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5 Resumen

La terapéutica para la HAP sigue siendo limitada, a pesar de la introduccion de los andlogos
de la prostaciclina, antagonistas de los receptores de endotelina, inhibidores de la
fosfodiesterasa tipo 5 y estimuladores de la guanilato ciclasa soluble. Estos tratamientos solo
retrasan la progresion de la enfermedad, pero no ofrecen una cura. Por lo que explorar otras
vias de sefializacion que podrian ser un blanco terapéutico eficiente en la mejoria de los
sintomas y la regresion de la HAP es de gran importancia. Aqui, revisamos los efectos de la
estimulacion de los receptores dopaminergicos (D1, D2, D3 y D4) en la arteria pulmonar. Estos
receptores se ha descrito que se encuentran expresados en el arbol arterial pulmonar pero no
hay claridad de los efectos fisioldgicos en esta circulacion. En este trabajo se utilizaron dos
modelos de hipertension arterial pulmonar (HAP) en rata. En las ratas macho Wistar Kyoto
(WKY) con HAP por monocrotalina (MCT) (60 mg/Kg de monocrotalina) e Hipertensas
espontaneas con HAP-Espontanea se encontr6 que la presion sistélica, el peso y el grosor del
ventriculo derecho y el didmetro de la AP fueron mayores en comparacion con su control
(HAP-MCT: 62+3.02 mmHg, 0.268+0.018 g, 2.8+0.11 mm; HAP-espontanea: 43+1 mmHg,
0.375+£0.12 g, 2.9+0.1 mm; p< 0.05) y los nitritos se encontraron reducidos en las AP de ratas
con HAP de ambos grupos (control: 15.3+0.05 VS HAP-MCT: 4.9+0.18; HAP-Espontanea:
4.4+0.16 uM). En estos mismos grupos, hubo una respuesta reducida a la fenilefrina y
acetilcolina en comparacién con sus controles en anillos con y sin endotelio (acetilcolina en
anillos con endotelio: Control: 93+1.4 vs HAP-MCT: 33.25 £ 1.1; HAP-espontanea: 52.25 +
3.96 % p< 0.05), la respuesta con el agonista D3 (7-OHDPAT), produjo un efecto
vasoconstrictor en todos los grupos siendo menor en los grupos con HAP, mientras que la
apomorfina y el agonista D4 (PD 168077), produjeron una respuesta vasodilatadora mayor a
la acetilcolina en anillos sin endotelio en los grupos con HAP (% de relajacion con el agonista
D4: HAP-MCT: 81 #1.5; HAP-espontanea: 97+ 0.5 vs por acetilcolina : HAP-MCT: 33.25 +
1.1; HAP-espontanea: 52.25 + 3.96; p<0.05). Los resultados sugieren que la activacion del
receptor D4 serfa un blanco terapéutico para el control de la HAP debido a que produce
relajacion independiente de endotelio y en esta patologia la relajacion dependiente de

endotelio esta atenuada por el dano endotelial.



6 Introduccion

6.1 Hipertension pulmonar

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una condicién clinica que se caracteriza por una
vasoconstriccion sostenida y la remodelacion de la arteria pulmonar, lo que promueve la
obstruccién crénica de los vasos de pequefio calibre y como consecuencia aumenta la
resistencia vascular pulmonar generando una sobrecarga al ventriculo derecho (VD) lo que
desencadena en la insuficiencia del VD, la cual es el principal determinante de la esperanza
de vida de los sujetos con HAP. La insuficiencia del VD esta determinado por la progresion
de los cambios estructurales en la microcirculacion pulmonar y la respuesta adaptativa del
VD. El valor de presion de la AP que determina que un paciente cursa con HP es por arriba
de 25 mmHg en reposo y/o 30 mmHg en ejercicio cuando se mide por cateterismo (Farber y
Loscalzo 2004). De acuerdo a los valores de presion media de la AP podemos tener: HP leve
(25-40 mm HG), HP moderada (40-55 mm Hg) y HP severa (>55 mm Hg). La severidad de

la HP estd relacionada con el prondstico de supervivencia (Lai y cols., 2014).

6.2 Epidemiologia de la HP

Los primeros estudios multicéntricos fueron realizados en el Instituto Nacional de la Salud
(NIH, por sus siglas en inglés) fue un estudio que recopild datos prospectivamente de 1981
a 1985 de 32 centros de salud en los Estados Unidos. Se incluyeron 187 pacientes con HAP
idiopatica, hereditaria o asociada a anorexigenos. La edad media del inicio de la enfermedad
fue de 36 + 15 afos y la mayoria de los pacientes eran mujeres. La distribucidn de pacientes
segun la raza fue de 85.4% de raza blanca, 12.3% de afroamericanos y 2.3% de hispanos. El
intervalo de tiempo entre el inicio de los sintomas y el diagnoéstico fue de 2 afios. La disnea
fue el sintoma de mds frecuente, seguido de fatiga y sincope. Los pacientes en el registro
tenian HAP grave basada en hemodindmica con una presion media de la AP de 60 + 18 mm
Hg, la supervivencia estimada fue de 2,8 afios, con una supervivencia a 1 afio del 68%, una
supervivencia a 3 afos del 48% y una supervivencia a 5 afios del 34%.

Sin embargo, las caracteristicas epidemioldgicas varian entre las diferentes razas. Estudios
de morbilidad y la mortalidad mostraron que la mortalidad asociada con la HP varia de 4.5%

a 7.3% en afroamericanos y de 5% a 5.5% en blancos. Ademads, las tasas de supervivencia de
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la HP son de 1, 3 y 5 afios es del 68%, 48% y 34% respectivamente, con una supervivencia
media estimada de 2,8 afios (George y cols., 2014). En Asia, la prevalencia potencial de HP
puede ser mayor; sin embargo, faltan estudios epidemiolégicos a gran escala. En China, se
ha informado que el 6,6% de todos los pacientes hospitalizados tienen HP, con 65.9% de los
casos relacionados con enfermedades cardiacas congénitas, de las cuales el 22.6% estan
relacionadas con enfermedades del corazén izquierdo,5.7% de enfermedades trombdticas,
0.9% de enfermedades respiratorias y el 0,6% a enfermedades del tejido conectivo (Zhang y
cols., 2011). Otro estudio informé que después de 40,1 meses de seguimiento, las tasas de
supervivencia a 1, 2, 3 y 5 afios fueron 68.0%, 56.9%, 38.9% y 20.8% respectivamente (Jing
y cols., 2007). Sin embargo, cuando estos estudios se llevaron a cabo hubo una falta de
tratamiento eficaz y con las mejoras en las estrategias de tratamiento actualizadas los datos
pueden haber cambiado.

El registro espafiol también recluté 866 casos prevalentes e incidentes de PH entre 2007 y
2008 y calculé tasas de supervivencia a 1, 3 y 5 afos de 87%, 75% y 65%
respectivamente. En el registro francés, que también analizé casos de prevalencia e
incidencia para una subpoblacién de 190 pacientes con HP, HAP hereditaria y casos de HAP
asociados a anorexigenos entre 2002 y 2003 se calculé una tasa de supervivencia a 1 afio de
83% y 3 afios de 58%, en el Reino Unido se centrd la atencidn en la incidencia de HP entre
2001 y 2009 se incluyeron 482 pacientes con HP con tasas de supervivencia de 1, 3y 5 afios
del 93%, 73% y 61% respectivamente (Humbert y cols., 2010).

En México, asi como en América Latina, no existen datos especificos sobre la prevalencia.
Debido a esto, se tiene en desarrollo el Registro Latinoamericano de Hipertensién Pulmonar
(RELAHP), proyecto observacional y multicéntrico perteneciente al Departamento de
Circulacion Pulmonar de la Asociacion Latinoamericana de Térax (ALAT), que inicid en
abril de 2014 y finalizard en marzo de 2019

Tomando en cuenta estos estudios se podria decir que esta enfermedad se presenta con mayor
frecuencia a una edad temprana (la edad media del diagndstico es de alrededor de 45 afios) y
se asocia con una esperanza de vida de 2 a 3 afios después del inicio de los sintomas (Sandoval
y cols., 1993). Esta patologia tiene una prevalencia a nivel mundial de 26 casos por millon

de poblacion adulta (Morales-Blanhir y cols., 2014).
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6.3 Clasificacion de la hipertension pulmonar
No siempre estd claro como comienza la enfermedad, hace mas de cinco décadas, se introdujo

el término de HP primaria para describir al aumento de la presion arterial pulmonar y los
cambios vasculares asociados que se producen exclusivamente en la circulacion pulmonar y
que no tienen una causa identificable. Ademads, la hipertension pulmonar secundaria fue el
término utilizado para describir la asociaciéon a otras enfermedades. Durante las dltimas
décadas, los avances en nuestra comprension de los aspectos clinicos y patolégicos de
hipertension pulmonar han llevado a la necesidad de un sistema de clasificacion mds util y
precisa. Una nueva clasificacion para la hipertensiéon pulmonar se introdujo en el simposio
de la Organizacion Mundial de la Salud sobre esta enfermedad en Evian, Francia, en 1998.

El propodsito general de esta clasificacion es agrupar mediante las similitudes clinicas,
fisiopatologia, caracteristicas hemodindmicas y terapéutica existente entre los diferentes

tipos de HP (Galei y cols., 2015).

Tabla 1.- Clasificacion de la HP

6.4 Hipertensién arterial pulmonar

6.5 1.1 Idiopética

6.6 1.2 Heredable

6.7 1.2.1 Mutacién del gen BMPR2

6.8 1.2.2 Otras mutaciones

6.9 1.3 Inducida por drogas y toxinas

6.10 1.4 Asociado con:

6.11 1.4.1 Enfermedad del tejido conectivo
6.12 1.4.2 infeccion con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
6.13 1.4.3 Hipertension portal

6.14 1.4.4 Enfermedad congénita del corazén
6.15 1.4.5 Eschistosomiasis

6.16 2. Hipertension pulmonar secundaria a enfermedad del corazén izquierdo

6.17 2.1 Disfuncion sistdlica ventricular izquierda.

6.18 2.2 Disfuncién diastélica ventricular izquierda.

6.19 2.3 Enfermedad valvular.

6.20 2.4 Influjo congénito / adquirido del corazén izquierdo / obstruccién del tracto de salida y cardiomiopatias

congénitas.
6.21 2.5 estenosis pulmonar venosa congénita y adquirida.
6.22 3. Hipertension pulmonar por enfermedades pulmonares y / o hipoxia
6.23 3.1 Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
6.24 3.2 Enfermedad pulmonar intersticial
6.25 3.3 Otras enfermedades pulmonares con patrén mixto restrictivo y obstructivo
6.26 3.4 Trastornos respiratorios del sueflo
6.27 3.5 Trastornos de hipoventilacién alveolar
6.28 3.6 Exposicion crénica a gran altitud

6.29 3.7 Enfermedad pulmonar de desarrollo
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6.30 4. Hipertension pulmonar tromboembdlica crénica y otras obstrucciones de la arteria pulmonar

6.31 4.1 Hipertension pulmonar crénica tromboembolica
6.32 4.2 Otras obstrucciones de la arteria pulmonar

6.33 4.2.1 Angiosarcoma

6.34 4.2.2 otros tumores intravasculares

6.35 4.2.3 Arteritis

6.36 4.2.4 Estenosis de la arteria pulmonar congénita
6.37 4.2.5 Parasitosis

6.38 5. Hipertensién pulmonar con mecanismos multifactoriales pocos claros
6.39 Otras Causas

6.40 5.1 Desordenes hematoldgicos: anemia hemolitica cronica, desorden mieloproliferativo, esplenectomia.

6.41 5.2 Desordenes sistémicos: Sarcaidosis, histocitosis pulmonar, neurofibromatosis.
6.42 5.3 Desordenes metabdlicos: desorden de almacenaje de glucégeno, enfermedad de Gaucher. Desordenes de la
tiroides.

6.43 5.4 Otros: microangiopatiatrombotica tumoral pulmonar, mediastinitis fibrosa, insuficiencia renal, hipertension
pulmonar segmentada.

En el simposio mds reciente para esta enfermedad que se celebré en Niza en febrero de 2013
(Galei y cols ., 2015) se propuso una nueva clasificacion la cual comprende cinco grupos: En
el grupo 1, se agrupan la HP idiopatica, genética, por drogas y toxinas y la asociada con
enfermedad del coldgeno, por VIH, por hipertension portal; en el grupo 2 es debido a la
enfermedad cardiaca izquierda, en el grupo 3 se agrupan a la HP debida a enfermedades
pulmonares y / o hipoxia, entre las que se encuentran el EPOC, Enfermedad pulmonar
intersticial, trastornos respiratorios del suefio, trastornos hipoventilacion alveolar, la
exposicion crénica a gran altitud. En el grupo 4 estd la HP asociada a enfermedad
tromboembdlica crénica y finalmente en el grupo 5 se agrupa a la HP que es causada por
mecanismos multifactoriales poco claros (Tabla 1).

Esta clasificacion permitié definir grupos homogéneos de pacientes para realizar ensayos
clinicos y obtener la aprobacion para terapias especificas para la HP en todo el mundo. Los
individuos con HAP presentan sintomas que no son especificos de esta enfermedad, entre los
que se encuentran, la disnea, mareos e intolerancia al ejercicio, lo que hace dificil el
diagndstico temprano.

Independientemente del mediador de la hipertension pulmonar, la afeccion es progresiva y

se inicia con la remodelacién vascular en varios grados de dafio, afectando a la adventicia, la
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media y la intima de las arterias pulmonares distales, frecuentemente se presenta una
obliteracién vascular completa, ocasionando un incremento sostenido de la resistencia
vascular pulmonar (Tuder y cols, 2009), en consecuencia al aumento de la resistencia
vascular los pacientes desarrollan hipertrofia ventricular derecha compensatoria, que se
convierte rdpidamente en insuficiencia ventricular derecha (Bogaard y cols., 2009; Van de

Veerdonk y cols., 2011) lo que ocasiona la muerte prematura del paciente.

