cols, 2017). Es
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ampliamente referido que en las arterias pulmonares de animales y de humanos, el NO es el
principal factor vasorelajante proveniente del endotelio (Singh y Evans, 1997), el cual activa a
la GCs muscular (Hobbs e Ignarro, 1996). El incremento del GMPc y la activacion de la proteina
cinasa G dan lugar a la reduccion del calcio intracelular con la consecuente reduccién del tono
vascular (Zhao y cols, 2015). Nuestro estudio no exploré este mecanismo, pero creemos que

nuestros resultados con Ach se pueden explicar con base en lo descrito anteriormente.

La reduccion en el efecto vasodilatador de la Ach que presentaron las preparaciones
provenientes de las ratas diabéticas concuerda con los resultados de otros autores (Dandan y
cols, 2017; Toque y cols, 2017), que proponen que dicha disfuncidén endotelial se relaciona con
la reduccién de la biodisponibilidad del NO. El alto nivel de estrés oxidativo que presentan los
pacientes diabéticos (Cé y cols, 2011; Giugliano, 2012) y los modelos animales (Bertoluci y
cols, 2015) con DME generan una “barrera quimica” para la difusion del NO con la consecuente
pérdida o reduccion de la relajacion. En este sentido, nuestros resultados se pueden interpretar
de la misma forma puesto que han encontrado un incremento de los radicales O.- y un aumento
de la expresién de la NADPH oxidasa (Lépez-Lopez y cols, 2008), la principal enzima que

genera radicales O.- en el territorio vascular (Lopez-Lépez y cols, 2001).

Encontramos que el tratamiento con sildenafilo en las arterias pulmonares presentan una
relajacion igual que las arterias pulmonares de las ratas control. La dosis que utilizamos para
el tratamiento con sildenafilo esta en el rango de la utilizada por otros grupos que exploran el
mecanismo fisiopatoldgico de la hipertensién pulmonar inducido con monocrotalina en ratas
(Dai y cols, 2006; Galié y cols, 2005; Kuang y cols, 2010). El sildenafilo es un activo oral,

potente y selectivo inhibidor de la PDE tipo 5, que ejerce su efecto farmacoldgico aumentando
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la concentracion intracelular de GMPc; este farmaco ha resultado ser eficaz para los pacientes
con HAP (Sastry y cols, 2004). El mecanismo de este efecto no esta claro y se ha atribuido, al
menos en parte, a su capacidad para inducir una vasodilatacion (Ghofrani y cols, 2002) debido
a que una vez que el NO se encuentra a nivel intracelular en las CMLV activa a la GCs, la cual
biotransforma al GTP en GMPc, el cual por diversos mecanismos favorece la relajacion
vascular, es decir, los efectos vasodilatadores pulmonares del NO estan mediados a través del
GMPc, que se degrada rapidamente por la PDES5 (Galie y cols, 2005). Al inhibir selectivamente
la fosfodiesterasa tipo 5 con sildenafilo se promueve la acumulacion intracelular de GMPc y

por lo tanto, se incrementa la vasodilatacion mediada por NO (Tantini y cols, 2005).

Estudios en pacientes adultos con sildenafilo demostraron que dicha terapia es efectiva en el
tratamiento de la hipertension arterial pulmonar idiopatica (Sastry y cols, 2004). Se ha utilizado
al sildenafilo para tratar la HAP en nifios debido a su efecto sobre la relajacion vascular,
permitiendo un mejor flujo sanguineo en la zona pulmonar (Juarez y cols, 2017). Actualmente,
se han reportado otros efectos benéficos como la disminucion del estatus oxidativo
(Sikandanery cols, 2017), la diminucion de la formacion de placas de ateroma (Balarini y cols,
2013) y disminucion de la proliferacion celular, asi como la restauracion de la funcion

endothelial (Erdogan y cols, 2007).

La accion “protectora” contra la disfuncion endotelial por parte del sindenafilo que observamos
en las arterias pulmonares de las ratas diabéticas puede estar relacionada con la inhibicién de
la fosfodiesterasa tipo 5 y el subsecuente incremento del GMPc formado por la estimulacién

de la GCs por parte del NO que no fue “barrido” por los radicales O.-. Es decir que el efecto

108


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2350123/#b21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sikandaner%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27836585

“protector” del sildenafilo es independiente del estatus oxidativo puesto que se ha descrito que

las ratas con DME tienen incrementada la concentracion de O.- (Lopez-Lépez y cols, 2008).

