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Efecto maximo

Forma endotelial de la 6xido nitrico sintetasa
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Hipertension pulmonar persistente neonatal
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Heat Shock Protein 90
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indice de Oxigenacion

Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
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Proceso de Transicion

A. INTRODUCCION

1. El proceso de transicion entre el patron de circulacion fetal y el

neonatal

Durante la vida fetal, la funcién respiratoria y nutricional es llevada a cabo por la
placenta. El feto presenta un patrdn circulatorio en serie adaptado a esta situacion y
distinto del patrén circulatorio en paralelo propio de la vida postnatal (Rudolf y
Heymann, 1968). Las dos caracteristicas fundamentales, por tanto, de la circulacion
fetal son: la existencia de cortocircuitos derecha-izquierda y las elevadas resistencias
vasculares en la circulacién pulmonar (Rudolf y Heymann, 1968; Cassin y cols., 1964;
Abman, 1999). La sangre de la placenta, saturada con oxigeno aproximadamente al
80%, llega al feto por la vena umbilical y fluye por el conducto venoso directamente
hacia la vena cava inferior (Figura I). Después de un corto trayecto en la vena cava
inferior, donde la sangre placentaria se mezcla con la sangre desoxigenada que retorna
de las extremidades inferiores, ésta desemboca en la auricula derecha. Desde la auricula
derecha, un 25% de la sangre pasa por el foramen oval a la auricula izquierda y un 75%
pasa al ventriculo derecho. Un segundo cortocircuito derecha-izquierda se produce a
través del ductus arteriosus presente entre la arteria pulmonar y la aorta. El
mantenimiento de los dos cortocircuitos depende del gradiente de presion pulmonar-

sistémico (Rudolf y Heymann, 1968, Cassin y cols., 1964; Abman, 1999).

En el momento del nacimiento y con las primeras respiraciones, el pulmén asume la
funcidn respiratoria llevada a cabo hasta entonces por la placenta. Al ligar el cordon, se
produce el cese de la circulacion umbilical que acabard produciendo la obliteracion de
la vena umbilical y del conducto venoso. El inicio de la respiracién pulmonar provoca
una caida brusca en las resistencias vasculares pulmonares (RVP) y los canales fetales
del foramen oval y el ductus arterioso se cierran progresivamente (Smith, 1998; Rudolf y

Heymann, 1968; Cassin y cols., 1964, Abman, 1999).
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Ductus Arteriosus

Placenta Aorta

Foramen Cwval

Arteria Pulmonar

Ductus Venosus

Cordon

Umbilical
Vena del
Cordon Umbilical
[ sanore Rica en Oxigeno Arterias del

. Sangre con poct Oxigeno Corddn Umbilical

. Sangre Mezclada

Figura 1. Esquema de la Circulacion Fetal.

En el feto, el flujo pulmonar supone un 8% del gasto cardiaco. Tras el nacimiento, y con
la caida en las resistencias vasculares pulmonares, este flujo se incrementa del orden de 8-
10 veces (Heymann y cols., 1988). Son numerosos los factores que intervienen y no se
sabe exactamente cudl es el determinante inmediato de la caida de las resistencias
vasculares pulmonares. Las primeras respiraciones van a provocar una serie de cambios
fisicos tales como el drenaje del liquido pulmonar fetal, el establecimiento de una interfase
aire-liquido, la distension ritmica de los pulmones, el aumento de la PaO,, la disminucion
de la PCO; y el incremento del flujo pulmonar con el consiguiente aumento del “shear
stress” (Abman, 1999). Estos fenomenos fisicos, bien por si mismos, bien mediante la
liberacion de mediadores vasoactivos, van a producir el descenso en la presion arterial y el

incremento del flujo sanguineo pulmonar (4bman, 1999). El papel ponderado de cada uno
18




Proceso de Transicion

de ellos asi como a través de qué mediadores actuan, ha sido el objeto de estudio de
numerosos grupos de fisidlogos fetales y neonatales que han puesto de manifiesto la
dificultad para comprender en su totalidad wun proceso que sin duda alguna es
multifactorial no sélo en sus causas genéricas sino también en las respuestas metabolicas
que dichas causas provocan (Villamor, 2001; Blanco y cols., 1984, Ziegler y cols., 1995a;
Abman, 1999; Heymann y cols., 1988) (Figura 2).

FACTORES FiSICOS
Drenaje del liquido pulmonar fetal MEDIADORES VASOACTIVOS
Interfase aire-liquido

i i6n ritmi Ei noi
Distension ritmica cosanoides

Aumento de la PO, |:> Oxido Nitrico

Shear stress Endotelinas

Interrupcion del flujo umbilical
Otros

@ CAMBIOS CARDIOVASCULARES ?

Cambios en la circulacién pulmonar

Cierre del ductus venosus
Cierre del foramen oval

Cierre del ductus arteriosus

Cambios en la circulacion sistémica

Figura 2. Factores implicados en el proceso de transicion entre el periodo fetal y el

neonatal.

La transicion de la circulacion pulmonar fetal a la neonatal se traduce tanto en cambios
morfologicos: variaciones en la muscularizacion de las arterias (Haworth y Hislop 1981;
Michel y cols., 1991), como funcionales: cambios en la respuesta contractil frente a
estimulos farmacoldgicos (Dunn y cols., 1989) y fisiolégicos (Michel y cols., 1991; Zellers
v Vanhoutte, 1991; Fineman y cols., 1991; Morin y cols., 1988; Gordon y cols., 1989). En
algunas especies -como el cordero- la RVP alcanza valores de adultos en el plazo de horas
(Abman, 1999). Sin embargo, en humanos y en cerdos, a las 24 horas postnatales ésta
puede ser todavia el doble del valor del adulto. Un descenso mas progresivo se apreciara

durante las siguientes 3-6 semanas, como consecuencia del crecimiento de nuevos vasos y
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de la involucion del contenido muscular de las arterias pulmonares mas distales (Haworth

v Hislop, 1981; Heymann y cols., 1989).

Cuando la circulaciéon pulmonar fracasa en su adaptacion a la vida extrauterina, se
origina el sindrome de hipertension pulmonar persistente neonatal (HPPN), una entidad
clinica presente en varias alteraciones cardiopulmonares neonatales y que se caracteriza
por un considerable aumento de las RVP después del nacimiento, originando un
cortocircuito de derecha-izquierda de la sangre a través del ductus arteriosus y/o del
foramen oval e hipoxemia severa (Levin y cols., 1976). La vision de la HPPN como
fracaso de la transicion circulatoria ha conducido a intensificar la investigacion en la
comprension de este proceso, ya que el conocimiento de los mecanismos bdasicos de
desarrollo funcional y estructural de la circulacion pulmonar fetal y del proceso de
transicion, puede dar lugar a importantes avances fisiopatologicos y terapéuticos en la

HPPN.

En los siguientes capitulos, analizaremos la HPPN desde un punto de vista clinico para
posteriormente centrarnos en tres de las familias de mediadores vasoactivos —la via
oxido nitrico/guanosina 3’-5"-monofosfato ciclico (NO/GMPc), las endotelinas y los
eicosanoides- mas ampliamente involucrados en la fisiologia de la circulaciéon pulmonar
fetal y la fisiopatologia de la HPPN. El papel del oxigeno en estos procesos sera
también analizado. Finalmente, dedicaremos un capitulo a los isoprostanos, compuestos
biologicos cuyo posible papel fisioldgico y patofisiolégico pulmonar neonatal se
desconoce y que son el grupo de mediadores vasculares en los que se centran los

estudios de esta Tesis Doctoral.
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2. El fracaso del proceso de transicion circulatoria: la Hipertension

Pulmonar Persistente Neonatal (HPPN)

2.1 Concepto
2.2 Frecuencia. Prevalencia
2.3 Epidemiologia
2.4 Bases fisiopatologicas
2.5 Diagndstico
2.5.1 Clinico
2.5.2 Examenes complementarios
2.6 Tratamiento
2.6.1 Medidas generales
2.6.2 Medidas especificas
2.6.3 Complicaciones

2.7 Profilaxis

2. El fracaso del proceso de transicion circulatoria: la HPPN

2.1 Concepto

La Hipertension Pulmonar Persistente Neonatal (HPPN) es un sindrome caracterizado por
cianosis central severa, que se debe a un cortocircuito derecha-izquierda a través de los
canales fetales (ductus arteriosus y foramen oval) en ausencia de cardiopatia congénita
subyacente (Moro, 1995, Villamor, 2003b).

La HPPN debe ser considerada no como una entidad tnica, sino como un grupo de
enfermedades que tienen causas diversas, pero caracteristicas comunes de presentacion
inicial. Las entidades clinicas que se asocian o pueden cursar con HPPN son muy
numerosas (7Tabla 1). Aunque muchos de los factores que se mencionan en la 7abla 1 son a
menudo considerados como agentes etiologicos de la HPPN (por ejemplo hipoglucemia o

hipocalcemia) la evidencia sobre su efecto real, y que no se traten de meros epifenomenos
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reflejo de la gravedad de la situacion clinica, es pobre (Moro, 1995; Villamor, 2003b).

En la clasificacion diagndstica de la hipertension pulmonar consensuada en el tercer
simposio internacional sobre hipertension arterial pulmonar (Rosenzewig y cols., 2004), se
incluye la HPPN o Persistencia de la Circulacion Fetal, como una de las formas de
hipertension arterial pulmonar (7abla 2). Sin embargo, resultan indudables las
caracteristicas diferenciales entre el sindrome de HPPN y el resto de formas de
hipertension arterial pulmonar recogidas en dicha clasificacion. De entrada, la
hipertension arterial pulmonar (HAP) se define —tanto en el nifio como en el paciente
adulto- como una presion arterial pulmonar >25 mmHg en reposo o >30 mmHg con el
ejercicio (Rosenzewig y cols., 2004), mientras que como hemos comentado, la HPPN se
define por la presencia de presiones arteriales pulmonares suprasistémicas que originan

el cortocircuito derecha-izquierda.

2.2 Frecuencia. Prevalencia

En el tnico estudio epidemioldgico prospectivo multicéntrico de la historia natural de la
HPPN publicado hasta la fecha la prevalencia fue 1.9/1000 recién nacidos (RN) vivos
(basada en 71.558 nacimientos) con un muy amplio rango (0.43-6.82/1000 RN vivos) entre
los 12 centros terciarios incluidos en el estudio (Walsh-Sukys y cols., 2000). Este estudio
ha sido realizado en los EE.UU. pero al carecer de datos epidemioldgicos de calidad en

Espatfia o los paises de nuestro entorno cercano lo utilizaremos como fuente fundamental.

2.3 Epidemiologia

Sélo un 17% de los casos fueron catalogados como idiopaticos en el estudio de
Walsh-Sukys y cols. (2000). En los demas la HPPN se asoci6 a sindrome de aspiracion
meconial (41%), neumonia (14%), sindrome de distrés respiratorio (13%), neumonia o
sindrome de distrés respiratorio indistinguibles (14%), hernia diafragmatica (10%) o
hipoplasia pulmonar (4%). La supervivencia global fue del 88% (rango 67-96%). La
supervivencia vari6 entre el 94% en los RN con HPPN asociada a sindrome de aspiracion
meconial, el 91% para la HPPN asociada a neumonia o sindrome de distrés respiratorio o el

61% en la HPPN asociada a hernia diafragmaética.
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Tabla 1. Factores asociados con HPPN (modificado de Roberts y cols., 1997)

HPPN

Pulmonares

Aspiracion meconial

Aspiracion hematica

Enfermedad de membrana hialina
Deficiencia de surfactante

Taquipnea transitoria del RN

Hernia diafragmatica

Malformacion adenomatoidea quistica
Hipoplasia pulmonar

Neumonia

Tromboembolismo

Oclusioén vascular pulmonar periférica
Displasia alveolocapilar

Hemorragia pulmonar

Agenesia del nervio frénico

Sepsis

Estreptococo del grupo B
Escherichia coli

Listeria monocytogenes
Haemophilus influenzae
Otros

Metabolicos

Hipoglucemia
Hipocalcemia
Acidosis
Hipoxia

Hematologicos

Policitemia
Trombocitopenia
Endocarditis thrombdtica
Hemorragia aguda

Gastrointestinales

Onfalocele
Perforacion
Gastrosquisis

Ambiente intrauterino adverso

Hipoxia cronica

Postmaturidad

Cierre ductal

Hipoxia, hemorragia, hipotension maternas

Farmacos maternos

Aspirina
Indometacina
Naproxeno
Hidantoinas
Amitriptilina
Litio
Terbutalina
Tabaco

Otros

Idiopatica

Hipertension sistémica

Shock

Distension de la arteria pulmonar
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2.4 Bases fisiopatologicas

Desde un punto de vista fisiopatologico se pueden diferenciar, en base a la anatomia del
lecho vascular, las situaciones en las que existe una disminucion del nimero de vasos
(hipoplasia vascular generalmente asociada a hipoplasia pulmonar) o un exceso de
musculatura lisa vascular, de las situaciones en las que, siendo inicialmente normales los
vasos, se produce una adaptacion deficiente al patron circulatorio extrauterino (4bman,
1999; Villamor, 2003b). A este ultimo grupo se circunscriben la mayor parte de los casos
de HPPN. La adaptacion defectuosa acompafia frecuentemente al estrés perinatal agudo,
como asfixia, infeccion o sindrome de aspiracion meconial. Estas entidades se caracterizan
por la liberacion de mediadores vasoactivos locales, fundamentalmente 6xido nitrico (NO),
eicosanoides y endotelinas. La alteracion del equilibrio entre sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras juega un papel relevante en la génesis del trastorno pulmonar (Villamor y
cols., 1999; 2003b; Moro y cols., 1995). Pero ademas los vasos pulmonares neonatales se
caracterizan por presentar respuestas vasoconstrictoras mayores que los del adulto. Es mas,
una vez que se induce la vasoconstriccion, ésta suele persistir aunque se elimine el
elemento desencadenante. Por otra parte, los vasos pulmonares del feto y el RN, presentan
una capacidad singular para mostrar cambios rapidos en su arquitectura. En particular,
destaca su capacidad para la hipertrofia de la capa muscular (Haworth y Reid, 1976;
Haworth y Hislop, 2003). La formacion anormal de musculo en las arterias pulmonares
puede ocurrir antes o después del nacimiento y ser activada por multiples estimulos como
la hipoxia, el aumento de la presion pulmonar, el aumento del flujo pulmonar o el dafio
endotelial (Haworth y Reid, 1976, Haworth y Hislop, 2003). Por otra parte, los factores
vasoactivos previamente referidos van a presentar también capacidad pro o antimitotica
sobre el musculo liso vascular. Las alteraciones en la respuesta vascular y el remodelado
estructural se traducen en una secuencia en la que la vasoconstriccion induce cambios
estructurales que a su vez producen alteraciones en la respuesta vascular (4bman, 1999,
Villamor y cols., 1999, Moro y cols., 1995).

Como hemos referido, la HPPN se asocia con frecuencia a patologias pulmonares como la
aspiracion meconial, la neumonia o la enfermedad de membrana hialina. El cortocircuito
intrapulmonar en estas entidades puede complicar la evolucion y la respuesta a

determinadas terapéuticas. Ademas, las alteraciones en la funcion miocardica, con
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disminucion en el gasto ventricular izquierdo, o las alteraciones en los vasos sistémicos
pueden provocar hipotension sistémica con la consiguiente exacerbacion del cortocircuito

derecha-izquierda (Abman, 1999, Villamor y cols., 1999; Moro y cols., 1995).

Tabla 2. Clasificacion Diagnostica de la  Hipertension Pulmonar (Third World
Symposium: Pulmonary Arterial Hypertension, 2003)

.Esporadica (IPAH)

.Familiar (FPAH)

.Relacionada con:
-Enfermedad del tejido conjuntivo
-Cardiopatia congénita

-Hipertension portal
-Infeccion por HIV
-Farmacos y toxicos
Hipertension -Otros: Glucogenosis tipo I, enfemedad de Gaucher,
arterial pulmonar hemoglobinopatias, transtornos mieloproliferativos,
(PAH) telangiectasia hemorragica hereditaria (Rendu-Osler-
Weber)
.Hipertension arterial pulmonar con alteracion significativa venular y/o
capilar
-Enfermedad pulmonar veno-oclusiva
Esporadica
Familiar

-Hemangiomatosis capilar pulmonar
.Persistencia de la circulacion fetal (HPPN)

Hipertension .Obstruccion venosa pulmonar (discreta)
pulmonar venosa .Enfermedad de corazoén izquierdo

.Enferemedad de membrana hialina
.Displasia broncopulmonar

.Hernia diafragmatica congénita
Hipertension pulmonar | .Hipoplasia pulmonar

asociada con .Displasia alveolo-capilar
transtornos del sistema | .Fibrosis quistica
respiratorio o .Enfermedad pulmonar obstructica créonica
hipoxemia .Enfermedad pulmonar intersticial

.Transtornos respiratorios del suefio
.Transtornos de hipoventilacion alveolar
.Exposicion cronica a la altura

Hipertension pulmonar | .Obstruccion tromboembodlica de las arterias pulmonares proximales

debida a enfermedad .Obstruccion tromboembdlica de las arterias pulmonares distales
tromboembélica .Embolismo pulmonar (tumor, parasitos, cuerpo extrafo)
.Sarcoidosis

.Histiocitosis X
.Mediastinitis Fibrosante
.Adenopatias y tumores
.Linfangiomatosis

Miscelanea
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2.5 Diagnostico

2.5.1 Clinico

Se establecera el diagndstico de sospecha clinica ante aquel RN con hipoxemia severa
y labilidad en la oxigenacion que no responden a la administracion de altas
concentraciones de oxigeno. El diagnostico diferencial con cardiopatias congénitas
cianosantes estard por tanto siempre presente. En numerosas ocasiones van a poderse
identificar en la historia alguna de las entidades (aspiracién meconial, asfixia, sepsis) a
las que se asocia la HPPN. Los test de hiperventilacion manual para diferenciar la
HPPN de una cardiopatia congénita se han abandonado generalmente debido al riesgo
de baro-volutrauma y a la disponibilidad cada vez mayor de ecocardiografia de manera
inmediata. La utilizacion de pulsioximetria o monitorizacion transcutanea de PO, de
modo simultdneo en los territorios pre y post-ductal puede ayudar a establecer un
diagnostico de sospecha si el cortocircuito derecha-izquierda se produce a nivel ductal

(Villamor, 2003b).

2.5.2 Examenes complementarios

Aunque la ecocardiografia doppler se ha convertido en gran medida en el patron oro para
el diagnoéstico de HPPN, ningiin método ha sido evaluado prospectivamente para
determinar su sensibilidad y especificidad (Walsh-Sukys y cols., 2000).

La gasometria muestra la hipoxemia severa (PaO, 5-6 KPa, 37.5-45 mmHg, con FiO, =
1) y generalmente acidosis grave. La determinacion simultdnea de gasometrias
preductales (generalmente de la arterial radial derecha) y postductales (generalmente de
la arteria umbilical) permite objetivar el cortocircuito izquierda-derecha si este ocurre a
nivel ductal (diferencia entre la PaO, preductal y la postductal superior a 1-2 KPa, 7.5-15
mmHg) (Villamor, 2003b). La radiologia pondra de manifiesto, en el caso de HPPN
secundaria a enfermedad pulmonar, la patologia subyacente y permitird evaluar la
gravedad de ésta. En la HPPN primaria las alteraciones en la radiografia de térax van a

ser en general minimas pudiendo mostrar una vascularizacion pulmonar disminuida o la
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presencia de cardiomegalia (Villamor, 2003b).

El trazado electrocardiogrdfico es en ocasiones normal y en otras pone de manifiesto
hipertrofia derecha. En los RN con HPPN secundaria a asfixia severa el electrocardiograma
puede mostrar anomalias de la onda T y del ST que sugieren isquemia miocardica.

Como ya hemos referido, la ecocardiografia es en la actualidad el método no invasivo
mas Uutil en el diagnostico de la HPPN. Por un lado permite descartar la presencia de
malformaciones cardiacas que forman parte del diagndstico diferencial y por otra parte
permite la visualizacion del cortocircuito derecha-izquierda mediante la utilizacion del
doppler.

El cateterismo cardiaco muy rara vez se utiliza para el diagnostico de HPPN por su
caracter invasivo y técnicamente dificultoso (la presencia de los flujos del cortocircuito

dificultan la cateterizacion de la arteria pulmonar).

2.6 Tratamiento

El tratamiento de la HPPN ird encaminado a lograr la disminucion de las resistencias
vasculares pulmonares, el mantenimiento de una tension arterial sistémica adecuada, la
disminucion del cortocircuito derecha-izquierda, la mejora de la oxigenacion arterial y de la
liberacioén de oxigeno a los tejidos. Si los objetivos del tratamiento parecen muy claros no
puede decirse lo mismo de la manera de conseguir éstos. El tratamiento Optimo del
sindrome de HPPN es objeto de controversia. De los numerosos tratamientos propuestos
tan solo el NO inhalado y la oxigenacion con membrana extracorporea (ECMO) han sido
evaluados mediante estudios prospectivos, controlados (Walsh-Sukys y cols., 2000). A
pesar de ello numerosas practicas como la hiperventilacion, la alcalinizacion, la sedacion,
la paralisis neuromuscular, el uso de surfactante, de agentes inotropicos o vasodilatadores
intravenosos constituyen la pauta habitual en numerosas unidades de cuidados intensivos

neonatales.
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2.6.1 Medidas generales

-Evitar al maximo la manipulacion que puede precipitar crisis de hipoxemia incluso en
respuesta a minimos estimulos como la toma de temperatura o un cambio en la posicion del
nifio. Maniobras de mayor agresividad como la succion del tubo endotraqueal o la puncion
arterial pueden tener efectos altamente deletéreos (Villamor, 2003b).

-Evitar la acidosis y el enfriamiento ya que pueden aumentar la vasoconstriccion
pulmonar. Corregirlas cuando sea necesario

-Correccion de las posibles alteraciones hidroelectroliticas y metabolicas prestando
particular atencion a la hipocalcemia y la hipoglucemia. Corregir los posibles trastornos de

la coagulacion.

2.6.2 Medidas especificas

Hiperventilacion. Ventilacion de alta frecuencia

La hiperventilacion es todavia una de las piedras angulares del tratamiento de la HPPN
a pesar de la ausencia de estudios con disefios adecuados para demostrar su eficacia y
seguridad (Heymann y cols., 1984, John y cols., 1988). Se basa en la idea de la
consecucion de una PCO; critica, generalmente por debajo de 3.5 KPa (26 mmHg), con
la consiguiente alcalosis respiratoria que tendria efectos vasodilatadores pulmonares
(Walsh-Sukys y cols., 2000). La hiperventilacion requiere el uso de volumenes tidales
elevados y frecuencias altas lo que trae consigo el riesgo de atrapamiento de gas con
sobredistension alveolar, aumentando la posibilidad de escape aéreo. Por otra parte la
sobredistension pulmonar determina un aumento de la presion intratoracica lo que
reduce el retorno venoso y el flujo sanguineo pulmonar empeorando las condiciones
hemodindmicas de estos pacientes (Villamor, 2003b). Ademas, la hipocapnia
prolongada ha sido asociada con alteraciones en el desarrollo neurologico,
probablemente debido a sus efectos de disminucion del flujo sanguineo cerebral.

La utilizacion en los ultimos afios de la ventilacion de alta frecuencia ha posibilitado,
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al menos desde un punto de vista teorico, lograr la hiperventilaciéon con una menor
agresividad ventilatoria. Sin embargo, y ain a riesgo de ser reiterativos insistiremos en
la ausencia de evidencia cientifica que soporte una ventaja, que vaya mas alla de la
mejora aguda de la oxigenacion, de la ventilacion de alta frecuencia frente a la

convencional en el manejo de la HPPN (Walsh-Sukys y cols., 2000).

Alcalosis metabolica

Su utilizacién se basa en la idea, controvertida incluso en experimentacion animal, de
que el efecto vasodilatador pulmonar es debido al pH elevado independientemente de
que la alcalosis se obtenga por la ruta respiratoria (hiperventilacion) o metabolica
(administraciéon de bicarbonato soédico) (Villamor, 2003b). No existe evidencia
cientifica en torno a la alcalinizaciéon metabolica e incluso el estudio observacional de
Walsh-Sukys y cols. (2000) sefiala que las dos rutas de alcalinizacion no son

equivalentes y que el uso de alcalis se asociaria con peores resultados.

Sedacion. Pardlisis neuromuscular

La extrema labilidad y vulnerabilidad de estos nifios frente a los estimulos externos
hacen casi obligado el uso de sedantes como morfina o fentanilo (Villamor, 2003b).

La utilizaciéon de agentes bloqueantes neuromusculares como pancuronio o D-
tubocuranina se realiza en general asociada a hiperventilacion y con el fin de permitir
¢ésta (Runkle y cols., 1984). No existe evidencia que soporte su uso e incluso, en el
estudio observacional de Walsh-Sukys y cols. (2000), se ha asociado con un incremento

de mortalidad.

Inotropicos

Como hemos mencionado previamente, el mantenimiento de una tension arterial sistémica
adecuada es uno de los objetivos del tratamiento al depender la intensidad del cortocircuito
derecha-izquierda, de la diferencia en presion arterial entre los dos circuitos. Por tanto el
mantenimiento de un volumen intravascular adecuado mediante coloides o cristaloides y la
utilizacién de aminas simpaticomiméticas (dopamina, dobutamina, isoproterenol) con el fin
de mejorar el gasto cardiaco forman parte habitual de las pautas terapéuticas de la HPPN

(Walsh-Sukys y cols., 2000; Villamor, 2003b).
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Surfactante

En algunas de las patologias que asocian HPPN (sindrome de distrés respiratorio,
aspiracion meconial) el déficit de surfactante juega un papel central y su uso es
soportado por evidencia cientifica (Soll y Dargaville, 2000). En otras formas de HPPN

el uso de surfactante debe ser considerado como una terapia experimental.

Vasodilatadores intravenosos

Hasta la llegada del NO inhalado numerosos vasodilatadores incluyendo tolazolina,
prostaciclina, prostaglandina D,, sulfato de magnesio o ATP-MgCl, han sido
utilizados, o continuan siendo usados, en el tratamiento de la HPPN debido a sus
tedricos efectos selectivos sobre el lecho vascular pulmonar (Pérez-Vizcaino y cols.,
1996b). El principal problema para la utilizacion de estos farmacos es su efecto sobre la
circulacion sistémica. Todos ellos producen, en mayor o menor medida, vasodilatacion
sistémica lo que mantiene el cortocircuito derecha-izquierda a pesar de la disminucién
de las resistencias vasculares pulmonares. No existe, hasta el momento presente,
evidencia cientifica que soporte la utilizacion de ninguno de los fArmacos previamente

mencionados (Walsh-Sukys y cols., 2000).

Vasodilatadores inhalados

El metanalisis de Finer y Barrington (2000) que recoge ocho estudios con asignacion
aleatoria de controles pone de manifiesto que: “parece razonable el uso de NO inhalado
en concentraciones de 20 ppm en RN> 34 semanas con HPPN o fallo respiratorio
hipoxico no producidos por una hernia diafragmatica” (Figueras y cols., 1998; 2001).
Otros vasodilatadores propuestos, de modo experimental, para su uso por via inhalatoria
o endotraqueal serian la prostaciclina, el nitroprusiato sodico y la tolazolina (Mestan y

cols., 2003).

Oxido Nitrico Inhalado:

La utilidad clinica del NO radica en que al caer la presién en la arteria pulmonar,
disminuye el cortocircuito derecha-izquierda, por lo que aumenta el flujo pulmonar,
mejora el intercambio gaseoso y reduce la hipoxemia (4bman y cols., 1994, Figueras y
cols., 2001; 2003; Roze y cols., 1994). Ademas, inhibe la proliferacion celular,

disminuyendo el remodelado vascular y por tanto, la cronicidad del cuadro clinico
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(Roberts y cols., 2000). En el estudio NINOS se demostro la efectividad del NO
inhalado en los neonatos con hipertension pulmonar persistente idiopatica y
sepsis/neumonia, siendo menor en los afectos de aspiracion meconial e inuatil en la
membrana hialina (NINOS, 1997). El NO inhalado mejora la evolucién en recién
nacidos hipoxémicos a término o casi-términos, puesto que reduce la necesidad de
ECMO, aunque no disminuye la mortalidad de forma significativa (Finer y Barrington,
2001). Las indicaciones de tratamiento vienen definidas por el Grupo de Respiratorio
Neonatal de la Sociedad Espaiola de Neonatologia y por el Consenso Europeo para este
proposito (Figueras y cols.,, 2001; Macrae y cols., 2004). Al margen del uso
relacionado por cardiopatias congénitas, comentamos a continuacion las indicaciones de
causa respiratoria:

1. Edad gestacional > 35 semanas. En prematuros menores de 35 semanas, no existe
evidencia cientifica de su seguridad (Barrington y Finer, 2001) y en éstos se utilizan dosis
bajas de 5 ppm de NO inhalado en situaciones de hipoxemia grave (Kinsella, 1999).

2. Diagnostico de HPPN mediante la clinica (PaO, postductal <60 mmHg, gradiente de
PaO, pre-postductal superior a 15 mmHg o gradiente de Sat Hb pre-postductal superior a
5%) y/o ecocardiografia Doppler (shunt ductal y/o auricular derecha a izquierda o
bidireccional). Previamente se habra corregido la hipotension arterial, asincronia con el
respirador, anemia aguda, poliglobulia, hipotermia, hipoglucemia, hipocalcemia, acidosis
metabdlica, neumotorax, atelectasias e hiperinsuflacion pulmonar.

3. Indice de oxigenacion (IO=Presion Media Vias Aéreas*FiO,*100/PaO, postductal) >
25 en dos controles sucesivos separados 30 minutos. Algunos autores prefieren un 1O entre
15-20 ya que una administracion mas precoz del NO inhalado puede obtener mejores
resultados, evitar un mayor deterioro clinico del paciente y facilitar un posible traslado a un
centro dotado con alta tecnologia.

4. Presencia de una hipoxemia grave rebelde (IO >25), aunque no exista evidencia de
hipertension pulmonar persistente.

Para un correcto uso del farmaco, se precisa ademas de un adecuado reclutamiento
alveolar, un sistema de administracion especifico recientemente incorporado a la industria
farmacologica, asi como monitorizacion continua de NO/NO,. El Consenso Europeo para
el tratamiento con NO inhalado (Macrae y cols., 2004), recomienda en caso de transporte
de un centro a otro, el uso de los sistemas disponibles comercialmente y especificamente

disefiados para este cometido (Kinsella y cols., 2002)
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En la clinica se utilizan concentraciones en torno a 5 a 20 ppm (se recomienda utilizar la
dosis minima eficaz) (Finer y cols., 1994, 2001, Kinsella y cols., 1997a, 1997b; Laubscher
y cols., 1997; Zayek y cols., 1993) manteniendo siempre la fraccion inspirada de oxigeno
(Fi0O,) por encima del 90%, aunque la respuesta es individual en cada caso (Kinsella y
Abman 1995; Turbow y cols., 1995; Goldman y cols., 1996). Los autores de la revision
Cochrane, concluyen en que los recién nacidos a termino o casi-terminos que presenten
fallo respiratorio hipoxémico que no responda a la terapia habitual, excluyendo el grupo
con hernia diafragmatica, deberian ser tratados con NO inhalado a 20 ppm (Finer y
Barrington, 2001). Se considera mal respondedor aquel neonato en el que tras dos horas de
administracion del NO, la PaO, postductal no asciende 20 mm Hg. Ante una mala
respuesta, se debe disminuir el NO de forma progresiva y lenta hasta retirarlo (Figueras,

2003).