6.3 Cambios estructurales de la vasculatura pulmonar en la HP.
Los cambios estructurales de las arteriolas pulmonares que resultan en disfuncion de

los vasos pulmonares, la sobrecarga del ventriculo derecho (VD) y en ultima instancia la
insuficiencia del VD son un mecanismo fisiopatoldgico central que conduce al desarrollo de
HP clinicamente evidente. La hipétesis del desarrollo de la HP propone que en presencia de
un sustrato genético y/o molecular predisponente aunado a la exposicidn a ciertos mediadores
biolégicos o ambientales inician una cascada de eventos de sefializacion celular adversos que
culminan en malformaciones estructurales y funcionales de los vasos pulmonares.

Aunque no se precisa cual sea el evento que inicie los mecanismos fisiopatolégicos
para el desarrollo de HP se observa que los niveles de serotonina en sangre, un
vasoconstrictor proliferativo, fibrogénico, estdn elevados (Herve y cols., 1995),en el
endotelio la relacion de vasodilatador/vasoconstrictor esta reducida debido a que existe
disfuncion endotelial de los vasos pulmonares, ademds, los niveles de 6xido nitrico (ON)
estdn reducidos desde etapas tempranas de muchas formas de HP. (Christman y cols ., 1992),
mientras que los factores protrombdéticos también estdn incrementados (White y cols.,
2007). Se ha estudiado que la apoptosis endotelial generalizada que se produce al inicio de
la HP culmina en que las células precursoras endoteliales resistentes a la apoptosis proliferen
y eventualmente formen lesiones plexiformes (Sakao y cols ., 2005). También se suprime la
apoptosis de las células del musculo liso de la arteria pulmonar, lo que resulta en su
proliferacion, que combinada con el reemplazo por coldgeno de las células de la intima
conduce a la aparicion cldsica de hiperplasia de la intima (Lansberg y Yuan y cols., 2004).

Es importante destacar que el lecho vascular pulmonar alberga la mayor densidad de
tejido vascular dentro del sistema circulatorio humano (Barst y cols., 2011); por lo tanto,

perturbaciones sutiles de las vias de sefalizacion que regulan la estructura y funcién de las
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células dentro de la interfaz de la circulacidon alveolo-pulmonar pueden traducirse en cambios
significativos en el rendimiento cardiopulmonar.

Estos eventos que ocurren en la circulacién pulmonar en la HP generan cambios
estructurales en los vasos pulmonares, tales como, la hiperplasia de la capa intima, hipertrofia
de la capa media, proliferacion de la adventicia, trombosis in sifu, infiltracién de células
inflamatorias y la presencia de "lesiones plexiformes" (Archer y cols., 2010). Los cambios
fisiopatoldgicos cldsicos en la HAP se describen mediante la clasificacion de Heath Edwards:
Grado 1: hipertrofia medial; Grado 2: proliferaciéon y engrosamiento de la intima; Grado 3:
la formacién de lesiones neo intimales laminares concéntricas y Grado 4: el desarrollo de

lesiones plexiformes (Yamaki 2004).

6.3.1 Tunica intima
La tunica intima también se afecta en la HP en respuesta a ciertos estimulos en donde las

células endoteliales proliferan anormalmente (Tuder y cols., 1994), esta alteraciéon del
endotelio pulmonar se ve reflejada en cambios fenotipicos que las diferencian de las células
endoteliales pulmonares normales. Por ejemplo, las células endoteliales con lesiones
plexiformes muestran una reduccién o pérdida de la sintesis de sustancias vasorelajadoras,
como las prostaciclinas (Turder y cols., 1999) y 6xido nitrico (Kaneko y cols., 1998; Cella
y cols., 2001) y aumento en la sintesis de moléculas que producen vasoconstriccién, como lo

son la endotelina (Stewart y cols., 1991) y el tromboxano A2 (Christman y cols., 1992).

Las lesiones plexiformes consisten en proliferacion de células endoteliales, proteinas de la
matriz extracelular y fibroblastos, lo que produce la alteracién y obliteracion de la luz
vascular. Los estimulos para la proliferacion endotelial atin se desconocen, pero estd
relacionado con varios factores, como la hipoxia, procesos inflamatorios, el estrés por
cizallamiento, farmacos, infecciones virales y susceptibilidad genética. La generacion de las
lesiones endoteliales estd relacionada con mecanismos inflamatorios que parecen
desempefiar un papel importante en ciertas formas de HAP, como la HAP asociada con
enfermedades autoinmunes o infeccion por VIH. De echo el 30 al 40% de los pacientes con
HAP tienen autoanticuerpos circulantes y concentraciones plasmaticas elevadas de citosinas
pro inflamatorias como la interleucina 1 (IL-1) y la interleucina-6 (IL-6). Las células que

participan en procesos inflamatorios, como los linfocitos B y T, macréfagos y mastocitos,
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también se pueden encontrar en las lesiones plexiformes de la HAP grave (Itoh y cols., 2006).
A nivel endotelial otro de los mecanismos que participan en la alteracion estructural de los
vasos pulmonares en la HP es la trombosis in situ y la disfuncién de las plaquetas. Las
concentraciones plasmaticas elevadas del factor de Von Willebrand y del inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo 1 también reflejan que existe disfuncion endotelial en la
HP. Se ha demostrado que el estrés por cizallamiento crea lesiones vasculares pro-

tromboticas en la HAP que pueden conducir a la trombosis in situ.

Pero la funcién plaquetaria no se limita a la coagulacién. En respuesta a ciertos
estimulos, las plaquetas pueden producir factores protrombdticos, vasoactivos o mitogénicos,
como el tromboxano A2 (TXA2) y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
(Herve P. y cols., 1995). Estas células endoteliales con lesiones plexiformes expresan
aumento en los marcadores de angiogénesis, como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y sus receptores. Ademads, se han encontrado defectos en los genes que
codifican para moléculas supresoras del crecimiento celular como lo es el factor de

crecimiento transformante beta (TGF-B) y con la disminucion de la proteina Bax, una

Figura 6. Anatomia patolégica de la HAP. (A) Lesion concéntrica. (B) Engrosamiento fibrético y
acelular de la intima. (C) Lesion plexiforme con infiltrado inflamatorio periférico. (D) Lesion
plexiforme a mayor aumento: canales vasculares rodeados de células endoteliales. (E) Lesion
plexiforme y arteria pulmonar con marcado engrosamiento intimal e hipertrofia de la media. (F)
Lesion angiomatoide: tincién especial del coldgeno tipo IV. (G): Hipertrofia de la media. (H):
Enfermedad venooclusiva: engrosamiento de la intima de la pared venosa a expensas de la intima,
correspondiendo probablemente a trombo organizado.
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proteina inductora de la apoptosis celular. Este remodelamiento de los vasos arteriales
pulmonares desencadena una obliteracion vascular completa ocasionando un incremento en
la resistencia vascular. (Tuder 2009). Los vasos severamente obstruidos limitan el flujo
sanguineo a través de las arterias pulmonares con un incremento significativo de la poscarga
para el ventriculo derecho contribuyendo asi al desarrollo de hipertrofia, dilatacion e
insuficiencia del ventriculo derecho (Voelkel y cols., 2012). Estas alteraciones generan la
disfuncién endotelial que a la vez promueve la proliferacién de varios tipos de células,
incluyendo las células del musculo liso, células endoteliales y fibroblastos que conduce a la
remodelacion vascular. Estos vasos remodelados estructuralmente se asemejan a los vasos

de resistencia de la circulacion sistémica.

6.3.2 Tuanica media

El proceso de remodelacién involucra casi universalmente un engrosamiento medial,
impulsado por un mayor niimero e hipertrofia de su principal componente celular, las células
musculares lisas (CML); junto con estos procesos, las CML exhiben una produccién
aumentada de quimiocinas y citoquinas (interleucina 1 (IL-1PB) e interleucina 6 (IL-6))
(Stenmark y cols., 2018), alteraciones en la produccién y degradacién de proteinas de la
matriz extracelular (Poiani y cols., 1990).

Una caracteristica temprana y constante en esta enfermedad es la hiperplasia de la
tinica media (CML), esto es importante debido a la funcién que desempefia el misculo liso
en el control vascular, que es la de cambiar el didmetro de las arterias por el mecanismo de
la contraccion y la relajacién vascular (Hopkins N y McLoughlin P., 2002). En arteriolas no
musculares, se observa la proliferacion de células del musculo liso que se derivan de la
diferenciacion de células intermedias que estdn presentes en las paredes normales de estos
vasos y por la migracion y diferenciacion de fibroblastos intersticiales (Jones, 1992).

También existe aumento de tejido conectivo y se duplican las fibras elésticas (Pietra 1994)

Se han descrito alteraciones en la via de fosforilacion oxidativa mitocondrial a la
glucolisis en CML, asi como en células endoteliales y fibroblastos. Este fenotipo se ha
descrito en el cdncer y es denominado Efecto Warburg y contribuye tanto a la

hiperproliferacion de las CML pulmonares especialmente al inicio de la enfermedad como a
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la resistencia a la apoptosis (con la enfermedad establecida) (Sutendra y cols., 2014). Este
cambio metabdlico aumenta la disponibilidad de aminoécidos, lipidos y azicares no
oxidados, que son todos necesarios para la rdpida proliferacion celular. Ademads, se ha
descrito que, en la HP las CML tienen mitocondrias hiperpolarizadas, que producen menos
ROS (Ryan y cols., 2015). La disminucién en la producciéon de ROS mitocondrial estad
asociada con la disminucion en la activacion de canales de potasio (Kv1.5), el aumento de
los niveles de calcio intracelular y la actividad incrementada de los factores de transcripcion,
incluido el factor inducible por hipoxiael-1a (HIF -1a), lo que lleva a una mayor proliferacién
y disminuciéon de la apoptosis. Estos cambios son relevantes no solo para el estado de
hiperproliferaciéon, sino también para la resistencia a la apoptosis de CML, de células
endoteliales y de ciertas poblaciones de fibroblastos de la adventicia (D Alessandro y cols.,

2018).

Otra via que esta alterada en la sefializaciéon de las CML es el aumento de la
sefalizacion de factor de crecimiento transformante-f (TGF-B). La sefializacion alterada de
TGF-p se relaciona con la mutacién genética del receptor de la proteina morfogénica sea
tipo 2 (BMPR2) que subyace a la mayoria de los casos familiares de HAP. También se ha
informado que el proceso inflamatorio impulsa el reclutamiento de trombospondina-1 (un
conocido activador del TGF-p) el cual activa a su receptor en los monocitos en la adventicia
pulmonar, lo que resulta en la activacion del TGF-P y en la expansion de la capa medial del

vaso pulmonar. (Kumar y cols., 2017).

6.3.3 Thinica adventicia
La Hipertrofia de la adventicia es también una caracteristica prominente de la HP, El

aumento de la produccion de la matriz extracelular incluyendo el colidgeno, la elastina, la
fibronectina y factor de crecimiento fibroblastico resultan en el engrosamiento y fibrosis de
la capa adventicia, esto en respuesta a la hipoxia y la inflamacion crénica presente en esta
enfermedad (Meyrick y Reid, 1979).

Los fibroblastos adventicios también son hiperproliferativos en la HP y muestran una
mayor sensibilidad a la serotonina. Los autoanticuerpos circulantes y la infiltracion pulmonar
de células inflamatorias son comunes, particularmente en la HAP asociada con la enfermedad

del tejido conectivo y la esquistosomiasis.
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6.4 Cambios estructurales del ventriculo derecho en la HP.

Aunque la alteracion inicial en la HAP es en la vasculatura pulmonar, la supervivencia
de los pacientes con esta enfermedad estd estrechamente relacionada con la funcién del
ventriculo derecho (VD) (Benza y cols., 2010). El ventriculo derecho se adapta al aumento
de la poscarga aumentando el grosor de la pared y la contractilidad (Hipertrofia
adaptativa). Sin embargo, en la gran mayoria de los pacientes, estos mecanismos
compensatorios son insuficientes y se produce disfuncion del VD (Hipertrofia
desadaptativa).

Fisioldégicamente, la funcién del ventriculo derecho para mantener un flujo normal de
la sangre a través de la circulacion pulmonar se determina esencialmente por mecanismos
similares a los del ventriculo izquierdo, por tres factores: la precarga, la poscarga y la
contractilidad. La precarga representa la carga impuesta a las fibras del miocardio al final de
la diastole y es proporcional a su maxima elongaciéon. La contractilidad miocéardica o
inotropismo se refiere a la capacidad del miocardio para contraerse y aunque, la poscarga que
en términos generales se puede definir como los factores externos opuestos al acortamiento

de la fibra muscular.

A

Heart
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X

Figura 7.- En la A se muestra a un corazon de una rata control, en donde vemos a la pared del
ventriculo derecho de grosor normal, en B se observa hipertrofia del ventriculo derecho en un
corazon de rata con induccion de HP con monocrotalin y en C el ventriculo derecho se
encuentra dilatado. (Matori y cols. 2012)

Por lo tanto, cuando existe un aumento de la resistencia vascular pulmonar en el
contexto de la hipertensiéon pulmonar, el ventriculo derecho se somete a una serie continua
de cambios hemodindmicos y morfoldgicos.

Una vez que la poscarga o la precarga se altera en la HP y con el fin de preservar la funcion
cardiaca adecuada, el VD inicia mecanismos de adaptacion intrinsecos, que incluyen la

autorregulacion de la dimension ventricular heterométrica (basado en el mecanismo de
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Frank-Starling), esta es en respuesta a los cambios en la precarga y autorregulacion
homeométrica (basado en el efecto Anrep), que es el aumento de la contraccion miocéardica.
Estos mecanismos son en respuesta a aumento de la poscarga con el fin de producir un
aumento compensatorio en el volumen sistélico. Después de que los mecanismos de
adaptacién iniciaron, el VD comienza una remodelacion estructural mas durable. E1 VD
responde al aumento de la sobrecarga de presion mediante la acumulacién de masa muscular
a través de la adiciéon de sarcomeros en paralelo en los cardiomiocitos, resultando en una
remodelacion adaptativa con hipertrofia ventricular concéntrica, pero manteniendo la funcién
sistolica y diastélica normal (Grossman y cols., 2013). Sin embargo, al mantenerse el
aumento en la poscarga el VD continua con la hipertrofia, pero en este caso es excéntrica y
con funcién diastdlica y sistdlica alterada desencadenando en la dilatacidn, fibrosis y la
insuficiencia del VD.