En los resultados sobre el analisis comparativo del efecto del sildenafilo respecto a otras
herramientas farmacologicas utilizadas para revertir la disfuncion endotelial, encontramos que
el inhibidor de la PDES5 tiene una eficacia semejante (0.02 veces menor) a la enzima
antioxidante (SOD) y a la eficacia (0.19 veces mayor) del inhibidor de la principal enzima que
genera radicales O.- en las arterias durante la HAP (APO) (Tabla 4). Este hecho confirma que
la magnitud del efecto favorable del sildenafilo sobre la disfuncion endotelial es independiente
al estatus oxidativo. Puesto que las ratas diabéticas tienen un estatus oxidativo alto (Inoue y
cols, 2015), es posible que el sildenafilo pudiese tener un efecto benefico sobre el sistema
cardiovascular que discutiremos mas adelante. Con respecto a la comparacion con una
herramienta farmacologica (SNP) que actua en el interior de la célula (Lopez-Lopez y cols,
2001) encontramos que el inhibidor de la PDE-5 es (0.21 veces menor) ligeramente menor al
donador de NO confirmando la eficacia terapéutica del SNP en la hipertensién arterial pulmonar
(Lim y Zaphiriou, 2016). Sin embargo, se ha descrito que los pacientes tratados con SNP
presentan como reaccion adversa una reduccion de la presion arterial sistémica (Abdelaziz y
cols, 2017) mientras que a la fecha no se ha reportado que el sildenafilo presente la

mencionada reaccion adversa.

Con respecto a las curvas concentracion-respuesta de serotonina encontramos una
hipercontraciéon en las preparaciones provenientes de ratas tratadas con STZ que fue
semejante a la encontrada por otros autores en condiciones semejantes (Santa Maria-Juarez

C, 2001). Se ha propuesto que la hiperrespuesta a serotonina durante la DME esta mediada
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por receptores 5HT2a, debido a que la ketanserina, un antagonista competitivo de receptores
5HT2a induce un desplazamiento hacia la derecha de las curvas concentracion-respuesta a
serotonina (Lopez-Lopez y cols, 2011). El efecto de este agonista se ha atribuido a la
intermediacion de receptores SHT2a pero el posible papel de otros receptores como 5-HT1s no
se puede descartar (MacLean y cols, 2000). Se ha propuesto que la sobreexpresion de los
receptores 5HT2a en animales diabéticos los podria ser responsable de la respuesta contractil
incrementada de 5-HT. Sin embargo, dicha posibilidad no explica la reversion de la
hipercontraccion por medio de inhibidores de COX-2 o0 EROS (Lopez-Lopez y cols, 2011). En
este sentido se ha propuesto que durante la diabetes, el incremento del estrés oxidativo induce
la sobre expresiéon de COX-2 y el incremento de la accion de la serotonina. El incremento de

la accién de la serotonina que encontramos podria explicarse de la misma forma.

SILD/SILD SILD/SOD SILD/APO SILD/NPS

1 0.98 1.19 0.71

Tabla 4. Ponderacion del efecto del sildenafilo. Cada grupo representa el cociente de la division entre el efecto
méximo de las curvas a relajacién con acetilcolina de los anillos arteriales pulmonares diabéticos sobre el efecto
relajante maximo obtenido con acetilcolina pero en presencia de un barredor de radicales libres y un inhibidor de
la NADPH oxidasa (SILD/SOD y SILD/APO, respectivamente), y sobre el efecto maximo obtenido con un donador
intracelular de NO (SILD/NPS).

Encontramos que el sildenafilo reduce la hipercontraccion de serotonina en las arterias
pulmonares de las ratas diabéticas, contribuyendo a la reduccién de la disfuncion endotelial
que se presenta en la hiperglucemia crénica. Este hallazgo no se ha descrito en la bibliografia,
por lo tanto, aportamos un resultado original al estudio de la disfuncién endotelial de las arterias

pulmonares de sujetos diabéticos. Con respecto al mecanismo por el cual el sildenafilo evita el

aumento de la accion de la serotonina, no se realizaron experimentos encaminados a dicho
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objetivo durante la presente tesis. Sin embargo, la reduccion del estrés oxidativo por parte del
sildenafilo podria ser una posible explicacion, asi como la posible modulacion de los receptores

a serotonina o respuestas inducidas por los mismos tanto en la capa endotelial o muscular.