Por el contrario, en los respondedores, se debe iniciar el descenso tras cuatro horas de
estabilizacion hasta alcanzar la minima dosis eficaz (préxima a 5 ppm y que puede llegar a
1 ppm). Se retirard el NO inhalado cuando la fraccion inspiada de oxigeno (FiO;) sea
menor del 60% y al interrumpirlo no se produzca un incremento de la presion arterial
pulmonar, ni un efecto rebote con necesidad de aumentar la Fi0, mas del 15% con respecto
al valor previo. Su descenso en la fase de mejoria se llevara a cabo lentamente para evitar
situaciones de hipoxia severa (de 1 en 1 ppm). Si al ir disminuyendo, empeora
notablemente la oxigenacion, se volvera a la situacion previa y se intentara de nuevo el
descenso pasadas 24 horas (Figueras, 2003). Se requiere monitorizacion de
metahemoglobina diaria en sangre, para procurar mantener niveles inferiores a 2%. Se
debera ajustar inmediatamente la administracion de NO inhalado si se detecta un aumento
de NO,>5 ppm, aunque seria prudente que los niveles fueran siempre inferiores a 1,5 ppm
o metahemoglobinemia >2,5%. Se recomienda de igual forma monitorizar continuamente
los niveles de NO, ambiental por si ocurriera un escape de forma accidental de NO desde
los cilindros de administracion (Macrae y cols., 2004).

A pesar de lo referido acerca de su toxicidad potencial, el NO es considerado un farmaco
seguro a corto plazo, aunque son necesarios mas estudios para determinar correctamente
sus efectos a largo plazo (Abman y Kinsella, 1995). Tan s6lo en los recién nacidos

cardidpatas con coartacion de aorta postductal o con hipoplasia de ventriculo izquierdo, en
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los que el flujo sanguineo sistémico depende del cortocircuito derecha-izquierda a través
del ductus arteriosus, la administracion de NO inhalado puede producir un deterioro clinico
agudo al invertir la direccion del cortocircuito. En el estudio NINOS se demuestra que los
nifios que recibieron NO inhalado, no presentan un mayor riesgo a largo plazo de secuelas
en el neurodesarrollo y tampoco mas complicaciones pulmonares una vez han sido dados
de alta (NINOS, 1997).

Experimentalmente se ha demostrado que el NO prolonga el tiempo de hemorragia y
posee actividad antiagregante plaquetaria (Radomski 1993; Geggel y cols., 1993;
Greenough y cols., 2000). Por ello, aunque clinicamente no se ha demostrado una mayor
incidencia de hemorragias intracraneales tras la administracion de NO por via inhalatoria
en los recién nacidos pretérmino (ya de por si especialmente susceptibles a cualquier tipo
de sangrado por su condicion de inmadurez), su practica en el momento actual no esta del
todo generalizada (Kinsella y cols., 1999; Sanchez-Esteban, 2003). Barrington y Finer
(2001), tras una amplia revision en recién nacidos menores de 35 semanas, concluyen que
la evidencia no apoya el uso de NO inhalado en prematuros con insuficiencia respiratoria
hipoxémica, aunque puede que exista una reduccion en la severidad de la enfermedad

pulmonar crénica en relacién a un acortamiento en la duracion de la ventiloterapia.

ECMO

La oxigenacion por membrana extracorporea constituye el ultimo recurso de
tratamiento en recién nacidos con HPPN que no responden a la terapia. Las indicaciones
de uso se deben individualizar en el contexto de la gravedad de la enfermedad o la
velocidad de deterioro segtin el paciente. Los sistemas de ECMO pueden dividirse en
venoarteriales y venovenosos. La mayor limitacion del empleo de ECMO venoarterial
es la canulacion de la arteria cardtida y sus complicaciones. El empleo de una via unica
venosa evita estas complicaciones, por lo que resulta mas usado el venovenoso. Los
criterios de seleccion asi como las contraindicaciones de uso son estrictos

(Collaborative ECMO Trail Group, 1996, Sanchez Luna y cols., 2002).

Otros tratamientos experimentales
Se han propuesto y utilizado en modelos animales o anecdoticamente en pacientes, los
inhibidores de fosfodiesterasas (dipiridamol, zaprinast, sildenafil) para aumentar el

efecto vasodilatador del NO inhalado (Travadi y Patole, 2003). También la superdxido
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dismutasa ha sido propuesta con el fin de aumentar el efecto y disminuir la posible
toxicidad del NO inhalado debido al caracter de radical libre de éste (Steinhorn y cols.,
2001). Debido a la relacion entre la HPPN asociada a sepsis, particularmente a
Estreptococo del grupo B, y la presencia de niveles elevados de tromboxano A, (TXA;)
se han ensayado, en modelos experimentales, los inhibidores de su sintesis como el
dazmagrel (Meadow y Rudinsky, 1995). Finalmente, también los fAirmacos que actiian
sobre la via de la endotelina-1 (concretamente antagonistas para los receptores A de
endotelina) han demostrado su eficacia en modelos experimentales de hipertension

pulmonar (Ivy y cols., 1997).

2.6.3 Complicaciones

Como consecuencia de la agresividad en la ventilacién mecénica los sindromes de escape
aéreo y el desarrollo de enfermedad pulmonar cronica son complicaciones frecuentes. El
RN pretérmino con HPPN acompafiada de hipoxemia severa y muy frecuentemente de
hipotension es un claro candidato a presentar hemorragia intracraneal o leucomalacia
periventricular particularmente tras el uso de hipocapnia (Walsh-Sukys y cols., 2000).
Como secuela tardia de la HPPN se describe una alta incidencia de pérdida de audicion por

lo que conviene analizarla a los 6-8 meses del alta.

2.7 Profilaxis

Una revision realizada en 1996 de la base de datos Oxford de estudios perinatales pone de
manifiesto la ausencia de estudios controlados que demuestren la prevencion de la HPPN
mediante ninguna intervencion prenatal (Finner y Barrington, 2001). Debido al hecho de la
frecuente asociacion de HPPN con sindrome de aspiracion meconial, neumonia, sepsis o
sindrome de distrés respiratorio, las medidas encaminadas a la profilaxis de estas entidades

tendrian una incidencia positiva en la prevencion de la HPPN (Villamor 2003b).
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3.- Mediadores vasoactivos implicados en la transicion circulatoria y en la

etiopatogenia de la HPPN.

3.1 Oxido Nitrico
3.2 Endotelina
3.3 Eicosanoides

3.4 Oxigeno

3.1 Oxido Nitrico (NO)

3.1.1 EI NO como mediador vasoactivo

3.1.2 Mecanismo de accion de NO

3.1.3 NO en el pulmon perinatal

3.1.4 Influencia del NO en la etiopatogenia de la HPPN.
3.1.5 EINOy el estrés oxidativo

3.1.1 El NO como mediador vasoactivo

En el afio 1980, Furchgott y Zawadzki demostraron que el efecto vasodilatador de la
acetilcolina (Ach) dependia de la presencia del endotelio vascular y propusieron la
existencia de lo que entonces denominaron “factor relajante derivado del endotelio”
(EDRF). Luego, Ignarro y cols. (/987) y Palmer y cols. (/1987), por separado,
identificaron el EDRF como NO.

El NO es un potente vasodilatador endogeno, inhibidor de la agregacion y de la
adhesion plaquetaria, neurotransmisor y que ademads de intervenir en la regulacion de
diferentes acciones del organismo, posee implicaciones terapéuticas en muchos

sistemas.
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El NO se forma a nivel endégeno por medio de un grupo de enzimas conocido como
las NO sintetasas (NOS), de las que se han identificado, hasta el momento, al menos

tres isoformas (Moncada y cols., 1997):

1.- Forma Neuronal o nNOS o NOS I. Su actividad se regula por el calcio y la
calmodulina. Se encuentra en el SNC y periférico, ademas de entre otros lugares, en el
epitelio bronquial y de la traquea (Kobzik y cols., 1993) y en el musculo esquelético

(Kobzik y cols., 1993) y liso.

2.- Forma Inducible o iNOS o NOS II: independiente del calcio. Se aisla de
varios tipos celulares tras el estimulo de mediadores inflamatorios y productos
bacteriologicos. También estan en el epitelio bronquial humano (Kobzik y cols., 1993),
epitelio del rindn de rata (Mohaupt y cols., 1994) y tejido pulmonar ovino (Rairigh y
cols., 1998).

3.- Forma endotelial o eNOS o NOS III: también dependiente del calcio. Se
encuentra, entre otros lugares, en las células endoteliales vasculares, en las plaquetas

(Radomski y cols., 1990) y en ciertas poblaciones neuronales en el cerebro (Dinerman y

cols., 1994).

La asociacion de los tres isoenzimas de la NO sintetasa con el endotelio (eNOS), las
neuronas (nNOS) y la inducibilidad (iNOS), no deja de ser una simplificacion que se
basa en el primer lugar donde fueron aisladas (Moncada y cols. 1997). Asi, hemos
mencionado que, por ejemplo, la eNOS se localiza en otros tejidos no endoteliales y la
nNOS en tejidos no neurales. Es mas, la eNOS puede ser inducida por determinados
estimulos como el ejercicio (Sessa y cols., 1994) o la gestacion (Weiner y cols., 1994) y
la iNOS, por el contrario, puede aparecer de forma constitutiva en algunos tejidos

(Rairig y cols., 1998).
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El NO que se libera de las células endoteliales lo hace en respuesta a fuerzas fisicas de
cizallamiento o de presion y a diversos agonistas como la ACh, la bradicinina (BK), las
catecolaminas, la antitrombina II (ATII), la endotelina-1 (ET-1), la vasopresina, la
trombina, el adenosin trifosfato (ATP) y el acido araquidonico entre otros. La NOS
produce una oxidacion del grupo guanidino terminal de la L-arginina (Palmer y
Moncada 1989). La reaccion es dependiente del O, y del fosfato de dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NADPH) y da lugar a NO y L-citrulina (Bush y cols., 1992).
Ademas, para que se lleve a cabo esta reaccion, se requiere la presencia de otros
cofactores: Flavin adenin dinucledtido (FAD) (Stuehr y cols., 1990), Flavin
mononucledtido (FMN) (Mayer y cols., 1991) y Tetrahidrobiopterina (BH4) (Mayer y
cols., 1991).

3.1.2 Mecanismos de accion de NO

La mayor parte de las acciones fisioldgicas del NO se produce a través de la activacion
de la guanilato ciclasa soluble (GCs). La activacion de la GCs por el NO, es un proceso
complejo: primero el NO se une al hierro en el grupo hemo de la enzima, formando un
complejo hexacoordinado, que se transforma posteriormente en un complejo
pentacoordinado. Este cambio estructural aumenta la actividad enzimatica unas 400
veces y como resultado da lugar a la conversion enzimatica de la guanosina 5- trifosfato
(GTP) en el segundo mensajero intracelular GMPc. No queda claro el mecanismo
exacto a partir del cual el GMPc produce relajacion del musculo liso vascular, aunque

todo apunta a la implicacion del calcio a través de varios procesos (Figura 3):

-1.- El GMPc¢ podria estimular la salida del calcio por activacion de la Ca™
ATPasa de la membrana plasmatica (Popescu y cols., 1985a; 1985b). Se piensa que
la cinasa dependiente de GMPc (cGK) regula esta bomba de calcio por medio de la
fosforilacion de una proteina intermediaria, posiblemente una fosfatidilinositol

kinasa.

-2.- Un segundo mecanismo por el que el GMPc disminuye el calcio intracelular
podria ser el aumentar su entrada en el reticulo endoplasmico por medio de la
regulacion de una ATPasa de calcio similar a la encontrada en la membrana

plasmatica (Twort y Van Breemen, 1988).
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-3.- El intercambio de sodio y calcio a través de la membrana plasmatica podria
también representar una forma de control de la homeostasis del calcio mediada por

cGK (Hobbs e Ignarro, 1997).

-4.- E1 GMPc podria tener un efecto dual en la actividad de los canales de calcio:
por un lado suprime directamente el movimiento de los iones a través de los canales
de calcio tipo L y por otro impide la entrada de calcio, puesto que incrementa el

retraso de la salida de la corriente de potasio (Bkaily y cols., 1988).

También se ha descrito un efecto inhibidor del GMPc sobre los canales de calcio

operados por receptor (Hobbs e Ignarro, 1997).

Otra manera que tiene la GMPc de regular la homeostasis del calcio es mediante la
modificacion de la via del 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Hobbs e
Ignarro, 1997).

Por otra parte, se han propuesto mecanismos independientes de GMPc para explicar
parte de la accion vasodilatadora del NO, entre los que se incluyen la activacion de
diversos canales de potasio, que hiperpolarizan las células musculares lisas vasculares

(Cogolludo y cols., 2001; Ghanayem y cols., 2001).

La concentracion intracelular de GMPc es finalmente controlada por la accion de
degradacion de las fosfodiesterasas (PDEs). Las PDEs hidrolizan tanto el GMPc como
el AMPc, dando lugar a formas biolégicamente inactivas (5'-nucleétidos) (Beavo y
cols., 1995, Polson y Strada, 1996). Se han descrito numerosas familias diferentes de
PDE, de las cuales se derivan varias isoformas. La PDE-5 tiene preferencia por GMPc y
parece ser la que tiene mayor relevancia en los procesos de hidrolisis de GMPc en el
musculo liso vascular (Moreno y cols., 2004). El zaprinast y el sildenafilo son potentes
inhibidores especificos de la PDES (Ziegler y cols., 1995a; 1995b; Hanson y cols.,
1998). El GMPc estimula la accion de la PDE-2 e inhibe la accion de la PDE-3. Por
tanto y al ser la PDE-2 y la PDE-3 enzimas con especial predileccion por la adenosina
3’-5"-monofosfato ciclico (AMPc), representan un mecanismo por el cual el GMPc

participa o interactua en la relajacion mediada por AMPc.
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3.1.3 NO en el pulmon perinatal

La via del NO/GMPc participa de un modo muy relevante tanto en el control del tono
vascular pulmonar fetal como durante el proceso de transicidon circulatoria postnatal
(Abman y cols., 1990; 1991; Cornfield y cols., 1992; Shaul y cols., 1992, Tiktinsky y
Morin, 1993; McQueston y cols., 1993). A pesar de su elevada resistencia, la circulacion
pulmonar fetal libera continuamente NO en condiciones basales, como demuestran los
efectos hipertensivos de la infusion de inhibidores de la NOS (4dbman y cols., 1990;
Moore y cols., 1992). Esto fue comprobado en experimentos que utilizaban antagonistas
no especificos de la eNOS. Con el desarrollo de antagonistas especificos de la iNOS y
la nNOS, se pudo posteriormente dilucidar el papel de estas dos isoformas en el control
del tono vascular en el pulmon fetal (Rairigh y cols., 1998; Rairigh y cols., 2000). En
fetos de cordero, la administracion intrapulmonar de 3 inhibidores selectivos de iNOS
causo de un 69 a un 82% de incremento en la resistencia vascular pulmonar (Rairigh y
cols., 1998). De forma equivalente, la infusion de un inhibidor especifico de nNOS
aumento la resistencia vascular pulmonar en el feto de cordero (Rairigh y cols., 2000).
Ademas, las 3 isoformas de NOS se encuentran presentes en el pulmon de desarrollo y
parece que desempefian un papel en el control de la circulacion pulmonar fetal. Asi

pues, el mecanismo de NO/GMPc interviene en:

-La modulacion de la RVP en el feto

-El control de la respuesta vasodilatadora a estimulos especificos fisioldgicos y
farmacologicos.

-La reduccion del potente tono miogénico en el pulmon fetal normal (Abman y

cols., 1999).
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En el momento del nacimiento, el NO va a jugar un papel determinante en la reduccion
de las RVP que se produce con las primeras respiraciones. En corderos a término, la
reduccidén en la presion pulmonar producida por el nacimiento, fue abolida por la
infusion de la NOS (4bman y cols., 1990). Se han llevado a cabo estudios para dilucidar
cudl de los estimulos relacionado con el nacimiento es el que incrementa la produccion
de NO pulmonar. Asi, se ha demostrado que la vasodilatacion pulmonar, tanto inducida
por ventilacidn con gas hipoxico como por la inhalacion de oxigeno puro sin
ventilacion, son abolidas por los antagonistas de la NOS (Cornfield y cols., 1992;
Tikitinsky y cols., 1993). De modo similar, la inhibicion de la NOS, redujo el descenso
en la RVP producido por los aumentos en flujo y “shear stress” inducidos por la
compresion del ductus arteriosus (Cornfield y cols., 1992). Por tanto, tanto la expansion
de los pulmones, el aumento de la oxigenacion y el aumento del flujo pulmonar, son
capaces de forma independiente, de estimular la produccion de NO al nacimiento. Es
mas, la distension ritmica de los pulmones y el aumento de la oxigenacion, producen

induccion de la expresion génica de la eNOS en vasos pulmonares (Black y cols., 1997).

Las razones para el aumento en la bioactividad pulmonar del NO en el momento del
nacimiento no se conocen en su totalidad. El aumento de la actividad de la eNOS
producido por un incremento de su expresion, un aumento de su funcién o una mayor
disponibilidad de su sustrato (la L-arginina) o de sus cofactores pueden contribuir a su
explicacion (Arrigoni y cols., 2002; Shaul y cols., 1993a). Este hecho supondria un
aumento en la cantidad total de NO sintetizado en el territorio vascular pulmonar. Por
otra parte, una mayor sensibilidad de las células musculares lisas vasculares del
territorio pulmonar al efecto vasodilatador del NO también explicaria que atn cuando
no se modifique la sintesis endogena de NO, el efecto vasodilatador final seria mayor
que en el momento del nacimiento (Zellers y Vanhoute, 1991). También, un aumento de
bradicinina (BK) y de ATP secundarios al aumento de la P,0, que se produce con el
inicio de la ventilacién y que a su vez, incrementan la sintesis y liberacion del NO por
las células endoteliales vasculares pulmonares podria justificar la vasodilatacion

pulmonar producida en los primeros instantes tras el nacimiento (Konduri y cols., 1991).
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Una disminucién del aclaramiento pulmonar del NO por la hemoglobina, pues cuando
ésta se satura de O, presenta una mayor afinidad por el NO que su forma deoxigenada,
seria otra explicacion alternativa (Iwamoto y cols., 1993). Por tltimo, un aumento en la
actividad de la superoxido dismutasa (SOD) produciria una disminucién de la
formacion del radical superdxido que tiene una accion inhibidora sobre el NO

(MacKenzie y cols., 1998).

Aparte de su papel central en el descenso agudo de las resistencias vasculares
pulmonares en el momento del nacimiento, la via del NO-GMPc desempefia también un
papel de gran relevancia durante la segunda fase de descenso gradual de las RVP que
tiene lugar durante las primeras semanas de vida postnatal. Cuando se compara la
relajacion inducida por el NO en arterias pulmonares en animales en el primer dia de
vida con esta respuesta en animales de 2-4 semanas, se observa un significativo
aumento. Este fenomeno ha sido observado en numerosas especies, incluyendo el cerdo
(Villamor y cols., 1997; 2000, Pérez-Vizcaino y cols., 2002), cordero (Abman y cols.,
1991) y conejo (Morecroft y cols., 1998). Este incremento con la edad en la respuesta a
NO, parece estar producido no so6lo por un hipotético incremento en la produccion
endotelial de NO, sino también por un incremento en la sensibilidad a éste de las células
musculares lisas vasculares. Asi, las arterias pulmonares de lechon de 2 semanas, no
solo presentan una mayor respuesta a la vasodilatacion inducida por acetilcolina sino
que también lo hacen a la vasodilataciéon mediada directamente por NO cuando las
arterias estan desprovistas de endotelio (Moreno y cols., 2005, Villamor y cols., 2000;

Pérez-Vizcaino y cols., 2002).

Los mecanismos responsables de este incremento en la respuesta a NO con la edad
postnatal, han sido analizados mediante el uso de diversas herramientas farmacolégicas
que estimulan la via NO/GMPc a distintos niveles. Ya hemos referido que la respuesta
inducida por Ach aumenta con la edad y lo mismo ocurre con la respuesta al NO
exogeno. Ambas respuestas son abolidas por inhibidores de la GCs, como el ODQ, lo
que indica la ausencia de mecanismos independientes de GCs (Moreno y cols., 2005,
Villamor y cols., 1997; 2000, Pérez-Vizcaino y cols., 2002). Por otra parte, la respuesta
a activadores de la GCs independientes de NO, como por ejemplo el YC-1, también
aumentd con la edad postnatal (Moreno y cols., 2004). Sin embargo, la respuesta a

analogos del GMPc, como el 8-Br-GMP, no cambi6 con la edad postnatal en arterias
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pulmonares porcinas (Moreno y cols., 2004, Villamor y cols., 2000). Finalmente, se ha
observado una tendencia con la edad al incremento en la respuesta vasodilatadora

inducida por los inhibidores de PDE-5 (Moreno y cols., 2005).

La expresion y actividad de enzimas clave en la via NO/GMPc, ha sido también
estudiada tratando de buscar una explicacion al incremento con la edad en la respuesta a
esta via. La expresion y actividad de la eNOS parece no cambiar con la edad (4rrigoni y
cols., 2002; Hislop y cols., 1995), mientras que la actividad y expresion de la SOD
citosolica (SOD-1), disminuye (Pérez-Vizcaino y cols., 2002; Villamor y cols., 2003a).
La expresion de la subunidad B1 de la GCs aumentd también con la edad postnatal en
arterias pulmonares porcinas tanto a nivel de expresion de la proteina como a nivel del
acido ribonucleico mensajero (RNAm) (Moreno y cols., 2005). Finalmente, la expresion
y actividad de la PDE-5 aument6 también con la edad postnatal en estos mismos vasos
(Moreno y cols., 2004). Tomados juntos, todos estos resultados sugieren que el
incremento con la edad en la capacidad vasodilatadora pulmonar de la via NO/GMPc
obedece a cambios en diversos puntos de la via de sefializacion. En primer lugar, la
biodisponibilidad de NO durante las primeras horas de vida, puede estar reducida
debido a un aumento de su combinacion con superdxido, como consecuencia de
cambios diferenciales de SOD o de Ciclooxigenasa (COX) (Moreno y cols., 2005;
Morecroft y cols., 1998, Pérez-Vizcaino y cols., 2002). En segundo lugar, una menor
expresion de GCs en el recién nacido también contribuiria a la menor dilatacion
mediada por NO en el recién nacido (Moreno y cols., 2005). La menor actividad de
PDE-5 y consiguientemente la menor degradacion de GMPc en el recién nacido podria,
al menos parcialmente, contrarrestar los mecanismos previos (Moreno y cols., 2004).
Finalmente, un incremento con la edad en la respuesta vasodilatadora mediada por el

GMPc, es algo que no ha quedado totalmente excluido.
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3.1.4 Influencia del NO en la etiopatogenia de la HPPN.

En las ultimas décadas, la evidencia experimental desarrollada sobre la participacion
del endotelio -y mas concretamente del NO- en el control del tono vascular tanto
pulmonar como sistémico, ha sido abrumadora. Practicamente desde el inicio de este
conocimiento, se comienza a especular con la idea de que alteraciones en la via del
NO/GMPc pudieran estar involucradas en la fisiopatologia de la hipertension tanto
pulmonar como sistémica. Centrandonos en la hipertension pulmonar, se han descrito
alteraciones en la produccion y actividad del NO, tanto en modelos experimentales
(Dinh Xuan y cols., 1991; Adnot y cols., 1991), como en pacientes adultos con
hipertension pulmonar (Giaid y Saleh, 1995).

La mayor parte de la informacion fisiopatologica que poseemos sobre la HPPN se basa
en el modelo de compresion o ligadura fetal del ductus arteriosus en el cordero. Este
modelo es el que en mayor grado ha conseguido reproducir la situacion hemodindmica y
anatomopatologica de la HPPN idiopatica (4bman, 1999). Utilizando este modelo, se
han descrito alteraciones practicamente en cada uno de los pasos que componen la via
de vasodilatacion mediada por el NO/GMPc. En un momento inicial se observd que en
este modelo experimental de HPPN, existia una disminucién de la vasodilatacion
producida por estimulos farmacologicos y fisioldgicos que actuaban a través de la
activacion de la eNOS, tales como la Ach (McQueston y cols., 1995), el ionéforo de
calcio A23187 (Steinhorn y cols., 1995a), oxigeno (Abman y cols., 1989a; Zayek y
cols., 1995) y shear stress (Adbman y cols., 1989a). Sin embargo, las respuestas
vasodilatadoras inducidas por agonistas independientes de endotelio como el péptido
natriurético atrial (McQueston y cols., 1995) o el NO inhalado (Zayek y cols., 1995),
parecian estar respetadas. Estos hallazgos condujeron a la hipétesis de una alteracion de
la eNOS en este modelo experimental. Posteriormente, se demostr6 una disminucion de
la actividad enzimatica de la eNOS (Villamor y cols., 2003a), asi como una disminucion
en la expresion de la eNOS a nivel de proteina y de RNAm (Villamor y cols., 2003a;
Shaul y cols., 1997). Una disminucién de la interaccion entre la eNOS y la Heat Shock
Protein 90 (HSP 90) —que modula la actividad endotelial de NO- ha sido propuesto
como uno de los mecanismos causantes de la menor actividad de la eNOS en el modelo

de compresion cronica del ductus (Konduri y cols., 2003). Por otra parte, se ha descrito
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también en este modelo, una disminucidn en las subunidades a;, oy, B; de la GCs asi
como un incremento en la actividad de la PDE-5. De hecho, el tratamiento cronico con
el inhibidor de la PDE-5 sildenafil, previno la aparicion de HPPN tras compresion
cronica del ductus (Larrue y cols., 2005). Por tanto, en el modelo experimental de
HPPN por compresion cronica del ductus, existe una produccion reducida de NO en
respuesta a estimulos fisicos y farmacoldgicos. Este NO actua sobre una GCs alterada y,
como consecuencia de ello, se produce menos GMPc. Dicho GMPc se degrada mas
rapidamente a la forma inactivada 5'GMP, debido a un aumento de la actividad de la

PDE-5 (Abman y cols., 1999).

Sin embargo, resulta dificil determinar si el dafio de la via NO/GMPc es causa o
consecuencia de la HPPN. Si un déficit en la produccién o en la actividad de NO fuera
la causa de la HPPN, el bloqueo cronico farmacolégico de la produccion de NO
endotelial deberia reproducir los efectos hemodindmicos y anatomopatologicos de ésta.
Sin embargo, la administracion cronica de antagonistas de la NOS, no reproduce HPPN
en el feto del cordero como si lo hace la compresion del ductus (Fineman y cols., 1994).
De modo interesante, si se ha observado alteracion de la funcién endotelial e incremento
de la muscularizacién de las arterias pulmonares tras la administracion cronica de
antagonistas de la NOS en modelos desarrollados en no mamiferos como es el embrion

de pollo (Villamor y cols., 2005).

Las evidencias directas de una alteracion de la via NO/GMPc en pacientes con
HPPN, son dificiles de obtener. Sin embargo, Dollberg y cols. (/995), demostraron una
disminucién en los metabolitos urinarios del NO, es decir, nitratos y nitritos, en nifios
con HPPN y Christou y cols. (/997) demostraron una disminucién de los niveles
plasmaticos de GMPc. Casillo y cols. (/995) encontraron una disminucion en la
excrecion urinaria de nitratos y una disminucion en la utilizacion plasmatica de L-
arginina en la fase aguda de la HPPN cuando se compardé con el periodo de
convalescencia. Villanueva y cols. (/998) observaron una disminucién en la expresion
genética de la eNOS en cultivos endoteliales de la vena umbilical de recién nacidos con
HPPN. Sin embargo, este hallazgo se limité a aquellos pacientes que presentaron HPPN

relacionada con la asfixia perinatal. Por otra parte, limitaciones en el sustrato —L-
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arginina- se han demostrado en recién nacidos con HPPN (Vosatka y cols., 1994,
Pearson y cols., 2001; Kavvadia y cols., 1999) La L-arginina es un amino &cido
semiesencial que se produce durante el ciclo de la urea (Pearson y cols., 2001). De
manera muy interesante, algunos polimorfismos funcionales en enzimas del ciclo de la
urea —particularmente la carbamoil-fosfato-sintetasa- se han relacionado con una menor
produccion de L-arginina en pacientes con patologias — incluyendo la HPPN- en las que
se implica una menor actividad de la NOS (Pearson y cols., 2001; Summar y cols.,

2004)

3.1.5 EINOy el estrés oxidativo

El NO tiene un electrén desapareado. Es por tanto un radical libre y como tal va a
reaccionar fundamentalmente con otros radicales libres y con metales de transicion,
como el hierro del grupo hemo o el cobre. La bioquimica del NO como radical libre

puede ser simplificada a cuatro reacciones fundamentales:

1.- La unién al hierro presente en hemoproteinas como la GCs o la hemoglobina.
La uniéon a GCs es, como hemos visto, el mecanismo fundamental por el que el NO
media sus efectos bioldgicos. La union a la hemoglobina da lugar a la formacion de
metahemoglobina y es el mecanismo responsable de barrer el NO del torrente sanguineo

y limitar sus efectos a las células vecinas a la que lo ha liberado.

2.- En presencia de altas concentraciones de oxigeno, el NO reaccionard con éste
para formar NO,. Esta reaccion no se produce en condiciones fisiologicas pero es de
gran importancia cuando se usa el NO inhalado en combinacion con el oxigeno del

respirador.
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3.- La reaccion del NO con el anion superdxido, da lugar a la formacion de la
toxina binaria peroxinitrito (ONOQO"). En condiciones normales, no se produce esta
reaccion al estar la concentracion de O, controlada por la SOD, que lo transforma en O,
y en H;O, a una velocidad de 2x10° M's!. Por tanto, tanto la SOD como sus
miméticos, pueden tener un papel antioxidante y protector del efecto del NO como

vasodilatador pulmonar (MacKenzie y cols., 1998).

4.- Tras un proceso adicional de oxidacion, el NO puede reaccionar con grupos
tioles de proteinas, dando lugar a la formacion de nitrosotioles. De manera muy
reciente, se ha propuesto que el NO “capturado” por la oxihemoglobina (ver reaccion
1), pudiera ser transferido a un grupo tiol en la cisteina de la globina (Cysp93), de la que
seria liberado al transformarse la oxihemoglobina en desoxihemoglobina al disminuir la
concentracion de oxigeno (McMahon y cols., 2002). Este mecanismo ha sido propuesto
como una forma de transporte del NO que seria liberado en condiciones de hipoxia
contribuyendo a la vasodilatacion en tejidos que recibieran una menor concentracion de

oxigeno (Lane y Gross, 2002).

Cuando utilizamos el NO en inhalacién para el tratamiento de la HPPN, obtenemos
ejemplos de estas cuatro reacciones. Asi, la accion vasodilatadora que buscamos va a
estar mediada por la activacion de la GCs tras la union del NO al grupo hemo del
enzima. EI NO solo va a ser efectivo en los vasos pulmonares, puesto que va a ser
inactivado al unirse al grupo hemo de la oxihemoglobina. La presencia de
metahemoglobina debe ser controlada, por tanto, en estos pacientes (Kinsella y cols.,
1992, Philips y cols., 1999; Young y Dyar, 1996; Davidson y cols., 1998, Macrae y
cols., 2004). También debemos controlar la formacion de NO, como consecuencia de la
reaccion del NO con el O, molecular (Davidson y cols., 1998, Bouchet y cols., 1993).
La combinaciéon con superdéxido puede dar lugar a la formaciéon de peroxinitritos,
aunque un aumento en la formaciéon de éstos no ha sido confirmado de manera
concluyente en modelos experimentales o en pacientes sometidos a la inhalacion de NO
(Hallman y cols., 1998). Sin embargo, la suplementacion con SOD, que va a producir
una disminucién en la produccién de superdxido, aumenta la respuesta al NO inhalado

(Steinhorn y cols., 2001). Por ultimo, un posible efecto a distancia del NO debido a su
47




Introduccion

liberacion desde la globina (ver reaccion 4) no ha sido hasta el momento comprobado

tras la inhalacion de NO.