La remodelacion ventricular se puede llevar a cabo por diferentes mecanismos
incluyendo la isquemia, la fibrosis, la desregulacién autonémica y cambios metabdlicos que

desencadenan en la insuficiencia del VD.

Por lo tanto, es posible definir la insuficiencia del VD como un sindrome de fatiga
disnea con la congestion venosa sistémica eventual, causado por la incapacidad del ventriculo
derecho para mantener la produccién de flujo en respuesta a la demanda metabdlica sin
adaptacion heterométrica, y el consiguiente aumento en el corazén presiones de llenado
adecuadas. Esta definicidn abarca un espectro de situaciones clinicas, desde conservado gasto
cardiaco mdximo y la capacidad de ejercicio aerébico en el precio del aumento de las
variedades esencialmente derivadas de VD y espesor de pared (por lo tanto, elevada presiones
de llenado diastolico) para estados de baja salida con volumenes pequefios de VD en reposo.

Existe también alteracion en la angiogénesis, en la sefializacion adrenérgica, también
se ha encontrado un aumento del péptido natriurético cerebral, la liberacion de troponina y
niveles de catecolaminas elevados. Existe también una reduccion de la respuesta inotrépica
positiva adrenérgica debido a la regulacion a la baja y desensibilizacion de estos receptores

acoplados a proteinas G (Ryan y Archer 2014).

La fibrosis, la isquemia, la desregulacion autondmica y los cambios metabdlicos son

factores que determinan si la hipertrofia del ventriculo derecho serd bien tolerada o no
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(Hipertrofia adaptativa o hipertrofia desadaptativa respectivamente). En la hipertrofia
adaptativa el gasto cardiaco, las presiones de llenado y la tolerancia al ejercicio se mantienen
normales, caracterizdndose generalmente por hipertrofia concéntrica con minima dilatacion
del VD o fibrosis. Por el contrario, en la hipertrofia desadaptativa existe reduccidn
significativa en el gasto cardiaco, elevacion de las presiones de llenado del VD y disminucién
de la resistencia al ejercicio, ademds de una mayor fibrosis y dilataciéon del VD (Kurzyna y
cols., 2008).

Se han encontrado distintos mecanismos que participan en el paso de la hipertrofia
adaptativa a la desadaptativa, como por ejemplo un deterioro de la angiogénesis, que se
manifiesta con la disminucién de la expresion de genes angiogénicos (VEGF, IGF-1 y
angiopoeitina-1). También se presenta desregulacion del sistema nervioso auténomo que se
manifiesta con regulacion a la baja y sensibilizacion de los receptores a y B-adrenérgicos en
los miocitos del VD (Oikawa y cols., 2005).

El sistema adrenérgico esta sobre activado en la insuficiencia del VD. Se ha
encontrado en los pacientes con HAP niveles elevados de catecolaminas circulantes y pierden
la capacidad normal de aumentar los niveles de catecolaminas durante el ejercicio (Nootens
y cols., 1995). La activacién autonoma y la pérdida de inotropia a los agonistas adrenérgicos-
B podria ser debido a la regulacion a la baja de la expresion de receptores adrenérgicos-f1 en
la HAP en humanos y en modelos animales (Usui y cols., 2006). En humanos (Bristow y
cols., 1992) y roedores (Ishikawua y cols., 1991) que presentan insuficiencia ventricular
derecha la densidad de receptores adrenérgicos-f se encuentran a la baja (o, Bi1 y
dopamina). La causa de la regulacion a la baja de la expresion y funcién de los receptores
adrenérgicos fue la activacién del receptor cinasa 2 acoplada a proteinas G (GRK2). El
desacople y la regulacion a la baja receptor 1 redujeron la respuesta del VD a los inétropos.

En la insuficiencia ventricular derecha desadaptativa se asocia con una disminucion
del factor inducido por hipoxia o (HIF1-a) resultado del aumento de las especies reactivas
de oxigeno derivadas de la mitocondria que potencialmente da como resultado la inhibicion
de este factor (HIFIl-a), suprimiendo asi la angiogénesis. La isquemia resultante de la
disminucién de la angiogénesis puede contribuir al rdpido deterioro de la funcién del VD en

un modelo de HAP por MCT (Sutendra y cols., 2013).
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Se ha demostrado un aumento de la captacion de glucosa por el VD en la hipertrofia
ventricular desadaptativa que refleja el aumento de la glucélisis, ya que se han encontrado
aumentados marcadores de glucolisis aerébica como lo son el transportador de glucosa Glut
1 y la piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4) en la HAP. En modelos animales de HAP
por MCT la inhibicién de la PDK restaura la contractilidad del VD (Piao y cols., 2010).

La activacidn patoldgica de factores de transcripcion en el ventriculo derecho en la HAP (por
ejemplo, HIF1-a y FOXO1) conduce a cambios en el metabolismo, en particular a la
activacion de PDK2 y PDK4. Esto disminuye la expresion de los canales de potasio activados
por voltaje repolarizantes (Kv), como el Kv1.5, en los miocitos cardiacos. En los modelos de
roedores de RVH, esta remodelacion idnica da como resultado una prolongacién de la
duracion del potencial de accién monofasica del RV y una prolongacién leve del intervalo
QT en el electrocardiograma de superficie. La terapia con el inhibidor PDK DCA restaura el
metabolismo oxidativo de la glucosa y restaura la expresion del canal Kv que conduce a la

normalizacion de los intervalos QT (Fang y cols., 2012).

7 Antecedentes

7.1 Reactividad Vascular de arterias pulmonares en la HP
Se demostrado que en pacientes y en modelos animales de hipertensién pulmonar

existe aumento en la reactividad vascular pulmonar a agentes vasoconstrictores y una
disminucidn en la respuesta a agentes vasodilatadores. De acuerdo con eso, los estudios en
modelos animales y en los pacientes sugieren que la vasodilatacién pulmonar dependiente de
ON estd alterada en la hipertension pulmonar (Budhiraja y cols., 2004). Evaluando la
reactividad vascular en mujeres jovenes con hipertension pulmonar severa se encontrd que
el 6xido nitrico produjo una disminucién moderada de la presion arterial pulmonar y
resistencia vascular pulmonar. En estudios en donde el 6xido nitrico es inhalado por pacientes
con hipertensiéon pulmonar produjo una disminucién de la presion arterial pulmonar media
como consecuencia de la reduccion de la resistencia vascular pulmonar (Skoro y cols., 2007).
El mismo efecto se vio cuando se administraba via oral al epoprostenol (andlogo de la
prostaglandina 2) (Ricci y cols., 2007; Klinger y cols., 2006) y la combinacion del péptido

natriurético cerebral mds sildenafil (Klinger y cols., 2006). Por otro lado, la relajacion
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inducida con un inhibidor de la fosfodiesterasa 5 el vardenafil también esta disminuida en las
arterias pulmonares de ratas con HP con monocrotalina (Kim y cols., 2015). También se ha
encontrado que la relajaciéon inducida con nitroprusiato de sodio esta disminuida en las
arterias pulmonares de ratas con HAP con monocrotalina (Csiszar y cols., 2009)

Por otra parte, en el modelo de HP en ratas inducido con monocrotalina se ha
encontrado que la respuesta vascular a diferentes sustancias vasoactivas esta alterada y que
podria contribuir a la patogénesis de la HP. En este modelo la respuesta contréctil a
noradrenalina y angiotensina II (Altiere y cols., 1986) y fenilefrina (Christou y cols., 2012;
Mam y cols., 2010) estd disminuida con respecto a los no tratados con monocrotalina.

Se observaron disminuciones significativas de la contractilidad con una pérdida especifica
en larespuesta a la angiotensina Il en las arterias pulmonares aisladas de ratas 14 dias después
de la administracién de monocrotalina. Estos vasos también fueron menos sensibles a los
efectos relajantes del isoproterenol y la acetilcolina en comparacién con los vasos de control.

Ademads de una hiperreactividad de la arteria pulmonar a 5-hidroxitriptamina (Brown

y cols., 1998; Kanai y cols., 1993; Wanstall . y O'Donnell . 1990).
La administracion del antagonista del receptor de endotelina ETa el LU 135352 revierte el
deterioro en la vasodilatacion que ejerce la acetilcolina en un modelo de hipertension
pulmonar secundario a insuficiencia cardiaca congestiva, lo que sugiere que la reactividad
vascular a endotelina esta aumentada en este modelo de HP (Lucas y cols., 2001).

También se ha reportado que la arteria pulmonar de ratas tratadas con monocrotalina
presentan disminucién en la respuesta vasodilatadora de la acetilcolina (Altiere y cols., 1986;
Christou y cols., 2012; Mam y cols., 2010), nitroprusiato de sodio (Christou y cols., 2012;
Mam y cols., 2010) e isoproterenol (Altiere y cols., 1986).

Tabla 2. Resumen de los estudios de reactividad vascular de la arteria pulmonar en la HAP.

Resumen de reactividad vascular en la arteria pulmonar en la HAP
Farmaco Efecto Efecto en la Especie Bibliografia
HAP
Oxido nitrico Vasodilatacion Vasodilatacion Humano | Skoro N. y cols., 2008; Ricci G.
inhalado disminuida y cols., 2007
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Epoprostenol Vasodilatacién Vasodilatacién Humano | Ricci G. y cols., 2007; Klinger J.

(andlogo de la disminuida y cols., 2006

prostaglandina 2)

Vardenafil Vasodilatacion Vasodilatacion Rata (Karasuminaresi E., 2012).

(ihibidor de la disminuida

fosfodiesterasa 5)

Acetilcolina Vasodilatacion Vasodilatacion Rata Altiere R., 1986; Christou H. y
disminuida cols., 2012; Mam V. y cols.,

2010

Isoproterenol Vasodilatacion Vasodilatacion Rata Altiere R., 1986
disminuida

Noradrenalina Vasoconstriccién Vasoconstriccié | Rata Altiere R. y cols., 1986; Dehin
n disminuida S. y cols., 2002

Fenilefrina Vasoconstriccién | Vasoconstriccié | Rata Christou H. y cols., 2012; Mam
n disminuida V. ycols., 2010

Angiotensina II Vasoconstricciéon | Vasoconstriccié | Rata Altiere R. y cols., 1986; Dehin
n disminuida S. y cols., 2002

Serotonina Vasoconstriccién | Vasoconstriccié | Rata Brown Ly cols., 1998; Kanai Y.
n aumentada y cols., 1993; Wanstall j. y

O'Donnell S. 1990

Endotelina Vasoconstricciéon | Vasoconstriccié | Rata Lucas M. y cols., 2001

n aumentada

7.2 Cambios Hemodinamicos en la HP
En condiciones normales la resistencia vascular pulmonar (RVP) es 1/20 la

resistencia vascular sistémica y la presion media de la arteria pulmonar puede no ser mucho
mads alta que la presion venosa central. Debido a que un gradiente de presion de 5 mm Hg a
través de la circulacién pulmonar es suficiente para mantener el gasto cardiaco anormal en
condiciones de RVP normal.

La elevacion de la presion pulmonar se asienta sobre cuatro pilares fisiopatoldgicos:
1) vasoconstriccion, 2) pérdida de 4rea del lecho vascular pulmonar secundaria a la oclusién
y remodelado de las arteriolas, 3) pérdida de elasticidad vascular y 4) reduccién de los
mecanismos de vasodilatacion activa.
En fases iniciales, la alteracion de la vasodilataciéon dependiente de endotelio es reversible
con la infusién de vasodilatadores como la acetilcolina (Uren y cols., 1992) y sin embrago se
puede presentar una disminucién en la vasodilatacion durante el ejercicio, en esta situacion,
compensada o presintomatica, la PAPm es normal en reposo, pero supera los 30 mm Hg al
ejercicio (Gomez y cols., 1990). El gasto cardiaco (GC) se mantiene normal. Estos pacientes
estan asintomaticos en reposo, pero presentan disnea con grandes esfuerzos y una limitacion

moderada de la capacidad aerdbica. En la fase tardia, la vasodilatacion dependiente e
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independiente del endotelio estd disminuida. La respuesta vasodilatadora fisiolégica durante
el ejercicio no existe, de forma que cuando el GC se incrementa por la actividad fisica las
presiones pulmonares se elevan de forma dramdtica. Conforme avanza la enfermedad, la
severidad de las lesiones vasculares fijas como los efectos sobre el VD (hipertrofia, isquemia,
dilatacion y regurgitacién tricispide) hacen imposible el mantenimiento de un adecuado
volumen minuto al esfuerzo, y en fases més avanzadas, también en reposo. Clinicamente, los
pacientes refieren disnea con ejercicio suave y su capacidad aerdbica estd considerablemente
reducida. La dltima fase (HAP descompensada) se caracteriza por una disminucién del GC
en reposo, que practicamente no puede elevarse al esfuerzo. Cuando el fallo del VD no es
capaz de mantener el GC en reposo, la presion pulmonar cae. Estos pacientes presentan
disnea con sus actividades habituales o incluso de reposo (Nazzareno y cols., 2007). El
colapso hemodindmico en este punto se debe a la interaccion de varios factores. Justo antes
del colapso hemodindmico, puede producirse un gasto cardiaco reducido como consecuencia
de la interaccidon interventricular. A medida que el VD se dilata en respuesta a la sobrecarga
de presion, la restriccidon del pericardio y de los haces de fibras musculares compartidas del
VD y el VI restringen atiin mas la dilatacién del VD y desplazan la relacién presion-volumen
diastdlico del VD a una porcidon mds curva, de modo que un aumento adicional de la presion
del VD da como resultado menos estiramiento de la pared libre del VD y por lo tanto, menos
reclutamiento de fibras mediante la relacion Frank-Starling Al mismo tiempo, el
desplazamiento interventricular septal perjudica la expulsién del VI. Esta combinacién

resulta en una disminucion neta en el gasto cardiaco (Greyson 2010).