El sildenafilo es un inhibidor selectivo de PDE tipo 5 que aumenta la biodisponibilidad
intracelular de GMPc. Este medicamento fue aprobado para el tratamiento de la disfuncion
eréctil, pero actualmente se ha observado su eficacia en los pacientes con HAP (Sastry y cols,
2004; Ghofrani y cols, 2002). El mecanismo de este efecto se ha atribuido a la capacidad para
inducir una vasodilatacién de la capa vascular pulmonar por medio de la inhibicidn selectiva de
la fosfodiesterasa tipo 5 y la promocién de la acumulacién intracelular de GMPc y por lo tanto,
el aumento de la magnitud de la accion del NO. Aunque el mecanismo mencionado esta
ampliamente estudiado, se han atribuido otras acciones independientes a la inhibicién
competitiva de la PDES. Por ejemplo se han atribuido al sildenafilo acciones sobre el estatus
oxidativo en patologias cardiovasculares (Sikandaner y cols, 2017), la diminucién de la
formacion de placas de ateroma (Balarini y cols, 2013) y disminucion de la proliferacién celular

(Erdogan y cols, 2007).

La accion de los inhibidores de la PDES5 sobre la reduccion del estatus oxidativo se ha descrito
ampliamente en arterias pulmonares (Guimaraes y cols, 2013) y renales (Dias y cols, 2014).
Ademas se ha encontrado una reduccion de los indicadores de estrés oxidativo con el
consecuente incremento de los niveles del NO en ratas y pacientes con hipertensién pulmonar
(You-Fei y cols, 2013; Semen, 2016). Nuestros resultados sobre la reduccion de la
hipercontracién a la serotonina con sildenafilo podrian explicarse por el posible efecto sobre el

estatus oxidativo de las arterias pulmonares de las ratas diabéticas, pues como se menciondé
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anteriormente, la reduccion del estrés oxidativo revierte el efecto de serotonina en ratas
diabéticas (Lépez-Lopez y cols, 2011). Desafortunadamente, el sildenafilo no logro revertir
completamente la hipercontraccion a dicho agonista contractil, como si lo hizo con la relajacion
dependiente del endotelio inducida por acetilcolina. Esta diferencia podria deberse a que en la
relajacion a Ach el sildenafilo podria incrementar la biodisponibilidad del NO y la del GMPc, por

sus efectos en la reduccion del estatus oxidativo y por la ihnibicion de la PDES.

8.3. Efecto “protector” del sildenafilo sobre la hipertension arterial pulmonar

Encontramos que la DM favorece el desarrollo de hipertension arterial pulmonar como se ha
descrito anteriormente (Lopez-Lépez y cols, 2008; Moral-Sanz y cols, 2012) y que en las ratas
diabéticas que son tratadas con sildenafilo, se reduce de manera significativa el grado de
hipertension pulmonar. El efecto protector de los inhibidores de la PDES5 en modelos animales
y en pacientes con hipertensién pulmonar ya ha sido descrito (Dai y cols, 2006; Galié y cols,
2016). Sin embargo, a la fecha no se ha publicado este efecto protector mediado por el
sildenafilo en hipertension pulmonar inducida por DM. El mecanismo de la hipertension
pulmonar en sujetos diabéticos se ha descrito anteriormente y se propone que la DM induce
un incremento del estrés oxidativo provocado por la sobre regulacion de la NADPH oxidasa
pulmonar (Lépez-Lopez y cols, 2008) y de la COX-2 (Lopez-Loépez y cols, 2011). El mecanismo
por el cual el sildenafilo reduce el grado de hipertension pulmonar que encontramos en las
ratas con DM, puede ser atribuido a la completa relajaciéon dependiente del endotelio y la
reduccion de la hipercontraccidn que presentaron las arterias pulmonares de ratas diabéticas,