El tratamiento de la HPPN con NO inhalado se detalla en el apartado 2.6.2.
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3.2 Endotelina-1

3.2.1 Caracteristicas principales
3.2.2 ET-1 en el pulmoén perinatal

3.2.3 ET-1 en la HPPN

3.2 Endotelina-1:

3.2.1 Caracteristicas principales:

La endotelina-1 (ET-1), es un polipéptido de 21 aminoacidos que fue identificado en
1988 por Yanagisawa y cols. (/988). La ET-1 estd presente en numerosas especies de
mamiferos incluyendo los humanos. Dos isopéptidos mas (ET-2 y ET-3) codificados
por genes separados pero con una gran homologia en la secuencia de aminoacidos,
fueron posteriormente identificados. El producto inicial del gen de la ET-1 humana —
que se localiza en el cromosoma 7- es el péptido preproET-1 de 212 aminoacidos, que
se convierte posteriormente en proET-1 de 183 aminodcidos y finalmente en la big ET-
1, péptido de 38 residuos. A través de la accion de las enzimas conversoras de la ET
(ECE), la big ET-1 se transforma en la ET-1. Esta ultima conversion resulta
imprescindible para llevar a cabo la actividad biologica; la accion presora de la big ET-
1 se anula casi por completo cuando se inhibe la ECE (Matsumura y cols., 1990;
Gardiner y cols., 1991). Las ECE que se encuentran en las células endoteliales son
diferentes a las que se encuentran en las células musculares lisas. En el endotelio, las
ECE son especificas para la big ET-1 (Plumptom y cols., 1996, Davenport y cols.,
1998) mientras que las del musculo liso son capaces de procesar la big ET-2 y la big

ET-3 (Tsukahara y cols., 1993, Maguire y cols., 1997; Davenport y cols., 1998).

Aunque el endotelio vascular es la mayor fuente de ET-1, los genes que codifican los
tres isopéptidos, se expresan en una gran variedad de células, que incluyen: miocitos

cardiacos, células musculares lisas vasculares e intestinales, epitelio tubular renal,
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células mesangiales, células gliales, pituitaria, macrofagos, etc (Inoue y cols., 1989;

Sakurai y cols., 1991).

En los vasos sanguineos, los efectos de las ET estan mediados a través de al menos tres
tipos distintos de receptores (ETA , ETB-1, ETB-2). Los receptores ETA y ETB-2 se
localizan en el musculo liso vascular y su activacion produce vasoconstriccion. El
receptor ETB-1, se localiza en el endotelio vascular y su activacion produce
vasodilatacion endotelio dependiente (Zimmermann y Seifert, 1998). La sintesis y
liberacion de ET-1 se estimula por la angiotensina II (AIl), la noradrenalina, la
trombina, el factor de crecimiento tumoral beta (TGFp), el factor de crecimiento
dependiente de plaquetas (PDGF), los ésteres de forbol, la interleucina-1, la arginina-
vasopresina (AVP), la hipoxia, la endotoxemia, la glucosa y “shear stress” (Liben y

cols., 1993).

A pesar de las numerosas investigaciones, la significacion fisioldgica de la funcion de
la endotelina en el control del tono vascular, no ha sido completamente aclarada. Los
niveles plasmaticos de ET son muy bajos, lo que lleva a pensar mds en una accion
autocrina-paracrina que en una accion a distancia. Dependiendo del tono vascular
previo, las ET pueden producir vasoconstriccion o vasodilatacion pulmonar (Wong y
cols., 1994). En condiciones basales los tres isopéptidos producen vasoconstriccion
pulmonar, siendo la ET-1 la més potente. Asi mismo, la ET-1 también aumenta el tono
simpatico central y periférico y estimula la liberacion de AVP, de renina, de All y de
aldosterona y potencia los efectos de otros vasoconstrictores como la noradrenalina, la
serotonina (SHT), la AVP y la All. Sin embargo, cuando el tono vascular pulmonar esta
elevado, como por ejemplo en la vida fetal o tras el uso de agentes vasoconstrictores, las
ET producen vasodilatacion pulmonar (Wong y cols., 1993). La respuesta
vasoconstrictora estda mediada por los receptores ETA localizados en la células
musculares lisas vasculares (Kuo, 2001, Perreault y cols., 2001a; 2001b), mientras que
la repuesta vasodilatadora se produce a través de la estimulacion de los receptores ETB

que inducen la liberacion de NO y de PGI; por las células endoteliales.

La via de sefializacion de la respuesta vasoconstrictora de las ET implica la activacion

de la fosfolipasa C (PLC) y la hidrdlisis del inositol fosfato (IP) en inositol-1,4,5-
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trifosfato (IP3) y DAG. El IP; aumenta la [Ca®'];, al facilitar su liberacién desde los
depositos intracelulares y aumentar su entrada a través de los canales tipo L de la
membrana celular. El DAG activa la cinasa de la proteina C (PKC), aumentando la
sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca®" (Berkenbosch y cols., 2001). Ademas,
la ET-1 bloquea los canales de K activados por ATP (Katp), lo que despolariza la
membrana y facilita la apertura de los canales de Ca®" activados por voltaje,
produciendo vasoconstriccion. Igualmente, la ET-1 activa la fosfolipasa A, (PLA)),
aumentando la sintesis de acido araquidonico y posteriormente de la PGE, que produce

un efecto vasoconstrictor pulmonar.

Ademas, la ET-1 exhibe propiedades mitogénicas, estimulando la sintesis de ADN y
de proteinas, y la proliferacion de fibroblastos y de células musculares lisas vasculares
pulmonares. Estas acciones estdn mediadas a través de la estimulacion de los receptores

ETA (Giaid y cols., 1993).

3.2.2 ET-1 en el pulmodn perinatal

El papel fisiologico de la ET-1 en el control del tono vascular pulmonar fetal es objeto
de controversia. La ET-1 estd presente y activa en el pulmon fetal (Ivy y cols., 1994,
1996a; 1996b; Jones y Abman, 1994; Tod y Cassin, 1992). La administracién aguda de
ET-1 produce vasodilatacion pulmonar en el feto (Lippton y cols., 1991, Cassin y cols.,
1991) mientras que administraciones mas prolongadas producen efectos
vasoconstrictores (Chatfield y cols., 1991, Liben y cols., 1993). Algunos estudios han
destacado que al final de la gestacion, se tiende a la respuesta vasodilatadora, ya que la
mayoria de los receptores activos serian ETB-1 (Cassin y cols., 1991; Wong y cols.,
1993). Por el contrario, otros estudios han demostrado un importante papel de los
receptores vasoconstrictores ETA al final de la gestacion (Wang y cocean, 1992; Ivy y
cols., 1994; 1996a; 1996b). Una de las limitaciones de estos resultados, es que la
administracion exogena de endotelina puede no reflejar los efectos enddogenos de un
compuesto que como hemos mencionado previamente, ejerce sus funciones

probablemente de un modo autocrino o paracrino.
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En este sentido, quiza resulten mas interesantes aquellos experimentos en los que se
llevd a cabo un bloqueo de los receptores. El bloqueo selectivo del receptor ETA,
produjo vasodilatacion pulmonar (Ivy y cols., 1994), mientras que el bloqueo selectivo
del ETB no produjo cambios en el tono vascular pulmonar fetal (/vy y cols., 1996a). Por
otra parte, la estimulacion tanto aguda como cronica de los receptores ETB con
sarafotoxina Séc, produjo vasodilatacion, lo que sugeriria una presencia mayor de
receptores ETB-1. Sin embargo, estudios en lechones neonatales, muestran la presencia
de receptores ETB-1 y ETB-2 en los vasos pulmonares (Ivy y cols., 1994). Finalmente,
parte de los cambios con el desarrollo en la actividad de la endotelina-1, pueden deberse
a diferencias en el ECE. En este sentido, Ivy y cols. (2004), describen que en el feto de
cordero, el ECE se expresa exclusivamente en el endotelio, mientras que en la vida

postnatal lo hace tanto en el endotelio como en las células musculares lisas vasculares.

El posible papel de la ET-1 en la transicidon circulatoria pulmonar en el momento del
nacimiento, es algo que no estd completamente aclarado. Sin embargo, el bloqueo
combinado de ETA y ETB con Ro 47-0203, no produjo cambios en el descenso de la
RVP tras la ventilacion de pulmones fetales (Winters y cols., 1996). Por el contrario, Ivy
y cols. (2004), describen que el bloqueo de receptores ETB con BQ - 788, produce una

significativa atenuacion de la vasodilatacion pulmonar en el momento del nacimiento.

3.2.3 ET-1 en la HPPN

Los niveles circulantes de ET-1 se encuentran marcadamente elevados en pacientes
con HPPN y se relacionan con la severidad de la enfermedad, de tal forma que
disminuyen cuando la HPPN esta en fase de resolucion (Rosenberg y cols., 1993). El
tratamiento con NO inhalado contribuye a un descenso mas rapido de los niveles de ET-
1 (Truog y cols., 2002). Los niveles de ET-1 se encuentran también elevados en la
sepsis neonatal, entidad que asocia frecuentemente HPPN (Figueras y cols., 2003). En
general, los niveles de ET-1 se elevan en diversas formas de hipertension pulmonar,
como en la hipertension pulmonar idiopatica (Cacoub y cols., 1993); sindrome de
Eisenmenger (Cacoub y cols., 1993) y en la hipertension pulmonar en relacién con

cardiopatia congénita (Vincent y cols., 1993) y displasia broncopulmonar (Allen y cols.,
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1993). En pacientes adultos con hipertension pulmonar, se ha descrito un incremento de
la expresion del gen de la ET-1 en el endotelio vascular (Giaid y cols., 1993). También,
se han encontrado niveles elevados de ET-1 y aumentos de la expresion génica tanto de
la ET-1 como de sus receptores en modelos experimentales de hipertension pulmonar en
animales adultos como la inducida por monocrotalina (Miyauchi y cols., 1993, Yorikane
v cols., 1993) o la hipoxia cronica (Li y cols., 1994). Los antagonistas de receptores de
endotelina como Bosentan (antagonista de receptores ETA y ETB), Sitaxsentan
(antagonista receptor ETA) y Ambrisentan (antagonista receptor ETB), han supuesto un
importante avance terapéutico en la hipertension arterial pulmonar (Humbert y cols.,

2004).

En el modelo de HPPN por compresion cronica del ductus, Ivy y cols. (1996b)
demuestra un incremento de los niveles de endotelina junto con una pérdida progresiva
de la accion vasodilatadora mediada por receptores ETB y persistencia de la accion
vasoconstrictora mediada por receptores ETA. Es mas, este mismo grupo observd en
este modelo, un aumento del RNAm de la preproET-1, lo que sugiere que la
combinacion de una ET-1 aumentada junto con un descenso de su accion a nivel de los
receptores ETB, pueda contribuir al incremento del tono vasoconstrictor en la HPPN
(Ivy y cols., 1998). Por otra parte, el bloqueo cronico del receptor ETA con BQ - 123,
produjo una reduccion de la muscularizacion arterial y de la hipertrofia derecha en el
modelo de HPPN por compresion crénica del ductus, asi como una disminucién en las

alteraciones hemodinamicas tras el nacimiento (/vy y cols., 1997).
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3.3 Eicosanoides/Prostanoides

3.3.1 Definicion, mecanismos de produccion.
3.3.2 Receptores de prostanoides.
3.3.3 Eicosanoides en el pulmon perinatal.

3.3.4 Eicosanoides e HPPN.

3.3.1 Definicion, mecanismos de produccion

Los eicosanoides son un grupo de compuestos generados a partir del acido
araquiddnico y que son sintetizados en numerosos tipos celulares, incluyendo las células
endoteliales (Coceani y Olley, 1988). El 4cido araquiddnico puede ser metabolizado por
dos vias principales. La ciclooxigenasa (COX), también llamada sintetasa H
endoperoxido (PGHs), da lugar a la formacion de prostanoides, que son:
prostaglandinas (PGs: PGE,, PGE,, PGF,,, PGD,, PGH; y PGI;) y tromboxanos (TXA;
y TXB,). La via de la lipooxigenasa, da lugar a los leucotrienos (LTs). Una tercera via
seria la de la monooxigenasa, que da lugar a los acidos epoxieicosatrienoicos (Holtzman
v cols., 1991), cuya relevancia fisioldgica atin no esta aclarada (Murphi y cols., 1989;
Smith y DeWitt, 1996). Por Ultimo, un cuarto mecanismo en el que no se implican
enzimas, da lugar a los ISOPROSTANOS, tras el catabolismo del &cido araquidénico
por medio de los radicales libres. De ellos nos ocuparemos en profundidad en el
capitulo cuatro.

La fosfolipasa A, (PLA,) citosoélica, activada por el calcio y la calmodulina, sintetiza
el acido araquidonico a partir de los fosfolipidos de membrana (Cirino y cols., 1998). La
COX media los pasos de acido araquidénico a PGG; y de ésta a PGH, (Figura 4). A
partir de la PGH,, se sintetizan mediante isomerasas especificas, las PG E;, D,, Fa, y
por medio de la acccidon de la TX sintetasa se forma el TXA,, principal vasoconstrictor

de la circulacioén pulmonar.
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Inicialmente se forma un endoperoxido intermedio, PGH,, que rapidamente se
metaboliza para formar el resto. Las PGs G y H tienen practicamente el mismo anillo,
solo se diferencian en que en el carbono 15, se emplaza un grupo hidroperoxido y uno
hidréfilo respectivamente. El TXA, posee un anillo hexano en lugar de uno
ciclopentano. Las PGG, PGH, PGI y el TXA son moléculas inestables quimicamente
por lo que rapidamente se degradan hacia metabolitos inactivos. Tienen una vida media
de 30 segundos a escasos minutos. Las otras PGs se inactivan enzimaticamente durante
su primer paso a través del pulmon. Se cree que la mayoria de los prostanoides ejercen
su funcion de forma local en el sitio donde se han formado. Las PG contienen un anillo
ciclopentano y dos cadenas laterales llamadas o y ® unidas al anillo. Se clasifican en
varios tipo (de la A a la I) segun las caracteristicas del anillo. Los tipos A, B y C no se

producen de forma natural.

Lesion celular » Fosfolipidos
l Fosfolipasa A2

Acido araquiddnico

l COX

PGG;
l COX
PGH;
PGD, PGF;, PGE, PGI, TXA,;

Mastocitos CMLYV, CMLV Endotelio Plaquetas,

SNC, pulmén utero, plaquetas, plaquetas, macrofagos
0jo, pulmén  rifién, SNC rifiéon, SNC rinon, CMLV
DP1/DP2 FPo/FPf EP1-4 IP TPo/TPB

Figura 4. Sintesis de tromboxano y prostaglandinas, localizacion celular de la
produccion e identificacion de los receptores de cada respectivo compuesto vasoactivo.
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Se conocen dos isoformas de COX, la COX-1 y la COX-2. Las dos pueden ser inhibidas
por antiinflamatorios no esteroideos como la aspirina. Tanto la COX-1 como la COX-2
se localizan en el lumen del reticulo endoplasmico y en la membrana nuclear externa
(Morita y cols., 1995), lo que implica que la sintesis de PG sea intracelular.

La COX-1 se constituye de forma activa mientras que la COX-2 se induce por
distintos estimulos (Smith y DeWitt, 1996). La isoenzima COX-1, constitutiva, es una
proteina de 599 aminoacidos con un peso molecular de 70 kDa sintetizada a partir de la
secuencia de un DNA de 27 kilobases en la mayoria de las células del organismo

(Seibert y cols., 1997).

La COX-2, que presenta una homologia del 59% con la COX-1, es un polipéptido de
604 aminoacidos sintetizado a partir de la informacion codificada en un DNA de 22
kilobases (Xie y cols., 1991). Aunque la region que se une al sustrato es idéntica
estructuralmente en ambas isoformas, la conformacion de los aminoacidos que
constituyen la region catalitica es diferente, lo que explica sus diferentes efectos. Su
actividad se induce en presencia de mediadores inflamatorios (citoquinas, endotelinas,
serotonina, &cido araquidonico, TXA;), de factores de crecimiento (derivado de las
plaquetas (PDGF), endotelial (EGF)), de hormonas (tiroxina y gonadotropina
corionica), de lipopolisacaridos bacterianos, de ésteres de forbol (Mitchell y cols., 1999)
y de factores mecanicos (fuerzas de friccion y flujo pulsatil). Se ha demostrado que in
vivo existe un aumento de la expresion del enzima en procesos inflamatorios, en
enfermos con artritis reumatoide y en procesos isquémicos (Beiche y cols., 1996). Como
factores reguladores de la expresion de la COX-2, se han descrito las especies reactivas
de oxigeno (ERO) (Feng y cols., 1995), la interleucina 6, la fosforilacioén del gen c-Jun,
la ceramida, las proteina cinasas activadas por mitdgenos, el 17B-estradiol y los

glucocorticoides (Morisset y cols., 1998).

Hay procesos en los que se implican de forma especifica la COX-1 o la COX-2
(agregacion plaquetaria para COX-1; y ovulacion para COX-2); por otro lado se han
descrito acciones que dependen de la colaboracion de ambas enzimas (carcinogénesis,
inflamacion). Por ultimo, se ha visto que la eliminacion de una de las isoformas
mediante manipulacién genética, trae consigo una sobreexpresion de la otra isoforma

(Smith y Langenbach, 2001).
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3.3.2 Receptores de prostanoides

Existen receptores especificos para TX, PGI, PGE, PGF y PGD, que se denominan
respectivamente: TP, 1P, EP, FP y DP (Coleman y cols., 1990). El receptor EP se
subclasifica en tres tipos: EP;, EP, y EP3, a través de los cuales puede ejercer su accion
la PGE; y que se diferencian en la distinta respuesta que varios andlogos pueden
desencadenar al actuar sobre ecllos. Posteriormente se ha detectado el EPy, el cual, al
igual que el EP; se acopla a la adenilato ciclasa pero se diferencia de éste en la respuesta
que provocan varios ligandos (Coleman y cols., 1994). En general, los ocho receptores
de prostanoides se codifican cada uno por genes diferentes. Se agrupan en tres
categorias segun la transduccion de la sefial que generan:

-Receptores relajantes: aumentan el AMPc e inducen la relajacion del musculo
liso. Son el IP, DP, EP, y el EP,.

-Receptores contractiles: TP, FP y EP;: inducen contraccion mediante la
movilizacion del calcio y/o la sensibilizacion de las proteinas contréctiles al calcio.

-Receptor inhibitorio: EP;: inhibe la relajacion del musculo liso mediante la

disminucion del AMPc.

Cada uno de los ocho tipos y subtipos de receptores de prostanoides muestra una
especificidad de union a sus ligandos selectiva para cada uno de ellos. El problema para
determinar la especificidad es que en la mayoria de los tejidos se combinan mas de un
receptor por el que pueden actuar a su vez varios prostanoides con diferente afinidad.
Kiriyama y cols. (/997) recapitularon los valores de la constante de inhibicion (Kj;) de
un conjunto de 33 prostanoides y sus andlogos para cada uno de los ocho receptores
(Tabla 3). Este trabajo se realizé en cultivos celulares de ovario de hamster, por lo que
no son totalmente extrapolables a otras especies, sin embargo, ya se han obtenido

valores similares para algunos receptores en humanos (Narumiya y cols., 1999).
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Tabla 3. Valores de la constante de inhibicién (Ki) de varios prostanoides y sus
analogos para los ocho tipos de receptores de prostanoides que se encuentran en células
de ovario de hambster Chino. La constante de inhibicion (Ki) se expresa en nM.
[Modificado de Kiriyama y cols.]

Ligando DP IP TP FP EP EP, | EP3 | EPy
PGD2 21 47 280
BW245C 250 1700
BWAB868C 220
Cicaprost 10 1300 170
lloprost 11 21 1600 27 2300
Carbacyclin 110 1200 1600 31 2300
Isocarbacyclin 15 1000 31
Beraprost 16 110
ONO-1301 47 740
S-145 0.7
I-BOP 0.6 100 220 100
GR-32191 13
STA2 1600 14 100 220 23 350
SQ-29548 13
U-46619 67 1000
PGFy, 3 1300 75
Fluoroprotostenol 4
PGE;, 100 20 12 1 2
PGE, 33 36 10 1 2
17-Phenyl-PGE;, 60 14 4 1000
Sulprostone 580 21 0.6
M&B-28767 1300 124 120 0.7 500
16,16-Dimethyl-

PGE2 350 17 2 43
11-Deoxy-PGE; 600 45 2 23
GR-63799X 2 480
19R(OH)-PGE, 1000

Misoprostol 120 250 67 67
Butaprost 110

1-OH-PGE, 330 190
AH-13205 240 82
AH-6809 350
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La estructura del receptor TP se muestra en la Figura 5 como un modelo de receptor
de prostanoides. Es una proteina compuesta por 343 aminoacido, con 7 dominios
transmembrana y acoplado a la proteina G. En humanos se han detectado dos receptores
TP, el TP, y el TP (Kinsella y cols., 2001; Hirata y cols., 1991; Nusing y cols., 1993;
Raychowdhury y cols., 1994; 1995). Uno de ellos se clono inicialmente a partir de las
plaquetas/placenta (la isoforma TP,) y el otro (TPg) de las células endoteliales de la
vena umbilical de humano. La expresion de las dos isoformas asi como su distribucion
es diferente, lo que da a entender que poseen distintos mecanismos de regulacion
(Miggin y cols., 1998). Parece ser que el TP, puede ser la isoforma implicada en la

homeostasis vascular.
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Figura 5. Estructura del receptor de TXA; humano. Los residuos de aminoacidos se
indican por los cédigos de letras. Las dos isoformas difieren s6lo en el extremo
carboxi-terminal. Los residuos de aminoacidos que se muestran mediante circulos
negros con letras blancas, ain se conservan en la mayoria de los receptores de
prostanoides.
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3.3.3 Eicosanoides en el pulmon perinatal

La PGI; es la PG de la que poseemos mds informacion referida a su papel en que el
control del tono vascular pulmonar fetal y durante los procesos de transicion de la
circulacion fetal. Los vasos pulmonares fetales generan PGI, (Terragno y Terragno,
1979) y la administracion exdgena de PGI, produce vasodilatacion del pulmon fetal. La
produccion de PGI, aumenta durante la gestacion y se correlaciona de forma directa con
el aumento de la expresion del gen de la COX-1 (Shaul y cols., 1999) y a su vez con los
niveles plasmaticos de estrogenos, asi como con la activacion de los receptores de
estrogenos (Brannon y cols., 1998). La produccion de PGI, intrapulmonar durante el
periodo fetal se modifica por los cambios en la concentracion de oxigeno. Cuando baja
la concentracion, disminuye la sintesis y viceversa (Shaul y cols., 1992). En la ultima
etapa fetal, aumenta la produccion de PGI, con la ventilacion y la oxigenacion (Leffler y
cols., 1980; 1984a; 1984b). Por otro lado, con los trabajos de Velvis y cols. (/1991) se
vio que al inhibir la COX, se anulaba la caida de las RVP asociada a la distension
ritmica de los pulmones (con gas hipdxico), pero que no tuvo efecto en la RVP durante
la distension estatica o durante la ventilacion con oxigeno. Esto demuestra que bajo
circunstancias normales (es decir, ventilacion con oxigenacion), la produccion de PGI,
no resulta esencial para la transicion postnatal (Velvis y cols., 1991; Ziegler y cols.,

1995a).

Las PG de las series D y E actiian como vasodilatadores en el pulmon fetal (Coceani y
Olley, 1988). Los niveles plasmaticos de PGE; y PGE, aumentan en la circulacion
pulmonar durante el nacimiento, comportandose como vasodilatadores moderados y la
PGE, se le ha implicado en el cierre del ductus arterioso (Bouayad y cols., 2001). Por
otro lado, la PGD, se comporta como vasodilatador pulmonar en fetos de cerdo y en
corderos recién nacidos, pero a los 10 dias de vida postnatal, su efecto es
vasoconstrictor (Soifer y cols., 1983). Curiosamente, este doble efecto se ha observado
también con la histamina. Ambos mediadores se acumulan en los mastocitos, cuyo
nimero aumenta al final de la gestacion y disminuye marcadamente tras el nacimiento,
por lo que es posible que la ventilacion pulmonar induzca la degranulacion de dichas
células, liberando histamina y PGI,, contribuyendo a la vasodilatacién pulmonar en los
primeros momentos de vida postnatal. Ademas, la histamina estimula la secrecion de
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factor activador plaquetario (PAF), potente vasodilatador pulmonar, especialmente en

circunstancias en las que el tono vascular pulmonar estd aumentado.

Las PG de la serie F producen vasoconstriccion pulmonar (Cocani y Olley, 1988)
aunque este efecto no parece resultar de gran importancia como demuestra el hecho de
que tras el nacimiento, la inhibicion de la COX va a producir un efecto neto
vasoconstrictor (Ziegler y cols., 1995a). Ademas, los efectos de la PGF,, exogena y
endogena son complicados de valorar en lo que a la circulacion perinatal se refiere. Hay
que tener en cuenta que se implican muchos factores como los flujos uterinos,
umbilicales y ductal, ademas del metabolismo feto-placentario de PGF,, (Leffler y cols.,

1979).

La inhibicion de los leucotrienos disminuye las RVP en fetos de cordero (Soifer y
cols., 1985; Heymann y cols., 1988; Lebiodois y cols., 1987). Se ha sugerido que la
reduccion de la produccion de leucotrienos al nacer, contribuye al descenso de las RVP
durante la transicion postnatal (Ziegler y cols., 1995a). Sin embargo, la ausencia de
especificidad de los antagonistas de los leucotrienos que se usaron en este estudio pone
en tela de juicio la aportacion real de los leucotrienos en la circulacion fetal (Ziegler y

cols., 1995a).

3.3.4 Eicosanoides e HPPN

Existen evidencias de estudios experimentales y en pacientes sobre la implicacion de
las alteraciones de la homeostasis de los eicosanoides en la patogenia de la HPPN
(Stenmark y cols., 1983, Shaul y cols., 1999). La sintesis de PGI, estd muy disminuida
en arterias intrapulmonares aisladas del ternero recién nacido con hipertension pulmonar
(Badesch y cols., 1989). Sin embargo, se han detectado niveles altos de un metabolito
de la PGI; en modelos experimentales de hipertension pulmonar secundaria a aspiracion
de meconio (Soukka y cols., 1998). En estos modelos también se encontraron
incrementos de los niveles de TXB, (metabolito estable del TXA;) (Soukka y cols.,
1998)y se han correlacionado los niveles de TXB, con el aumento de la presion arterial
pulmonar en nifios con sindrome de aspiraciéon de meconio (Bui y cols., 1992). Las

concentraciones de TXB,, de 6-keto-PGF,,, PGD,, PGE,, LTBsy LTE, se encontraron
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elevadas en nifios con HPPN que requirieron tratamiento con ECMO. Tras el
tratamiento, se comprobd que en los nifios con buena evolucion, descendian los niveles
de eicosanoides, pero en los que presentaron una mala evolucion clinica, los niveles se
mantuvieron elevados. Por otra parte, existe una abundante evidencia experimental y
clinica sobre el papel del TXA,; en la HPPN relacionada con la sepsis neonatal,
particularmente producida por el Estreptococo del grupo B (Meadow y Rudinsky, 1995;
Hammerman y cols., 1988; Runkle y cols., 1984, Truog y cols., 1986, Villamor y cols.,
1996a).

Se ha relacionado la HPPN con el uso materno de inhibidores de COX tales como
indometacina o aspirina durante la gestacion (Levin y cols., 1978a; 1978b,; Van Marten
v cols., 1996). Este efecto parece estar mas relacionado con el cierre precoz del ductus
arterioso -y por tanto con la presencia de hipertension pulmonar intrauterina- que con un
efecto directo de la inhibicion de la COX en los vasos pulmonares (Steinhorn y cols.,
1995b; Abman y Stevens, 1996). Sin embargo, no puede dejar de tenerse en cuenta la
implicacion de algunos eicosanoides —particularmente la PGI,- en la modulacion del
desarrollo vascular pulmonar (Huttner y cols., 1977). De hecho, la inhibicion cronica de

la COX induce hipertension pulmonar en la oveja adulta (Meyrick y cols., 1985).
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3.4 Oxigeno

3.4.1 Caracteristicas generales. Vasoconstriccion pulmonar hipdxica.
3.4.2 Oxigeno y pulmon perinatal
3.4.3 Oxigeno e HPPN

3.4.4 Estrés oxidativo.

3.4.1 Caracteristicas generales. Vasoconstriccion pulmonar hipoxica

El tono vascular tanto pulmonar como sistémico, se encuentra bajo la influencia activa
de los gases respiratorios. La tension de oxigeno es, por tanto, un elemento fundamental
en la homeostasis vascular y va a desempefar un papel critico en el proceso de
transicion entre la vida fetal y la postnatal. De hecho, uno de los nucleos de esta
transicion es el paso de un ambiente -el intrauterino- relativamente hipoxico a un
ambiente -el atmosférico- con una mayor concentracion de oxigeno. Por otra parte, las
alteraciones en la homeostasis del oxigeno desempefian un papel crucial en la

patofisiologia de numerosas enfermedades.

La circulacién pulmonar reacciona ante la hipoxia con vasoconstriccion, mientras que
la sistémica lo hace con vasodilatacion (Archer y cols., 2002). La respuesta de los vasos
pulmonares a la hipoxia —la vasoconstriccion pulmonar hipoxica (VPH)- tiene por
objeto dirigir el flujo sanguineo a las areas pulmonares mejor ventiladas (Barnes y Liu,
1995). Por otra parte, los procesos de remodelado vascular y la regulacion molecular de
la transcripcion génica secundarias a la hipoxia también resultan diferentes en las
circulaciones pulmonar y sistémica (Hartsfield y cols., 1999; Yu y cols., 1998). A pesar
de haber sido objeto de intenso estudio, los mecanismos responsables de la VPH no han
sido dilucidados en su totalidad (Barnes y Liu, 1995). Como mecanismos posibles se
han propuesto tanto el aumento en la liberacion de un agente vasoconstrictor como la
disminucion en la produccién o en la actividad de un agente vasodilatador, o la accién
directa de la tension de oxigeno sobre las células musculares lisas vasculares

pulmonares. En la bisqueda de un mediador quimico de la VPH, se han propuesto
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diversos agentes vasoactivos, tales como las catecolaminas (Fishman, 1976), histamina
(Hauge y cols., 1968), Angiotensina-Il (Berkov y cols., 1974), prostaglandinas (Weir y
cols., 1976, Shaul y cols., 1991), leucotrienos (Morganroth y cols., 1984, McDonnell y
cols., 1990), 5-HT (Fishman y cols., 1976), factor agregante plaquetario (McCormack y
cols., 1989a) o ATP (McCormack y cols., 1989b). Sin embargo, ninguno de estos
mediadores parece esencial para la VPH y su papel parece mas bien el de modulador del
proceso (Barnes y Liu, 1995). Lo mismo puede decirse sobre el papel del endotelio —y
mas particularmente del NO- en la VPH. El endotelio modula la VPH (Graser y
Vanhoutte, 1991, Holden y McCall, 1984, Johns y cols., 1989; Kovitz y cols., 1993;
Rubanyi y cols., 1985), pero la reduccion en la tension de oxigeno tiene un efecto directo
sobre las células musculares lisas vasculares pulmonares (Murray y cols., 1990; Madden

ycols., 1992).