7.3 Sintesis de dopamina y receptores dopaminergicos en

general
En las células dopaminérgicas la dopamina se sintetiza en el citoplasma a partir del

aminodcido L-tirosina por la accidn secuencial de 2 enzimas; la Tirosina Hidroxilasa (TH),
que cataliza la adiciéon de un grupo hidroxilo en la posicidon meta de la tirosina utilizando
oxigeno molecular como sustrato y tetrahidrobiopterina (BH4) y Hierro como cofactores para
generar L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina). La TH es la enzima limitante en la sintesis de
catecolaminas y su actividad es altamente regulada por la concentracion local de BH4,
productos y su estado de fosforilacion (Fujisawa y col., 1987), (Zigmond y col., 1989). La

segunda enzima, la L-DOPA descarboxilasa (DDC) cataliza la eliminacion del grupo
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carboxilo de la L-DOPA para generar dopamina. La alta actividad de esta enzima bajo
condiciones normales produce que los niveles de L-DOPA intracelular sean practicamente
indetectables (Neff y col., 1995). La dopamina sintetizada puede ser liberada directamente al
espacio extracelular o bien almacenada en vesiculas por un transportador de monoaminas
vesicular (VMAT), en donde puede alcanzar concentraciones extremadamente altas (0,5-0,6
M), esta acumulacion facilita su liberacion regulada a través de mecanismos de exocitosis
dependiente de calcio (Bonisch y col., 1998). Una vez que la dopamina es liberada y ha
actuado sobre sus receptores, su accion es terminada a través de 2 mecanismos; la receptacion
y el catabolismo. La receptaciéon es el principal mecanismo y es realizada por un
transportador de membrana de alta afinidad conocido como el Transportador de dopamina
(DAT). EI DAT recicla la dopamina a través de un cotransporte con 2 iones Na+ y 1 de Cl- .
Alrededor del 70 al 80% de la dopamina liberada al espacio extracelular es inactivada por
este proceso. La actividad del DAT puede ser modulada por segundos mensajeros como el
diacilglicerol y el dcido araquidonico. Ademds, la actividad del DAT es inhibida por drogas
como cocaina y anfetaminas generando un prolongado incremento de la dopamina
extracelular y dando como resultado final un aumento de la sefalizaciéon celular
dopaminérgica (Blakely y col., 2000). El segundo mecanismo de término de accién de la
dopamina es a través de su catabolismo por la accién de 2 enzimas llamadas Monoamino-
oxidasa (MAQO) y la Catecol-Ometiltransferasa (COMT) para generar los metabolitos
inactivos 4cido dihidroxifenilacético (DOPAC) y 4cido homovanilico (HVA), los que son

posteriormente eliminados del organismo a través de la orina (Boulton y col., 1998).

Las acciones fisiolégicas de la dopamina estdn mediadas por cinco receptores
distintos, pero estrechamente relacionados, estos receptores estan acoplados a proteinas G
(GPCR) y se dividen en dos grupos principales: las clases de receptores de dopamina: familia
D1 (D1 y Ds) y familia D2 (D3, D4 y Ds). Esta clasificacion se basa generalmente en las
observaciones bioquimicas originales que muestran que la dopamina es capaz de modular la
actividad de la adenilatociclasa (AC); los receptores de la familia D1 activan a la AC para
producir AMP ciclico mientras que los de la familia D2 inhiben a la AC para disminuir la

produccién de AMP ciclico.
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7.4 Principales caracteristicas de los receptores
dopaminérgicos.

Los receptores de dopamina pertenecen a la familia de receptores de siete segmentos
transmembrana acoplados a sistemas de transduccion intracelulares mediante proteinas G
(GPCR). Hasta el momento se han aislado, caracterizado y clonado cinco tipos de receptores
de dopamina. De acuerdo a sus caracteristicas farmacoldgicas los receptores se clasifican en
dos grupos llamados D1 y D2 (D1.ike YD2-iike.). Los receptores del grupo D1 estdn compuestos
por los subtipos D1 y Ds, estos se caracterizan por estar unidos a la proteina Gos que estimula
a la adenilatociclasa (AC) para producir el segundo mensajero AMPc. Los receptores del
grupo D2 estidn formados por los subtipos D2, D3 y D4, los que se caracterizan por estar unidos
a la proteina Gai/o que clasicamente inhiben la actividad de la AC evitando el aumento de
AMPc (Missale y cols., 1998). Esta clasificacion farmacoldgica fue propuesta en el afio 1979
y se ha mantenido hasta nuestros dias (Kebabian y col., 1979). Ademds de las diferencias
farmacoldgicas, los receptores tipo D1 y D2 presentan importantes diferencias estructurales.
A nivel de estructura proteica los receptores de dopamina tienen el amino terminal hacia la
region extracelular y presentan varios potenciales sitios de N-glicosilacion. El carboxilo
terminal se localiza hacia el citoplasma y es cerca de siete veces mds largo en los receptores
tipo D1 que en los de tipo D2, es rico en residuos serina y treonina y contienen un residuo
conservado de cisteina presente en todos los GPCR por el cual los receptores se anclan a la
membrana plasmadtica via palmitoilacién (Lachowicz y col., 1997). Similar a otros GPCR,
los receptores de dopamina tienen dos cisteinas localizadas en el primer y segundo lazo
extracitoplasmatico que forman un puente disulfuro que estabiliza la estructura terciaria del
receptor (Fig. 1C), (Missale y col., 1998).

En el caso del tercer lazo intracitoplasmatico, este es significativamente mds largo
para los receptores tipo D2, esta caracteristica es comun para los receptores que se acoplan a
proteinas del tipo Gai/o, mientras que los receptores de tipo D1 tienen un tercer lazo
intracitoplasmatico corto, que es caracteristico de receptores acoplados a proteinas Gas
(Missale y col., 1998). En los receptores de dopamina, el tercer lazo intracitoplasmatico
corresponde al lugar donde se presenta la mayor variabilidad en la secuencia de aminoéacidos,
el cual puede ser responsable de sus respectivos sistemas de segundos mensajeros. En ambas

familias, se han detectado sitios de fosforilacion dentro del tercer lazo intracitoplasmético y
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en el carboxilo terminal para quinasas reguladas por segundos mensajeros, como la proteina
quinasa A (PKA), proteina quinasa C (PKC) y proteinas quinasas de receptores unidos a
proteina G (GRK). Estas sefiales pueden regular la desensibilizacién del receptor
(desacoplamiento de la proteina G al receptor) o producir la internalizacién del receptor (por
unién de moléculas tipo arrestina y endocitosis por vesiculas de clatrina). Este tltimo proceso
puede ser revertido reciclando el receptor a la membrana o puede seguir la ruta de

degradacion por via lisosomal (Namkung y col.,2004).

7.5 Dopamina y Receptores dopaminérgicos en el sistema

cardiovascular
La dopamina no solo es un precursor de las catecolaminas noradrenalina y adrenalina,

sino que también tiene accidn como neurotransmisor independiente y hormona
paracrina. Desempeia un papel importante en algunas patologias como la hipertension y es
un potente vasodilatador en muchas arterias sistémicas de mamiferos, lo que sugiere una

fuente endégena de dopamina en la pared vascular.

En la arteria pulmonar y aorta se han encontrado concentraciones de dopamina,
noradrenalina y adrenalina en la pared vascular, en donde en comparacion con la
noradrenalina y la adrenalina, los niveles de dopamina casi no se vieron afectados por la
simpatectomia quimica, lo que indica que la fuente de dopamina no son los axones
perivasculares simpaticos. Lo cual se ha demostrado por Sorriento y cols., 2012, en donde
identificaron que las células endoteliales son una fuente de dopamina en la pared vascular, la
sintesis es estimulada por un aumento en el AMPc intracelular el cual induce la expresion de
la enzima tirosina hidroxilasa (TH) que es la enzima limitante de las catecolaminas (Lewis-
Tuffin L. y cols., 2004). También cuando se trataron células endoteliales con el andlogo de
dibutiril-AMPc que es permeable a las células endoteliales en presencia del inhibidor de la
monoaminooxidasa (MAO) pargyline aument6 la concentracion de dopamina intracelular y
en el sobrenadante. Por lo tanto, las células endoteliales sintetizan y secretan dopamina de

manera regulada (Edmonson y cols., 2004).

La accion de la DA en el sistema vascular periférico ejerce un efecto dual, similar a

su efecto en corazén. La DA a dosis elevada, provoca vasoconstriccion de la aorta, arterias
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renales y coronarias, que conlleva a un aumento en la presion sanguinea (Hoffman y
Lefkowitz, 1982). Se propone que este efecto es mediado por la activacidn de receptores a-
adrenérgicos, (Goldberg y Rajfer, 1985). El uso de dosis bajas de dopamina, provoca una
vasodilatacion de arterias renales, coronarias, vasos mesentéricos y celiacos (Yatsu y Cols.,
1997), lo que conlleva a una disminucidn de la presion sanguinea. Este efecto es mediado
por la estimulacién directa de los receptores dopaminérgicos D y D», presentes en estos
vasos sanguineos (Missale y Cols., 1988; Amenta y Cols., 1992; Ricci y Cols., 1994). Los
receptores D1, estdn localizados en el musculo vascular liso (postsindpticos), los cuales
parecen mediar la relajacion del musculo, y los receptores D2 localizados en nervios
simpaticos (presindpticos), que inhiben la liberacién de NA (Francis, 1995). Se ha encontrado
que la dopamina induce vasodilatacién independiente de endotelio y es concentracion
dependiente en arterias mesentéricas de rata (Wanstall and O'Donnell 1989). Los receptores
D1 se localizan de manera postsinaptica en la tinica media de las arterias sistémicas y al
aumentar la actividad de la AC promueven la produccion de AMPc y provocan
vasodilatacion directa. Los receptores D2 como se asocian principalmente con uniones
neuroefectoras simpdticas: la estimulacion de estos receptores conduce indirectamente a la
vasodilatacién por inhibicién del tono vasoconstrictor simpdtico. La localizaciéon de los
receptores de dopamina vasculares ha sido ampliamente estudiada por inmunohistoquimica
y se han localizado en los vasos sanguineos piales, en las arterias renales y mesentéricas. En
las arterias renales y mesentéricos se ha encontrado que expresan receptores de dopamina
postsinapticos de la familia D1 (receptores D y Ds) y presindpticos D2 (D2, D3 y D4) (Zeng
y cols., 2007).

Estudios previos en el laboratorio mostraron la presencia de los receptores
dopaminergicos Dz y D3 en el ventriculo derecho e izquierdo del corazén de cobayo, ademas
de que la estimulacion de ambos receptores producia un efecto cronotropico € inotropico
negativo, evaluado en corazon aislado (Gomez Villalobos M. y cols., 2002), ademéas de que
en la preparacion de musculo papilar se encontrd que los receptores de la familia D2, pero
especialmente el subtipo D4 se encontraba sobre expresado en el corazén de ratas con

hipertension espontanea (datos no publicados).
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7.6 Dopamina y receptores dopaminérgicos en la circulacion
pulmonar normal

7.6.1 Efecto funcional de la dopamina en la circulacion pulmonar
La evidencia experimental sugiere que la dopamina (DA) tiene un papel importante

en la regulacion de la circulacién pulmonar. De hecho, se han encontrado concentraciones
apreciables de dopamina (200 ng/g) en las arterias pulmonares de conejo (Umaki y cols.,
1987, Kobayashi y cols., 1995). En rata se encontraron concentraciones de DA en arterias
pulmonares intra y extra pulmonares de 1.9 y 1.8 nmol/g respectivamente, en humanos se
han cuantificado concentraciones de DA en arterias pulmonares de grande y mediano calibre
(0.02 y 0.03 nmol/g respectivamente) (Kobayashi y cols., 1995).

Es por eso que en algunos experimentos se ha estudiado el efecto funcional de la
dopamina en la circulacién pulmonar. Harrison D. y cols., 1969. encontré que la infusiéon de
dopamina a dosis de 25 y 30 pg/kg por min induce aumento de la presion media pulmonar
pero no induce cambios en la resistencia vascular pulmonar en perros. En otro estudio la
infusién de DA a 32 mg kg—1 min—1 en lechones produce aumento de la presion de la arteria
pulmonar y de la resistencia vascular pulmonar (Cheung y Barrington 2005).

También la dopamina administrada por via intravenosa a una tasa de 4 pug/kg/min se
observd la disminucién de la resistencia vascular pulmonar, lo que sugiere un efecto
vasodilatador pulmonar (Philip-Joet y cols., 1988).

En estudios de reactividad vascular la dopamina produce relajacion dosis dependiente
en anillos intactos de la arteria pulmonar de conejo y en los anillos sin endotelio de la arteria
pulmonar de conejo se redujo a aproximadamente 40% en comparacién con los anillos
intactos. La apomorfina, como agonista de los receptores dopaminergicos D2 causé
relajacion dependiente de la concentracion en los anillos con endotelio de arteria pulmonar.
También la bromocriptina, otro agonista dopaminérgicos D2 produjo una ligera relajaciéon en
esta arteria a concentraciones altas (Yamauchi y cols., 1992).

La DA induce relajaciéon dosis dependiente en arteria pulmonar de conejo (Mori y
cols., 1988). En la arteria pulmonar de conejo precontraida con prostaglandina F2 la
dopamina produce una relajacion dependiente de la concentracion y en este mismo estudio
el SKF38393, un agonista del receptor de dopamina D; imité parcialmente la curva

concentracion-respuesta para la dopamina (Hoshino y cols., 1986; Mori y cols., 1988)
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La dopamina a dosis que van de 0.1 a 5.0 ug/kg' administrada en pulmones aislados
de hurones sometidos a vasoconstriccidon por hipoxia genera una disminucién de la presion
pulmonar y también la estimulacion selectiva del receptor D1 con su agonista SK&F 38393
ocasiona disminucién de la presion pulmonar (Gorman 1988).

El antagonista de los receptores D1 el SCH 23390, infundido 2,5 pg / kg.min-1 en

corderos causo aumento de la presion arterial pulmonar y el Fenoldopam (Agonista selectivo
de los receptores D1), infundido a la dosis de 60 pg / kg causo disminucién de la presion
pulmonar en corderos (Polak y Drumond 1993).
En estudios en humanos la dopamina ejerce relajacion dosis dependiente en anillos
precontraidos con prostaglandina F2. La relajacion inducida por la dopamina fue inhibida
por haloperidol y flufenazina, pero no por la domperidona, lo que sugiere que esta relajacion
fue mediada a través de receptores D1 (Yamauchi y cols., 1989).