con la correspondiente reduccién de la resistencia del lecho vascular pulmonar.
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En cuanto a la presién de pulso; estima la elasticidad de las arterias, por lo que se le considera
como un predictor de sucesos cardiovasculares adversos, donde un valor elevado de este
parametro esta relacionado con mayor probabilidad de padecer algun evento. Nosotros
encontramos que la diabetes genera aumento de la presion de pulso pulmonar en las ratas
diabéticas indicando que esta esta enfermedad no solamente modifica la distensibilidad arterial
sistémica (Domanski y cols, 2002), sino también la pulmonar, haciendo evidente un estado de
dafio vascular generalizado por esta enfermedad. Afortunadamente el tratamiento con
sildenafilo logro evitar el desarrollo de la rigidez vascular, el cual creemos que se debe a que
evita la remodelacion vascular (engrosamiento de las paredes) y por lo tanto se mantienen las
capacidades elasticas de los vasos sanguineos, permitiendo el correcto funcionamiento

vascular y disminuyendo la probabilidad de generar un suceso cardiovascular adverso.

8.4. Efecto del sildenafilo sobre la hipertrofia del ventriculo derecho

Encontramos que las ratas diabéticas con hipertension pulmonar presentaron hipertrofia del
ventriculo derecho como se ha descrito anteriormente (Di Petta y cols, 2015). Este hecho es
atribuido a la respuesta compensatoria que desarrolla el VD por el aumento de presion arterial
pulmonar y que desencadena una serie de mecanismos que compensan el aumento de la
resistencia vascular por parte de la arteria pulmonar con aumento en la fuerza contractil
cardiaca derecha, lo que conlleva al aumento de la masa muscular derecha (hipertrofia

ventricular derecha).

Nosotros encontramos que durante la hipertensién arterial pulmonar diabética se encuentra
aumentada significativamente la expresion de la PDES en corazén. Este mismo efecto ya se

habia descrito durante la diabetes, pero en otro tipo de tejidos como los cuerpos cavernosos
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del pene (Ellati y cols, 2012), y durante la insulino resistencia en las células del musculo liso
vascular (Russo y cols, 2008), entre otras patologias cardiovasculares como la hipertension

arterial pulmonar no diabética (en arterias pulmonares) (Farrow y cols, 2010).

Los papeles fisioldgicos de la expresion y funcidn de la PDES a nivel cardiaco actualmente se
encuentran poco esclarecidos, por lo que en esta tesis aportamos una evidencia mas de los
efectos y mecanismos que podrian estar involucrados en la regulacion cardiaca, a través de la

inhibicidn de esta enzima, tanto en condiciones control como durante la DM.

En el corazon, el GMPc ejerce sus funciones a través de efectores posteriores, que incluyen
proteina quinasa G (PKG), proteinas de union a GMPc y canales ionicos activados por
nucledtidos ciclicos (Shan y cols, 2012). Estudios en humanos informaron una mayor
abundancia de PDE5 en el ventriculo izquierdo de pacientes con insuficiencia cardiaca
respecto a pacientes sanos (Pokreisz y cols, 2009; Lu y cols, 2010). En el 2012 se reveld que
existen cambios significativos en la expresiéon de la PDES durante la falla cardiaca,
especificamente durante la miocardiopatia idiopatica dilatada y la miocardiopatia isquémica
terminal. Sin embargo, la comparacion en diferentes subgrupos de insuficiencia ventricular
derecha sugiere heterogeneidad en el grado de elevacién de PDES5 en el VD defectuoso segun
el grado de insuficiencia (Shan y cols, 2012). Otro estudio encontré un aumento de la PDE5
del ventriculo derecho en los recién nacidos y nifios pequefios con anomalias cardiacas
congénitas (Nagendran y cols, 2007). En cada caso, el impacto sobre la funcién cardiaca se
ha reportado con una mayor expresion de PDES5 tiende a deprimir las funciones contractiles

del miocardio (Shan y cols, 2012). Bajo este sentido nosotros aportamos que también durante
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la HAP inducida por diabetes se genera un aumento en la expresion de la PDES en corazon y

que este hecho puede estar modificando la funcion cardiaca en nuestro modelo animal.