La teoria mas ampliamente aceptada en el momento actual acerca de los mecanismos
la VPH, propone la accidon coordinada de un sensor de oxigeno que inicia una via de
senalizacion que regularia la actividad de proteinas efectoras (teoria redox). El
candidato mas importante como sensor redox de la VPH es la cadena de transporte
electronico mitocondrial (Michelakis y cols., 2004). La inhibiciéon de la cadena
respiratoria por la hipoxia daria lugar a cambios en la produccidn de especies reactivas
de oxigeno, iniciando la via de sefalizacion. Sin embargo, existe una gran controversia
en relacion a si la hipoxia aumenta o disminuye la produccién de ERO y a si éstas se
generan en el complejo I o en el III de la cadena de transporte electronico (Moudgil y
cols., 2005). Por otro lado, el candidato fundamental a proteina efectora es el canal de
K" voltaje-dependientes (Kv). La hipoxia inhibe la corriente de algunos canales Kv,
principalmente Kv1.5 y Kv2.1, dando lugar a una despolarizacion de las células
musculares lisas de la arteria pulmonar, apertura de canales de Ca’" voltaje-
dependientes tipo L, aumento de la [Ca®"]; y vasoconstriccion (Archer y cols., 2004).
Aunque es conocido que cambios en el estado redox modulan la actividad de canales
Kv, los mecanismos implicados no estan claros. Se han propuesto varias proteina
cinasas como componentes de la sefial de transduccion de la VPH, especificamente la
Rho cinasa, tirosina cinasas independientes de receptor como la src, MAP cinasas como
la p38 y la PKC (Ward y cols., 2004, Tsai y cols., 2004). Sin embargo, no existen
evidencias concluyentes de la participacion de ninguna de ellas en la via de sefalizacion

o del nivel en que estas cinasas podrian participar. Por ejemplo, los animales deficientes
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en PKCe presentan una VPH disminuida. Sin embargo, la respuesta reducida a la
hipoxia en estos animales parece debida a una sobre-expresion de canales de Kv y no a

que la PKCeg intervenga en la sefial de transduccion (Littler y cols., 2003).

3.4.2 Oxigeno y pulmon perinatal

La circulacién fetal pulmonar es sensible a pequefios cambios en la PO,. La pared
vascular pulmonar responde a cambios de 5 mmHg de PO, y es la responsable del
mantenimiento de la alta resistencia vascular pulmonar intratitero y de la disminucién de
la resistencia vascular durante el nacimiento (4dbman y cols., 1989b; Blanco y cols.,

1988).

La respuesta pulmonar a la hipoxia en el feto normal es de gran intensidad y se
caracteriza por un aumento de las presiones pulmonares arteriales y sistémicas con caida
del flujo sanguineo pulmonar (Campbell y cols., 1967a; 1967b). Por otra parte, el
aumento en la tension de O, es uno de los principales estimulos de la cascada de
acontecimientos que regulan la transicion entre la circulacion pre y postnatal (Walker y
cols., 1993). Durante los primeros minutos tras el nacimiento, la PO, arterial aumenta
de los niveles fetales de 20 mmHg, hasta por encima de 50 mmHg en minutos (4bman y
Stevens, 1996). El aumento de la presion de O, en ausencia de otros estimulos
postnatales tales como distension ritmica del pulmoén o la oclusion del corddén umbilical,
produce un marcado aumento en el flujo sanguineo pulmonar fetal (7itinsky y Morin,
1993, Blanco y cols., 1988). La reactividad de la circulacién fetal pulmonar humana a la
hiperoxigenacion aumenta con la edad gestacional, pero estd ausente antes de la

semana 26 de gestacion (Rasanen y cols., 1998).

Los estudios experimentales que han tratado de dilucidar cudl de los cambios fisicos
que se producen al nacimiento tiene un papel mas relevante en el descenso de las RVP
no son completamente concluyentes (Walker y cols., 1993). Dawes (Dawes y cols.,
1966), atribuy6 un tercio de la vasodilatacion a la ventilacion, un tercio a la oxigenacion
y un tercio al descenso de los niveles de CO,. Otros estudios han atribuido la casi
totalidad de la respuesta exclusivamente a la oxigenacion (Morin y cols., 1988) o a la

ventilacion (Teitel y cols., 1990). Las respuestas individuales dentro de un grupo de
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animales de experimentacion, pueden variar entre estos dos extremos (7eitel y cols.,
1990) y es posible que diferencias en el aclaramiento del liquido pulmonar y en la
complianza sean las responsables de las diversas respuestas observadas entre individuos

(Walker y cols., 1993).

3.4.3 Oxigeno e HPPN

La principal consecuencia de la hipoxia cronica postnatal, tanto en humanos como en
animales de experimentacién, es la hipertension pulmonar que tiene lugar como
resultado de un incremento del tono vascular, un remodelado estructural del lecho
vascular pulmonar y de la policitemia (Karamsetty y cols., 1995). Alteraciones de la
funcion endotelial y de la funcion de las células musculares lisas contribuyen a la
etiopatogenia de la hipertension pulmonar inducida por la hipoxia cronica (Karamsetty y
cols., 1995). La hipoxia afecta a la fisiologia endotelial de diversas maneras, que
incluyen la transcripcion y la expresion de agentes vasoactivos y moduladores del
remodelado vascular (Raj y Shimoda, 2002). La hipoxia cronica tiene efectos también
sobre las células musculares lisas vasculares, modulando las poblaciones de receptores,
la actividad de los canales i6nicos y los mecanismos de transduccion de la respuesta

contractil (Villamor y cols., 2004, Raj y Shimoda, 2002).

Desde las primeras descripciones del sindrome de HPPN, se especuld con el papel
etiopatogénico de la hipoxia cronica intrauterina que actuaria incrementando la
muscularizaciéon de los vasos pulmonares. En recién nacidos fallecidos en fases
tempranas por HPPN producida por hipoxia severa intrauterina o intraparto, el analisis
histolégico demostrd una hipertrofia de la media de los vasos (Haworth y Reid, 1976).
La hipoxia produciria una modulacion fenotipica tanto de las células musculares lisas
vasculares como de los fibroblastos, con una extension de la muscularizacion vascular y
un incremento en la densidad de la inervacion periarterial (Hall y cols., 2000; Haworth
vy Hislop, 2003). Sin embargo, resulta controvertido y no ha podido ser claramente
demostrado en modelos experimentales, el que la hipoxia cronica intrauterina produzca
HPPN (4dbman y cols., 1996). Los primeros estudios demostraron que ratas expuestas a

hipoxia en utero tenian un engrosamiento de la media en las arterias pulmonares de
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pequefio didmetro (Goldberg y cols., 1971). Sin embargo, estudios posteriores,
fracasaron en el intento de demostrar las alteraciones morfologicas o hemodinamicas
propias de la HPPN tras la hipoxia cronica intrauterina (Geggel y cols., 1986, Murphy y
cols., 1986). En el embrion de pollo sometido a hipoxia cronica durante la incubacion,
¢ésta produjo alteraciones morfoldgicas y funcionales en los vasos sistémicos pero no en
los pulmonares (Villamor y cols., 2004; Ruijtenbeek y cols., 2000; 2002; 2003a;
2003b). Por otra parte, modelos experimentales en el feto de cordero que producen
hipoxia-isquemia mediante embolizacion placentaria (Drummond y cols., 1978),
hipotension materna (Gersony y cols., 1976) o compresion parcial del cordon umbilical
(Soifer y cols., 1987), si han sido capaces de reproducir los cambios estructurales
propios de la HPPN. Sin embargo, estos modelos son técnicamente dificultosos y se
asocian con una alta mortalidad fetal —hasta del 60%-, por lo que han sido abandonados

(Steinhorn y cols., 1997).

En los ultimos afios, la hipdtesis de Barker (Barker y cols., 1998) o de los origenes
fetales de la enfermedad adulta ha producido un gran impacto en el mundo cientifico
(Villamor y cols., 2004). Esta hipdtesis propone que un ambiente adverso intrauterino
produce adaptaciones en el desarrollo que dan lugar a cambios permanentes en la
estructura, la fisiologia y el metabolismo predisponiendo a los individuos a
enfermedades cardiovasculares, metabdlicas, endocrinas o neuroldgicas en la vida
adulta (Miller y cols., 2002; Ruijtenbeek y cols., 2002; Sartori y cols., 1999; Tang y
cols., 2000; Barker y cols., 1998). De modo muy interesante, se ha relacionado la
exposicion a la hipoxia durante el periodo perinatal con una mayor susceptibilidad a
alteraciones vasculares pulmonares, como la hipertension pulmonar, en la vida adulta.
Asi, la exposicidn perinatal a hipoxia, aumento la severidad de la hipertension pulmonar
en ratas cuando estas fueron reexpuestas a hipoxia en la vida adulta (Keith y cols.,
2000; Tang y cols., 2000). Es mas, la presencia de una hipertension pulmonar hipdxica
transitoria durante los primeros dias de vida en nifios recién nacidos, los predispuso a
una respuesta exacerbada a la hipoxia en la vida adulta (Sartori y cols., 1999). Por
tanto, los efectos pulmonares vasculares de la hipoxia parecen ser distintos dependiendo
del grado de maduracién pulmonar (Haworth y Hislop, 2003) y la exposicion a la
hipoxia durante periodos criticos para el desarrollo y crecimiento pulmonar podria
alterar este proceso y producir cambios estructurales y funcionales que provocarian una

respuesta exacerbada a posteriores estimulos adversos (Tang y cols., 2000).
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3.4.4 Estrés oxidativo

a) Radicales Libres de oxigeno y Tono Vascular Pulmonar

El radical libre se define como cualquier especie quimica que contenga uno o mas

electrones no apareados. Los radicales libres pueden reaccionar con otras moléculas de

forma muy diversa, donando o captando electrones y convirtiéndolas en nuevos

radicales libres. Por ello es habitual que las reacciones en las que interviene sean

procesos en cadena. Aunque en ocasiones se utiliza el término ERO para denominar a

los radicales libres derivados del oxigeno, estos términos no son sindnimos, ya que no

todas las ERO -por ejemplo el H,O,- tienen un electron desapareado y no son por tanto

radicales libres. Existen dos fuentes de formacion de radicales libres. Una endogena y

otra exogena:
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a) La formacion enddgena de radicales libres tiene lugar principalmente en la

mitocondria. Estos organulos son los responsables de mas del 90% del consumo
de oxigeno que se realiza en la célula (Halliwell y cols., 1985). Se forman
radicales libres en el proceso de fosforilacion oxidativa, mediante el cual, la
energia de la oxidorreduccion del transporte de electrones, es convertida en

fosfatos de alta energia (ATP) (Thannickal y Fanburg, 2000).

Los fagocitos del sistema inmune son otra fuente de radicales libres. Los
polimorfonucleares y los macréfagos, en contacto con un agente infeccioso,
experimentan un aumento de su consumo de oxigeno. Este consumo tiene lugar
sobre todo en la membrana plasmatica y los radicales libres formados,

contribuyen a la destruccion del agente infeccioso.

Enzimas microsomales como la citocromo P-450 puede oxidar 4cidos grasos
insaturados y reducir el oxigeno molecular produciendo radical superdxido (O;-)
y radical peroxido de hidrogeno (H,O;). También en la oxidacion peroxisomal de

los 4cidos grasos se genera hidroperdxido como subproducto.

En el reticulo endoplédsmico de las células, existen enzimas que catalizan una
serie de reacciones cuyos productos finales seran radicales libres. Enzimas como

la xantinooxidasa, adenilatooxidasa, triptéfano dioxigenasa, pueden generar
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radicales libres a través de las citocromo oxidasas y también se generan radicales
libres por los componentes celulares implicados en la inflamacion, tanto
autdctonos como los atraidos por la inflamacion desde sitios distantes como son
los neutréfilos, monocitos, macrofagos y eosinéfilos activados (Sedwick y cols.,

1988).

b) La formacion exogena de radicales libres se produce por la accidon sobre el agua
de radiaciones ionizantes (Rx; radiaciones gamma), y en situaciones de

hiperoxia.

Las principales fuentes de generacion de ERO en los sistemas bioldgicos podemos

resumirlas en la siguiente tabla (7abla 4):

Tabla 4. Fuentes de especies reactivas de oxigeno (Kunsch y cols., 1999)

FUENTE LOCALIZACION
Lipoxigenasa Membrana plasmatica
Ciclooxigenasa

NADPH oxidasa

Sistema de transporte de electrones Mitocondria

Xantina Oxidasa Citosol y/o medio extracelular
Hemoglobina

Catecolaminas

Riboflavina

Metales de transicion (Fe*™*" Cu'*")

Oxidasas Peroxisoma
Flavoproteinas

Citocromo paso Reticulo endoplasmico
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Todos los atomos o moléculas pueden transformarse en radicales libres, sin embargo,
los que presentan un mayor interés desde un aspecto bioldgico son los radicales libres

de oxigeno. Procedemos a analizar los més activos:

1.- Radical superoxido (O;-): se origina a partir de la ionizacién del radical perihidroxilo
por ganancia de un electron (reduccion) por parte del oxigeno. Es una especie quimica

altamente reactiva y muy toxica.

+ + + -
0O, “+H > HO, R H +0,".

La produccion principal del radical superoxido se realiza durante el proceso de
oxidacion mitocondrial. Aproximadamente entre 1-2% de todo el oxigeno mitocondrial
no sigue el proceso de 6xido-reduccion de la cadena respiratoria, formandose este

radical libre (McCord y cols., 1983). Este juega un papel en la defensa antibacteriana

mediante la fagocitosis.

También puede formarse por otros mecanismos enzimaticos en los que se implican la

aldehido oxidasa, purina oxidasa o xantino oxidasa.

2.- Radical peréxido de hidrégeno (H,O,). Se obtiene por accion de determinados

acidos sobre el perdxido de bario.
BaO, +2H" —— Ba " + H,0,.

Thenard (1818), su descubridor, lo llamé agua oxigenada, la forma menos activa y
menos toxica de los derivados del oxigeno. Puede formarse tanto por reduccion directa
del oxigeno por dos electrones como por la dismutacidon del 16n superdxido mediante la
enzima superoxido dismutasa. No son propiamente radicales libres, porque no poseen
electrones desapareados. Pero tienen una alta tendencia a convertirse en ellos e inducir
reacciones oxidativas en cadena al aceptar electrones procedentes de metales reducidos

como el Fe™" yel Cu’.

Aunque el H,O; es un agente menos oxidante que el O,, en presencia de iones
metalicos, por ejemplo de Fe™', se forma el radical OH’, que es altamente reactivo y

toXico.
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3.- Radical Hidroxilo. (OH). Es una de las moléculas que mayor reactividad quimica
presenta, es capaz de reaccionar practicamente con todas las sustancias organicas. Es el
radical responsable de la destruccion de importantes moléculas. Puede aparecer en los

procesos bioldgicos como consecuencia de distintas reacciones:

a) La accion de los rayos X o de las radiaciones gamma sobre el agua producen
una disociacion de la misma con aparicion del radical hidroxilo (radiolisis del agua). Su
alta reactividad le hace tender a reaccionar con otra molécula similar produciendo agua

oxigenada (H,0,).

b) Por reduccion del agua oxigenada por iones metalicos, en especial el i6n

ferroso (Fe'™):
H,0, + Fe'" ——»Fe' + OH + OH

La importancia de esta reaccion en los seres vivos radica en la abundancia del

hierro en el organismo.

4.-El NO como radical libre: El1 NO es un radical libre al tener un electron desapareado.

El papel del NO como radical libre se comenta en el apartado 3.1.

b) Dafio celular originado por las ERO

Los lipidos, los acidos nucleicos, los hidratos de carbono y las proteinas son
susceptibles al ataque de los radicales libres, sufriendo dafio oxidativo in vivo. La
peroxidacion lipidica es uno de los mayores efectos del estrés oxidativo y va a producir
dafio celular por la modificacion de las propiedades fisico-quimicas de la membrana, lo
que altera su permeabilidad y el control de la homeostasis idnica celular. También se ha
descrito en la etiopatogenia de estos cambios de la homeostasis i6nica la oxidacion de
los grupos sulfidrilo de las proteinas implicadas en el transporte ionico y en la
inhibicion de la sintesis de ATP. Ademads se postula que el estrés oxidativo podria
incrementar la [Ca®"]; y activar diversas fosfolipasas y proteasas, lo que conduciria a
fendomenos de necrosis o de apoptosis celular (Halliwell y cols., 1992; Li y cols., 2000;

Peiro y cols., 2000, Thannickal y cols., 2000).
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El pulmén es el primer 6rgano susceptible de dafio oxidativo, sobre todo en el
momento del nacimiento, al iniciarse la respiracion atmosférica y cuando el recién
nacido es sometido a oxigenoterapia o ventilacion mecdnica. El pulmoén es el primer
lugar de generacién de oximetabolitos que podrian modular el tono vascular de las
arterias pulmonares. Los radicales libres de O, actiian a nivel vascular tanto de un modo
directo como a través de la liberacion de otros mediadores vasoactivos. Se ha
demostrado que algunos radicales libres producen contraccion directa de los vasos
pulmonares. El O, y el H,O,, son capaces de modular las respuestas contractiles y
vasodilatadoras. Estimulan la contraccion mediante la movilizacion de los depositos
intracelulares de Ca™ (Touyz y cols., 2000). Por otra parte, los radicales libres
promueven el metabolismo del acido araquidénico. Muchos de los pasos del
metabolismo del 4cido araquidonico se acompaiian de la generacion de radicales libres,
lo que en cierto modo supone un mecanismo de retroalimentacion positiva (Holtzman y

cols., 1991).

c) Defensas antioxidantes

Las células estan equipadas con un amplio repertorio de enzimas antioxidantes, asi
como de pequeiias moléculas antioxidantes, la mayoria derivadas de la ingesta diaria de
frutas o verduras. Segiin su mecanismo de accidn las defensas antioxidantes se dividen

en enzimaticas y no enzimaticas:

-ENZIMATICAS:

Las enzimas antioxidantes son el mecanismo defensivo primario mas
importante frente a los radicales libres. Existen muchos estudios experimentales que
ponen de manifiesto la importancia y las variaciones de dichos enzimas en
situaciones de hiperoxia, si bien, no esta claro el papel que juegan en muchas
situaciones clinicas (Pedraz, 1999). En la etapa final de la gestacidn, existe una
elevacion de los enzimas antioxidantes fetales paralela a la maduracion del sistema

del surfactante pulmonar, como preparacion frente al estrés que el nacimiento
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representa (Radi, 1993). Tras el nacimiento, disminuyen los niveles de las enzimas
antioxidantes y permanecen estables hasta que finaliza el periodo de crecimiento y
de desarrollo pulmonar. Posteriormente, con la edad, se incrementa de nuevo la
actividad de estos sistemas enzimaticos y aumenta su capacidad de activacion en
condiciones de hiperoxia, lo que confiere cierta tolerancia ante las situaciones de

alto estrés oxidativo.

“Barredores (o “Scavengers”) enzimadticos”, tales como la SOD, que favorece la
dismutacion del radical superoxido a hidroperoxido y la catalasa (CAT) o la

glutation peroxidasa (GPx), que convierten el hidroperoxido en agua y Os.

SOD CAT
GPx

Fe, CU =——————p OH-

Los enzimas implicados en la reduccion de las formas oxidadas de antioxidantes
enddgenos, como la GSH (glutation reducido) reductasa o la dehidroascorbato
reductasa, o los responsables del mantenimiento de los tioles proteicos, como la

tioredoxin reductasa.

-NO ENZIMATICAS

Existen varias sustancias que no presentan actividad enzimatica pero tienen
capacidad antioxidante como son las vitaminas E y C, los carotenos y la
ceruloplasmina, barredores de radicales hidrofilicos tales como el ascorbato, el urato
y el glutation, barredores de radicales lipofilicos tales como los tocoferoles, los

flavonoides, los carotenoides y el ubiquinol.
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d) Importancia de los Radicales Libres de Oxigeno durante el periodo

neonatal

El nacimiento supone el paso de un ambiente calido e hipoxico a uno frio y
relativamente hiperoxico, lo que trae consigo un incremento considerable del estrés
oxidativo, que va a ser particularmente agresivo en el prematuro (Rodrigues, 1998;
O’donovan y Fernandez, 2004). Por tanto, el recién nacido y particularmente el
pretérmino es especialmente sensible a la accion patogena de los radicales libres. Los
radicales libres van a desempefiar un papel determinante en entidades neonatoldgicas
tales como la displasia broncopulmonar, la retinopatia del prematuro, la enterocolitis
necrotizante, la asfixia perinatal o la hemorragia intracerebral (Rodrigues, 1998,
O’donovan y Ferndndez, 2004). Esto ha llevado a algunos autores como Saugstad a
acuiar el término “Enfermedad por Radicales de Oxigeno” en neonatologia, para
agrupar todas estas entidades bajo un concepto comun en el que el desequilibrio estrés
oxidativo-defensas antioxidantes es el nucleo etiopatogénico (Saugstad, 1996,

Rodrigues, 1998, O’donovan y Fernandez, 2004).
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4.- ISOPROSTANOS: ;Nuevos mediadores vasoactivos en la fisiologia y
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4.- ISOPROSTANOS: ;Nuevos mediadores vasoactivos en la fisiologia y

patofisiologia neonatal?

4.1 Definicion, mecanismos de produccion. Nomenclatura.

Los isoprostanos son compuestos similares a las PG que se producen de forma
independiente de la COX, mediante un mecanismo no enzimatico de peroxidacion del
acido araquiddnico inducido por radicales libres (Roberts y Morrow, 1997, Morrow y
cols., 1999) (Figura 6). Se describieron por primera vez por Morrow y cols. en 1990
(1990a) y se han considerado desde hace tiempo como marcadores del estrés oxidativo
en varias enfermedades inflamatorias y degenerativas (Roberts y Morrow, 1997). Sin
embargo, debido a su semejanza estructural con las PG desde un primer momento se

sospechd que pudieran tener actividad biologica especifica, (Roberts y Morrow, 1997).

Acido Araquidonico
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Figura 6. Via de formacion de los Isoprostanos
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Produccion de isoprostanos:

Los isoprostanos se generan tanto a partir de moléculas libres de acido araquidonico
(Morrow y cols., 1990a,1990b), como a partir de la esterificacion de los lipidos de
membrana (Morrow y cols., 1994). Se ha sugerido también que el isoprostano 8-iso
PGF,,, pudiera ser un producto derivado de la COX (Practico y cols., 1995).

En la génesis de los isoprostanos intervienen las especies reactivas de oxigeno. Estas
tienen la capacidad de sustraer un atomo de hidrégeno del 4cido araquiddnico, lo que da
lugar a la formacidn de cuatro isdmeros de la PGH,. Cada uno de estos cuatro isomeros,
puede ser completamente reducido, dando lugar a cuatro isomeros diferentes de la
PGF,, o parcialmente reducido, dando lugar a isémeros de la PGE, o PGD,. Debido a
que los isoprostanos se diferencian estructuralmente de las prostaglandinas en que en
los primeros las cadenas laterales tienen predominantemente orientacion cis de la union
del anillo prostano, mientras que las ultimas poseen exlusivamente cadenas en posicion
trans (Morrow y cols., 1990a; 1990b), se adoptd una nomenclatura en paralelo a la de
las prostaglandinas para los primeros isoprostanos en ser descritos. Asi, se
denominaron, por ejemplo, como 8-iso PG u 8-epi PG. Sin embargo, esta nomenclatura
no permite la diferenciacion de las numerosas estructuras isoméricas, por lo que se han

propuesto otras dos nomenclaturas diferentes para los isoprostanos (7abla 5).

La nomenclatura de Taber (Taber y cols., 1997) se formuldé de acuerdo con el
“Eicosanoid Nomenclature Committee” y fue aprobada por la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC). Los compuestos se denominan series 5, 12, 8 6 15
segin a qué atomo de carbono se ha unido la cadena lateral hidroxilo (Taber y cols.,
1997). Los IsoPs que contienen el anillo prostano tipo F son isoméricos a PGF,, y por
tanto se refieren como F»-IsoPs. De igual forma se pueden reorganizar para formar
regioisdmeros de prostaglandina E, y D,. Se pueden crear otras clases de IsoPs a partir
de la peroxidacién del acido araquiddnico, incluyendo los que poseen anillos prostanos

tipo AyJ.
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Tabla 5. Diferentes nomenclatura propuestas para los isoprostanos.

Estructura quimica Nomenclatura | Nomenclatura | Nomenclatura
habitual Taber Rokach
HE
) 8-iso PGF», 15-F5-IsoP 1PF,,-111
ng =
OH
[+]
2 - 8-iso PGE, 15-Ey+-IsoP 1PE,-111
HG GH
HY
F LeH . . .
GC’VV\N 2,3dinor-5,6- 2,3dinor-5,6- 2,3dinor-5,6-
nd A dihidro — dihidro — dihidro —
8-iso PGF,, 15-F5-IsoP 1PF,,-111
HO HD
" No disponible 5-Fy-IsoP 1PF>,-VI
- HO 8-,12-is0 —
.‘uMED:H No disponible 5-F,.-IsoP .
O IPan-VI
R T o
HE
2|
mH 8-iso PGF3, 5-F;-IsoP 1PF3,-111
HO GH

Se ha propuesto un sistema de nomenclatura alternativa para los isoprostanos por
Rokach y cols. (1997). En ésta, se usa la abreviatura iP para denominar a los
isoprostanos. Los regioisomeros se denominan III-VI dependiendo de la estructura. Esta

nomenclatura se modificé en 1997, para que pudiera ser aplicada a los compuestos
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similares a los isoprostanos derivados del 4acido eicosapentaenoico y docosahexaenoico

(Rokach y cols., 1997).

4.2 Los isoprostanos como marcadores de estrés oxidativo:

La cuantificacion del estrés oxidativo resulta de gran relevancia para la comprension
de numerosos mecanismos fisiologicos y fisiopatologicos. Es por ello que diversos
grupos de investigadores se han centrado en la busqueda de marcadores fiables de este
proceso. Al ser los isoprostanos productos secundarios de la peroxidacion lipidica,
cuantificables y de gran estabilidad quimica, se ha llevado a cabo su medicion en orina
(Reilly y cols., 1996), plasma (Morrow y cols., 1995), liquido céfalo-raquideo (Montine
vy cols., 1999), condensacion espiratoria (Montuschi y cols., 1999a;199b), lavado
broncoalveolar (Montuschi y cols., 1998) o de forma esterificada en membranas titulares
o en particulas lipidicas circulantes (Morrow y cols., 1995). Aparte de ser marcadores de
la peroxidacion lipidica, la cuantificacion de los isoprostanos ha sido propuesta como
marcador prondstico en determinadas patologias como el fallo cardiaco (Mallat y cols.,
1998, Cracowski y cols., 2000a; 2001) y como una herramienta para la evaluacion de la

terapia antioxidante (Davi y cols., 1997).

Los métodos cromatograficos son el “patron oro” para la cuantificacion de los
isoprostanos. Los problemas mas importantes de estos métodos de cuantificacion son
el coste y la dificultad técnica que conllevan, por lo que resultan dificilmente aplicables
como métodos de rutina. Es por ello que se han desarrollado también técnicas de

inmunoensayo para deteccion de isoprostanos.

En el siguiente capitulo desarrollaremos en detalle el papel que los isoprostanos tienen,
bien como marcadores de estrés oxidativo, bien como agentes etiopatogénicos en

diversas entidades cardiovasculares, metabolicas, pulmonares o neuroldgicas.
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4.3 Isoprostanos y estados fisiologicos:

El hallazgo de niveles significativos de isoprostanos en tejidos y fluidos biologicos de
animales y humanos sin patologia indica que en ellos tiene lugar una peroxidacion
lipidica que se suprime de forma incompleta por las defensas antioxidantes. Un criterio
clave para el establecimiento de los isoprostanos como biomarcadores es el
conocimiento adecuado de sus concentraciones y de las variaciones que éstas sufren en
condiciones fisioldgicas. Hasta la fecha, la mayoria de los datos que disponemos, se

limitan al 8-iso PGF»,.

La concentracion de isoprostanos varia con la edad y el sexo. Dos estudios sugieren
que los niveles urinarios de 8-iso PGF,, estdn elevados en varones jovenes sanos
comparados con mujeres premenopausicas (Ide y cols., 2002) y mas elevados en
mujeres postmenopausicas que en premenopausicas (Helmersson y cols., 2002). En la
rata, también se ha comprobado esta diferencia con la edad en las concentraciones
plasmaticas de F, isoprostanos y los niveles de F; isoprostanos esterificados en lipidos
(Roberts y cols., 2001). Estos hallazgos apoyan la hipotesis de que el proceso normal de
envejecimiento se podria deber al aumento del dafo oxidativo de moléculas biologicas

relevantes (Rokach y cols., 1997, Feillet-Coudray y cols., 1999)

No parecen existir diferencias circadianas en las concentraciones urinarias de
1soprostanos. Del mismo modo, el contenido lipidico de la dieta no parece tampoco
modificar los niveles de estos compuestos (Morrow y cols., 1990; Richelle y cols.,

1999; Gopaul y cols., 2000).

El ejercicio fisico es una importante fuente de estrés oxidativo. Diversos estudios han
demostrados incrementos de los niveles de isoprostanos tras ejercicio intenso en
humanos (Mastaloudis y cols., 2001), en perros (Hinchcliff y cols., 2000) y en caballos
(Kirschvink y cols., 2002). El ejercicio moderado, sin embargo, no parece tener estos

efectos (Mori y cols., 1999).
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4.4 Isoprostanos y enfermedad

Los procesos de peroxidacion lipidica han sido caracterizados por los bioquimicos
desde hace muchas décadas. Sin embargo, sélo en los ultimos 30 afios, se ha comenzado
a reconocer su posible importancia biologica. Desde entonces, un aumento de la
peroxidacion lipidica se ha involucrado en la patofisiologia de enfermedades tan
diversas como la arteriosclerosis, la diabetes o el Alzheimer. El reconocimiento de los
isoprostanos como marcadores quimicos estables y facilmente mensurables de
peroxidacion lipidica, ha traido consigo un exponencial aumento de trabajos de

investigacion en los que las concentraciones de isoprostanos han sido medidas.

4.4.1 Pulmonar

Se han cuantificado niveles elevados de isoprostanos en pacientes con asma (Dworski
y cols., 2000; FitzGerald y cols., 2000, Montuschi y cols., 1999b; 1999c, Janssen,
2001), enfermedad pulmonar obstructiva cronica (Practico y cols., 1998a) , enfermedad
pulmonar intersticial (Montuschi y cols., 1998), fibrosis quistica (Collins y cols., 1999;
Montuschi y cols., 2000), sindrome de distrés respiratorio agudo (Carpenter y cols.,
1998) y fallo respiratorio grave (Goil y cols., 1998). También se ha encontrado aumento
de isoprostanos tras la exposicion al humo de cigarro (Chiabrando y cols., 1999;
Delanty y cols., 1996, Morrow y cols., 1995, Practico y cols., 1998a; Reilly y cols.,
1996), alergenos (Dworski y cols., 2000, Montuschi y cols., 1999b), ozono (Hazbun y
cols., 1993) o hiperoxia (Vacchiano y cols., 1998; Vacchiano y cols., 1994).