Por otro lado, la administracidn intravenosa de fenoldopam (agonista del receptor
D1) en hombres a una dosis 0.3 ug kg ! min™! produjo una disminucién de la resistencia
vascular pulmonar sin cambios en la funciéon ventricular derecha (Gombotz y cols.,
1998).

El fenoldopam un agonista selectivo del receptor D1 se encontré que produce relajacion de

la arteria pulmonar de humanos (Hughes y Sever 1989)

7.6.2 Receptores dopaminergicos en la circulacion pulmonar
Mediante estudios de autoradiografia se ha encontrado la presencia de receptores de

DA D1 y D2 en la vasculatura pulmonar en humanos (Ricci y cols., 1992, Jin y cols., 1995)
y conejo (Bruzzone vy cols., 2002). El receptor de DA D5 se expresa en la tiinica media de
las arterias en la circulacion pulmonar (Kobayashi y cols., 1995). Kim y cols., 1999
encontraron la expresion del RNAm para los receptores de la familia D1 en la tunica
adventicia, media e intima. En arteria pulmonar de conejo la dopamina a dosis nanomolares
y micromolares produce relajacion dependiente de la concentracion y el SKF38393, un
agonista para el receptor D de dopamina imitaba parcialmente la curva de concentracion-
respuesta para la dopamina lo que sugiere la presencia de este receptor en este lecho vascular.

Se han propuesto varios mecanismos debido a que existe evidencia experimental que
sugiere un papel importante de la dopamina en la regulacion de la circulacion pulmonar ya

que se han encontrado altas concentraciones de la dopamina en la arteria pulmonar de conejo;
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la estimulacién del receptor D; ubicados tanto en el endotelio y musculo liso produce
relajacion en arteria pulmonar de humano y de conejo (Yamauchi y cols., 1992).
Recientemente Ricci y cols., 2006 demostraron que la arteria pulmonar de humanos
expresa los subtipos de los receptores de DA Di, D, Ds y Ds. Los receptores D1 y Ds se
expresan principalmente en el endotelio de las ramas extrapulmonares y en la arteria
pulmonar. Mientras que los receptores D2 y D4 estaban mds expresados en la tiinica media y
adventicia en toda la arteria pulmonar.
Por estudios de hibridacidn in situ se ha demostrado la presencia de RNAm para el receptor
D2 en la tinica intima y RNAm para el receptor D1 en la tinica media, adventicia e intima

(Kim y cols., 1999).

7.6.3 Participacion de los receptores dopaminergicos en la hipertension

pulmonar
La DA puede reducir el tono vascular pulmonar y asi disminuir la hipertension

pulmonar (Gorman y cols., 1988). Esto se ha demostrado en pacientes con EPOC (Philip-
Joet y cols., 1999). Otros estudios han mostrado que la administracién de dopamina en
pacientes con hipertension pulmonar produce una disminucién significativa de la resistencia
vascular sistémica pero no ocaciano cambios significativos en la resistencia vascular
pulmonar (Holloway y cols., 1975), sin embargo en un modelo agudo de hipertension
pulmonar en rata la infusién de dopamina si disminuye la resistencia vascular pulmonar. En
un modelo de hipertension pulmonar en perros la administracion de DA fue benefica ya que
disminuyo la resistencia vascular pulmonar y mejora la ventilacion pulmonar (Ducas y cols.,
1992). En un modelo de HP en perros en donde existe insuficiencia ventricular derecha la
DA administrada a 2 a 4 L / min / m2 produce aumento de la presion pulmonar (Akagi y
cols., 2014).

En el modelo de HP por monocrotalin la DA disminuye la presion de ventriculo
derecho (Piao y cols., 2012).

Se midio la extraccion pulmonar neta de dopamina en humanos sin hipertension
pulmonar y pacientes con hipertension pulmonar primaria o secundaria y lo que se encontr6
fueron valores de 51 pg/ml para el grupo de control y los valores fueron similares en pacientes

con hipertension pulmonar (Sole Y cols., 1979).
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Los estudios de la dopamina en el tratamiento de la hipertension pulmonar se han centrado
principalmente en la participacién de la dopamina como terapia de sostén de otros
tratamientos para la hipertensién pulmonar (andlogos de las prostaciclinas, antagonistas de
la fosfodiesterasa 5, antagonistas del receptor a endotelina, etc) que producen hipotension
sistémica, ya que la dopamina al tener efecto dual a dosis altas tiene un efecto de aumento de
la presion arterial sistémica contrarrestando la baja de presidn, sin embargo son pocos los
estudios que abordan a la dopamina como un posible tratamiento de la hipertension
pulmonar. Dadas las evidencias que existen acerca de la importante funcién que tiene la
dopamina y los agonistas especificos de la dopamina sobre la circulacién pulmonar en
condiciones normales es importante centrar las investigaciones en el estudio de la dopamina
y los agonistas especificos de los receptores dopaminergicos en el tratamiento de la

hipertension pulmonar.
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8 Justificacion

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad grave con un mal
prondstico. En los pacientes no tratados, hay un aumento progresivo de la resistencia vascular
pulmonar que conduce a fracaso ventricular derecho intratable y muerte prematura. El
periodo mediano de supervivencia después del diagndstico es de aproximadamente 2-3 afos.
A pesar de las grandes mejoras recientes en los tratamientos sintomdticos, ningiin tratamiento
actual cura esta condicion devastadora. Por lo tanto, es deseable una nueva estrategia
terapéutica para la hipertension pulmonar. En este mismo sentido existe evidencia de la
presencia de neurotransmisién dopaminérgico en el circuito vascular pulmonar, ya que se
han cuantificado niveles elevados de dopamina en vasos pulmonares, asi como se ha
demostrado la presencia y/o expresion de receptores dopaminergicos de la familia D2 en
células endoteliales y vasculares de arteria pulmonares, sin embargo, se desconoce si estan
alterados en la HAP. Por lo anterior en este trabajo nos proponemos investigar la
participacion de la neurotransmision dopaminérgica en el desarrollo de la HAP, a través de
evaluar la expresion de receptores dopaminergicos en arterias pulmonares de ratas con HAP
experimental y de evaluar el efecto fisiol6gico en la reactividad vascular, asi como la
generacion de ON, de agonistas dopaminergicos selectivos (familia D2), en arterias
pulmonares de animales con HAP experimental. Esto nos permitiria conocer la participacion
de los diferentes subtipos de receptores dopaminérgicos en procesos fisiopatolégicos como
la hipertensién pulmonar y asi poder proponer una posible terapéutica para la hipertension

pulmonar basada en el uso de agonistas de receptores dopaminérgicos especificos.
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9 Hipotesis

Existe una alteracion en la densidad de los receptores dopaminérgicos en las arterias
pulmonares de ratas con hipertension arterial pulmonar espontdnea y por monocrotalina, lo
que estd asociado a una mayor alteracion en la regulacién vascular del circuito pulmonar.

10Objetivos

10.10bjetivo general

Evaluar el efecto sobre la reactividad vascular de los agonistas especificos para cada
subtipo de receptor dopaminérgico de la familia D2 (D2, D3 y D4) en arterias pulmonares de
ratas con hipertension arterial pulmonar espontdnea y por monocrotalina.

10.1.1Objetivo particulares

1. Evaluar en el modelo de 6rgano aislado el efecto fisiol6gico de la activacion de
receptores dopaminérgicos D2 con agonistas especificos en arteria pulmonar de ratas
con hipertensién pulmonar espontanea e inducida por monocrotalina.

2. Cuantificar los niveles de NO; en homogenados de arteria pulmonar de ratas control
y con hipertensién pulmonar espontanea e inducida por monocrotalina.

3. Caracterizacion histologica de los cambios estructurales de la arteria pulmonar de

ratas con hipertensiéon pulmonar genética e inducida por monocrotalina.
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11 Materiales y métodos

11.1Diagrama de trabajo

Modelo de hipertension pulmonar por
monocrotalina (MCT)

Ratas machos Wistar Kyoto.
8 semanas de edad, 200£10 g
n= 100 ratas

Seleccidn de ratas por parametros
Control cardiovasculares: Monocrotalina
Administracion -Pes0:200+10¢g Administracion
ip. de SSI al -Presion Arterial Sistémica (PAS): menor a 150 mm i.p.
0.9 % Hg 60mg/kg, Sigma,
n= 50 ratas Chemical.
n=50 ratas
Seauimiento I)or 3 semanas
Medicion de || Medicién de grosory Tincion en cortes | | Cuantificacion  en
parametros peso: de AP en criostato homogenados de

hemodinamicos
-PAS / semanal a todas
las ratas por método
indirecto

-PIVD / Unica por
método directo (Control
y MCT, n= 8)

-Corazén completo
-Auricula derecha,
Ventriculo derecho vy
Ventriculo izquierdo
-Diametro de la arteria
pulmonar

(Control y MCT, n= 8)

(15 pm);
-Hematoxilina y Eosina
-Tricromo de Masson.
(Control y MCT, n= 8)

AP:
- nitritos por la técnica de
Griess (n=8 para cada

grupo)
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Modelo de hipertension pulmonar

genetica

Ratas hipertensas espontanea.
12 semanas de edad, 300£10 g

n= 100 ratas

Control
-Pes0:300+10¢g

-Presion Arterial Sistémica (PAS):

pardmetros
cardiovasculares:
-Peso:

Seleccion de ratas por

HAP genética
Peso:300+10¢g

-Presidn Arterial Sistémica (PAS): mayor

T;iogg ?gzargm He -Presidn Arterial anf%rgr:a?ags
Sistémica (PAS):
1 |
Medicion de Medicion de grosory Tincién en cortes Cuantificacion en
parametros peso: de AP en criostato || homogenados  de
hemodinamicos -Corazo6n completo (15 pm); AP:
-PAS / semanal a todas -Auricula derecha, “Hematoxilina y Eosina - nitritos por la técnica de

las ratas por método
indirecto

-PIVD / Unica por
método directo (Control
y MCT, n= 8)

Ventriculo derecho vy
Ventriculo izquierdo
-Didmetro de la arteria
pulmonar

(Control y MCT, n= 8)

-Tricromo de Masson.
(Control y MCT, n= 8)

Griess (n=8 para cada
grupo)
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11.10 Animales

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas macho de la cepa Wistar Kyoto (WKY)
e Hipertensa espontanea (SH) con un peso corporal de 200+20 g. Todos los cuidados de los
animales y los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de conformidad con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la "Norma Mexicana 062." Los
animales se alojaron en un ambiente de temperatura y humedad controladas con un ciclo de
12 h luz: 12 h oscuridad con acceso libre a comida y agua. Se hicieron todos los esfuerzos
para minimizar tanto el nimero de animales utilizados, asi como el estrés y malestar que

pudieran experimentar los animales durante los procedimientos experimentales.
Reactivos y farmacos utilizados
Reactivos

NaCl (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), KCL (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), MgSOs,
KH>PO4 (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), NaHCO3 (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), Glucosa
(Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), CaCl> (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), EDTA (Sigma
Aldrich, St. Louis, Mo.), Azul de anilina (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), Rojo de Ponceau
(Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), Hematoxilina de Weigerth (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.),
Acido fosfomolibdico (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), NaNO,, Sulfanilamida (Sigma
Aldrich, St. Louis, Mo.), NED (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.).

Farmacos

Apomorfina (Tocris, Cookson Inc, Ellisville, MO), Fenilefrina (Sigma Aldrich, St.
Louis, Mo.), Acetilcolina (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo.), SKF-38393 (Sigma Aldrich, St.
Louis, Mo.), Quinpirole (Tocris, Cookson Inc, Ellisville, MO), 7-OH-DPAT (Sigma Aldrich,
St. Louis, Mo.), PD 168077 (Tocris, Cookson Inc, Ellisville, MO) y Monocrotalina (Sigma
Aldrich, St. Louis, Mo.).

11.10.1 Induccion de hipertension pulmonar con monocrotalina
Se utilizaron un total de 100 ratas de la cepa Wistar Kyoto con un peso 200 + 10 g,

de las cuales aleatoriamente 50 integraron el grupo problema, al cual se administré bajo
inyeccion intraperitoneal una dosis unica de 60 mg/kg de peso de monocrotalina (MCT)

(Sigma-Aldrich EUA ) preparado de la siguiente manera: la dosis calculada para cada rata se
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disolvié en 1 N de HCI enseguida se neutralizo agregando 1N NaOH y se aforo a 0.3 ml con
solucidn salina isoténica al 0.9% que es el volumen de administracion. El siguiente grupo
de ratas constituy6 el grupo control que recibié un volumen de vehiculo (S.S.I. al 0.9%) en
la misma cantidad.

Se realizé un seguimiento de 3 semanas a cada grupo, durante las cuales cada grupo se les

realizo control de peso y de presion arterial sistémica no invasiva semanalmente.

11.10.2 Modelo de hipertension pulmonar genética.
La rata hipertensa espontanea (SH) genera en un alto porcentaje hipertension

pulmonar de forma espontdnea (SH con HAP genética), se utilizardn ratas macho SH con
HAP genética (grupo problema) y machos WKY (grupo control).

Pardametros de inclusion: valores de presion de ventriculo derecho (mayor de 25 mm
Hg), que existiera hipertrofia de ventriculo derecho (peso de ventriculo derecho mayor de
300 mg y espesor de la pared libre de ventriculo derecho mayor o igual a 2 mm) y dilatacion
del tronco de la arteria pulmonar (dimetro mayor a 2 mm). Mientras que se considerara como
grupo control WKY a las ratas que presenten valores de presion de ventriculo derecho (menor
de 25 mm Hg). Ademas de confirmar al momento del sacrificio de la rata que no exista
hipertrofia de ventriculo derecho (peso de ventriculo derecho menor de 300 mg y espesor de
la pared libre de ventriculo derecho menor a 2 mm) y que no exista dilataciéon del tronco de

la arteria pulmonar (dimetro menor a 2 mm).
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11.10.3 Mediciones de presion en el ventriculo derecho.