Por otra parte, cuando administramos sildenafilo a nuestros animales diabéticos observamos
que se evita la sobreexpresion de la PDES en corazén y se evita el desarrollo de HVD, lo que
concuerda con otros estudios como en el caso de hipertension sistémica en los cuales
describieron que la administracion crénica de sildenafilo previene y revierte la hipertrofia
cardiaca izquierda inducida por la constriccion adrtica transversal (Takimoto y cols, 2005),
ademas el tratamiento con sildenafilo suprimié el aumento de presién ventricular inducida por
el aumento de la poscarga, y de esta manera evito la hipertrofia de miocitos y mejoré la funcion
cardiaca, aunque no reportaron la disminucién de la expresion de PDES. Por otra parte, un
caso donde si se reportd que el sildenafilo evita la sobreexpresién de la PDES en corazon, fue
durante la insuficiencia cardiaca congestiva donde a dosis diarias de 50 mg/kg de sildenafilo
por 2 semanas se observd una disminucion significativa de la sobreexpresion de la PDES (Lu

y cols, 2010).

Otro ejemplo del efecto benéfico del sildenafilo a nivel cardiaco es que el tratamiento crénico
con sildenafilo atenua la remodelacion del ventriculo izquierdo y la intolerancia al ejercicio
después de la regurgitacion mitral cronica (Kim y cols, 2012), por lo que, se sugiere que el
beneficio del sildenafilo estd asociado con efectos antiapoptéticos y antiinflamatorios (Das y
cols, 2015). Ademas, el sildenafilo revirtié la hipertrofia preestablecida inducida por la
sobrecarga de presion al tiempo que restauraba la funcion ventricular hasta la normalidad. La
PDE5 aumentdé en corazones cargados de presion que se asocié con un aumento del

catabolismo del GMPc. Por lo que, la inhibicion de PDES condujo a la restauraciéon de la
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sefalizacion de GMPc y la activacion de PKG que es una proteina cinasa especifica de
serina/treonina que se activa mediante GMPc y que fosforila una serie de obijetivos
bioldgicamente importantes y esta implicado en la regulacién del musculo liso, divisidon celular
(inhibicion) y sintesis de acidos nucléicos. Los efectos anti-hipertroficos coincidieron con la
activacion de la PKG, y sus objetivos incluian el regulador de la sefalizaciéon 2 acoplada a
proteinas G, asi como la calcineurina-NFAT y el potencial transitorio del canal V1 (TRPV1),
uno de los canales idnicos no selectivos y no dependientes del voltaje que transmiten
informacion de sefalizacidén vinculada a una amplia gama de entradas sensoriales (Zhang y
Kass, 2011). De esta manera también se explica la inhibicidn por parte del sildenafilo de otro

mecanismo implicado en la HVD como es la hiperplasia.

Por lo tanto, ya se ha demostrado que la inhibicion de la PDE5 es benéfica para los pacientes
con hipertension arterial pulmonar no diabética que son propensos a la insuficiencia del
ventriculo derecho, para los pacientes con insuficiencia cardiaca (Ramani y Park, 2010; Guazzi
y cols, 2011) y en esta ocasion demostramos que también son benéficos en el tratamiento de
la HAP diabética. Ademas, los inhibidores de PDES5 al ser vasodilatadores pulmonares pueden
aumentar la funcién del ventriculo derecho mediante una disminucion de la poscarga

ventricular.

El miocardio adulto estd compuesto por varios tipos de células, incluidos miocitos cardiacos,
fibroblastos, células endoteliales y células de musculo liso vascular. Sin embargo se ha
demostrado que el aumento cardiaco de la PDES se genera principalmente por aumento de

esta ciclasa de GMPc en los miocitos (Shan y cols, 2012), por lo que, nosotros esperariamos
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que también sea en este tipo celular donde el sildenafilo esté inhibiendo la expresion de la

PDES (principalmente).

8.4.1. Efectos antiinflamatorios del sildenafilo en corazones diabéticos

Por otra parte, y como es bien sabido, la hiperglucemia en pacientes diabéticos se asocia con
una prevalencia de la inflamacién sistémica (Aronson y cols, 2004; Varo y cols, 2003). Esto se
debe a que la hiperglucemia aumenta la union de las células inflamatorias al endotelio (Morigi
y cols, 1998) y también potencia la produccion de citocinas inflamatorias en los monocitos (Das
y cols, 2015). Curiosamente, el tratamiento con PDESi mostré una reduccion significativa de
TNF-a e IL-1B y un aumenté significativamente de la citocina antiinflamatoria IL-10 durante la
diabetes (Varma et al., 2012). En conjunto, estos hallazgos junto con datos recientes obtenidos
de humanos muestran mejoria en la miocardiopatia diabética después del tratamiento cronico
con sildenafilo (Giannetta y cols, 2012), por lo que nosotros lo correlacionamos este efecto de
la misma manera como un mecanismo implicado en la proteccién contra la HVD durante la

HAP diabética.