El estrés oxidativo parece desempefiar un papel importante en la patofisiologia del
asma (Henricks y cols., 2001). Se ha encontrado un aumento de los niveles de
isoprostanos en el aire espirado de pacientes asmaticos (Montuschi y cols., 1999b;
Baraldi y cols., 2003). Estas determinaciones resultan relevantes porque abren paso a un
método no invasivo, que pudiera ser Util para detectar dafio oxidativo local en tejidos
pulmonares. Ademads podria aportar una nueva evidencia del papel del estrés oxidativo y
la peroxidacion lipidica secundaria a la inflamacion de la via aérea producida por
alergenos y ofrecer una interesante herramienta de evaluacion de los efectos del

tratamiento.
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Los niveles de F, isoprostanos aumentan en plasma, orina, linfa y aire espirado en
fumadores (Bachi y cols., 1996; Reilly y cols., 1996, Obata y cols., 2000; Morrow y
cols., 1995, Sinzinger y cols., 2000; Montuschi y cols., 2000). Este aumento se reduce
después de dos semanas de abstinencia al tabaco (Reilly y cols., 1996, Meagher y cols.,
1999) y casi alcanza valores de no fumadores 4 semanas después de dejar el tabaco
(Oguogho y cols., 2000). No queda clara la relacion entre la cantidad de cigarrillos
fumados y los niveles detectados de isoprostanos. Esto s6lo se ha visto en un trabajo
(Reilly y cols., 1996), pero no en el resto (Obata y cols.,2000; Morrow y cols.,1995).
Volver a fumar después de haberlo dejado, se asocia a un aumento de los niveles de

isoprostanos en plasma y orina (Chehne y cols., 2001).

4.4.2 Enfermedad cardiovascular

Se han encontrado niveles elevados de isoprostanos en entidades como la angina
inestable (Cipollone y cols., 2000), el infarto miocardio (Mallat y cols., 1998),
coronariopatias (Mehrabi y cols., 1999; Van Kooten y cols., 1997), la
hipercolesterolemia (Davi y cols., 1997), la preeclampsia (Barden y cols., 1996, Staff y
cols., 1999) y la aterosclerosis (Practico y cols., 1997; Practico y cols., 1998b). La
concentracion urinaria de la 8-iso PGF,, aumenta también en diversos factores de riesgo
cardiovascular tales como el tabaquismo (Reilly y cols., 1996, Morrow y cols., 1995), la
diabetes (Davi y cols., 1999; Gopaul y cols., 1995), la hipercolesterolemia (Davi y cols.,
1997; Reilly y cols., 1998) y la hiperhomocistinemia (Voutilainen y cols., 1999). Se
mantiene la hipotesis de que los isoprostanos pudieran contribuir a la formacion de la
placa ateromatosa en la pared vascular (Cayatte y cols., 2000; Yura y cols., 1995)
aunque hay estudios que lo desestiman (Raal y cols., 1999; Sarabi y cols., 1999). Varios
grupos, han estudiado la formacion de F,-IsoPs en lipoproteinas de baja densidad
(LDLs) expuestas a varias condiciones oxidativas in vitro. El interés de esto radica en
que la oxidacion de LDL in vivo da lugar a una forma aterogénica que es captada por los
macrofagos en la pared del vaso, lo que resulta crucial en el desarrollo y progresion de
la aterosclerosis en humanos (Steinberg y cols., 1989). También contribuye a soportar
esta hipotesis el hecho de que algunos isoprostanos, particularmente la 8-iso PGF,, ,
sean potentes vasoconstrictores e inductores de mitogénesis en las células musculares

lisas vasculares (Morrow y Roberts 1997).
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4.4.3 Otras enfermedades

Existe una considerable evidencia sobre la participacion de los procesos de oxidacion
lipidica en la inflamacion (7simihodimos y cols., 2002). En diversas enfermedades
inflamatorias, como en el Crohn, la esclerosis sistémica (Montuschi y cols., 1999a;
Wood y cols., 2000; Pratico y cols., 1998a; Cracowski y cols., 2001b) o lupus
eritematoso sistémico (luliano y cols., 1997)los niveles de F, isoprostanos se encuentran

elevados.

Los niveles de isoprostanos se encuentran también elevados en diversas entidades
neurologicas como en la enfermedad de Alzheimer (Montine y cols., 1999), la esclerosis
multiple (Greco y cols., 1999), la enfermedad de Huntington (Cracowski y cols., 2002),
la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Cracowski y cols., 2002) y en la lesiones
medulares, metabdlicas como la diabetes tipo 1 y 2, o nefrolégicas como la insuficiencia
renal cronica (Cracowski y cols., 2002) (Tabla 6). En algunas de estas enfermedades, se
ha encontrado una relacion entre la mejoria clinica y la reduccidon de los niveles de
isoprostanos. Esto se interpreta como una prueba de la participacion fisiopatologica del
estrés oxidativo. Hasta el momento, sin embargo, resulta dificil establecer un papel real

de los isoprostanos que vaya mas alla del reflejo de la situacion de estrés.
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Tabla 6. Resumen de los estados fisiopatoldgicos en los que se han determinado
niveles de F, isoprostanos como marcadores.

Area de estudio

Niveles isoprostanos F;

Aumentados

Invariables

Metabolismo lipidico

Hipercolesterolemia familiar homocigota

y heterocigota.

Hipercolesterolemia tipo Ila (nifios)

Diabetes

Diabetes tipo 1 y 2

Diabetes tipo 1 con excrecion de

albuimina urinaria normal

Hiperhomocistinemia

Homocistinuria homocigota

e hiperhomocistinemia moderada

Enfermedad cardiovascular

Fallo cardiaco, aterosclerosis, ruptura de

aneurisma abdominal adrtico, infarto
miocardico, angioplastia coronaria, angina

inestable, bypass cardiopulmonar

Enfermedad coronaria estable, test
de esfuerzo positivo, pacientes
sintomaticos vs asintomaticos con

estenosis carotidea

Enf. Sistémica e inflamatoria

Esclerosis sistémica (escleroderma),

lupus eritematoso sistémico, sindrome

anticuerpo antifosfolipido, enfermedad

inflamatoria reumatica, rabdomiolisis.

Sindrome de Raynaud

Patologia intestinal y

hepatica

Célculos biliares, pancreatitis, cirrosis

hepatica, Enf. de Cronh

Patologia pulmonar

Fibrosis quistica, asma, Enf. Pulmonar

Obstructiva  Crdénica, SDRA, fallo

respiratorio  (aspirados traqueales en
nifos), enfermedad pulmonar intersticial,

HAP.

Patologia neuroldgica

Enf. de Alzheimer, Enf. de Huntington,
Enf. de Creutzfeldt-Jakob, Sdme. Down,

dafio de médula espinal.

Enf. de Alzheimer, Enf. de

Huntington, infarto agudo

isquémico, migrafia.

Enfermedad nefrologica

Hemodialisis

Sdme. nefrotico, transplante renal.

Patologia obstétrica

Pre-eclampsia, distrés fetal y vuelta de

cordon prieta.

Pre-eclampsia.
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4.5 Isoprostanos en la fisiologia y patofisiologia perinatal

Como hemos senalado repetidamente, los isoprostanos se van a encontrar elevados en
aquellas situaciones en las que el estrés oxidativo -en general- y la peroxidacion lipidica
—en particular- se encuentran aumentadas. Este hecho hace del periodo perinatal un
momento de la vida particularmente interesante para la produccion y eventualmente la
accion de los isoprostanos. En el momento del nacimiento se produce un marcado
aumento en la saturacion arterial de oxigeno, con el consiguiente incremento del estrés
oxidativo. Por otra parte, como hemos sefialado previamente, en los tltimos afios se han
acumulado evidencias de que las especies reactivas de oxigeno estan involucradas en
diversas enfermedades neonatales como la displasia broncopulmonar (DBP), la
retinopatia del pretérmino (ROP), la enterocolitis necrotizante, la hemorragia
intraventricular (HIV) o la leucomalacia periventricular (4hola y cols., 2004, Saugstad

y cols., 2001).

Los niveles de isoprostanos fueron significativamente mayores en recién nacidos
cuando se compararon con adultos. De manera interesante, los pretérminos, mostraron

niveles de isoprostanos mayores que los nifios a término (Comporti y cols., 2004).

El estrés fetal y la asfixia perinatal, también han sido relacionados con un incremento
en los niveles de isoprostanos (Qin y cols., 2000). Es mas, en un modelo de asfixia
perinatal en ratas se ha descrito una correlacion entre el incremento de niveles de
isoprostanos en tejido cerebral y las secuelas neurologicas que presentaron los animales
(Calamandrei y cols., 2004). La concentracion plasmatica de isoprostanos también se
encontro elevada en recién nacidos pretérmino que posteriormente desarrollaron
Leucomalacia Periventricular o DBP (4hola y cols., 2004). También en recién nacidos
con fallo respiratorio hipdxico, se han correlacionado la presencia de isoprostanos en el

aspirado traqueal con la severidad del transtorno.
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4.6. Biologia vascular de los isoprostanos.

4.6.1 Efectos vasculares de los isoprostanos:

Debido a su semejanza estructural con las prostaglandinas, desde los primeros
momentos de su descripcion, se ha sospechado que los isoprostanos pudieran tener
efectos sobre el tono vascular y la agregacion plaquetaria semejantes a los de éstas. Es
por ello que los efectos de los isoprostanos han sido estudiados exhaustivamente en
numerosos territorios vasculares de diversas especies. Los efectos encontrados abarcan
desde una potente vasoconstriccion a una completa relajacion del musculo liso vascular

y van a variar dependiendo del compuesto, la especie y el tipo de vaso estudiado (Tabla

7).

4.6.2 Vasos sistémicos.

El compuesto mas ampliamente estudiado ha sido la 8-iso PGF,,, al ser éste uno de los
primeros en estar disponible comercialmente. Tanto este compuesto como de la 8-iso
PGE, desencadenan efectos constrictores practicamente en cada lecho vascular
analizado, tales como las arterias aorta, cardtida, coronarias, cerebrales, piales,
pulmonares, renales y retinianas. Estas propiedades constrictoras no son
exclusivamente vasculares ya que se han demostrado también en, por ejemplo, los
vasos linfaticos, el tracto gastrointestinal y el utero (Cracowski y cols., 2002).

Hay numerosos trabajos que han comparado la potencia vasoconstrictora de 8-iso
PGF,, con el andlogo del Tromboxano A, (U46619) y en todos se confirma que por
orden de potencia, el U46619 es mas potente que 8-iso PGF,, y éste mucho mas que su
isomero la PGF,,. Parece ser que la vasoconstriccion generada por 8-iso PGF,, resulta
mayor en los vasos de menor tamafio que en las arterias de conduccion.

En estudios realizados en arterias renales y arteriolas piales de rata, la 8-iso PGE;
resultd ser un vasoconstrictor menos potente y eficaz que la 8-iso PGF,, (Fukunaga y
cols., 1993a; Hoffman y cols., 1997). Sin embargo, la potencia de los dos isoprostanos
fue idéntica en coronarias de cobaya (Mdbert y cols., 1997) y algunos autores han
demostrado que la 8-iso PGE, es mas potente que la 8-iso PGF,, en anillos aislados de

oreja de conejo (Sametz y cols., 1999), aorta toracica de rata (Sametz y cols., 2000),
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arterias umbilicales humanas (Oliveira y cols., 2000) y arterias mamaria interna de
humanos (Cracowski y cols., 2001) . Ademas, la inyeccion intravenosa de 8-iso PGE,
resultd ser més eficaz que la de 8-iso PGF,, en elevar la tension arterial en ratones

(Audoly y cols., 2000).

Aunque en general y como ya hemos comentado, la mayor parte de las investigaciones
describen vasoconstriccion mediada por los isoprostanos, Zhang y cols. (2003)
demostraron que en arterias coronarias porcinas contraidas con el analogo del TXA, el
U46619, la 8-iso PGE, , la 8-iso PGE,; y la 8-iso PGF» indujeron relajacion que fue

particularmente potente en el caso del primer compuesto.

4.6.3 Vasos pulmonares.

Janssen y cols. (2001) examinaron la respuesta de siete isoprostanos diferentes, dos
con anillo E (8-iso PGE; y 8-iso PGE,) y cinco con anillo F (8-iso PGF,, 8-iso PGF g,
8-iso PGFyq, 8-iso PGFap, y 8-iso PGF3,), en arterias y venas pulmonares de pequefio
diametro humanas y caninas. La 8-iso PGE, resulté ser el mas potente y efectivo en
arterias pulmonares humanas y su contraccion fue de forma aproximada equivalente a la
8-iso PGF, en venas pulmonares y hasta tres veces mas potente que las producidas por
el cloruro potéasico. Los otros isoprostanos fueron débilmente efectivos o inefectivos

como vasoconstrictores (Janssen y cols., 2001).

Otros trabajos del mismo grupo (Janssen y cols., 2002; Tazzeo y cols., 2003) evaluaron
la respuesta de las arterias y venas pulmonares adultas porcinas a 8-iso PGE,, 8-iso
PGE, 8-iso PGFi,, 8-iso PGF,, y 8-iso PGF2g, encontrando efectos vasoconstrictores
con una particular potencia y eficacia de 8-iso PGE,. En general, los isoprostanos con

anillo F, indujeron contracciones mucho mas débiles que los isoprostanos con anillo E.

En los vasos pulmonares también se ha descrito vasodilatacion mediada por
isoprostanos. Concretamente Jourdan y cols. (/997) describen relajacion de arteria
pulmonar de rata por la 8-iso PGF,,. Del mismo modo, Janssen y cols. (2001),
describen relajacion mediada por 8-iso PGE; en arterias pulmonares caninas y en venas
pulmonares caninas y humanas. Sin embargo, este efecto relajante de 8-iso PGE,

solamente pudo observarse tras el bloqueo del receptor TP.
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Tabla 7. Tabla resumen de los isoprostanos mas frecuentemente estudiados in vitro, en la que se
especifica el autor y el afio de publicacion, asi como el efecto desencadenado en el vaso del organo

correspondiente seglin la especie en estudio.

~ 4 Efectos Isoprostanos
Autor | Aino Vaso/Organo/ pros
. Vasculares estudiados
Especie
Morrow 1990 Vasos renales rata Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Banerjee 1992 Vasos pulmonares conejo Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Takahashi 1992 Arterias Glomerulares rata Vasoconstriccion 8-iso PGF 34
Fukunaga 1993 Vasos renales rata Vasoconstriccion 8-iso PGE,
Kang 1993 Vasos renales rata Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Crankshaw 1995 Miometrio humano Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Mohler 1996 Caroétida cerdo Vasoconstriccion 8-iso PGF o,
Kawikova 1996 Via aérea, Cobayo VVasoconstriccion 8-iso PGF 4
Vasoconstriccion,
Jourdan 1997 Arteria pulmonar rata Vasorrelajacion 8-iso PGFy,
Anillos aérticos y pulmonares de
Wagner 1997 rata Vasoconstriccion 8-iso PGFy,
Mobert 1997 Corazon aislado cobayo Vasoconstriccion 8-iso PGFy, 8-iso PGE,
John 1997 Arteria pulmonar rata Vasoconstriccion 8-iso PGF,,
Hoffman 1997 Arteriolas piales rata Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Truog 1997 Vasos pulmonares cerdo Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Marley 1997 Vena porta rata Vasoconstriccion 8-iso PGF 34
Lahaie 1998 Vasos retininianos lechones Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Mobert 1998 Coronarias cobayo Vasoconstriccion 8-iso PGF,,
1998 Aorta rata
Kromer 1996, Vasoconstriccion 8-iso PGFyq
1999 Coronaria vaca,cerdo,oveja adultos
Wilson 1999 Art. Coronaria cerdo Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
1999,
Sametz 2000 Arteriolas oreja conejo Vasoconstriccion 8-iso PGE; 8-iso PGFy,
Audoly 2000 Ratas enteras Vasoconstriccion 8-iso PGE; 8-iso PGFy,
Microvasos inmaduros
Hou 2000 periventriculares cerdo Vasoconstriccion 8-iso PGFyq
Oliveira 2000 Art. Umbilical humana Vasoconstriccion 8-iso PGF;, 8-iso PGE,
Gardan 2000 Vena safena humana Vasoconstriccion 8-iso PGF 4
Cracowski 2000 Art. Mamaria interna humana Vasoconstriccion 8-iso PGFyq
8-iso PGE+, 8-iso PGEy,
Vasos pulmonares humanos y 8-iso PGF,, 8-iso
2000 caninos Vasorrelajacion PGFy,, 8-iso PGFy
Janssen 8-iso PGE , 8-iso PGE,,
8-iso PGF,, 8-iso PGFg,
Vasos pulmonares humanos y 8-iso PGF45, 8-iso
2001 caninos Vasoconstriccion PGF,,, 8-iso PGFy,
8-iso PGE;, 8-iso PGE;,,
8-iso PGF 4, 8-iso PGFy,
2002 Vasos pulmonares cerdo adulto Vasoconstriccion 8-iso PGFy
8-iso PGFy,, 8-iso PGE;,
Zhang 2003 Coronaria cerdo adulto Vasorrelajacion 8-iso PGF, ¢
2003, Arteria pulmonar ratas recién
Belik 2004 nacidas Vasorrelajacion 8-iso PGF 4
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4.6.4 Receptores vasculares de los isoprostanos.

Ya hemos comentado repetidamente las semejanzas estructurales existentes entre los
isoprostanos y sus isémeros las prostaglandinas. Este hecho condujo a la sospecha de
que los efectos vasculares de los isoprostanos estarian mediados por los receptores de
prostanoides (ver apartado 3.3). Sin embargo, no debe asumirse que, por ejemplo, la 8-
iso PGF,, actie a través de receptores FP o que la 8-iso PGE, lo haga a través de
receptores EP. De hecho, se ha comprobado que la mayor parte de los efectos
vasoconstrictores de 8-iso PGF,, y de 8-iso PGE, asi como la de otros isoprostanos con
anillos F y E, fueron sensibles a antagonistas del receptor TP, como ICI 192605
(Janssen y cols., 2000; Janssen y cols., 2001; Jourdan y cols., 1997, Kawikova y cols.,
1996) , L-657925 (Wagner y cols., 1997), SQ-29548 (Banerjee y cols., 1992; Elmhurst y
cols., 1997; Fukunaga y cols., 1993; John y cols., 1997; Kang y cols., 1993, Kromer y
cols., 1996, 1998; 1999; Marley y cols., 1997, Mohler y cols., 1996, Sametz y cols.,
2000; Wagner y cols., 1997) , L-670596 (Elmhurst y cols., 1997, Lahaie y cols., 1998;
Wagner y cols., 1997) , GR-32191 (Elmhurst y cols., 1997, Oliveira y cols., 2000) ,
BAY U 3405 (Okazawa y cols., 1997) , LCB-2853 (Michoud y cols., 1998) , BMS-
180291 (Mohler y cols., 1996; Zhang y cols., 1996) , BM-13505 (Kromer y cols., 1996).
Por tanto, la participacion de este receptor en la vasoconstriccion mediada por
isoprostanos estd sostenida por una abundante evidencia experimental. De hecho,
Audoly y cols. (2000) demostraron que la administracion endovenosa de 8-iso PGF,, o
8-iso PGE; no tenia efectos vasculares en el raton deficiente en receptores TP mientras
que inducia un aumento importante de la tension arterial en ratones control y mucho

mayor en ratones transgénicos con sobreexpresion de la isoforma 3 del receptor TP.

Por otra parte, otros autores han aportado algunas evidencias de que los isoprostanos
puedan activar otros receptores de prostanoides, incluyendo los EP y los FP (Janssen y
Tazzeo 2002; Elmhurst y cols., 1997; Sametz y cols., 2000, Ungrin y cols., 2001,
Kunapuli y cols., 1997) e incluso se ha postulado la existencia de un receptor propio de
los isoprostanos. Por ejemplo, en el caso de la 8-iso PGF,,, se ha visto que ésta posee
un efecto dual (Jourdan y cols., 1997) en el musculo liso arterial pulmonar de la rata
adulta, desarrollando tanto contraccion como relajacion. Se han encontrado datos que

demuestran la presencia de receptores de baja y alta afinidad para los isoprostanos, tanto
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en células musculares lisas como en endotelio vascular (Fukunaga y cols., 1992;
Fukunaga y cols., 1997; Yura y cols., 1999). Estos receptores de alta afinidad son los
que se han propuesto como receptores especificos de isoprostanos. Sin embargo, su

completa caracterizacion no ha sido llevada a cabo hasta el momento.

4.6.5 Mecanismos de transduccién de la respuesta contractil a

1soprostanos
Son tres los mecanismos que se han postulado para explicar la transduccion de la senal
intracelular de la respuesta contractil inducida por isoprostanos a nivel del musculo liso

vascular (Janssen y cols., 2001).

1.-Como hemos comentado previamente, los efectos contractiles de muchos
isoprostanos parecen mediados por el receptor TP. Este receptor, como otros ligados a
la proteina G, estd acoplado a la fosfolipasa C. La fosfolipasa C activada cataliza la
hidrolisis del fosfoinositol difosfato (PIP,) en inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol
(DAG). El IP; aumenta la [Ca®];, al facilitar su liberacién desde los depOsitos
intracelulares y aumentar su entrada a través de los canales tipo L de la membrana
celular. El DAG activa la cinasa de la proteina C (PKC), aumentando la sensibilidad de
las proteinas contractiles al Ca>" (Berkenbosch y cols., 2001). Algunos estudios
realizados en vasos de rata describen como la 8-iso PGF,, activa la fosfolipasa C y
produce elevacion de niveles citosolicos de 1P; (Fukunaga y cols., 1993a; 1993b). Las
contracciones mediadas por 8-iso PGF,, fueron, en estos estudios, sensibles al inhibidor
de la proteina kinasa C calfostina C pero también a bloqueantes de canales de calcio

tipo L (Wagner y cols., 1997).

2.- Otros estudios demuestran que los isoprostanos no alteran la concentracion
intracelular de calcio (Fukunaga y cols., 1997; Hou y cols., 2000; Janssen y cols.,
2001), sino que producen contraccion mediante un incremento de la sensibilidad al
calcio del aparato contractil. Asi, la contraccion mediada por la 8-iso PGE; en arterias
pulmonares humanas, no resulté afectada al bloquear el flujo de calcio mediante
nifedipina o al vaciar los depdsitos internos de calcio mediante acido ciclopiazénico
(Janssen y cols., 2001). Es mas, la medicion directa de flujos de calcio en células

musculares lisas vasculares pulmonares humanas no demostré incremento del calcio
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intracelular [Caz+]i durante la contracciéon mediada por 8-iso PGE; y 8-iso PGF;,
(Janssen y cols., 2001). Este fendmeno de sensibilizacion al calcio, parece que implica
la activacion de la Rho y Rho cinasa, las cuales se encargan de fosforilar y por lo tanto
suprimir la actividad de la fosfatasa de cadena ligera de la miosina (MLCP) (Somlyo y
cols., 2000). De hecho, Janssen y cols. (2001) demostraron que la contracciéon mediada
por 8-iso PGE; en arterias y venas pulmonares humanas no resultdé afectada por dos
antagonistas diferentes de la PKC, con diferentes mecanismos de accion: queleritrina y
calfostina C, las cuales interaccionan con la PKC en sus sitios regulador y catalitico
respectivamente. De igual forma resultaron insensibles a la accion de antagonistas de
ERK/ERK; (PD-98059) o de p38 cinasa (SB-203580), pero la contraccidon se redujo en
presencia de dos antagonistas de Rho cinasa (Y-27632 y HA-1077) y de un antagonista

de la tirosina cinasa (genisteina) (Janssen y cols., 2001). (Figura 7).

3.-Por ultimo y al contrario de lo expuesto en los dos puntos anteriores, hay
datos de experimentos realizados en retina de cerdos (Lahaie y cols., 1998) y en
microvasos periventriculares (Hou y cols., 2000) cerebrales que sugieren que los
isoprostanos pueden activar el muasculo liso indirectamente a través del endotelio. Esto
se produciria mediante la liberacion de endotelina o TXA; a nivel endotelial. En ese
sentido, Belik y cols (2003) demostraron que la 8-iso PGF,, produjo un marcado
incremento en la producciéon de TXA, (determinada mediante la medicion de su
metabolito estable TXB;) en el pulmoén de rata de 1 semana. De modo muy interesante,
este efecto de la 8-iso PGF,, no fue observado en el pulmoén de rata adulta. Esto sugiere
que los mecanismos de transduccion de la respuesta contractil mediada por los

isoprostanos pudieran ser diversos y sufrir una evolucion ontogénica.
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Figura 7. Esquema propuesto de transduccion de la sefial intracelular mediada

por los isoprostanos.
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4.6.6 Mecanismos de transduccion de la respuesta relajante mediada por

1soprostanos

Como ya hemos comentado previamente, muchos vasodilatadores actuan
indirectamente a través de la liberacion endotelial de PGs, NO y/o uno o més factores
hiperpolarizantes derivados del endotelio (EDHF). La naturaleza exacta de los EDHF,
ha sido debatida durante décadas y es un problema todavia no resuelto. Los EDHF han
sido asociados con especies reactivas de oxigeno, potasio, etc. Algunos grupos de
investigadores sostienen la hipotesis de que al menos algunos de los EDHFs son

isoprostanos. Esta hipotesis se basa en:

1- La idea de que los EDHFs serian metabolitos del 4cido araquidénico, cuya
generacion es independiente de COX, caracteristicas ambas propias de los
isoprostanos (Janssen y cols., 2002).

2- Los isoprostanos se liberan desde el endotelio (Watkins y cols., 1999,
Janssen y cols., 2001). En general se cree que esto ocurre exclusivamente
ante situaciones de dafo endotelial.

3- Los radicales libres y las especies reactivas al oxigeno juegan un papel
primordial en la produccion de isoprostanos y parecen hacerlo también en la
formacion de algunos EDHFs.

4- La PLA, desarrolla una accion clave en la produccion y liberacion de
isoprostanos (Rokach y cols., 1997; Morrow y cols., 1992). En este sentido,
se ha visto que los efectos mediados por las EDHFs son sensibles a los
inhibidores de PLA, (Hecker y cols., 1994, Hayabuchi y cols., 1998;
Hutcheson y cols., 1999; Bauersach y cols., 1994; Adeagbo y cols., 1998;
Vanheel y cols., 1999; Barlow y cols., 2000).

5- Los isoprostanos y las EDHFs son potentes agentes vasoactivos que evocan

sus efectos de una manera dependiente de compuesto, tejido y especie.
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En resumen, muchas de las propiedades de las EDHFs son comunes a los isoprostanos,
sin embargo se precisa la aportacion de mas trabajos para poder decir que hablamos de
las mismas moléculas. Por otra parte, los trabajos de Belik y cols (2003) en arterias
pulmonares de rata, demuestran que la relajacion mediada por la 8-iso PGF,, fue
endotelio dependiente y abolida por la inhibicién de la 6xido nitrico sintetasa. La
inhibicion de la COX, redujo pero no elimino esta relajacion. Estos datos sugieren una
participacion de la via NO-GMPc y de la via COX en la relajacion mediada por
isoprostanos. De manera llamativa, estos efectos relajantes de la 8-iso PGF,, fueron

observados solamente en la rata adulta, pero no en las ratas de 1 a 2 semanas.
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B. HIPOTESIS / OBJETIVOS

A lo largo de la vida fetal y neonatal, la respuesta a los estimulos vasoactivos varia
dependiendo probablemente del estado de desarrollo estructural de la circulacion
pulmonar y quizds mas especificamente de la evolucion estructural y funcional de
determinados receptores. En los ultimos afios han sido numerosos los estudios que se
han centrado en los cambios producidos con la edad en la reactividad vascular pulmonar
en varias especies de mamiferos, comparando los vasos pulmonares en los periodos
fetal, neonatal y adulto. Se han descrito diferencias madurativas tanto en la
vasoconstriccion como en la relajacion dependiente e independiente del endotelio en el
cordero (Dunn y cols., 1989; Abman y cols., 1990, 1991, Toga y cols., 1991; Kolber y
cols., 2000), cerdo (Levy y cols., 1995; Boels y cols., 1999; 2001; Villamor y cols.,
2000), conejo (Docherty y MacLean, 1998a; 1998b;, Morecroft y MacLean, 1998) y
cobayo (Thompson y Weiner, 1993; Belik, 1994) entre otros. El objetivo de estos
estudios era alcanzar una mejor comprension de: (1) la peculiar situacion hemodindmica
de la circulacion pulmonar fetal (2) los mecanismos que regulan la transicion de la
circulacion pulmonar que ocurre al nacer y (3) las diferencias existentes en el control

del tono vascular pulmonar entre el periodo neonatal y el adulto.

Son muchas las investigaciones destinadas a estudiar en profundidad los cambios que
durante el periodo neonatal tienen algunos mediadores vasoactivos como el NO (4bman
ycols., 1990, 1991; Shaul y cols., 1993, Steinhorn y cols., 1993, Villamor y cols., 1997,
2000, Kolber y cols., 2000), los eicosanoides (Adbman y Stenmark 1992; Shaul y cols.,
1993b; Ibe y cols., 1997), la ET-1 (Toga y cols., 1991, Docherty y MacLean, 1998), el
péptido natriurético atrial (Perreault y cols., 1997b; Matsushita y cols., 1999), los
canales de K™ (Reeve y cols., 1998), las purinas (McMillan y cols., 1999), la respuesta
miogénica (Belik, 1994), el mondxido de carbono (Villamor y cols., 2000, Grover y
cols., 2000), la 5-hidrotriptamina (Morecroft y MacLean 1998a) la bradiquinina (Boels
v cols., 1999), las PDEs (Okogbule-Wonodi y cols., 1998, Moreno y cols., 2004), la GCs
(Moreno y cols., 2005), la adrenomedulina (Marinoni y cols., 1999, Takahashi y cols.,
1999) el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Hislop y cols., 1998), el factor
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activador plaquetario (Ibe y cols., 1998), el polipéptido vasoactivo intestinal (Hislop y
cols., 1998), la PKC (Berkenbosch y cols., 2001) y las fosfatasas (Berkenbosch y cols.,
2001). Sin embargo, a pesar de la relevancia de estas investigaciones, queda ain por
evaluar el papel de muchos factores vasoactivos en lo que concierne a sus efectos en la

circulacion pulmonar neonatal.

Durante los ultimos afos, la hipdtesis de que los isoprostanos no son sdlo marcadores
de peroxidacion lipidica sino que desempefian una actividad biologica ha sido apoyada
por numerosa evidencia experimental (Cracowski y cols., 2002; Fukunaga y cols.,
1993, Hoffman y cols., 1997; Jourdan y cols., 1997; Janssen y cols., 2001; Oliveira y
cols., 2000, Zhang y cols., 2003; Janssen y Tazzeo, 2002; Tazzeo y cols., 2003). A nivel
vascular, se han descrito acciones mediadas por los isoprostanos que abarcan desde la
potente vasoconstriccion a la completa relajacion de las células musculares lisas
vasculares (Jourdan y cols., 1997, Janssen y cols., 2001). Estos efectos van a variar
dependiendo del isoprostano estudiado, de la especie animal, de la edad y del tipo de
vaso (Belik y cols., 2003, Janssen y cols., 2001). El periodo neonatal se presenta como
un momento de la vida particularmente interesante para la produccidon y eventualmente
la accion de los isoprostanos. En el momento del nacimiento se produce un marcado
aumento en la saturacion arterial de oxigeno, con el consiguiente incremento del estrés
oxidativo. Por otra parte, como hemos sefialado previamente, en los ultimos afios se han
acumulado evidencias de que las especies reactivas de oxigeno estan involucradas en
diversas enfermedades neonatales (4hola y cols., 2004, Saugstad y cols., 2001). A pesar
de ello, la informacion existente sobre la accidén vascular de los isoprostanos en el

periodo neonatal es muy limitada.