El equipo que se utilizé para la medicién consta de un transductor de presion Grass PX-23
que se conecta con un catéter de registro de presion intracavitaria (catéter para arteria
umbilical Argyle™ 1.16 mm de didmetro) y una vez que censa los cambios de presion envia
la sefial de registro al Poligrafo Grass 790 y a través de una tarjeta de adquisiciéon de datos
PicoTechnology™ ADC II transfiere la informacion a la computadora en la cual podemos
observar los registros con el software PicoScope™. El procedimiento quirtirgico para el
registro in vivo se realizé siempre previa comprobacién de una correcta calibracion en los
equipos de medicidn, la cual se realiza de la siguiente forma: Calibracidn del poligrafo Grass
790: se introduce solucién salina al transductor de presiéon para limpiarlo evitando la
formacién de burbujas de aire, después mediante una llave de 3 vias en la entrada que va
conectada directamente hacia la sonda de registro intracardiaco se coloca el tubo de
insuflacion de un baumandmetro aneroide, al tiempo que se observa el monitor de la
computadora que mediante el software PicoScope nos muestra un registro de la presion
medida, que en este momento debe ser igual a cero. En seguida se insufla el baumanémetro
a 100mmHg y se corrobora que la linea basal mostrada en la pantalla se desplace 250 mV.
Teniendo en cuenta que 100mm Hg equivalen a 250 mV

Cumplidas las 3 semanas de evolucion de la hipertension pulmonar para el caso del
grupo de hipertensiéon pulmonar inducida y para los demds grupos antes del sacrificio a los
sujetos de experimentacién se les midi6 la presion sistélica del ventriculo derecho por un
método directo.

La presion sistélica del ventriculo derecho, se analiz6 en ratas anestesiadas con
pentobarbital sédico (30 mg/kg) y con torax cerrado, se diseco la region cervical lateral
derecha y a nivel superficial para encontrar y separar la vena yugular externa derecha del
tejido conectivo utilizando pinzas de diseccion e hisopos humedecidos en solucion salina,
tratando en lo posible no manipular demasiado el tejido para evitar que colapse el vaso. Una
vez disecada la vena en una extension de 1 cm aproximadamente, se liga en sus dos extremos,
cefdlico y caudal con un hilo de seda, en el extremo cefélico se ata con un nudo ocluyendo
totalmente la circulacion y en el extremo caudal se realiza un nudo sin sujetar demasiado para
permitir que penetre el catéter de registro intracavitario. Al tener el vaso ligado por los dos

extremos, con una pinza oftalmolégica se suspende a la mitad de los extremos ligados para
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cortar con la tijera oftalmolégica una extensién no mayor de 1/3 de la circunferencia del vaso.
Luego se conect6 el catéter de registro de presidn intracavitaria a una llave de tres vias la
cual tiene una via de acceso a la sonda de medicion del transductor de presién y otra
conectada a una jeringa para insulina con solucidn salina 0.9% mds heparina, teniendo
precaucion de que esté cerrada hacia el catéter, se confirma entonces la permeabilidad del
mismo y se inserté en el orificio del vaso sanguineo con la curva en posicién ventral
removiendo la ligadura caudal y lentamente se introdujo hasta la marca con el nimero 5 (5
cm) y se gird 90° medialmente con el fin de que no se siga hacia la vena cava inferior. Una
vez posicionado el catéter de registro de presion intracavitaria se realiz6 una ligera succiéon
con la jeringa para insulina para corroborar que estd permeable, si hay sangre que fluye por
dentro se conecta el transductor de presion y abre esta via, inmediatamente vimos los trazos
de presion caracteristicos de presion en ventriculo derecho. Una vez conseguido el trazo de
presion deseado se esperamos 5 minutos para estabilizacion de pardmetros hemodindmicos

y guardamos los archivos de registro en la computadora,

Ventilador mecanico (modelo
TOPO™ de Kent Scientific™)
con un volumen circulante de
aire de 1.5 mL a una
frecuencia de 40 por minuto.

——

se coloca en posicién supina en
la cama térmica. Se realizara una
é incisién mediocervical de
aproximadamente 2 cocm de
Glucosa en sangre m longitud desde el mango del
con glucosimetro. / esterndn, hasta 1a

= regién inframandibular

Se separa 1a vena yvugular
externa derecha y se hace una
incision para introducir un
catéter de polietileno de 1.66
mm v dirigirio hacia el
ventriculo derecho.

Figura 8.-Diagrama que indica los pasos a seguir para la determinacidn de la presién intraventricular derecha.
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11.10.4Estudios in vitro de arteria pulmonar aisladas
Después de 3 semanas de la induccidon de hipertensién pulmonar se disecaron los

anillos del tronco de la arteria pulmonar de ~ 3 mm de longitud de las ratas control, con
hipertension pulmonar genética e hipertension pulmonar inducida con monocrotalina. Estos
anillos se colocaron inmediatamente en solucion fria de Krebs-Henseleit oxigenada. Para
obtener anillos sin endotelio, se froto el interior de la superficie de la luz vascular con una
varilla de acero quirtdrgico para remover el endotelio. Los anillos de aorta tordcica y de arteria
pulmonar con y sin endotelio se montaron entre dos ganchos de acero inoxidable en bafios
de 6rganos de 10 ml de volumen y llenos con solucién de Krebs-Henseleit (37 °C; 95% de
02 y 5% de CO2). Uno de los ganchos de acero se anclo en la cdmara y el otro se conect6 a
un transductor de fuerza (modelo FT.03, Grass InstrumentCo. Quincy, Mass.). Para poder
ver el registro de tensidon en tiempo real se utilizé el programa pico Log recorder (pico

technology Ltd, united kingdom).

11.10.5 Evaluacion de viabilidad vascular
Los anillos se colocaron bajo una tension de reposo de 2g. La presencia de endotelio

funcional se evalu6 por la capacidad de la acetilcolina (ACh, 10® M) para inducir més del
60% de relajacién de los anillos respecto a la mdxima contraccién con fenilefrina (PE, 10
M) y se consideraron anillos sin endotelio si la relajacién inducida con Ach es inferior al 20%
respecto a la maxima contracciéon con PE.

Después de que se realizé la evaluacidon del endotelio funcional se realizaron
tres lavados con Krebs-Henseleit a los anillos de aorta torécica y arteria pulmonar con
y sin endotelio para permitir el retorno al tono vascular basal. Una vez que se

estabilizaron nuevamente los anillos se continuaron con la ejecucion de los siguientes

protocolos:
11.10.6 Efecto de agonistas y antagonistas de receptores
dopaminergicos

Para los agonistas dopaminérgicos se realizaron curvas concentracion respuesta
acumulativa en concentraciones de 1nM-10uM. mientras que para el estudio del efecto
de agonistas mds antagonistas se incubaron primero el tejido con el antagonista durante

15 minutos a una concentracion de 1 uM y posteriormente se realizaron las curvas
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concentracion respuesta acumulativa en concentraciones de InM-10uM para el

agonista respectivo.

En la siguiente tabla se presentan a los agonistas y antagonistas que se utilizaron

en los estudios de reactividad vascular.

Tabla 3. Kd y Ki de agonistas de receptores dopaminergicos utilizados en este estudio.

Apomorfina D2-like

SKF-38393 D1 6 mMen cultivo  Hall Al y SCH-23390 2.05nMen Kobshasi Y.y
de células de cols., 1993 arteria cols., 1995
musculo liso de pulmonar
arterias de conejo
mesentéricas

Quinpirole D2 Ki: 98 nM en Ricci A. y Raclopride <5 fmol/L.  Cavallotti C. y
corazon de cols., 1997 En arteria cols., 2002)
humano coronaria

de rata

7-OH-DPAT Ds 0.43 nM Ricci A. y U-99194A 36 nM PierceyM.y
En células cols., 1997 En cerebro  cols., 1996
mononucleares de rata
de humano.

D4 8.7nM en Fabricio S. y L-750 10 nM en Fabricio S. y
cerebro de rata cols., 2011 cerebrode  cols., 2011
PD 168077 rata
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Anestesia con
pentobarbital sddico Carbdgeno Transductor de Amplificador
[a0ime/ke o] 95% 0,/5% CO,  Termostato fuerza(Grass FT3)

Grass P11T
| = (PolyScience) ( )

Toracotomia media
amplia y extraccion del
corazén junto con los
pulmones.

|

Diseccion de aorta o
arteria pulmonar.

Figura 9.-Diagrama que indica los pasos a seguir para la evaluacidn de la reactividad vascular en anillos
de aorta.

11.11 Estudios bioquimicos

11.11.1 11.6.1 Determinacién de NO2 en arteria pulmonar.

Los NOs: se cuantificaron por una técnica espectrofotométrica (micro técnica) basada

en la reaccidn de Griess.
Fundamento de la reaccidn de griess.

La reaccion de Griess es una técnica que nos ayuda a investigar la formacién de 6xido
nitrico (ON) en muestras biolégicas a partir de la determinacion de nitritos (NO2 °). En
condiciones fisiologicas in vitro e in vivo, cuando el radical superoxido (Oz’) estd en
concentraciones bajas, el NO reacciona con el oxigeno (Oz) para formar nitritos (NO2"). Estos

NOz" se pueden determinar por espectrofotometria y son un indice confiable de la produccion
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de ON en una gran variedad de liquidos y tejidos biolégicos (plasma, suero, orina y tejido
cardiaco, entre otros). La técnica de Griess se basa en la reaccion de diazotizacion entre el
reactivo de Griess [sulfanilamida y dicloruro de N-1- nafiletilenediamina (NED) en
condiciones 4cidas (4cido fosférico)] y los nitritos. En esta reaccion se obtiene un compuesto
de color rosa, cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de nitritos. La

sensibilidad del método varia y su limite de deteccién es de 2.5 uM de nitrito.

s~ NH
HN :

N
S e
NH+ N
-+

SI CIE e SR

SO,NH, SO.NH,
Sulfanilamida NEDD $50.NH,
Producto
diazo

Figura 10. Esquema de la reaccién de Griess para la determinacién de nitritos.

11.12 Preparacion del homogenado de arteria pulmonar

1.- Los anillos de arteria pulmonar se colocaron en 2 ml de buffer de fosfatos (pH 7.4), con
tijeras se fragmentard la AP para posteriormente se homogenizaron los tejidos por separado
en un homogeneizador 10 segundos/3 ocasiones a maxima velocidad (3000 rpm).

2.- Después las preparaciones se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Posteriormente se obtuvo el sobrenadante y se desecho la pastilla.

3.- El sobrenadante se filtr6 y centrifugo a 20 000 rpm por 20 minutos a 4°C. La pastilla que
se obtuvo se resuspendio en 2 ml de buffer de fosfatos y se centrifugo nuevamente a 20 000
rpm durante 20 minutos a 4°C.

4.- El boton se utilizé para la cuantificacion NO> por el método de griess.

Método para determinar nitritos.

El reactivo de Griess se prepar6 mezclando los siguientes reactivos:
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1.- Dicloruro de N-1- nafiletilenediamina al 0.1% (NED): 10 mg
2.- Sulfanilamida al 1%: 100 mg

3.- Disuelto y aforado a 10 ml con 4cido fosférico (H3PO4) al 5 % en agua electropura.

Se utilizé nitrito de sodio al [0.1 M] (para elaborar una curva de calibracién) la cual
debe de tener un rango de concentraciones mayor a los nitritos en las muestras, para este caso

vade 0a50uM (0, 0.75, 1.5, 3.12, 6.25, 12.5, 25 y 50 uM)

Se utiliz6 una placa de 96 pozos y los reactivos, se adicionaron a cada pozo en
volimenes iguales (100 uL) de la siguiente manera:
1.- 100 pLL de muestras homogeneizadas.
2.- 100 pL de reactivo de Griess.
Las muestras se trabajaron por duplicado y se leyeron a una longitud de onda de 540 nm. Las

concentraciones de NO» se obtuvieron al extrapolar los datos de absorbancia con la curva de

calibracion.
11.13 Analisis histolégico de la arteria pulmonar
11.13.1 Sacrificio y obtencion de la muestra

Para el estudio histolégico se sacrificaron 4 animales de cada grupo, se anestesiaron
con pentobarbital sédico a una dosis de 50 mg/kg ip, después se realizé toracotomia media
para obtener el corazén junto con la aorta y la arteria pulmonar, posteriormente se hizo un
corte transversal en la regidn auricula-ventricular para la arteria pulmonar, éstas se colocaron
en solucion de Krebs-Henseleit frio para quitar el exceso de sangre, inmediatamente después
se congelaron sumergiendo durante 30 segundos los tejidos en 2-butanol (SIGMA Aldrich)
y un pellet de hielo seco se le colocd para congelar, posteriormente se guardaron en un

refrigerador a una temperatura de menos 70 °C para su corte posterior.

11.13.1.1 Corte en criostato de las muestras
Se empled un criostato digital para realizar los cortes del tejido vascular cardiaco.

Las muestras se situaron en el criostato, fijandolas a la platina por la parte basal para que la
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arteria pulmonar quede perpendiculares a la platina, enfriado previamente a una
temperatura menor a 20 °C y se hicieron cortes transversales seriados de 20 um de espesor.
Las secciones se adhirieron a portaobjetos gelatinizados para asegurar un anclaje correcto
de las mismas durante todo el proceso histoquimico, los cortes se fijaron al porta objetos
gracias a la diferencia de temperatura que existe entre el interior del criostato y el

portaobjetos.

11.13.1.2 Tincion de Hematoxilina y Eosina
La tincién de hematoxilina y eosina (H&E) es una técnica cuyo fundamento radica

en las propiedades dcido-base de la célula. La hematoxilina es un colorante de cardcter
basico que tifie al nicleo, mientras que la eosina tifie al citoplasma por sus caracteristicas
dcidas. La técnica de H&E se utiliza para observar de forma general la morfologia de las
células y determinar si existen alteraciones de acuerdo a las caracteristicas dcido-base de las
células.