8.4.2. La inhibicion de PDE5 promueve efectos similares a los antioxidantes en el
corazon diabético

En condiciones diabéticas, el miocardio esta expuesto a un intenso estrés oxidativo, que

finalmente conduce a una lesién y disfuncion del tejido cardiaco. Se ha reportado que el

tratamiento crénico con inhibidores de la PDE5 causa una supresion significativa en la

produccion de EROS, de la actividad de la NADPH oxidasa cardiaca, de la peroxidacion lipidica

y el glutation oxidado (Koka y cols, 2013). Ademas, el tratamiento con PDESi atenua la

expresion miocardica de pRac1 y gp91phox, y su andlisis protedmico revel6 que la glutation
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S-transferasa (GST) y kappa 1 (GSTK1) (una enzima antioxidante mitocondrial) se deprimi6
significativamente en los corazones diabéticos (Koka y cols, 2012). Sin embargo,
interesantemente, el tratamiento con PDESi conserva completamente GSTK1, lo que se asocid
con una relacion GSH/GSSG cardiaca mejorada (Koka y cols, 2012), lo que indica un estrés
oxidativo atenuado en el corazon diabético (Das y cols, 2015). De esta manera podemos
esperar que el sildenafilo reduzca el estatus oxidativo en nuestro modelo experimental,
traduciéndose en un efecto benéfico a nivel ventricular derecho durante la HAP diabética,
constituyendo un modelo que sume a la explicacién del efecto anti-hipertroéfico ventricular

derecho.

Con todo este conjunto de evidencias discutidas, podemos sugerir que en nuestro modelo
animal de DME el tratamiento con sildenafilo evita la hipertrofia ventricular derecha debido no
solamente a que inhibe selectivamente a la PDES5, sino también a que evita su sobreexpresion
cardiaca; asi como también a que actua a diversos niveles tanto bioquimicos como genéticos

manteniendo la correcta funcién cardiaca.

Por otra parte, al administrar el sildenafilo en condiciones control hallamos que hay un aumento
significativo en la expresion de la PDES, lo que puede deberse a que el promotor del gen pde5A
es inducible por GMPc (Lin y cols, 2002), que se traducira en un aumento de la PDE5 como
efecto fisiolégico compensatorio al aumento de la concentracibn de GMPc intracelular

provocado por la inhibicion de su ciclasa.
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9. Perspectivas

Debemos profundizar en los mecanismos involucrados en la regulacion del tono vascular y de
la remodelacion cardiaca por parte del sildenafilo durante la DM. Nosotros esperamos que no
solamente actue como inhibidor de la PDES, sino que también disminuya el estrés oxidativo y
aumente las enzimas antioxidantes (como se ha reportado en otros modelos). Ademas, que
también disminuya la expresion de la PDES en las arterias pulmonares para poder sumar al
mecanismo que explique la recuperaciéon de la funcién endotelial y la disminucion de la HAP.
Por otra parte, también podriamos evaluar como la presencia del sildenafilo durante la DM
modifica las concentraciones intracelulares de GMPc (confirmando su mecanismo de accion)
y como interviene en su via de sefalizacidn para favorecer vasodilatacion y evitar el desarrollo
de HAP y el remodelamiento cardiaco. También evaluar si durante la DM el sildenafilo
disminuye los marcadores de dafio cardiaco para averiguar si el efecto observado en nuestro

modelo es debido a la cardiopatia diabética o a la disminucion de la HAP.
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10. Conclusiones

El mantenimiento de la funcidon endotelial por parte del sildenafilo en las arterias pulmonares

contribuye a la reduccion de la hipertension pulmonar de las ratas con DM experimental.

La disminucion de la sobreexpresion de la PDES en el corazon por parte del sildenafilo y la

reduccion en la poscarga ventricular evitaron la hipertrofia del ventriculo derecho de las ratas

con DM experimental.
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