Nuestras HIPOTESIS en la presente Tesis Doctoral han sido:

1.- Los isoprostanos ejercen efectos vasculares en los vasos neonatales.

2.- Los efectos vasculares de los isoprostanos experimentan cambios durante los

primeros dias de vida postnatal.
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Nuestros OBJETIVOS han sido:

1.Estudiar los efectos contractiles de los isoprostanos tanto con anillo E (8-iso
PGE,, 8-iso PGE,) como con anillo F (8-iso PGFq, 8-iso PGFp, 8-iso PGFy, y 8-iso
PGF»p) sobre arterias pulmonares, venas pulmonares y arterias mesentéricas de lechones

recién nacidos (12-24 h de vida) y lechones de 2 semanas.

1.2 Determinar la eficacia y potencia de dichos isoprostanos.
1.3 Comparar la eficacia y potencia de dichos isoprostanos con el

U46619.

2.Valorar los cambios ontogénicos en relacion a los efectos contractiles de los
isoprostanos tanto con anillo E (8-iso PGE,, 8-iso PGE;) como con anillo F (8-iso
PGF iy, 8-iso PGFip, 8-iso PGF,, y 8-iso PGF,p) entre lechones recién nacidos y
lechones de 2 semanas sobre arterias pulmonares, venas pulmonares y arterias

mesentéricas.

3.Dilucidar los mecanismos de transduccion de la respuesta contractil de los
isoprostanos tanto con anillo E (8-iso PGE;) como con anillo F (8-iso PGF,, y 8-iso

PGF2p) en arterias pulmonares de lechones de 2 semanas.

4.Estudiar los efectos relajantes de los isoprostanos tanto con anillo E (8-iso
PGE,, 8-iso PGE,,) como con anillo F (8-iso PGF,,) sobre arterias pulmonares, venas

pulmonares, arterias mesentéricas y arterias coronarias de lechones de 2 semanas.

5.Valorar los cambios ontogénicos en relacion a los efectos relajantes de los
isoprostanos tanto con anillo E (8-iso PGE,, 8-iso PGE,,) como con anillo F (8-iso
PGF,,) sobre arterias pulmonares, venas pulmonares y arterias mesentéricas de

lechones de 2 semanas.

6.Dilucidar los mecanismos de transduccion de la respuestas relajante de 8-iso

PGE,; en arterias pulmonares de lechones de 2 semanas.
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C. ANIMALES EXPERIMENTACION. MATERIAL Y METODOS

1. Animales de experimentacion
2. Obtencion de los tejidos
3. Registro de la contractilidad vascular
3.1 Contraccion
3.2 Relajacion
4. Protocolos experimentales
4.1 Contraccion
4.1.1 Estudio de la contraccién vascular inducida por
isoprostanos.
4.1.2 Participacion del receptor TP en la respuesta
contractil inducida por isoprostanos.
4.1.3 Mecanismos de transduccion de la respuesta
contractil inducida por isoprostanos.
4.2 Relajacion
4.2.1 Estudio de la relajacion mediada por isoprostanos.
4.2.2 Mecanismos de transducciéon de la respuesta

relajante inducida por isoprostanos.
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1 Animales de experimentacion

Todos los procedimientos descritos se llevaron a cabo de acuerdo con el Acta
Europea de 1986 sobre procedimientos cientificos con animales de experimentacion y
aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion Animal de la Unversidad de
Maastricht.

Los experimentos se han realizado en lechones de raza hibrida Landrace-Largewhite

de 12 a 24 horas y de 2 semanas -entrel5 y 18 dias de edad- (Tabla 8)

Numero total | Peso (mediateem) Porcentaje:
Machos/Hembras
RN 24 1155,12+127,87 11/13
2 semanas 50 3270.454157.36 24/26

Tabla 8. Peso y género de los lechones estudiados segun edad.

El motivo de la eleccion de esta especie animal viene determinado porque su anatomia
cardiorrespiratoria y la adaptacion de la circulacion pulmonar a la vida extrauterina son
muy similares a la humana. Existen multiples analogias entre la especie humana y el
cerdo en cuanto a los mecanismos de adaptacién pulmonar: en el paso de la circulacion
fetal a la de tipo adulto, en los factores fisiopatoldgicos que derivan en la situacion de
HPPN vy en el tipo de respuesta a las medidas terapéuticas empleadas. A lo largo de los
tres primeros meses de vida resultan equiparables los cambios sufridos en el desarrollo
pulmonar a nivel vascular y alveolar entre ambas especies, aunque existen pequenas
diferencias a nivel estructural, funcional y temporal (Haworth y Hislop, 1981, Moreno y
cols., 2005). Por estos motivos, el cerdo ha sido ampliamente utilizado en el estudio de
la fisiologia, fisiopatologia y farmacologia vascular pulmonar neonatal (Drummond y
cols., 1978; Haworth y Hislop, 1981; Pérez-Vizcaino y cols., 1996, 1996b; 1996¢,
1997, 2001, Villamor y cols., 1996, 1996b; 1997).
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2 Obtencion de los tejidos

Los animales se obtuvieron de una granja local y se sacrificaron con edades entre 12-
24 horas y 2 semanas (15-18 dias) de vida. Esto se llevd a cabo por exanguinacioén
después de ser anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbitona
sodica (100 mg/kg). Tras el sacrificio se comprobd mediante la visualizaciéon del
contenido gastrico e intestinal, que todos los animales en el primer dia de vida habian
recibido alimento. Es importante remarcar esta observacion porque se ha observado que
la primera toma induce cambios significativos en el control del tono vascular

mesentérico del lechon (Reber y cols., 2002).

Tras el sacrificio de los animales, los bloques cardiopulmonar e intestinal fueron
extraidos y sumergidos rapidamente en una solucion de Krebs-Ringer a 4°C
(composicion en mmol Lt NaCl, 118.5; KCl, 4.75; MgSOQ4 *7H,0, 1.2; KH,PO4, 1.2;
NaHCOs, 25.0; CaCl,, 2.5; glucosa, 5.5) para su transporte inmediato al laboratorio. El
tiempo transcurrido entre el sacrificio y el inicio de la diseccion de los tejidos en el
laboratorio fue aproximadamente de una hora. La diseccion y extraccion de los vasos se
llevo a cabo bajo un microscopio binocular. Durante todo el proceso de diseccion, los
tejidos permanecieron bafiados en solucion de Krebs-Ringer a 4°C. Sobre una placa de
Petri, se procedié a la extraccion de las arterias y venas pulmonares de tercer-cuarto
orden. Los anillos de las arterias mesentéricas se obtuvieron de la mitad distal del tronco
de ésta (Reber y Nowicki, 1998) y los anillos de las arterias coronarias de la descendente
anterior izquierda. Los vasos disecados se seccionaron transversalmente, obteniendo
anillos de 2 a 3 mm de longitud. En algunos experimentos, se elimin6 el endotelio de
los vasos a través de la introduccién en la intima de los anillos de una varilla de metal

sobre la que fue rotado dicho vaso (Villamor y cols., 1996; 1996b, 1997).
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3 Registro de la contractilidad vascular

A través de cada anillo arterial se hicieron pasar dos alambres de acero (0.2 mm de
diametro). Uno de ellos quedaba fijo a un sistema de sujecion y el otro se conectd a un
transductor isométrico fuerza-desplazamiento (modelo PRE 206-4, Cibertec, Madrid). La
sefial de fuerza isométrica fue amplificada, convertida de analdgica a digital utilizando
un sistema PowerLab (AD-Instruments, Castle Hill, Australia) y registrada en un
ordenador mediante el software Chart v3.4 (AD-Instruments, Castle Hill, Australia).
Los anillos se colocaron horizontalmente en copas de Allhin de 5 mL de capacidad que
contenian solucion de Krebs burbujeada de forma constante con 95% O, y 5% CO, . Las
preparaciones se mantuvieron a una temperatura constante de 37°C, por medio de la
circulacion continua de agua a través del sistema de doble pared de las copas de Allhin.

Los anillos fueron sometidos a la tension basal a la que por experimentos previos en estos
vasos, se comprobd una mayor respuesta contractil a 62,5 mM de KCI (Tabla 9). Las
preparaciones se dejaron estabilizar durante un periodo de 90 minutos. Durante este tiempo
se realizaron cambios repetidos de la solucidon nutricia a intervalos de 30 minutos y
reajustes de la tension basal (Pérez- Vizcaino y cols., 1991; 1993). Tras este periodo de
estabilizacion se llevo a cabo una contraccion con 62,5 mM de KCl con el fin de evaluar el
estado funcional del vaso y establecer una contraccion de referencia no mediada por
receptor que fue usada para normalizar las respuestas a isoprostanos (ver andlisis
estadistico de los resultados). Cuando la contraccion inducida por 62,5 mM de KCI fue
estable, se afiadio ACh a una concentracion de 10”7 M para evaluar el estado funcional del
endotelio (Figura 8). Tras lavar repetidamente el vaso y permitir el retorno a la tensién

basal, se inicio el protocolo correspondiente.

Tabla 9. Tension basal a la que fueron sometidos los distintos anillos vasculares al
principio del experimento.

Vaso RN 2 semanas
Arteria pulmonar 300 mg 500 mg
Vena pulmonar 500 mg 500 mg
Arteria mesentérica 1000 mg 2000 mg
Arteria coronaria 1000 mg 1000 mg
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Figura 8 Registro original de un experimento tipico de contraccion. Tras un periodo de
estabilizacion inicial de 90 min —en el que se han realizado lavados con solucion de Krebs
burbujeada cada 30 min-, el vaso es contraido con 62,5mM de KCI. Una vez alcanzado el
efecto méaximo, se afiade Ach (10"M), con lo que se comprueba la funcién endotelial. Se
lava repetidamente el vaso con solucion de Krebs hasta que retorna a la tension basal. A
continuacion procedemos a la administracion del fA&rmaco en estudio —en este caso una 8-
iso prostaglandina- incrementando de forma acumulativa la concentracion del mismo en la
solucion nutricia. La concentracion minima es de 10"°M y la maxima de 10°M. Antes de
afadir una nueva dosis se espera a la estabilizacion de la contraccion que se ha
desencadenado con la dosis previa. Cada una de las respuestas obtenidas con las diferentes
concentraciones del farmaco en la solucion nutricia, se expresa en funcion de la
contraccion maxima lograda con la administracion de KCI al inicio del experimento. En
algunos experimentos, como el que muestra la figura, se afiadio el antagonista del receptor
TP —SQ 29,548 (10"M)- al alcanzar la contraccion méaxima, con lo que se obtiene una

relajacion que puede ser cuantificada.
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3.1 Contraccidén

Los agonistas contractiles se evalian bajo el tono basal (Tabla 9). Se construyeron
curvas concentracion-respuesta incrementando de forma acumulativa la concentracion del
agonista a estudiar en la solucién nutricia. Cada nueva dosis se afiadié una vez que la
anterior habia producido una respuesta contractil estable (Villamor y cols., 1996; 1996b;

1997) (Figura 8)

3.2 Relajacion

Para estudiar los posibles efectos relajantes de los isoprostanos o de los otros
agonistas utilizados, se llevd a cabo inicialmente una contraccién de los vasos. En la
mayor parte de los experimentos, se utilizé U46619 -mimético del TXA; - o endotelina-
1 como agente contractil. Una vez alcanzada una contraccion estable, se construy6 una

curva dosis-respuesta al agonista relajante (Figura 9).
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Figura 9 Registro original de un experimento tipico de relajacion. Se ha obviado la
contraccion inicial con 62,5mM de KCl, que es comun a todos los registros y tras la cual se
lava repetidamente el vaso con solucion de Krebs hasta que sea posible aplicar la tension
basal. Inicialmente se lleva a cabo una contraccion de los vasos con U46619 -mimético
del TXA; - o ET-1. Una vez alcanzada una contraccién estable, procedemos a la
administracion del farmaco en estudio —en este caso una 8-iso prostaglandina-
incrementando de forma acumulativa la concentracion del mismo en la solucioén nutricia.
La concentracién minima es de 10"°M y la maxima de 10°M. Antes de afiadir una nueva
dosis se espera a la estabilizacion de la relajacion que se ha desencadenado con la dosis
previa. Cada una de las respuestas obtenidas con las diferentes concentraciones del
farmaco se expresa como el porcentaje de reduccion de la contraccion previa inducida por

U46619 o ET-1.
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4. Protocolos experimentales

4.1 Contraccion

4.1.1 Estudio de la contraccidon vascular inducida por isoprostanos.

Se estudiaron los siguientes isoprostanos:
- Con anillo E: 8-iso PGE;, 8-iso PGE..
- Con anillo F: 8-iso PGF 4, 8-iso PGF g, 8-iso PGF,, y 8-iso PGF2p

Se compararon los efectos de los isoprostanos con los del U46619. Al disponer de
ocho camaras de 6rganos, en cada una de ellas se estudio la respuesta a uno de los seis
isoprostanos en un anillo vascular del mismo animal. En las otras dos se estudiaron la
respuesta al U46619 y al solvente (DMSO). Por tanto, s6lo un anillo por territorio

vascular y animal fue utilizado en el mismo protocolo.

4.1.2 Participacidon del receptor TP en la respuesta contractil inducida

por isoprostanos

Para evaluarla, se utilizo el antagonista de este receptor SQ 29,548 en dos tipos
distintos de protocolos. En el primero de ellos, los vasos fueron incubados durante 15
minutos con el SQ 29,548 a concentraciones de 10® M y se llevé a cabo la curva de
concentracion respuesta al isoprostano o al U46619. En otros experimentos, se anadio
SQ 29,548 107 M al final de la curva concentracion respuesta al isoprostano o al
U46619 y se evalu6 la reversion de la respuesta contractil llevada a cabo por el

antagonista del receptor TP (Figura 8).
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4.1.3 Mecanismos de transduccion de la respuesta contréctil inducida por

isoprostanos

En estos protocolos, se evaluo la respuesta a isoprostanos y a U46619 en presencia de
antagonistas de las diversas vias de sefializacion de esta respuesta, que han sido
propuestas por investigaciones previas de otros autores. En concreto, se utilizaron:
queleritrina, genisteina, Y27632, hidroxifasudilo, PD 98059 y SB 203580. Este grupo
de experimentos se llevd a cabo en arterias pulmonares de lechones de 2 semanas y se
estudiaron tres de los isoprostanos (8-iso PGE,, 8-iso PGFy, y 8-iso PGFp) y el
U46619. En la tabla (Tabla 10) se resumen las herramientas farmacologicas utilizadas

en la presente Tesis Doctoral.

4.1.4 Papel del endotelio y de la via de la COX en la respuesta contractil

inducida por isoprostanos

Este grupo de experimentos se llevoé a cabo igualmente en arterias pulmonares de
lechones de 2 semanas y se estudiaron tres de los isoprostanos (8-iso PGE,, 8-iso
PGF», y 8-iso PGF2p) y el U46619. Se realizaron las curvas de concentracion-respuesta

en presencia de indometacina y tras eliminacion del endotelio.

4.2 Relajacion

4.2.1 Estudio de la relajacion mediada por isoprostanos

Se estudiaron los posibles efectos relajantes de los seis isoprostanos previamente
mencionados. Los vasos fueron contraidos con U46619 (10”7 M), ET-1 (10 M) o ET-
1(10° M) mas SQ 29,548 (10™® M) . Los isoprostanos fueron comparados con diversos
prostanoides conocidos como agonistas de los receptores EP (misoprostol, PGE;,

PGE,), DP (PGD,) e IP (Iloprost) Ver Tabla 10.
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4.2.2 Mecanismos de transduccion de la respuesta relajante inducida por

1soprostanos

En estos protocolos, se evalud la respuesta relajante mediada por isoprostanos en
presencia de antagonistas de las diversas vias de sefalizacion, que han sido propuestas
por investigaciones previas de otros autores. En concreto, se utilizaron ODQ, L-NAME
e indometacina. (Tabla 10). Dado que algunos de estos compuestos producen cambios
en la contraccion mediada por U46619 o ET-1 (en general aumentandola), en los
experimentos en los que se involucraron estos antagonistas, la contraccion fue
dosificada anadiendo concentraciones acumulativas del agonista contractil hasta que se
super? la respuesta inducida por KCI 62,5 mM en cada vaso individual al comienzo del

experimento.

5. Farmacos y soluciones empleadas

Se ha utilizado una solucion nutricia el Krebs normal, cuya composicion se muestra a

continuacion:
Componente NaCl |KCI |[NaHCO3 [MgS04 |CaCl2 |KH2PO4 |glucosa
mM 118,5 | 4,75 25 1,2 2 1,2 5,5

Se han usado los siguientes farmacos (Tabla 10):
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Tabla 10. Descripcion de las herramientas farmacologicas utilizadas en esta Tesis
Doctoral en la que se incluye codigo y nombre del farmaco, accion, rango de dosis
administrado, solvente utilizado, fuente suministradora y relacion de referencias.

cyclohexanecarboxa

mide dihydrochloride

Nombre/ Nombre . . -
- Accion Dosis Solvente | Suminist Ref.
Codigo Completo
Roberts y
Isoprostanos 8-is0-PGE,, Agonistas Cayman
] 10"°-10° M DMSO ) Morrow,
con anillo E 8-is0-PGE, receptor TP () Chemical 1997
8-1s0-PGF |, 8-iso- Roberts y
Isoprostanos Agonistas 0 1 s Cayman
PGF g, 8-is0-PGF,, y 107°-10° M DMSO . Morrow,
con anillo F receptor TP () Chemical
8-150-PGFay,. 1997
Agonista
Agua Furchgott y
o muscarinico. , ) Sigma )
ACh Acetilcolina 10" M destilada y Zawadzki,
Estimulante de Chemical Co
desionizada 1980
la NOSe.
9,11dideoxi-11a,9a- :
) o 10"°-10° M Agua ] .
epoximetano- Mimético del ) Sigma Devillier,
U46619 (curvas de destilada y ]
prostaglandina F2a TXA2 ) o Chemical Co 1997
contraccion) desionizada
) 4 Agua
NC-nitro-L-arginina Inhibidor de la 10" M ) Sigma Rees y cols.,
L-NAME destilada y
metiléster NOS. Chemical Co 1990
desionizada
1H-[1,2,4]oxadiazol . s .
. ) Inhibidor de la 10" M Sigma Janssen y
OoDQ [4,3-a]quinoxalin-1- DMSO
GCs Chemical Co cols., 2001
ona
([1S-(1a,2B-(52)-
3B,40)]-7-[3-[[2-
henylamino Agua
SQ 29,548 [(pheny .) Antagonista 0 1 .g Sigma Darius y
carbonyl]hydrazino] 107°-10" M destilada y ]
) receptor TP o Chemical Co cols., 1985
methyl]-7-oxabicyclo desionizada
[2.2.1]Pet-2-yl]-5-
heptenoic acid
Agua
. ; ) Sigma Masaki y
ET-1 Endotelina-1 10°'M destilada y
Chemical Co cols., 1989
desionizada
Inhibidor de la
Sigma Herbert y
Queleritrina cinasa de la 10 uM DMSO ]
Chemical Co cols., 1990
proteina C
Inhibidor de la Sigma Janssen y
Genisteina . . 0,1 mM DMSO ]
tirosin cinasa Chemical Co cols., 2001
(b)-(R)-trans-4-(1-
aminoethyl)-N-
Inhibidor de la Janssen y
Y 27632 (pyridyl) 10 uM Etanol Tocris
Rho cinasa cols., 2001
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Nombre Nombre . . -
- Accion Dosis Solvente | Suminist Ref.
Codigo Completo
Hidroxifasudilo 1- (S-Isoquinolinesulfonyl) Agua
) Inhibidor de la ) Asahi Janssen y
(H-2330 HA- homopiperazine, 10 uM destilada y
Rho cinasa Chemical cols., 2001
1077) Di-HCI Salt desionizada
Inhibidor de la
cinasa de
2-2(2’-amino-3"-
PD 98059 proteina Sigma Janssen y
methoxyphenol)- 50 M DMSO
activadora Chemical Co cols., 2001
oxanapthalene-4-one .
mitégeno
(MAP)
4-(4-fluorophenyl)-2-
SB 203580 (4-methylsulphinylphenyl)- Inhibidor de la Sigma Janssen y
) ) 30 uM DMSO ]
5-(4-pyridyl)1H- p38-cinasa Chemical Co cols., 2001
imidazole
Agonistas del o s Sigma Nicholson,
Misoprostol 107-10" M Etanol )
receptor EP Chemical Co 1988
Prostaglandinas E1 y Agonistas del o s Sigma
PGEI1, PGE2 107-10° M Etanol Horton, 1965
E2 receptor EP Chemical Co
Agonista del Sigma
PGD2 Prostaglandina D2 10°-10° M Etanol ] Horton, 1965
receptor DP Chemical Co
Agonista del 0 Sigma
Tloprost 10°-10° M Etanol ] Stock, 1991
receptor IP Chemical Co
1/10°-0,1/107 Sigma
DMSO Dimetilsulféxido Solvente DMSO Martin, 1967
mL Chemical Co
Inhibidor de la Sigma
Indometacina 10°M Etanol Winer, 1966
COoX Chemical Co

6. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados se expresan como la media =+ error estdndar de la media. La “n” refleja

el nimero de animales. Las respuestas contractiles se expresan con el valor absoluto (g)

o bien el valor normalizado relativo a la contraccion por KCI1 62,5 mM. Este método de

normalizacién fue escogido porque tiene en cuenta no sélo la cantidad de musculo liso

vascular presente sino también la capacidad funcional de los anillos para producir

contraccion. Las respuestas relajantes se expresan como porcentaje de reduccion del

tono inducido previamente por el agonista contractil correspondiente (% de relajacion).

Las curvas concentracion-respuesta (Figuras 8 y 9) se ajustaron mediante el programa

estadistico GraphPad Prism version 2.01. segln la ecuacion logistica que se muestra a
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continuacion:

Emax

Siendo E el efecto del farmaco; Emax el efecto maximo; k una constante que
representa la pendiente de la curva; C la concentracion del farmaco; pD2 el logaritmo
negativo del EC50 (la concentraciéon del farmaco que provoca un 50% de la
contraccion). Por tanto, el Emax es un indice de la eficacia relativa del agonista y el
pD2 6 EC50 un indice de potencia. Todos y cada uno de estos parametros son

calculados en las curvas concentracion-respuesta de cada experimento (Figura 10).
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Figura 10. Representacion del ajuste de dos curvas concentracion-respuesta. El valor de
pD; corresponde al logaritmo negativo de la concentracion del fArmaco necesaria para
obtener el 50% del efecto maximo (Eméx), tanto de contraccion (A) como de relajacion

(B).
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Sin embargo, esta ecuacion no pudo aplicarse y por tanto no pudo determinarse el
valor del EC50 para la mayoria de los isoprostanos estudiados ya que no se llegd a
obtener una respuesta maxima con la concentracion mas alta que se pudo probar (10
M). Por esta razon, los datos de estos experimentos no se ajustaron a la ecuacion
anteriormente referida, sino a una recta calculada por el método de minimos cuadrados,
mediante la utilizacion del paquete informatico Microsoft Excel version 2003. A partir
de este ajuste se obtuvo para las respuestas contrictiles, el ECkjo y el ECkso, que
definimos como la concentracion de isoprostano que produjo una respuesta contractil
equivalente al 10 y al 30%, respectivamente, de la respuesta contractil inducida por el
KCl 62,5 mM al inicio del experimento. Este indice nos permitié6 comparar la potencia
de los distintos isoprostanos, aunque no se hubiera alcanzado el efecto méximo (Figura
11). Las comparaciones entre dos medias se llevaron a cabo mediante una t de Student
para grupos de datos independientes y las comparaciones entre mas de dos medias se
llevaron a cabo mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de una via seguido del
test de Newman-Keuls. Se ha considerado como estadisticamente significativo un nivel

de aceptacion, de la hipdtesis nula, inferior al 5% (P<0.05).
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Figura 11. Representacion de curvas dosis-respuesta que muestran los logaritmos
negativos correspondientes a valores del 10% y 30% de la respuesta contractil inducida
por el KCI al inicio del experimento.
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D. RESULTADOS
1. Contraccion

1.1 Respuesta contractil a 8-iso PGE,, 8-iso PGE,, 8-iso PGF,, 8-
iso PGF,p, 8-iso PGF,,, 8-iso PGF,3 y U46619 en el lechon recién
nacido (12-24 horas) y de 2 semanas de edad.
1.1.1 Arteria pulmonar
1.1.2 Vena pulmonar
1.1.3 Arteria mesentérica
1.2 Participacion del receptor TP en la respuesta contractil inducida
por isoprostanos.
1.2.1 Relajacién mediada por SQ 29,548 (10'M) tras
contraccion inducida por los isoprostanos y por U46619.
1.2.2 Inhibicion de la contraccion inducida por los
isoprostanos 'y por U46619 en presencia de SQ 29,548
(10°M).
1.3 Mecanismos de transduccién de la respuesta contractil inducida
por isoprostanos y por U46619.
1.4 Papel del endotelio y de la via de la COX en la respuesta

contractil inducida por isoprostanos

2. Relajacion
2.1 Estudio de la relajaciéon mediada por isoprostanos

2.2 Mecanismos de transduccion de la respuesta relajante

inducida por isoprostanos
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Contraccion ...
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1. Contraccion

1.1 Respuesta contractil a 8-iso PGE,, 8-iso PGE,, 8-iso PGF,,, 8-iso
PGFp, 8-iso PGF,,, 8-iso PGF,p y U46619 en el lechon recién nacido (12-
24 horas) y de 2 semanas de edad.

Los isoprostanos desarrollaron contracciones del orden de 1,5-2 veces mayor
que la desencadenada por 62,5 mM de KCI. Sin embargo, mostraron en general una
potencia (pD,) y eficacia (Eméx) mas bajas que el agonista del receptor TP, el U46619.
(Figuras 11-34; Tablas 11-17).

1.1.1 Arteria pulmonar

En las arterias pulmonares, la 8-iso PGE, fue el isoprostano mas potente
(pDy= -6,69+0,07) (Figura 12 y Tabla 12). Al realizar las curvas de concentracion-
respuesta, se observo una respuesta bifasica (contraccion con las dosis mas bajas y
relajacion a las concentraciones mas altas de 8-iso PGE,), efecto que resultd ser mas
evidente en los lechones de 2 semanas (Figura 12).

La 8-iso PGF,, fue el isoprostanos con mayor eficacia, es decir aquel que produjo los
mayores niveles de contraccion en ambos grupos de edad (Figura 14 y Tabla 14). Sin
embargo no obtuvimos contracciones maximas con la maxima concentracion que
pudimos probar (10°M). El umbral de concentracion detectable para el efecto contractil
de 8-iso PGF», fue relativamente alto (3x10™ M).

Practicamente no se obtuvo respuesta contractil para 8-iso PGF, ni para 8-iso PGF
en arterias pulmonares de lechones de 2 semanas aunque por el contrario, desarrollaron
una contraccion potente en la arteria pulmonar del lechon de 12-24 horas (Figuras 13 y
15; Tablas 13 y 15).

Las contracciones llevadas a cabo por 8-iso PGE,, 8-iso PGFiq, 8-iso PGFgy 8-iso
PGF,g resultaron ser significativamente mayores en el lechon recién nacido que en el de
2 semanas para algunas de las concentraciones (Figuras 12, 13, 15 y 16; Tablas 12, 13,

15 y 16). Por otro lado, no se observaron cambios relativos a la edad en las
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contracciones de las arterias pulmonares inducidas por 8-iso PGE;, 8-iso PGF,, y
U46619 (Figuras 11, 14y 17; Tablas 11, 14y 17).

El producto utilizado como solvente para los isoprostanos (DMSO) no demostré efecto
contractil sobre las arterias pulmonares (Figura 18) y la contraccion ejercida por KCI
62,5 mM fue significativamente mayor en las arterias pulmonares de lechones de dos

semanas (Figura 18).

1.1.2 Vena pulmonar

La 8-iso PGE, fue el isoprostano mas potente y eficaz. En términos de eficacia
(aunque no de potencia) fue comparable a U46619 en lechones de 12-24 horas (Figuras
20y 25 y Tablas 12 y 17). La eficacia de la 8-iso PGF,, en las venas pulmonares del
recién nacido fue también equiparable a la de U46619 (Figuras 20 y 25; Tablas 12 y
17). Cuando se comparan las contracciones producidas por los isoprostanos en venas
pulmonares del lechon de 12-24 horas y el lechon de 2 semanas, no se observa un
patron ontogénico claro. Sin embargo, para algunas concentraciones en particular de 8-
iso PGE, y de 8-iso PGF,, las venas pulmonares del recién nacido desencadenaron
contracciones superiores (Figuras 20 y 2I). Al igual que ocurre con las arterias
pulmonares, las concentraciones mayores de 8-iso PGE, (>3x10° M), reducen el tono
en las venas pulmonares, efecto que resulté mas marcado en los animales de 2 semanas
(Figura 20).

La contraccioén desencadenda por KCI (62,5 mM) en venas pulmonares fue mayor que
la observada en arterias pulmonares. Al igual que lo descrito en arterias, resultd ser

significativamente mayor en animales de 2 semanas (Figura 26).

1.1.3 Arteria mesentérica

La respuesta de los isoprostanos en arterias mesentéricas fue muy variable. El mas
potente y eficaz fue la 8-iso PGE,, cuya eficacia (aunque no potencia), puede
equipararse al U46619 en animales de 12-24 horas (Figuras 28 y 33; Tablas 12 y 17).
Pese a que la respuesta contractil mediada por 8-iso PGF, y de 8-iso PGF,g en arterias
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mesentéricas de recién nacidos se expresa desde concentraciones muy bajas, el efecto
maximo que producen a 10°M es muy escaso. Es por esto por lo que se explica su
elevada potencia y baja eficacia. La relajacion inducida por altas dosis de 8-iso PGE,
en arterias pulmonares y venas pulmonares no se observo en las arterias mesentéricas
(Figura 28). Los siguientes isoprostanos: 8-iso PGE,, 8-iso PGF,,, 8-iso PGF,, y 8-iso
PGF,p produjeron contracciones mas altas en las arterias mesentéricas del recién nacido
que en los vasos correspondientes de los animales de 2 semanas (Figuras 28,29,30 y
32; Tablas 12,13,14 y16). La sensibilidad del U46619 también disminuyé con la edad
postnatal (Figuras 33; Tabla 17).
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Figura 11 (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
8-iso PGE, en arteria pulmonar de lechones recién nacidos (12-24 h) y de 2 semanas.
(B) Curva concentracion-respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la
concentracion de 8-iso PGE; en la solucion nutricia. Las respuestas se expresan como un
porcentaje de la contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al
principio del experimento. Cada punto representa la media + error estdndar de la media
(e.e.m.) de 7-13 experimentos. *p<0.05, lechones recién nacidos vs. 2 semanas.
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Figura 20 (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
8-iso PGE, en vena pulmonar de lechones recién nacidos (12-24 h) y de 2 semanas. (B)
Curva concentracion-respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la
concentracion de 8-iso PGE; en la solucion nutricia. Las respuestas se expresan como un
porcentaje de la contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al
principio del experimento. Cada punto representa la media + e.em. de 6-8
experimentos. *p<0.05, lechones recién nacidos vs. 2 semanas.
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Figura 22 (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
8-iso PGF,, en vena pulmonar de lechones recién nacidos (12-24 h) y de 2 semanas. (B)
Curva concentracion-respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la
concentracion de 8-iso PGF,, en la solucidn nutricia. Las respuestas se expresan como un
porcentaje de la contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCl en cada anillo vascular al
principio del experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 6-8

experimentos.
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Figura 23 (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
8-iso PGFg en vena pulmonar de lechones recién nacidos (12-24 h) y de 2 semanas. (B)
Curva concentracion-respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la
concentracion de 8-iso PGFig en la solucion nutricia. Las respuestas se expresan como un
porcentaje de la contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al
principio del experimento. Cada punto representa la media + e.em. de 6-7
experimentos.