El desarrollo de la técnica, consistid en teflir con hematoxilina de Harris durante 30
segundos, para después lavar con agua corriente durante uno y medio minutos y
posteriormente teflir con eosina por 5 segundos. Las muestras se deshidrataron
colocdndolas durante un minuto en etanol al 50, 70, 95 % y 10 minutos en alcohol al 100%
y se sometieron a un proceso de aclaracion con xilol durante 15 minutos. Posteriormente se
realiz6 el montaje utilizando resina sintética, se dejan secar para su andlisis posterior y
toma de imdgenes utilizando un microscopio Leica y una cdmara para adquisicion de
imdgenes, las cuales se analizaron mediante el programa. Los resultados mostraron a los

nicleos celulares tefiidos de color azul y el citoplasma de color rojo o rosado.

11.13.1.3 Tincion tricromo de Masson

El tejido conjuntivo se caracteriza por presentar diferentes componentes como son
células, matriz intercelular que también puede designarse material extracelular o sustancia
fundamental y liquido tisular. La riqueza de su material intercelular es una de sus
caracteristicas predominantes, el cual estd formado por la denominada sustancia forme,
integrada por fibras coldgenas, eldsticas y reticulares y la sustancia amorfa compuesta por
glicoproteinas. Para el estudio del tejido conjuntivo e identificacion de algunos de sus
componentes se utilizan diversos tipos de técnicas de tincidn, entre estas se encuentran las

denominadas tricromicas (el nombre es debido a que se ocupan tres tipos de colorantes), las
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cuales se emplean para diferenciar a las fibras coldgenas y al tejido muscular o para
identificar el aumento en la cantidad de fibras coldgenas en algunas enfermedades.

Una de las técnicas tricrémicas para identificar a las fibras coldgenas es la técnica de Masson, en
donde se utiliza un colorante basico como la Hematoxilina Férrica de Weigert para diferenciar a los
nucleos, después se procede a colorear con un colorante dcido, el rojo de Ponceau, que se une a todos
los elementos acidofilicos del tejido, como son: el citoplasma, el musculo y la coldgena,
posteriormente se continua colocando a los cortes en una solucién de dcido fosfotignstico y
fosfomolibdico lo que provoca que las fibras coldgenas se decoloren y los grupos dcidos de estos
actian como un sistema de unién que favorecen que el colorante azul de anilina o verde luz, tengan

mayor afinidad por las fibras coldgenas.
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12 Analisis de resultados

1. En los estudios de pardmetros hemodindmicos y estudios bioquimicos se graficara
la media + EEM
2. En los estudios de reactividad vascular los resultados serdn presentados en valores
porcentuales y se graficara la media + EEM.
Los resultados se analizaron con una ANOV A de una y dos vias con medidas repetidas, si
existe diferencia significativa se realizard el pos hoc Tukey considerando diferencia

significativa con una p < 0.05.
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13Resultados

Para seleccionar a las ratas que fueron al grupo de HAP espontanea y su control se

hizo midiendo el espesor y el peso del ventriculo derecho (VD) y el diametro de la arteria

pulmonar (AN), estos valores se tomaron al momento del sacrificio de las ratas que se

utilizaron para realizar reactividad vascular.

En las ratas con HAP Espontanea y por MCT se incrementa el espesor de VD y el

didmetro de la AP comparada con ratas con presion de VD normal, como se representa en el

panel de fotos de la figura 6.
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Figura 11. Se muestra la correlacion entre la presion de ventriculo derecho (PVD) y la
estructura anatdémica macroscopica del corazdn en condiciones de ventriculo derecho normal
(grupo control) en a) y en condiciones de hipertrofia ventricular derecha (HAP-Espontanea)
en b). Control (n=28), con HAP-Espontanea (n=28) y HAP por MCT (n=28).
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Tabla 4. Parametros generales.

Grupo Peso Peso corporal al PSVD Peso de Peso Peso VD (g) Peso VD/Peso Espesor VD Diametro de AP
corporal (g) sacrificio (g) (mm Hg) corazon (g) Corazon/peso Corazon (g/g) (mm)
corporal (g/g)
Control-WKY 213+3.1 411+£13.3 23+0.21 1.05+0.04 0.25+0.06 0.232+10 22.8+0.75 1.97+0.08 1.95+0.038
SH-HAP-Genética 184+2,7%* 352+17.5* 434] %% 1.45+0.04* 0.41£0.010%* 0.456+17** 31.4+£1.1%* 2.9+0.1* 2.77+0.5%%*
WKY-SSI 200+6.5 249+4.6 26.+0.67 0.9 £0.03 0.36+0.02 0.21549 23.8+2.4 1.8+0.9 1.9+0.12
WKY-Monocrotalina 199+4.0 2047 %% 62 +3.02 1.12 +0.08* 0.54+0.01** 0.298+0.12* 26.6+1.3* 3.240.11%** 3.94+0.09%*

PSVD: Presion sistélica de ventriculo derecho, VD: Ventriculo derecho, AP: Arteria pulmonar, SH: Hipertensa espontanea, WKY:
WistarKyoto, HAP: Hipertension arterial pulmonar y MCT: Monocrotalina. Los resultados se expresan como la media + error

estandar. ANOV A de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<(0.001 en relacién con su control respectivo. N=28
para cada grupo.
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13.1Peso corporal
Analizando el peso corporal en los cuatro grupos experimentales podemos observar que las

ratas del grupo SH-HAP-Espontanea gana menos peso que su control durante un periodo de
4 semanas (WKY-Control: 411 + 3.1 g vs SH-HAP-Espontanea: 352 + 17.5 g, p<0.05).
Ademas de que el grupo administrado con MCT muestra un retraso de crecimiento
pronunciado, dando como resultado un peso corporal significativamente menor que su
control (WKY-SSI: 249 £4.6 g vs WKY-MCT: 204+7 g, p<0.001), esta no ganancia de peso
en las ratas WKY-MCT podria ser un signo de insuficiencia cardiaca comparable a la
caquexia en pacientes con insuficiencia cardiaca crénica, que estaria relacionado con la alta

mortalidad que se presenta en estas ratas.

13.2Peso de corazon
El peso del corazén de las ratas con HAP espontdnea y por MCT es mayor en comparacion

con sus respectivos controles (WKY-Control: 1.05 £ 0.04 g vs SH-HAP-Espontanea: 1.45 +
0.04 g, p<0.05) y (WKY-SSI: 0.9 = 0.03 g VS WKY-MCT: 1.12 £ 0.08 g, p<0.05). Sin
embargo, el peso del corazén del grupo administrado con MCT es menor en comparacion
con el SH-HAP-Espontanea (SH-HAP-Espontanea: 1.45 + 0.04 g vs WKY-MCT: 1.12 +
0.08 g, p<0.001) (Tabla 4).

El peso del corazon esté relacionado directamente con el peso corporal por lo cual en la figura
b se muestra la relaciéon peso corazén/peso corporal, en donde podemos observar que tanto
el grupo SH-HAP-Espontanea y WKY-HAP-MCT presentan un aumento en esta relacién
cuando se comparan con sus respectivos controles; (WKY-Control: 0.25 + 0.06 g/g vs SH-
HAP-Espontanea: 0.41 £0.010 g/g, p<0.001) y (WKY-SSI: 0.36 £0.02 g/g VS WKY-MCT:
0.54 + 0.01 g/g, p<0.01). Entre los dos grupos con HAP también hay diferencia en esta
relacion, es mayor en el grupo WKY-MCT en comparacién con el grupo SH-HAP-
Espontanea (SH-HAP-Espontanea: 0.41 + 0.01 g/g vs WKY-MCT: 0.54 + 0.01, p<0.01)
(Tabla 4)

13.3En la HP se aumenta el diAmetro de la AP y el espesor del
VD

Los eventos pato fisiolégicos que ocurren en la HAP generan aumento de la

resistencia de los vasos pulmonares y aumento de la masa del VD, como lo podemos observar
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en estos resultados en donde se encontré un aumento en el peso de VD en los grupos de HAP
espontdnea y por MCT en comparacién con sus controles respectivos (WKY-Control:
0.232+10 g vs SH-HAP-Espontdnea: 0.456 = 17 g, p<0.01) y (WKY-SSI: 0.215+9 g vs
WKY-MCT: 0.298 £ 0.12 g, p<0.05). También podemos observar que el VD de las ratas con
HAP espontdnea presentan un mayor peso de VD en comparaciéon con el VD del grupo con
HAP por MCT (WKY-MCT: 0.298 £ 0.12 g vs SH-HAP-Espontadnea: 0.456 + 17 g, p<0.001)
(tabla 4).

También el espesor de la pared libre de VD lo encontramos aumentado en los grupos
de HAP espontédnea y por administracion de MCT (WKY-Control: 1.97 + 0.08 mm vs SH-
HAP-Espontanea: 2.9 + 0.1 mm, p<0.05) y (WKY SSI: 1.8 + 0.9 mm vs WKY-MCT: 3.2 +
0.11, p<0.001) (Tabla 4).

En este trabajo encontramos una correlacion entre el peso del corazén y el peso del ventriculo
derecho al analizar por el método de fulton la relacién que existe entre peso de VD con el
peso de corazdn, esta relacion esta aumentada en los grupos SH-HAP-Espontanea y WKY -
MCT en relacién a sus controles especificos (WK-Control: 22.8 + 0.075 g/g vs SH-HAP-
Espontanea: 31.4 £ 1.1 g/g, *p<0.01) y (WKY-SSI:23.8 + 2.4 g/g vs WKY-MCT: 26.6 + 1.3
g/g, *p<0.05) (Tabla 4).

La hipertrofia VD que encontramos en los corazones de las ratas con HAP espontdnea y por
MCT es producto de alteraciones en las arterias pulmonares tanto de conductancia como de
resistencia, las arterias pulmonares en ambos modelos se hipertrofian lo que ocasiona
aumento de la resistencia vascular pulmonar y que desencadena que el VD se hipertrofie para
compensar este aumento en la resistencia vascular pulmonar. Al analizar el didmetro de la
arteria de conductancia (tronco pulmonar) encontramos que el didmetro esta aumentado en
el grupo SH-HAP-Espontanea y WKY-MCT en relacion con sus controles respectivos
(WKY-Control: 1.95 = 0.038 mm vs SH-HAP-Espontanea: 2.7 + 0.050 mm, p<0.001) y
(WKY-SSI: 1.9 £ 0.12 mm vs WKY-MCT:3.9 + 0.09 mm, p<0.01) (tabla 4).

13.4Reactividad vascular.

13.4.1Evaluacion de la viabilidad de los anillos de arteria pulmonar (AP)
Para los estudios de reactividad vascular del tronco de la arteria pulmonar, en primera

instancia se evalua la viabilidad celular, con el propdsito de determinar si los anillos de la AP
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% de relajacion respecto a la maxima

Tension (g)

con y sin endotelio se contraen y se relajan con los pardmetros adecuados establecidos.
Primero se contraen los anillos de AP con fenilefrina (1 pM) para posteriormente inducir
relajacion con acetilcolina (1 uM).

Los anillos de arteria pulmonar con y sin endotelio de las ratas SH-HAP-Espontdnea y WKY -
MCT presentan casi un 50 % menos de contraccién que sus controles respectivos.

En la relajacion también los anillos de arteria pulmonar con endotelio de las ratas SH-HAP-
Espontdanea y WKY-MCT se relajan aproximadamente menos que los anillos de los controles

y los anillos sin endotelio se relajan menos del 20 % en todos los grupos (Figura 12).
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Figura 12. - En la figura se muestran los resultados de la viabilidad celular del tronco de la AP
con y sin endotelio de los cuatro grupos experimentales. En a) se muestra la contraccién inducida
con fenilefrina (IuM) y en b) se muestra la contraccion inducida con acetilcolina (1uM). Los
resultados obtenidos fueron disminucién en la contraccion y relajacion en la AP de ratas HAP
espontanea y por MCT en relacion a su control respectivo (n=20 para cada grupo). Los resultados
se expresan como la media + error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey.
*##%p<0.001.
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13.4.2Efecto de la Fenilefrina en anillos de AP.

En los anillos de arteria pulmonar de los cuatro grupos el agonista de los receptores
adrenérgicos alfa 1 fenilefrina induce contraccion dependiente de la concentracidn, sin
embargo, al evaluar el efecto maximo (Emax) encontramos que la contraccién esta
amortiguada en los anillos con endotelio y sin endotelio en los grupos de HAP espontédnea y
por MCT en relacién a su control, grupo HAP espontanea (Emax (g): 152+0.06 y 0.88+0.05
en el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.001) y sin endotelio (Emax (g):
1.9840.08 y 0.98+0.08 en el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.001) y
en el grupo de HAP por MCT (Emax con endotelio (g): 1.53+0.03y 0.43+0.03 en el control
y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.001) y sin endotelio (Emax (g): 1.98+£0.03 y
0.64+0.03 en el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.001) (Tabla 5. Y figura
13 ay b). También se requiere una mayor concentracién de activacidon de estos receptores en
el grupo de HAP por MCT en relacion a su control en anillos con endotelio al evaluar la CEsg
(CEso (nM): 15 £ 0.06 y 62+0.02, en el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente,
p<0.01) y en el grupo de SH-HAP-Espontanea no existe diferencia entre las CEso(Tabla 5).

Tabla 5. Valores de Emax y CEsoen la AP de los cuatro grupos experimentales a
Fenilefrina y Acetilcolina.

Fenilefrina | Acetilcolina
+E -E +E -E
Grupo Emax (g) Ce50 (nM) Emax (g) Ce50 (nM) Emax (%) Ce50 (nM) Emax (%)
Control-WKY 1.5240.06 18+0.06 1.98+0.08 14+0.09 81+1.7 57+2.6 5.25+1.71
SH-HAP-Espontanea  0.88+0.05%** 16+0.08* 0.98+0.08*** 13+0.10 5243.9%%** 268+3.02%%*
Control-SSI 1.53+£0.03 15+0.06 1.98+0.03 18+0.09 93+1.5 11+2.1 9+1.71 68+0.93
WKY-MCT 0.43£0.03 *** 62+0.02%* 0.64£0.03*** 410.04 %% 334].5%%* 162 4% 4+0.8% 46+0.5%*

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-Espontanea: Hipertensa
espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y WKY -HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertension
arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan como la media + error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey.
*p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en relacién con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 13.- En la figura se observa que la respuesta contrictil a fenilefrina en los anillos de AP
con endotelio en a) y sin endotelio en (b) de ratas con HP-Espontanea y por MCT esta disminuida,
(n=8 para cada grupo). Los resultados se expresan como la media + error estindar. ANOVA de
una via con un pos hoc Tukey para comparar las Emax y CEso.