138




Contraccion

A
1 R A
) Recién nacido LT
g 1,0 Vena pulmonar -«/
o
(3)
© 05
LI "\
(&) 0,0 e
R B
b a8
10-10 100 T 108 T107 T o107 105 ‘
[8-iso PG F 4l Lavado

15
=)
c 2 semanas
:g 10 Vena pulmonar
4 P,
g 05 I f\/
c
3 M ]

0,01\ i [

T 10_‘10 16-9 108 1077 106 10 T
. L. d
[8-iso PG F5] avado
B
2501

3 B Recién nacido

X 200 | @ 2 semanas

= 150+

h)

8 100

o i

[

€

O 50+

(&)

0
I T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5
log [8-iso PGF 3]

Figura 24 (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
8-iso PGFp en vena pulmonar de lechones recién nacidos (12-24 h) y de 2 semanas. (B)
Curva concentracion-respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la
concentracion de 8-iso PGF,p en la solucion nutricia. Las respuestas se expresan como un
porcentaje de la contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCl en cada anillo vascular al
principio del experimento. Cada punto representa la media + e.em. de 6-7
experimentos. *p<0.05, lechones recién nacidos vs. 2 semanas.
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Figura 26 (A) Registro original correspondiente a ejemplos de respuesta contractil
mediada por DMSO en vena pulmonar de lechones recién nacidos (12-24 h) y de 2
semanas. (B) Respuesta contractil inducida por 62.5 mM de KCI. Cada barra representa
la media + e.e.m. de 40-49 experimentos. *p<0.05, lechones recién nacidos vs. 2
semanas.
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Resultados

8-iso PGE;

Emax pD; -log ECk;y -log ECk3y n

Arteria RN | 5821+ 17,54 6,46+ 0,18 27,27+ 0,33 -5,74+ 0,37 7

pulmonar 1
2sem | 37,26+8,13 6,14+ 0,13 6,38+ 0,28 | -4,23+0,82 3

Vena RN | 93,13+ 17,69 5,45+ 1,10 -6,40+ 1,31 6,91+ 0,49 >

pulmonar
2sem | 10599+17,18 | -6,33+0,16 7,48+ 0,31 -6,66+ 0,37 7
Ar ter,iﬁ RN | 142,13+29,52 | -6,76+0,44 6,66+ 1,36 | -7,49+ 0,54 6
mesenterica

2sem | 88,20+35,25 5,92+ 0,25 5,70+ 0,88 | -5,86+ 0,51 ?

Tabla 11. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto méximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGE; en
las arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma los
—log ECkio y -log ECk30. RN=lechon Recién Nacido (12- 24 h); 2 sem=lechén de 2

semanas. *p<0.05, RN vs. 2 sem.

8-iso PGE,
Emax pD; -log ECk;y -log ECk3
Arteria | RN 000603070 | -6,58£0.17 7794063 | -7.26:053 | !
pulmonar
Zsem | 47011999 -6,69+0,07 6724067 | -6.83x0.13 | 23
Vena RN | 1987741440 | 7442012 8941023 | -858:022 | 6
pulmonar
Zsem | uyg7a1132 | T0120.22 8564027 | -8.13:027 | 8
Arteria | RN} 51y 5309006 | 7205046 1 5360045 | 7797047 | 6
mesenterica
2 sem
137,79+40.03 |  -5.96+0,16 6854021 | -626:029 | 10

Tabla 12. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto méximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGE; en
las arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma los
—log ECk10y -log ECk30. *p<0.05, RN vs. 2 sem. **p<0.01, RN vs. 2 sem.
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8-iso PGFq,

Emax pD; -log ECk;y -log ECk3 n
Arteria RN | 88,61+21,15 -6,41+ 0,40 7,45+ 0,54 | -6,35+0,67 6
pulmonar T

2sem | 12,73+4,20 5,82+ 0,17 5812027 | -4,33+0,44
Vena RN 89,66+ 2,68 -6,64+ 0,41 7,68+ 0,35 -6,74+ 0,18 >

pulmonar
2sem | 61,76+10,19 -6,30+ 0,09 7,33£034 | -6,18+0,28 7
Arteria RN | 84,99+30,09 | "-7,85+0,54 -8,64+ 0,63 27,07+ 1,18 >
mesentérica

2sem | 42,89+21,86 5,79+ 0,10 6,59+ 1,15 452+1,79 | 8

Contraccion

Tabla 13. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD; respectivamente) de 8-iso PGF,
en las arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma

los —log ECk10y -log ECk3o. *p<0.05, RN vs. 2 sem.

8-iso PGF,,

Emax pD; -log ECx;y -log ECx3y n
Arteria RN | 15520+25,92 | -6,13+0,18 8,00+ 0,52 | -6,85+ 0,00 6
pulmonar o

2sem | 139,95+ 11,64 | -6,14+£0,12 -7,65£036 | -6,52+0,.24
Vena RN | 188,60+ 25,45 6,94+ 0,1 -837+0,16 | -7,84+0,18 6

pulmonar
2sem | 141,64+7,77 6,79+ 0,20 8,14+ 027 | -7,59+0,30 8
Ar ter,ié RN | 150,65+17,02 | "-6,46+0,21 *826+0,54 | -7,55+0,52 >
mesenterica

2sem | 87,13+24,49 -5,830,16 6,55+ 0,40 | -559+0,68 | 9

Tabla 14. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pDs respectivamente) de 8-iso-PGF;,
en las arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma
los —log ECk10y -log ECk30. *p<0.05, RN vs. 2 sem.
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8-iso PGFII;

Emax pD; -log ECk;y -log ECk3 n
Arteria RN | 62,61+19,73 "7,45+ 0,61 8,55+ 0,66 | -545+1,47 6
pulmonar <

2sem | 40,26+ 30,70 -6,05+ 0,47 -6,20£0,98 | -2,78+1,05
Vena RN | 2524+11,77 -6,74+ 0,55 7,89+ 044 | -631+0,58 6

pulmonar
2sem | 3021+9,03 -6,47+ 0,27 -6,61£0,50 | -428+0,92 7
Arteria RN | 3595+17,61 | *-7,93+0,70 8,49+ 0,86 | -7,86+1,27 6
mesentérica

2sem | 12,95+9.26 -6,00 3,48+ 3,48 6,27 9

Tabla 15. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGFg
en las arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma

los —log ECkjoy -log ECkso. *p<0.05, RN vs. 2 sem. **p<0.01, RN vs. 2 sem.

8-iso PGFZB
Emax pD» -log ECk;y -log ECk3

Arteria RN | 1173142070 | -624+0,18 | “-8.05:045 | -6.96-038 | '
pulmonar

2sem | 1231141200 | -588+0.13 | -7.00£032 | -6,07+021 | 28

Vena RN | 13546+7,01 6,05+ 0,03 7,80+ 0,37 -6,79+ 0,09 6
pulmonar

2sem | 10677£9.54 | -638£0,15 | -743+031 | -682+021 | '

Arteria | pN | 14330£930 | -635£012 | "9,14£072 | 803047 | °

mesenterica
2sem | 3220£2674 | -603:026 | -649+093 | -538+1,07 | 8

Tabla 16. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGFog
en las arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma
los —log ECk10y -log ECks0. *p<0.05, RN vs. 2 sem. **p<0.01, RN vs. 2 sem.
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U46619

Emax pD; -log ECk;y -log ECk3 n
Arteria RN | 273,59+21,08 | -8,46+0,36 9,43+ 0,16 9,18+ 0,16 ?
pulmonar 3

2sem | 282,02+20,62 | -7,92+0,13 929+0,16 | -8,70+0,13
Vena RN | 214,70£34,74 | -8,69+0,23 9,72+0,14 | -943+0,18 6

pulmonar
2sem | 198,43+2220 | -9,10+0,23 9,96+ 0,25 -9,69+ 0,32 >
Arteria RN | 206,29+20,47 | *-8,46+ 0,03 9,45+ 0,17 | 7-9,15+0,07 | 3
mesentérica

2sem | 20437+23,07 | -7,21+0,20 8,23+ 0,21 783022 | 9

Tabla 17. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD; respectivamente) de U46619 en las
arteria y vena pulmonares y en la arteria mesentérica. Se indican de igual forma los —log
ECkioy -log ECk3p. *p<0.05, RN vs. 2 sem. **p<0.01, RN vs. 2 sem.
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Receptor TP

1.2 Participacion del receptor TP en la respuesta contractil inducida por

1soprostanos.

Medimos los efectos del bloqueo del receptor TP (por SQ 29,548) en la respuesta
mediada por los isoprostanos en arterias pulmonares, mesentéricas y venas pulmonares

del cerdo recién nacido y de 2 semanas de edad:

1.2.1 Relajacion mediada por SQ 29,548 (107'M) tras contraccién
inducida por los isoprostanos y por U46619.

En este grupo de experimentos, se procedio a contraer los vasos con 8-iso PGE,, 8-iso
PGE,, 8-iso PGF 4, 8-iso PGF g, 8-iso PGF,, y 8-iso PGF,g a una concentracion de 107
M o con ET-1 (10”7 M). Una vez estabilizada la contraccion, se afiadio SQ 29,548 (107
M). Se observé como éste revertia entre un 50% y un 100% la contraccion maxima
desencadenada por los isoprostanos y por U46619 en arterias pulmonares y
mesentéricas tanto en lechones de 12-24 horas como en los de 2 semanas. En las venas
pulmonares esta reversion fue incluso mayor, llegando a alcanzar el 100% para la
mayoria de los isoprostanos (Figuras 35,36 y 37). Por el contrario, el SQ 29,548 (107

M) no produjo ningln efecto sobre la contraccion inducida por ET-1 (Figuras 35,36 y

37).

1.2.2 Inhibicién de la contraccidon inducida por los isoprostanos y por

U46619 en presencia de SQ 29,548 (10°M).

En este grupo de experimentos, los vasos fueron incubados con SQ 29,548 (10° M) al
inicio de la curva de concentracidon-respuesta y se mantuvo el farmaco durante ésta. Se
observd que la contraccion desarrollada por los isoprostanos y por U46619 en las
arterias pulmonares de lechones de 2 semanas disminuia de forma significativa o
quedaba abolida en los experimentos en presencia de SQ 29,548 (10°M). (Figuras 38-
44).
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Figura 35. (A) Registro original en donde se observa la relajacion mediada por SQ
29,548 (10”M) tras la contraccion ejercida por uno de los isoprostanos a 10°M.

(B) Reversion de las contracciones mediadas por 8-iso PGE,, 8-iso PGE,, 8-iso PGF,
8-iso PGFyp, 8-iso PGFy, , 8-iso PGFap y U46619 a 10°M y endotelina-1 a 107M en
arteria pulmonar de lechones recién nacidos y de dos semanas tras la administracién en
la solucion nutricia de SQ 29,548 (10"M). El efecto se calcula como porcentaje de la
contraccion maxima que ha sido revertida. Cada barra representa la media + e.e.m. de 4-
7 experimentos. *p<0.05, recién nacido vs. 2 semanas.
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Figura 36. (A) Registro original en donde se observa la relajacion mediada por SQ
29,548 (107M) tras la contraccion ejercida por uno de los isoprostanos a 10°M.

(B) Reversion de las contracciones mediadas por 8-iso PGE, 8-iso PGE,, 8-iso PGF,
8-iso PGFp, 8-iso PGFy, , 8-iso PGFop y U46619 a 10°M y endotelina-1 a 10"M en
vena pulmonar de lechones recién nacidos y de dos semanas tras la administracion en la
solucién nutricia de SQ 29,548 (10"M). El efecto se calcula como porcentaje de la

contraccién maxima que ha sido revertida. Cada barra representa la media £ e.e.m. de 6-
8 experimentos. *p<0.05, recién nacido vs. 2 semanas.
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Figura 37. (A) Registro original en donde se observa la relajacion mediada por SQ
29,548 (10”M) tras la contraccion ejercida por uno de los isoprostanos a 10°M.

(B) Reversion de las contracciones mediadas por 8-iso PGE,, 8-iso PGE,, 8-iso PGF |,
8-iso PGFp, 8-iso PGFy, , 8-iso PGFop y U46619 a 10°M y endotelina-1 a 10"M en
arteria mesentérica de lechones recién nacidos y de dos semanas tras la administracion
en la solucion nutricia de SQ 29,548 (107M). El efecto se calcula como porcentaje de la
contraccién maxima que ha sido revertida. Cada barra representa la media £ e.e.m. de 6-
8 experimentos. *p<0.05, recién nacido vs. 2 semanas.
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Figura 38. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10°M)) mediada por 8-iso
PGE, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-
respuesta obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGE,
en la solucion nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia
(control) de SQ 29,548 (10°*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la
contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 12 experimentos. *p<0.05,
contror vs. presencia de SQ 29,548 (10°M).
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Figura 39. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10°M)) mediada por 8-iso
PGE; en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-
respuesta obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGE;
en la solucion nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia
(control) de SQ 29,548 (10°*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la
contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 11 experimentos. *p<0.05,
contror vs. presencia de SQ 29,548 (10°M).
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Figura 40. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10°M)) mediada por 8-iso
PGF,, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-
respuesta obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGF,
en la solucion nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia
(control) de SQ 29,548 (10°*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la
contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCl en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 14 experimentos.
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Figura 41. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10°M)) mediada por 8-iso
PGF,, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-
respuesta obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGFy,
en la solucion nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia
(control) de SQ 29,548 (10°*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la
contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 10 experimentos. *p<0.05,
contror vs. presencia de SQ 29,548 (10°M).
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Figura 42. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10°M)) mediada por 8-iso
PGFp en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-
respuesta obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGF
en la solucion nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia
(control) de SQ 29,548 (10°*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la
contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCl en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 experimentos.
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Figura 43. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10°M)) mediada por 8-iso
PGF2p en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-
respuesta obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGFyg
en la solucion nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia
(control) de SQ 29,548 (10°*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la
contraccion desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 11 experimentos. *p<0.05,
contror vs. presencia de SQ 29,548 (10°M).
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Figura 44. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion (control y
en presencia del antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (10™°M)) mediada por U46619
en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curvas de concentracion-respuesta
obtenidas incrementando de forma acumulativa la concentracion de U46619 en la solucion
nutricia. Se comparan los efectos contractiles en presencia o ausencia (control) de SQ
29,548 (10®*M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de la contraccion
desarrollada por 62.5 mM de KCI en cada anillo vascular al principio del experimento.
Cada punto representa la media + e.e.m. de 10 experimentos. *p<0.05, contror vs.
presencia de SQ 29,548 (10°°M).
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Mecanismos de transduccion

1.3 Mecanismos de transducciéon de la respuesta contractil inducida por

isoprostanos y por U46619.

Féarmacos que redujeron la contraccion:

Observamos que la contraccion mediada por los isoprostanos en estudio (8-iso PGE,,
8-iso PGFyy y 8-iso PGFyg) y por U46619 en arteria pulmonar de lechones de 2
semanas, se vio marcadamente reducida o abolida en presencia del inhidor de la tirosina
cinasa (genisteina) y de los inhibidores de la Rho cinasa ( Y27632 e hidroxifasudilo). El
efecto fue muy significativo para Y27632. En lo que respecta al U46619, ninguno de los
inhibidores anuld por completo la contraccion, aunque la reduccion de la misma se hizo
patente sobre todo con los inhibidores de la Rho cinasa. (Figuras 45,46,51,52,57,58,63
y 64; Tablas: 18,21,24 y 27).

Farmacos que no modificaron la contraccion:

La contraccion mediada por los isoprostanos en estudio (8-iso PGE,, 8-iso PGF,, y 8-
iso PGF2p) y por U46619 no se modificé en presencia del inhibidor de la cinasa de la
proteina C (queleritrina), del inhibidor de la cinasa de la proteina activadora del
mitogeno (PD 98059) o por el inhibidor de la p38-kinasa (SB 203580). (Figuras
47,48,53,54,59,60,65 y 66; Tablas 19,22,25 y 28).

1.4 Papel del endotelio y de la via de la COX en la respuesta contractil

inducida por isoprostanos

La inhibicion de la COX (por indometacina) no afectd6 de forma significativa la
contraccion mediada por los isoprostanos (8-iso PGE,, 8-iso PGF,, y 8-iso PGF2p) o por
U46619 en la arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (Figuras
49,50,55,56,61,62,67 y 68; Tablas: 20,23,26 y 29). Tampoco se vio modificada la
contraccion de forma significativa en los experimentos llevados a cabo tras eliminacién

del endotelio (Figuras 49,50,55,56,61,62,67 y 68; Tablas: 20,23,26 y 29).
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Figura 45. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGE; en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
se consigue reducir dicha contraccion.
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Figura 46. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGE; en arteria pulmonar de
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de
Rho cinasa, Y27632 (10° M) e hidroxifasudilo (10° M) y del inhibidor de la tirosina

cinasa, genisteina (10 M). Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 experimentos.

8-iso Control Y27632 Hidroxifasudil | Genisteina
PGE,
Emax 100,76 2,04 33,73 27,69
+12,49 +1,30 +7,57 +15,83
pD: -6,76 -6,13 -6,43 -6,55
+0,13 +0,25 +0,05 +0,12
-log ECxio -7,30 -3,83 -6,67 -6,63
+0,13 +0,83 0,15 +0,63
_log EC -6,84 4,26 -5,47 -4,99
gLk | 1020 +6,24 +0,42 +1,85

Tabla 18. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD; respectivamente) de 8-iso PGE; en
arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de Rho cinasa, Y27632 (10°M) e hidroxifasudilo (10°M) y del
inhibidor de la tirosina cinasa, genisteina (10*M). Se indican de igual forma los -log
ECki0y -log ECkso.
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Figura 47. Registro original correspondiente a ejemplos de contracciéon mediada por 8-
iso PGE; en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
no se modifica dicha contraccion.
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Figura 48. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGE, en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de
MAP, PD 98059 (5x10” M); del inhibidor de la P-38 cinasa, SB 203580 (3x10™ M) y
del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina (10™ M). Cada punto representa
la media + eem de 5-7 experimentos.

SésE”z Control | PD 98059 | SB 203580 | Queleritrina
Emax | 100,76 90,15 85.67 75.63
+12,49 +15,90 34,46 +19.45
pD, 26,76 26.42 26,41 “6.44
+0 .13 +0,13 0,14 +0,10
log ECay | 30 26,97 26,72 26,90
+0,13 +0,14 0,36 +0,19
log ECxny | 084 26,62 15.68 26,50
+0,20 +0,11 +0,80 +0,14

Tabla 19. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGE; en
arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de MAP, PD 98059 (5x10” M); del inhibidor de la P-38
cinasa, SB 203580 (3x10” M) y del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina

(10'5 M). Se indican de igual forma los -log ECkjo y -log ECkso.
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Figura 49. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGE; en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados en
ausencia y en presencia de indometacina y tras eliminacion del endotelio.
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Figura 50. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGE, en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) del inhibidor de
la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacién del endotelio. Cada punto representa
la media + eem de 6 experimentos.

8-iso
Control Ind taci E (-
PGE, ontro ndometacina ()
Emax 100,76 103,56 115,98
+12,49 +18,58 +14.21
pD; -6,76 -6,53 -6,65
+0,13 +0,12 +0,12
-7,30 -7,08 -7,15
-log ECx1o +0,13 +0,10 +0,12
-6,84 -6,73 -6,91
Aog ECka | 1490 +0,17 +0,17

Tabla 20. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD; respectivamente) de 8-iso PGE; en
arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia del inhibidor de la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacién del
endotelio. Se indican de igual forma los -log ECkjo y -log ECk3o.
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Figura 51. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGF,, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
se consigue reducir dicha contraccion.
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Figura 52. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGF,, en lechones de 2
semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de Rho cinasa,
Y27632 (10° M) e hidroxifasudilo (10° M) y del inhibidor de la tirosina cinasa,

genisteina (10 M). Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 experimentos.

8-is0 | onrol | Y27632 | Hidroxifasudil | Genisteina
PGFZ“
Emax | 105,11 0 10,00 35.26
+11.75 +0 45,51 121,96
pD; 5.97 _ 35.63 5.67
+0.08 +0.11 +0.18
26,68 35.10 26.06
log ECxu | 4008 J 0,49 10,44
26,28 3.02 5.42
log ECkao | 1413 - 1117 +0.63

Tabla 21. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto méximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGF,,
en arteria pulmonar del lechén de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de Rho cinasa, Y27632 (10 M) e hidroxifasudilo (10° M) y
del inhibidor de la tirosina cinasa, genisteina (10 M).Se indican de igual forma los -log

ECki0y -log ECkso.
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Figura 53. Registro original correspondiente a ejemplos de contracciéon mediada por 8-
iso PGF,, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
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se no se modifica dicha dicha contraccion.
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Figura 54. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGF,, en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de
la MAP, PD 98059 (5x10™ M); del inhibidor de la P-38 cinasa, SB 203580 (3x10° M) y
del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina (10 M). Cada punto representa
la media + eem de 5-7 experimentos.

lf('}’;‘; Control | PD 98059 | SB 203580 | Queleritrina
Emax | 10511 110,36 104,77 89,00
+11,75 114,67 127.14 +26.,08
pD; 5.97 5.92 15,95 5,77
+0,08 +0,09 +0.13 +0,09
log ECxy | 068 26,63 26,49 26,57
+0,08 +0.10 +0.36 +0,13
log ECxn | 028 26,22 5.83 6.11
+0.13 +0,12 +0.67 +0,08

Tabla 22. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD; respectivamente) de 8-iso PGFy,
en arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de la MAP, PD 98059 (5x10™ M); del inhibidor de la P-38
cinasa, SB 203580 (3x10™ M) y del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina
(10'5 M). Se indican de igual forma los -log ECkjo y -log ECkso.
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Figura 55. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGFy, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados en
ausencia y en presencia de indometacina y tras eliminacion del endotelio.
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Figura 56. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGF,, en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) del inhibidor de
la COX, indometacina (10 M) y tras eliminacién del endotelio. Cada punto representa

la media + eem de 6 experimentos.

8-iso
Control Indometacina E (-
Emax 105,11 125,49 122,62
+11,75 +29.42 +12,12
pD; 5,97 5,76 -6,04
+ 0,08 +0,15 +0,12
26,68 6,29 6,75
logECkio | 1408 £0.38 40,14
26,28 -5.,66 6,42
logECka | 513 +0.66 +0.16

Tabla 23. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto méximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGF,,
en arteria pulmonar del lechén de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia del inhibidor de la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacion del
endotelio). Se indican de igual forma los -log ECko y -log ECk3o.

179



Resultados

06
X il
c
0 04 Control
gos
©
S02
5
o
00 |WWWW
1010 100 10% 107 10 10
~_[8-is0 PG Fyy]
"
G
= 04 Y27632 (10-5M)
©
o
o
@© 0,2
=
c
o
M
‘ RTEC ‘ C10° 104 107 106 10
[8-iso PG Fy]
U8 | ||
o - - -
- Hidroxifasudilo (10-5M)
; £ 04
"0
g
® 0,2
=
8o |‘| mlﬂ |
‘ - 1070 10° 105 107 10% 103
[8-iso PG F]
04
_ | IEE
=) "
~ 03 Genisteina (104M)
G
g 02
©
=
£ 01
3
0,0 L] I

T (o (T (I (TR T
[8-is0 PG Fyg]

Figura 57. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGF,, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
se consigue reducir dicha contraccion.
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Figura 58. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGF.p en lechones de 2
semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de Rho cinasa,
Y27632 (10° M) e hidroxifasudilo (10° M) y del inhibidor de la tirosina cinasa,

genisteina (10 M). Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 experimentos.

8-iso Control Y27632 Hidroxifasudil | Genisteina
PGFy

Emax 95,07 6,48 33,73 67,72
+15,46 +2,26 +7,57 426,58
pD: -5,69 -5.47 -6,43 -5,43
+0,06 +0,05 15,26 +0,02
_los EC -6,18 -4.95 -6,67 -5,61
8 KLk +0,15 +0,16 +1,49 +0,31
_los EC -5,66 -3,04 -5,46 -4.70
8 KLxso +0,21 +0,42 +0,42 +0,77

Tabla 24. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGFyg
en arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de Rho cinasa, Y27632 (10 M) e hidroxifasudilo (10° M) y
del inhibidor de la tirosina cinasa, genisteina (10™* M).Se indican de igual forma los -log
ECkioy -log ECkso.
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Figura 59. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGF, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
no se modifica dicha dicha contraccion.
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Figura 60. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGFop en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de
la MAP, PD 98059 (5x10”° M); del inhibidor de la P-38 cinasa, SB 203580 (3x10° M) y
del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina (10 M). Cada punto representa
la media + eem de 5-7 experimentos.

8-i50 | Control | PD98059 | SB 203580 | Queleritrina
PGFy
Emax | 95.07 60.67 92.81 72.36
+15.46 12229 21.40 +13.74
pD; 5.6 5.5 5.45 561
£0,06 £0,09 0,02 £0,08
TogECan | 18 6.16 75.90 6,00
£0.15 £0.47 0.11 £0.15
s EC 5.66 5.43 5.55 523
gELK0 | 4001 +0,41 £0,15 +0,46

Tabla 25. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGFog
en arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia del inhibidor de la P-38 cinasa, SB 203580 (3x10™ M) y del inhibidor de la
cinasa de la protenina C, queleritrina (10” M). Se indican de igual forma los -log ECxo
y -log ECkso.
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Figura 61. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGF2g en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados en
ausencia y en presencia de indometacina y tras eliminacion del endotelio.
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Figura 62. Curvas de concentracion-respuesta para 8-iso PGFop en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) del inhibidor de
la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacién del endotelio. Cada punto representa

la media + eem de 6 experimentos.

8-iso
Control Indometacina E (-

PGFy, ©
Emax 95,07 131,04 120,91
+15,46 +15,27 +13,89

pD; 25,69 25,56 5,75
+0,06 +0,05 +0,08

26,18 -6,09 26,55

logECkio | g5 £0.17 +0.05
25,66 -5,95 26,10

-log ECyso +0,21 +0,09 +0,11

Tabla 26. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de 8-iso PGFog
en arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia del inhibidor de la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacion del

endotelio. Se indican de igual forma los -log ECkjo y -log ECk3o.
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Figura 63. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por 8-
iso PGF, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
se consigue reducir dicha contraccion.
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Figura 64. Curvas de concentracion-respuesta para U46619 en lechones de 2 semanas,
tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de Rho cinasa, Y27632
(10 M) e hidroxifasudilo (10 M) y del inhibidor de la tirosina cinasa, genisteina (10
M). Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 experimentos.

U46619 | Control Y27632 Hidroxifasudil | Genisteina

Emax 240,49 80,61 109,92 186,85
+18,47 +13,66 +17,42 +25,23

pD: -7,45 -6,31 -6,82 -6,68
+0,08 +0,11 +0,14 +0,16

-log ECxro -8.,32 -7,24 -7,88 -7,70
+0,05 +0,12 +0,10 +0,16

tog ECk | 817 6,44 7,11 7,34
+0,06 +0,24 +0,36 +0,21

Tabla 27. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de U46619 en
arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de Rho cinasa, Y27632 (10 M) e hidroxifasudilo (10° M) y
del inhibidor de la tirosina cinasa, genisteina (10™* M).Se indican de igual forma los -log
ECki0 y -log ECkso.
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Figura 65. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
U46619 en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados tanto
en ausencia (control) como en presencia de varios antagonistas de cinasas con los que
no se modifica dicha dicha contraccion.
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Figura 66. Curvas de concentracion-respuesta para U46619 en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) de inhibidores de
la MAP, PD 98059 (5x10™ M); del inhibidor de la P-38 cinasa, SB 203580 (3x10° M) y
del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina (10 M). Cada punto representa
la media + eem de 5-7 experimentos.

U46619 | Control PD 98059 SB 203580 Queleritrina

Emax 240,49 217,64 195,39 209,22
+18,47 +11,61 +19,62 +31,00

pD: -7,45 -7,26 -7,40 -7,16
+0,08 +0,13 +0,04 +0,10

-log ECxro -8.,32 -8,12 -8,20 -8,13
+0,05 +0,06 +0,02 +0,08

-log ECxso -8,17 -7,94 -8,02 -7,86
+0,06 +0,10 +0,05 +0,11

Tabla 28. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de U46619 en
arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia de inhibidores de la MAP, PD 98059 (5x10™ M); del inhibidor de la P-38
cinasa, SB 203580 (3x10™ M) y del inhibidor de la cinasa de la protenina C, queleritrina

(10'5 M). Se indican de igual forma los -log ECkjo y -log ECkso.
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Figura 67. Registro original correspondiente a ejemplos de contraccion mediada por
U46619 en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. Experimentos realizados en
ausencia y en presencia de indometacina y tras eliminacion del endotelio.
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Figura 68. Curvas de concentracion-respuesta para U46619 en arteria pulmonar
lechones de 2 semanas, tanto en presencia como en ausencia (control) del inhibidor de
la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacién del endotelio. Cada punto representa
la media + eem de 6 experimentos.

U46619 Control Indometacina E (-)
Emax 240,49 262,38 220,21
+18,47 +13,35 +8,94

pD; 7,45 7,37 7,59
0,08 +0,12 +0,12

-8,32 -8,26 8,38

-log ECK10 :I:O,OS :l:O’O9 :i:O’lz
-8,17 -8,09 8,21

-log ECK30 :I:O,O6 :I:O,lo :I:O’l 1

Tabla 29. Parametros extraidos de las curvas de concentracion-respuesta que reflejan la
eficacia y la potencia (Efecto maximo (Emax) y pD, respectivamente) de U46619 en
arteria pulmonar del lechon de dos semanas, tanto en ausencia (control) como en
presencia del inhibidor de la COX, indometacina (10° M) y tras eliminacién del
endotelio. Se indican de igual forma los -log ECkjo y -log ECk3o.

191




Resultados

Relajacion ...

192




Relajacion

2. Relajacion

2.1 Estudio de la relajacion mediada por isoprostanos

De los isoprostanos estudiados, solo la 8-iso PGE, (10”°-10°M) produjo una discreta
relajacion (relajacion maxima de 60,1£8,7%) en arterias pulmonares de lechones de 2
semanas precontraidas con U46619 (10'M) (Figura 69). Cuando la precontraccion de
la arteria se llevo a cabo con ET-1, no se observaron los efectos relajantes de la 8-iso
PGE,, pero si cuando la contraccion mediada por ET-1 se hizo en presencia del
antagonista del receptor TP SQ 29,548 (10°*M). En este caso, la relajacion observada
resultd ser menor (21,3+£9,23%) que la de los vasos precontraidos con U46619 (Figura
69). Los efectos relajantes de 8-iso PGE; no se objetivaron ni en venas pulmonares, ni
en arterias mesentéricas del lechén de 2 semanas ni en arterias pulmonares del lechon
recién nacido. El resto de los isoprostanos resultaron ser inefectivos como
vasodilatadores en el lecho vascular pulmonar y mesentérico.

En arterias coronarias precontraidas con U46619 (10"'M), la 8-iso PGE, desarroll6 la
respuesta vasodilatadora mas potente (relajacion maxima 29,55+7,88%), aunque
también se observaron respuestas relajantes debidas a 8-iso PGE; y 8-iso PGFy,.
(Figura 70)

Los agonistas del receptor EP estudiados (Misoprostol, PGE1, PGE2), desencadenaron
una relajaciéon completa en las arterias pulmonares precontraidas con U46619 (107M)
(Figura 71). Sin embargo, no se observo relajacion en respuesta al agonista del receptor

DP -PGD,- o al agonista del receptor IP —iloprost- (Figura 72).

2.2 Mecanismos de transduccién de la respuesta relajante inducida por

1soprostanos

La relajacion en arterias pulmonares en lechones de 2 semanas mediada por la 8-iso
PGE,; se redujo en presencia de los inhibidores de la 6xido nitrico sintetasa -L-NAME;
10*M- y del inhibidor de la guanilato ciclasa soluble -ODQ; 10°M-. (Figuras 73 y 74).

En presencia del inhibidor de la COX —indometacina (10°M)- se observd una
tendencia a la reduccion de la relajacion mediada por la 8-iso PGE; que sin embargo, no

alcanzo6 niveles significativos (Figuras 75).
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Figura 69. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
8-iso PGE, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curva relajacion-
respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGE,
en la solucién nutricia tras precontraccion del vaso con U46619 (10”"M) —curva roja- o con
ET-1 (10°M) en presencia de SQ 29,548 (10'M) —curva negra-. Las respuestas se
expresan como un porcentaje de relajacion respecto a la precontraccion maxima obtenida
en cada anillo vascular al principio del experimento. Cada punto representa la media +
error estandar de la media (e.e.m.) 6-13 experimentos.
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Figura 70. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
8-iso PGF,,, 8-iso PGE; y 8-iso PGE, en arteria coronaria de lechones de 2 semanas.
(B) Curva relajacion-respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa Ia
concentracion de 8-iso PGF,,, 8-iso PGE; y 8-iso PGE; en la soluciéon nutricia tras
precontraccién del vaso con U46619 (10'M). Las respuestas se expresan como un
porcentaje de relajacion respecto a la precontraccion maxima obtenida en cada anillo
vascular al principio del experimento. Cada punto representa la media = e.e.m. de 6
experimentos.
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Figura 71. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
varios prostanoides en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curva relajacion-
respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la concentracion de agonistas del
receptor EP (Misoprostol, PGE; y PGE,) en la solucion nutricia tras precontraccion del
vaso con U46619 (10'M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de relajacion
respecto a la precontraccion maxima obtenida en cada anillo vascular al principio del
experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 6-9 experimentos.
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Figura 72. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
varios prostanoides en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curva relajacion-
respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la concentracion del agonista del
receptor DP (PGD,) y del receptor IP (Iloprost) en la solucion nutricia tras precontraccion
del vaso con U46619 (107M). Las respuestas se expresan como un porcentaje de
relajacion respecto a la precontraccion maxima obtenida en cada anillo vascular al
principio del experimento. Cada punto representa la media + e.e.m. de 5-10
experimentos.
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Figura 73. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
8-iso PGE, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curva relajacion-
respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGE,
en la solucion nutricia tras precontraccion del vaso con U46619 (107M), tanto en ausencia
—curva roja- como en presencia del inhibidor de la NOSe, L-NAME (10*M) —curva
negra-. Las respuestas se expresan como un porcentaje de relajacion respecto a la
precontraccion maxima obtenida en cada anillo vascular al principio del experimento.
Cada punto representa la media + e.e.m. de 4-13 experimentos.
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Figura 74. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
8-iso PGE, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curva relajacion-
respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGE,
en la solucion nutricia tras precontraccion del vaso con U46619 (107M), tanto en ausencia
—curva roja- como en presencia del inhibidor de la GCs, ODQ (10°M) —curva negra-. Las
respuestas se expresan como un porcentaje de relajacion respecto a la precontraccion
maxima obtenida en cada anillo vascular al principio del experimento. Cada punto
representa la media &+ e.e.m. 4-13 experimentos.
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Figura 75. (A) Registro original correspondiente a ejemplos de relajacion mediada por
8-iso PGE, en arteria pulmonar de lechones de 2 semanas. (B) Curva relajacion-
respuesta obtenida incrementando de forma acumulativa la concentracion de 8-iso PGE;
en la solucion nutricia tras precontraccion del vaso con U46619 (107M), tanto en ausencia
—curva roja- como en presencia del inhibidor de la COX, Indometacina (10°M) —curva
negra-. Las respuestas se expresan como un porcentaje de relajacion respecto a la
precontraccion maxima obtenida en cada anillo vascular al principio del experimento.
Cada punto representa la media + e.e.m. de 4-13 experimentos.
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E. DISCUSION:

1. Efectos contractiles de los 1soprostanos en arterias pulmonares
2. Efectos contréctiles de los isoprostanos en venas pulmonares
3. Efectos contractiles de los isoprostanos en arterias mesentéricas

4. Isoprostanos y relajacion

Los isoprostanos son compuestos similares a las prostaglandinas que se forman
mediante la peroxidacion —catalizada por radicales libres- del acido araquidonico, en
una reaccion independiente de la COX (Roberts y Morrow 1997; Janssen, 2001;
Pratico y cols., 2001). Los isoprostanos son usados clinica y experimentalmente como
marcadores de muchas enfermedades en las cuales el estrés oxidativo juega un papel
relevante, tales como el asma, la isquemia miocardica, arteriosclerosis,
hipercolesterolemia e hipertension pulmonar (Baraldi y cols., 2003; Cracowski y cols.,
2001; Crankshaw y cols., 2003). Sin embargo, en los ultimos tiempos, se ha comenzado
a acumular evidencia sobre el papel de los isoprostanos, no s6lo como marcadores sino
como agentes bioldgicos con actividad especifica en diversos sistemas, incluyendo el

vascular.

En la presente tesis doctoral hemos examinado los efectos de diversos isoprostanos
sobre vasos pulmonares, mesentéricos y coronarios de lechones recién nacidos y de 2
semanas de vida. Hemos observado que tanto los isoprostanos que contenian en su
estructura el anillo E (8-iso PGE, y 8-iso PGE,) como el F (8-iso PGF, 8-iso PGF 3, 8-
iso PGF,, y 8-iso PGF,p), modifican el tono del musculo liso vascular, produciendo en
general un aumento del tono contractil. La intensidad de la contraccion es variable
segun el isoprostano, el vaso y la edad postnatal. Asi pues, comprobamos que, en
general, la contraccidn mediada por los isoprostanos fue mayor en vasos de recién

nacido que en animales de dos semanas.

Debe ser resaltado que los efectos contractiles que hemos observado para la mayoria

de los isoprostanos, ocurren a concentraciones elevadas —en el rango micromolar- de
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estos compuestos. Este hecho podria hacer dudar de un verdadero papel de los
isoprostanos en el control del tono vascular. Sin embargo, se ha demostrado la
acumulacién de concentraciones localmente altas de isoprostanos en situaciones clinicas

de dafio oxidativo (Patrono y FitzGerald, 1997, Kinsella, 2001).

1 Efectos contractiles de los isoprostanos en arterias pulmonares

Durante el proceso de transicion desde la vida fetal a la postnatal, se llevan a cabo
cambios importantes en la circulacion pulmonar. En los primeros minutos de vida tiene
lugar una reduccion marcada de las resistencias vasculares pulmonares, en el momento
en el que el pulmoén sustituye a la placenta como organo respiratorio. Posteriormente,
estas resistencias continuan disminuyendo en un periodo de tiempo que se puede alargar
hasta varias semanas (Haworth y Hislop, 1981). Si en la primera fase de reduccion
brusca de las resistencias vasculares pulmonares, determinados mediadores vasoactivos
-tales como el NO vy las prostaciclinas- desempenan un papel relevante, también durante
la segunda fase de descenso mas gradual de la RVP se han apreciado importantes
cambios con la edad en las respuestas vasculares pulmonares a éstos y otros mediadores
(Villamor y cols., 2000; 2003; Pérez-Vizcaino y cols., 2002). En la presente tesis
doctoral, hemos observado que varios de los isoprostanos (8-iso PGE,, 8-iso PGF,, 8-
iso PGFp y 8-iso PGF,p), produjeron mayores contracciones en los vasos pulmonares
neonatales que en los de dos semanas. Sin embargo, no observamos cambios con la

edad en la respuesta de estos vasos al U46619.

En un estudio previo en lechones de dos semanas, Truog y cols. (/997) observaron que
la 8-iso PGF,, produjo una marcada vasoconstriccion pulmonar mediada por la
estimulacion del receptor TP. Sin embargo, al compararlo con el U46619, la 8-iso
PGF,, fue menos potente en aproximadamente un orden de magnitud. Las respuestas de
los isoprostanos en arterias y venas pulmonares en cerdo adulto, han sido descritas
previamente por Janssen y Tazzeo (2002) y Tazzeo y cols. (2003). Entre los

1soprostanos que estudiaron (8-iso PGE,, 8-iso PGE,, 8-iso PGF,,, 8-iso PGF,,, y 8-iso
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PGF2p), la 8-iso PGE, resulto ser el mas potente y eficaz en arterias y venas
pulmonares. Las contracciones maximas desarrolladas por los isoprostanos en vasos
pulmonares en adultos fueron del orden del 50 al 90% de la respuesta a KCl (60 mM),
mientras que en nuestro estudio, las producidas en lechones recién nacidos y de 2
semanas de vida alcanzaron valores del orden de 150 a 200% de la respuesta a KCI. Por
lo tanto, el descenso con la edad en la contraccion mediada por isoprostanos que
encontramos en animales de 2 semanas comparados con los recién nacidos, parece

continuarse durante la vida adulta.

Otro hecho interesante a comentar es que algunos de los isoprostanos con anillo F,
como 8-iso PGF», y 8-iso PGF»p desarrollaron, en nuestros experimentos, contracciones
comparables a las de los isoprostanos con anillo E. Por el contrario, en vasos
pulmonares de cerdos adultos, los isoprostanos con anillo F, produjeron una contraccion
bastante menor que los del anillo E (Janssen y Tazzeo, 2002; Tazzeo y cols., 2003). Ya
hemos comentado previamente las diferencias estructurales minimas existentes entre los
1soprostanos y sus isomeros las prostaglandinas. Morrow y Roberts (/997) propusieron
que la posicion de las cadenas laterales de los isoprostanos, podria ser la responsable de
los efectos vasoconstrictores de los mismos. Sametz y cols. (2000) comprobaron que el
numero de dobles enlaces junto con la orientacion cis de las cadenas laterales, juega un
papel importante en la vasoconstriccion mediada por los isoprostanos. El hecho de tener
el anillo orientado en posicion cis en lugar de trans, hace que la molécula sea plana y de
superficie rugosa a diferencia de los prostanoides, que son moléculas de bordes afilados
y en forma de punta de flecha. Este aspecto podria influir sobre su mecanismo de accién
a través de un determinado receptor. Al igual que otros autores (Janssen y cols., 2001b,
Janssen y Tazzeo, 2002; Tazzeo y cols., 2003), nosotros encontramos también
diferencias en la respuesta vascular a isoprostanos con estructura practicamente
idéntica. Asi pues, la 8-iso PGE; resulté ser menos potente tanto en arterias como en
venas que la 8-iso PGE, y los efectos relajantes a altas concentraciones se observaron
solo en el caso de 8-iso PGE,. Ademas, vimos que 8-iso PGF,,, la cual difiere
unicamente en tener un doble enlace més que la 8-iso PGF,,, produce una contraccion
mucho mayor que éste. Se ha sugerido la existencia de receptores muy especificos para
los isoprostanos para explicar estas marcadas diferencias en actividad a pesar de la

similitud en estructura. Sin embargo, al igual que otros muchos autores, nosotros hemos
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observado que la contraccion mediada por los isoprostanos es altamente sensible al
antagonista del receptor TP, SQ 29,548 (Janssen y cols., 2001, Janssen y Tazzeo 2002;
Tazzeo y cols., 2003). No obstante, Janssen y Tazzeo (2002), observaron en arterias y
venas pulmonares adultas porcinas, que mientras las contracciones producidas por 8-iso
PGE;, 8-iso PGF», y 8-iso PGF,p fueron abolidas mediante el bloqueo del receptor TP,
la 8-iso PGE, fue capaz de producir una contraccion sustancial en venas pulmonares en
presencia de antagonistas del receptor TP. Sus datos sugieren que, al menos en este
vaso, la 8-iso PGE, pudiera actuar mediante la estimulacion del receptor EP; o de un
receptor especifico para los isoprostanos. Sin embargo, nosotros hemos observado que
las contracciones mediadas por 8-iso PGE,, tanto en arterias como en venas pulmonares
y arterias mesentéricas, fueron igualmente sensibles al antagonista del receptor TP, SQ

29,548.

La 8-iso PGF,, ha sido el isoprostano mas ampliamente estudiado hasta el momento.
De hecho, el nico trabajo que ha evaluado los cambios relacionados con la edad en las
acciones vasculares de los isoprostanos, describe los efectos de este compuesto en
arterias pulmonares intralobares de ratas de 1 y 2 semanas de vida, comparadas con
ratas adultas (Belik y cols., 2003). Belik y cols. (2003), demostraron que la contraccion
de la arteria pulmonar de la rata en respuesta a 8-iso PGF,, aumentaba con la edad
postnatal. Sin embargo, estos autores describen también un aumento con la edad en la
respuesta contractil al U46619, que como ya hemos referido no ha sido apreciado por
nosotros en el presente trabajo. Por tanto, el aumento con la edad en la respuesta a 8-iso
PGE; en la arteria pulmonar de rata, parece reflejar un aumento en la capacidad

contractil de este tejido en respuesta a diversos agonistas.

Mediante el empleo de diversas herramientas farmacolédgicas, quisimos caracterizar las
diferentes vias de actuacion para los isoprostanos. Asi estudiamos -en diversas
condiciones experimentales- las contracciones inducidas por la 8-iso PGE,, la 8-iso
PGF,,, la 8-iso PGF3 y U46619 en arterias pulmonares de lechones de 2 semanas de
vida. Ni la eliminacion mecanica del endotelio, ni la inhibicion de la COX con
indometacina, ni la inhibicién de la cinasa de la proteina C con queleritrina, modificaron
de forma significativa la contraccion mediada por los mencionados isoprostanos o por el

U46619. Las vias de sefializacion que median la contraccion inducida por el receptor TP
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son objeto de controversia, ya que diversas cinasas de proteinas tales como la cinasa de
la proteina C, la Rho cinasa y la tirosina cinasa, han sido implicadas (Cogolludo y cols.,
2003; Pérez-Vizcaino y cols., 2001; Janssen y cols., 2001). Recientemente se ha
descrito que una isoforma atipica de la cinasa de la proteina C —PKC(- pudiera
intervenir en la contraccion inducida por el U46619 en la arteria pulmonar de rata
(Cogolludo y cols., 2003). La queleritrina, el inhibidor por nosotros utilizado, podria
actuar s6lo débilmente sobre esta isoforma (Di Mari y cols., 2003), lo que justificaria la
ausencia de efecto sobre la contracciéon mediada por U46619 en nuestros experimentos.
Sin embargo, Cogolludo y cols., han demostrado muy recientemente que tanto la
calfostina C como el péptido pseudosustrato de PKC{ —que son potentes inhibidores de
PKCC- fueron también inefectivos en la vasoconstriccion mediada por U46619 en
arterias pulmonares de lechones de 2 semanas (Cogolludo y cols., 2005). No obstante,
resulta muy interesante destacar que la contraccion mediada por U46619 en las arterias
pulmonares neonatales si se redujo de modo significativo en presencia de los
inhibidores de PKC{ (Cogolludo y cols., 2005). Por tanto, y a pesar de que la
vasoconstriccion pulmonar inducida por TXA; es similar en lechones recién nacidos y a
las dos semanas de edad, la via de sefializacion parece variar con la edad, siendo la
participacion de la PKC{ mas importante en el recién nacido, mientras que parece
aumentar de modo progresivo la participacion de otras vias , como la sensibilizacion al
calcio a través de Rho cinasa, en los primeros dias de vida postnatal (Cogolludo y cols.,
2005). Si estos cambios con la edad en la via de sefializacion afectan no sélo a la
contraccion mediada por U46619, sino también a la mediada por isoprostanos es un

hecho que requiere ser investigado en el futuro.

Al igual que lo observado tras la inhibicion de la PKC con los inhibidores de la cinasa
de la proteina activadora del mitogeno -PD 98059- o de la p38 cinasa -SB 203580-, no
afectaron a la contraccion mediada por 8-iso PGE,, 8-iso PGF», 8-iso PGF,5 0 U46619
en arterias pulmonares de dos semanas. Sin embargo, el inhibidor no especifico de la
tirosina cinasa, genisteina, redujo marcadamente estas contracciones. Las cinasas de
tirosina producen la activacion de otras cinasas (Janssen y cols., 2001b). En nuestros
experimentos, comprobamos que dos agentes altamente selectivos para Rho cinasa (Y
27632 e hidroxifasudilo) también inhibian las contracciones mediadas por los
isoprostanos y por U46619. Por lo tanto, de nuestros resultados se deduce que los

efectos contractiles de 8-iso PGE,, 8-iso PGF,,, 8-iso PGF,g y U46619 en arterias
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pulmonares de lechones de dos semanas, estarian mediados a través del receptor TP
acoplado a la tirosina cinasa(s) y a la Rho cinasa. Se han publicado vias de actuacién
similares de los isoprostanos en vasos pulmonares de diversas especies incluyendo la
humana (Janssen y cols., 2001). Resulta interesante destacar que de modo muy reciente,
se han descrito cambios madurativos en la via de sefalizaciéon de la Rho cinasa en
arterias pulmonares porcinas (Cogolludo y cols., 2005; Bailly y cols., 2004). Si estos
cambios son los responsables de las diferencias con la edad en la vasoconstriccion

mediada por isoprostanos, es algo que también requiere ser investigado en un futuro.

2 Efectos contractiles de los isoprostanos en venas pulmonares

Las venas pulmonares han sido cldsicamente consideradas como meros vasos de
conduccion. Sin embargo, en los tltimos afios, se ha acumulado una gran evidencia de
la participacioén de las venas pulmonares en el control del tono vascular pulmonar y se
ha observado que las venas pulmonares representan el lugar mas importante de accion
para determinados factores vasoactivos en diferentes especies animales y a diferentes
edades (Villamor y cols., 2000; Raj y cols., 1990, Gao y cols., 1998; 2005). Las venas
pulmonares estan expuestas a una concentracion de oxigeno mas alta que las arterias
pulmonares, pero esto no implica que exista una mayor actividad de defensas
antioxidantes a este nivel (Schmalfuss y cols., 1999; Villamor y cols., 2003). Por este
motivo, las venas pulmonares estan expuestas a condiciones oxidativas mas altas y por
ello, al menos de un modo tedrico, a una formacién de isoprostanos mas intensa. En
nuestro trabajo, observamos que las venas pulmonares exhibieron una marcada respuesta
vasoconstrictora a los isoprostanos y que esa vasoconstriccion estuvo mediada por la
estimulacion del receptor TP. Es mds, alguno de los isoprostanos, como seria el caso de 8-
iso PGE; y 8-iso PGE,, fueron marcadamente més potentes como vasoconstrictores en
venas pulmonares que en arterias. Ademas, la potencia vasoconstrictora de 8-iso PGE; y
8-iso PGF,,, fue similar en las venas pulmonares a la del U46619. Sin embargo, los
isoprostanos fueron marcadamente menos eficaces que el U46619. Finalmente y al igual
que ocurria con las arterias pulmonares, alguno de los isoprostanos (8-iso PGE, y 8-iso

PGF,,) produjeron una menor contraccion en las venas pulmonares de dos semanas.

208




Discusion

Los efectos de los isoprostanos sobre las venas pulmonares, han sido previamente
evaluados en la especie humana (Janssen y cols., 2001a), canina (Janssen y cols., 2001a)
y porcina (Janssen y Tazzeo, 2002), pero hasta el presente trabajo, no se habia realizado
este estudio en el periodo neonatal. Las venas pulmonares humanas, fueron contraidas
también por los isoprostanos aunque estos demostraron una mayor potencia en las arterias
(Janssen y cols., 2001a). La arteria pulmonar canina, por su parte, no respondid a
isoprostanos, mientras que la vena lo hizo tanto a los compuestos con anillo E como a los
compuestos con anillo F (Janssen y cols., 2001a). Por Gltimo, en los vasos pulmonares del
cerdo adulto (Janssen y Tazzeo, 2002), las diferencias entre las contracciones mediadas por
los isoprostanos en arterias y venas no parecen tan marcadas como las descritas en nuestro

estudio para vasos neonatales.

3 Efectos contractiles de los isoprostanos en arterias mesentéricas

Durante la vida fetal, la placenta asume no so6lo la funcion respiratoria sino también la
funcidn nutricional. Al encontrarse el intestino fetal funcionalmente inactivo y con una
baja demanda oxidativa, presenta una resistencia vascular alta (Nankervis y cols.,
2001a; Edelstone y Holzman, 1982). En el momento del nacimiento, al asumir el
intestino la funcidén digestiva, se precisa un aumento en el aporte de oxigeno y
consecuentemente del aporte sanguineo (Nankervis y cols., 2001a). Este proceso de
transicion -al igual que ocurre en el pulmon, el otro sistema latente en la vida fetal- se
acompana de cambios funcionales extremos en la reactividad vascular del mesenterio
(Nankervis y cols., 2001a). Los tres factores determinantes en el control del tono
vascular mesentérico en lechones de un dia de vida son el NO, la endotelina-1 y la
respuesta miogénica del musculo liso vascular arterial (Nankervis y cols., 2001b; Su y
cols., 2003). En animales de mdas edad, por el contrario, los vasos mesentéricos
muestran una naturaleza mucho mas pasiva y no responden a la inhibicion de la NO
sintasa, al bloqueo de los receptores de endotelina o a cambios de presion o flujo

(Nankervis y cols., 2001a; 2001D).
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De manera interesante, la respuesta contractil mediada por los isoprostanos en arterias
mesentéricas, disminuyd con la edad postnatal. Sin embargo, y al contrario de lo que
ocurria en los vasos pulmonares, la sensibilidad de las arterias mesentéricas al U46619
también disminuy6 con la edad. Aunque los datos de reactividad vascular obtenidos en
arterias de conduccion no son directamente a los vasos de resistencia, podriamos
especular con la posibilidad de que la menor respuesta a la activacion del receptor TP
tanto por los isoprostanos como por el TXA,, participe en la reduccion de las

resistencias vasculares mesentéricas durante los primeros dias de vida postnatal.

4 Tsoprostanos y relajacion

La mayor parte de los estudios que se han centrado en los efectos vasculares de los
isoprostanos, lo han hecho en sus acciones vasoconstrictoras. Sin embargo, algunos
datos sugieren que ciertos isoprostanos, al igual que ocurre con las prostaglandinas,
pudieran tener efectos vasodilatadores, que en muchos casos quedan enmascarados por
la més potente accidon vasoconstrictora (Zhang y cols., 2003; Jourdan y cols., 1997). En
el presente trabajo, hemos observado que la 8-iso PGE, producia en arterias pulmonares
una contraccién mediada por el receptor TP que alcanzaba su méaximo a la dosis de 107
M. Las siguientes dosis, produjeron una disminuciéon del tono contractil. Del mismo
modo, cuando las arterias pulmonares fueron precontraidas con U46619, produciendo
una marcada activaciéon del receptor TP, la 8-iso PGE, en altas dosis (10°-10"M )
produjo también efectos relajantes. Sin embargo, cuando las arterias fueron
precontraidas con endotelina-1, la 8-iso PGE, s6lo redujo el tono contractil en presencia
del antagonista del receptor TP, SQ 29,548. Nuestros datos sugieren, por tanto, que el
efecto contractil de la 8-iso PGE, sobre los receptores TP, enmascara en gran medida la
capacidad de relajacion vascular de este compuesto. Los otros isoprostanos estudiados
(8-iso PGE,, 8-iso PGF iy, 8-iso PGFip, 8-iso PGFy, y 8-iso PGF,g), no mostraron
ninguna accion relajante sobre arterias pulmonares bajo ninguna de las condiciones

experimentales previamente descritas.
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Jourdan y cols. (/997) en un estudio realizado en ratas, observo que la 8-iso PGF,
producia una relajacion dependiente de la dosis en arteria pulmonares precontraidas con
U46619 o con adrenalina en presencia del antagonista del receptor TP, ICI 192605.
Posteriormente otros autores han comprobado los efectos relajantes de 8-iso PGE; en
venas pulmonares humanas y caninas y en arterias pulmonares caninas precontraidas
con fenilefrina, en presencia del antagonista de ICI 192605. No obstante, los
isoprostanos mostraron, en general, unas modestas eficacia y potencia relajante sobre el
musculo liso vascular pulmonar cuando se comparo éste con el musculo liso respiratorio
(Janssen y cols., 2000). Comprobados los escasos efectos relajantes de los isoprostanos
en el lecho vascular pulmonar y conocidos los efectos relajantes de los mismos en
arterias coronarias de animales adultos (Zhang y cols., 2003), quisimos dilucidar su
accion en arterias coronarias de lechones de dos semanas. En arterias coronarias
porcinas adultas precontraidas con U46619 se han descrito efectos relajantes mediados
por la 8-iso PGE,, y en menor medida la 8-iso PGE; y la 8-iso PGFp (Zhang y cols.,
2003). Nosotros hemos observado también un efecto relajante mediado por 8-iso PGE,,
8-iso PGE, y 8-iso PGF,, en las arterias coronarias de lechon de dos semanas. Sin
embargo, los efectos relajantes coronarios de los isoprostanos observados en nuestros
experimentos son menores que los descritos por Zhang y cols. en los vasos adultos
(Zhang y cols., 2003). De modo muy interesante, Belik y cols. describen una relajacion
mediada por 8-iso PGF,,, en la arteria pulmonar de rata adulta precontaida con U46619.
Sin embargo, en el mismo vaso de ratas de 1-2 semanas la 8-iso PGF,, no produjo
efectos relajantes sino que aument6 el tono inducido por U46619 (Belik y cols., 2003;
2004). Por lo tanto, parecen existir marcados cambios con la edad también en la accion

relajante de los isoprostanos.

Los receptores a través de los cuales los isoprostanos ejercen el efecto relajante, no se
han identificado completamente. De nuevo y debido a la ya repetida semejanza
estructural con las prostaglandinas se ha implicado a algunos de los receptores de éstas
(Janssen, 2001). En el presente estudio y debido al modesto efecto relajante de los
isoprostanos que hemos observado, no hemos llevado a cabo una caracterizacion
farmacologica del receptor implicado en la respuesta. Sin embargo, hemos intentado
dilucidar la posible presencia de receptores EP, DP e IP en nuestras preparaciones de

arteria pulmonar mediante la utilizacion de agonistas especificos de estos receptores.
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Asi hemos observado que en las arterias pulmonares porcinas de dos semanas, la
estimulacion del receptor EP con misoprostol, PGE; o PGE, produjo una marcada
relajacion que no fue observada tras la estimulacion de los receptores DP (con PGD») o
IP (con Iloprost). En contraste con nuestros resultados, Walch y cols. (/999) al
caracterizar los receptores de prostanoides que median la dilatacion en el lecho vascular
pulmonar humano, observaron la presencia de respuestas relajantes tras la estimulacion
de los receptores DP, e IP. Sin embargo, la estimulacién de receptores EP no produjo
relajacion de las arterias pulmonares, aunque si lo hizo en las venas. Por tanto, parece
existir una importante diferencia dependiente de la especie en los mediadores de las
acciones relajantes vasculares de los prostanoides. Desafortunadamente, este hecho
limita de modo importante la extrapolacion de nuestros datos en arterias porcinas al

recién nacido humano.

En una ultima serie de experimentos utilizando el inhibidor de la NO sintetasa L-
NAME, el inhibidor de la guanilato ciclasa soluble ODQ y el inhibidor de la COX
indometacina, hemos tratado de dilucidar la participacion de las vias NO/GMPc y COX
en la relajacion mediada por 8-iso PGE; en las arterias pulmonares del lechon de dos
semanas. Hemos observado que tanto el L-NAME como el ODQ, produjeron una
atenuacion del efecto relajante de la 8-iso PGE,. Esto sugiere que este compuesto actia
al menos parcialmente a través de la liberacion de NO. De manera coincidente con
nuestros resultados, los efectos relajantes de la 8-iso PGF,, en arterias pulmonares de
rata, fueron también marcadamente reducidos por la presencia de L-NAME (Jourdan y
cols., 1997; Belik y cols., 2003). Por el contrario, la presencia del inhibidor de la COX
—indometacina- no produjo una reduccion significativa de la relajacion mediada por la la

8-iso PGE,. Por tanto, la via de la COX no parece participar en esta relajacion.
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F. CONCLUSIONES:

1.- Los isoprostanos tanto con anillo E (8-iso PGE,, 8-iso PGE,,) como con anillo F (8-
iso PGFy,, 8-iso PGFp, 8-iso PGFy, y 8-iso PGF,3) aumentan de modo dosis-
dependiente el tono del musculo liso vascular a nivel de los lechos vasculares pulmonar

y mesentérico.

- -iso ’ | A i u A
2-La8 PGE; es el isoprostano mas potente en arterias pulmonares y el mas potente
y eficaz en venas pulmonares, tanto de animales recién nacidos como de 2 semanas de

edad. La 8-iso PGF,, es el mas eficaz en arterias pulmonares.

3.- La eficacia de 8-iso PGE, y de 8-iso PGF,, es equiparable a la del agonista del
receptor de tromboxano A; (receptor TP) U46614 en venas pulmonares. Sin embargo,
en arterias pulmonares, tanto la eficacia como la potencia del al U46619 fue muy
superior a la de los isoprostanos estudiados. En arterias mesentéricas, la 8-iso PGE, fue

el isoprostano mas potente y eficaz, equiparable en eficacia a U46619.

4.- La capacidad contractil de los isoprostanos disminuye con la edad postnatal. Asi la
contraccion mediada por 8-iso PGE, y 8-iso PGFp en la arteria pulmonar, es menor en
el animal de dos semanas que en el recién nacido. En la vena pulmonar, la contraccion
es menor en animales de dos semanas para 8-iso PGE; y 8-iso PGF,,. En la arteria
mesentérica, la disminucion del efecto contractil con la edad se encuentra para 8-iso
PGE,, 8-iso PGFi,, 8-iso PGFy, y 8-iso PGF.s. La sensibilidad U46619 también
disminuye con la edad postnatal en la arteria mesentérica, pero no en la arteria o en la

vena pulmonar.

5.- Los isoprostanos con anillo E producen una vasoconstriccion mas potente en venas

que en arterias pulmonares.
6.- Los isoprostanos estudiados indujeron contraccion a través de la estimulacion del

receptor TP. La via de sefializacidn intracelular implica la activacion de la tisosina

cinasa acoplada a la Rho cinasa.
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7.- La 8-iso PGE, produce también relajacién en las arterias pulmonares y arterias
coronarias de lechones de 2 semanas pero no en venas pulmonares ni en arterias
mesentéricas. Los efectos relajantes la 8-iso PGE; se enmascaran por su capacidad para
producir contracciéon mediante la estimulacion del receptor TP. Solo cuando el receptor
TP se encuentra ocupado por un agonista o bloqueado por un antagonista se visualizan

los efectos relajantes de de la 8-iso PGE..

8.- Los efectos relajantes la 8-iso PGE, en arterias pulmonares aumentan con la edad

postnatal y estan, al menos en parte, mediados a través de la liberacion de NO.
9.- En nuestras condiciones experimentales, la estimulacion del receptor EP produce

relajacion en la arteria pulmonar del lechon de 2 semanas. Este efecto no se detecta tras

la estimulacion de los receptores IP y DP.
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