13.4.3Efecto de la Acetilcolina en anillos de AP.

La acetilcolina induce relajacion dependiente de endotelio en los anillos de AP, los resultados
que obtuvimos muestran una disminucién en la relajacién maxima (expresada en porcentaje)
en los anillos de AP con endotelio de ratas con HAP-espontdnea en comparacién con su
control, SH-HAP-Espontanea (Emax (%): 81+1.7 y 52 + 3.9 en el control y en SH-HAP-
Espontanea respectivamente, p<0.001) y en los anillos sin endotelio del grupo de HAP-
Espontanea la acetilcolina produce contraccion a concentraciones mayores a 500 nM (Tabla

Syfigural4ayb.).

En el grupo de HAP por MCT (Emax con endotelio (%): 93+1.5 y 33+1.5 en el control y en
WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.001) y sin endotelio (Emax (%): 9+1.7 y 4+0.8 en
el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.05) (Tabla 5. Y figura 14 a y b).
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Figura 14.- En la figura se observa que la relajacion inducida con acetilcolina en los anillos
de AP con endotelio en a) y sin endotelio en (b) de ratas con HAP-Espontanea y por MCT
esta disminuida, (n=8 para cada grupo). Los resultados se expresan como la media + error
estandar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey para comparar las Emax y CEso.

13.4.4Efecto de la Apomorfina en anillos de AP.

Para poder evaluar la funcioén fisiol6gica de los receptores dopaminergicos de la familia D2,
es necesario iniciar con un agonista general de estos receptores, la apomorfina. Nuestros
resultados muestran que en los anillos con endotelio de AP de los dos grupos produce
relajacion dependiente de la concentracion, pero algo importante de resaltar, es que también
en los anillos sin endotelio de los dos grupos ejerce importante relajacion. Al analizar las
curvas encontramos que la relajacion maxima no es diferente entre los anillos de AP con y
sin endotelio del grupo SH-HAP-Espontdnea en comparacidn con su control y tampoco hay
diferencia en la CEso entre estos grupos (Tabla 3 y figura 2a y 2b).

En el grupo de HAP por MCT (la Emax con endotelio (g): 91+2.4 y 71+1.4 en el control y
en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.001) y sin endotelio (Emax (g): 76+2.0 y 57+2.3
en el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.05) (Tabla 6. Y figura 15 ay b).
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Tabla 6. Valores de Emax y CEsoen la AP de los cuatro grupos experimentales a
Apomorfina.

Apomorfina
+E -E
Grupo Emax (%) Ce50 (nM) Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY 91+3.1 130+£2.3 62+8.4 193+5.2

SH-HAP-Espontanea 91£2.6 376+2.4%* 65+4.9 68143 2%**

*
Control-SSI 91+2.4 146+2.7 76%2.0 209+2.2
WKY-MCT T1+].4%%* 152+2.3 57+2.3% 34442 Q%%

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertensién arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media + error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacion con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 15.- En la figura se observa que la relajacion inducida con apomorfina en los
anillos de AP con endotelio en a) y sin endotelio en (b) de ratas con HP-Espontanea y por
MCT esta disminuida, (n=8 para cada grupo). Los resultados se expresan como la media
+ error estdndar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey para comparar las Emax y
CEso.

Este efecto se bloque6 con el antagonista del receptor Dael L-750 en los anillos de AP del

grupo control (Emax (%) con endotelio: 91+3.1 y 43+4.1 en ausencia y en presencia de
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antagonista respectivamente, p<0.001) (Tabla 4 y figura 4) y también se modifica la CEso
(CEso (nM) con endotelio: 130+2.3 y 303+4.2 en ausencia y en presencia de antagonista
respectivamente, p<0.05), este mismo comportamiento se presenta en los anillos sin
endotelio (Tabla 7 y figura 16).

Tabla 7. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista Apomorfina y presencia del
antagonista L-750.

Apomorfina
(Antagonista D4: L-750)

Grupo Emax Ce50 (nM)
(&)
Control-WKY (CE) sin antagonista 91.£3.1 130+2.3
Control-WKY (CE) con antagonista 43441 303+4.2
Control-WKY (SE) sin antagonista 62+8.4 193+5.2
Control-WKY (SE) con antagonista 33+3.1 93+2.2

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertension arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media #* error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacion con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 16.- El antagonista del receptor D4 el L-750 bloquea el efecto vasodilatador de la
apomorfina en a) con endotelio y b) sin endotelio. Los resultados se expresan como la
media + error estindar. ANOV A de una via con un pos hoc Tukey para analizar las Emax

y CEso.
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13.4.5 Efecto del SKF 38393 en anillos de AP.

El agonista del receptor D1 (SKF38393) produce vasorelajacion en anillos con endotelio y
el efecto es menor en los anillos pulmonares de las ratas con HAP espontdnea con respecto
al control (Emax (%): 71+2.2 y 46+£3.9 en el control y en SH-HAP-Espontanea
respectivamente, p<0.001) (Tabla 3 y figura 2c) y sin endotelio (Emax (g): 29+1.2 y 14+1.8 en
el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.05). En el grupo de HAP por MCT
(la. Emax con endotelio (g): 71x1.9 y 3444.3 en el control y en WKY-HAP-MCT
respectivamente, p<0.001) y sin endotelio (Emax (g): 31£2.0 y 15£5.0 en el control y en
WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.01) (Tabla 8. Y figura 17 ay b).

Tabla 8. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista SKF 38393

SKF 38393
+E -E
Grupo Emax (%) Ce50 (nM) Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY T71+2.2 113+£3.5 29+1.2 115+1.2
SH-HAP-Espontanea  46+3.9%*% 111425  14+1.8* 123£2.0
Control-SSI 71+1.9 205+2.4 31+2.0 445+1 .4
WKY-MCT 3444 3%%% 173+£2.3**%  [54£5.0%* 209+4 5***

*

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertensién arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media * error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacion con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 17.- La activacion del receptor D, con SKF38393 produce vasodilatacion en los

anillos con endotelio (a) pero no en los anillos sin endotelio (b) y esta vasodilatacion es
menor en los anillos de AP de ratas con HP-Espontanea y por MCT en comparacion con
el control respectivo. (n=8 para cada grupo). Los rresultados se expresan como la media
+ error estandar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey para evaluar la Emax y CEso

Este efecto se bloqued con el antagonista del receptor D el SCH-23390 en los anillos de AP
del grupo control (Emax (%) con endotelio: 71.3+2.2 y 10£2.4 en ausencia y en presencia de
antagonista respectivamente, p<0.001) (Tabla 4 y figura 4) y también se modifica la CEso
(CEso (nM) con endotelio: 113£3.5 y 8220+ 2.6 en ausencia y en presencia de antagonista
respectivamente, p<0.001), este mismo comportamiento se presenta en los anillos sin

endotelio (Tabla 9 y figura 18).

Tabla 9. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista SKF 38393 y presencia del
antagonista SCH-23390.

SKF
(Antagonista D1:SCH-23390)
Grupo Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY (CE) sin antagonista 71£2.2 113£3.5
Control-WKY (CE) con antagonista 10+2.4 8220+2.6
Control-WKY (SE) sin antagonista 29+1.2 115+£1.2
Control-WKY (SE) con antagonista 3+1 2261+0.3

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y .
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertension arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media * error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacidn con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 18- El antagonista del receptor D; el SCH-23390 bloquea el efecto vasodilatador
del SKF 38393 en a) con endotelio y b) sin endotelio. Los resultados se expresan como la
media + error estdndar. ANOV A de una via con un pos hoc Tukey para analizar las Emax
y CEso.

13.4.6Efecto del agonista del receptor dopaminérgico D2, el quinpirole en

la arteria pulmonar de ratas con HAP.
También las arterias pulmonares con endotelio respondieron al agonista D, quinpirole con

una relajacion concentracion dependiente y el efecto es menor en los anillos pulmonares con
endotelio de las ratas con HAP-Espontanea con respecto al control(Emax (%): 64+5.1 y
3742.7 en el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01) (Tabla 10 y figura
19), ademds, también produce minima vasorelajacion en los anillos pulmonares sin endotelio
en el grupo control, aunque a dosis mds altas y la CEso es mayor en el grupo de HAP en los
anillos con endotelio entre los grupos (CEso (nM): 208 £ 4.9 y 785+1.2 en el control y en
SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01)(Tabla 10 y figura 19).

En el grupo de HAP por MCT también esta disminuida la relajacion a este agonista en los
anillos con endotelio (Emax (g): 54 6.1 y 33 + 3.3 en el control y en WKY-HAP-MCT
respectivamente, p<0.01) y en los anillos sin endotelio la relajacién es minima en ambos
grupos. Las CEso son diferentes en ambos grupos (CEso con endotelio (nM): 166 + 3.8 y 236
+ 1.7 en el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.01) y sin endotelio (CEso:
3403 + 0.5 y 38 £ 0.5 en el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.01).
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Tabla 10. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista Quinpirole.

Qinpirole
+E -E
Grupo Emax (%) Ce50 (nM) Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY 64 +5.1 208 +£3.1 19 +6.7 895+£3.5
SH-HAP-Espontanea 37 £2.7 ** 785 £ 1.2 ##* 5+2.9% 511 £1.2 %%
Control-SSI 54+6.1 166+3.8 9+2.2 3403+0.5
WKY-MCT 33+3.3% 236+1.77%%%* 1£0.7* 3840, 5%**

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertensién arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media + error estandar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en

relacion con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 19.- La estimulacién del receptor D, con quinpirole produce una mayor
vasodilatacion en los anillos con endotelio (a) que en los anillos sin endotelio (b) y esta
vasodilatacion es menor en los anillos de AP de ratas con HP-Espontanea en comparacion
con el control. (n=4 para ambos grupos). Los resultados se expresan como la media +
error estandar. T-student para evaluar las Emax y las pD2. *p<0.05.

Este efecto se bloqued con el antagonista del receptor D> el Raclopride en los anillos de AP

del grupo control (Emax (%) con endotelio: 64.3+5.1 y 14+0.95 en ausencia y en presencia

de antagonista respectivamente, p<0.001) (Tabla 11 y figura 20) y también se modifica la
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CEso (CEso (nM) con endotelio: 2084£3.1 y 1331+0.84 en ausencia y en presencia de

antagonista respectivamente, p<0.001), este mismo comportamiento se presenta en los

anillos sin endotelio (Tabla 11 y figura 20).

Tabla 11. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista Quinpirole y presencia del
antagonista Raclopride.

Quinpirole
(Antagonista D2: Raclopride)

Grupo Emax (g) Ce50 (nM)
Control-WKY (CE) sin antagonista 64 £5.1 208 £3.1
Control-WKY (CE) con antagonista 14 +0.95 1331 £0.84
Control-WKY (SE) sin antagonista 19 £6.7 895 +£3.5
Control-WKY (SE) con antagonista 5+1.2 820 +0.68

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertensién arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media + error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacidn con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 20.- El antagonista del receptor D2 el Raclopride bloquea el efecto vasodilatador
del Quinpirole en a) con endotelio y b) sin endotelio. Los resultados se expresan como la
media + error estindar. ANOV A de una via con un pos hoc Tukey para analizar las Emax

y CEso.

13.4.7El1 7-OH-DPAT produce vasoconstriccion de anillos de AP

Al evaluar el efecto de la estimulacion del receptor D3 en anillos de arteria pulmonar con el

7-OHDPAT encontramos que se produce vasoconstriccion concentracion dependiente. Lo
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que podemos observar cuando evaluamos el Emax es que la vasoconstriccion en los anillos
con y sin endotelio de AP de las ratas con HAP espontanea y por MCT esta disminuida en
comparacion con el control (Emax (g) con endotelio: 0.6+0.02 y 0.45+0.02 en el control y en
SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01) y sin endotelio (Emax (g): 0.98+0.04 y
0.51%0.03 en el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01). También las
CEso son diferentes entre los grupos, necesitando mds concentraciéon de farmaco para
alcanzar el 50 % de efecto en el grupo con SH-HAP-Espontanea (CEso (nM) con endotelio:
405 = 0.01 y 652+0.01 en el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01) y
sin endotelio (CEso (nM): 343 + 0.06 y 57+0.03 en el control y en SH-HAP-Espontanea
respectivamente, p<0.01) (Tabla 5 y figura 3a y 3 b). En el grupo de HAP por MCT (Emax
(g) con endotelio: 0.58+0.03 y 0.3+0.02 en el control y en WKY-HAP-MCT
respectivamente, p<0.01) y sin endotelio (Emax (g): 0.97+0.08 y 0.40+0.02 en el control y
en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.01). También las CEso son diferentes entre los
grupos, necesitando mds concentracion de firmaco para alcanzar el 50 % de efecto en el
grupo HAP-MCT (CEso (nM) con endotelio: 405 £ 0.01 y 652+0.01 en el control y en SH-
HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01) y sin endotelio (CEso (nM): 343 + 0.06 y
57240.03 en el control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01) (Tabla 13 y
figura 21 ay b).

Tabla 13. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista 7-OH-DPAT.

7-OH-DPAT
+E -E
Grupo Emax (%) Ce50 (nM) Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY 0.60+0.02 405+0.01 0.98+0.04 343+0.06
SH-HAP-Espontanea 0.45+0.02%** 652+0.01%+* 0.51£0.03%** 57240.03%**
Control-SSI 0.58+0.03 352+0.02 0.9740.08 646+0.05
WKY-MCT 0.3+0.02%** 360+0.01%* 0.40£0.02%** 21040.01%#*

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertension arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media * error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacidn con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 21.- La activacion del receptor D, con7-OH-DPAT produce vasoconstriccion en los

anillos con (a) y sin endotelio (b) y esta vasoconstriccidon es menor en los anillos de AP de
ratas con HAP-Espontanea y por MCT en comparacion con el control respectivo. (n=8 para
cada grupo). Los rresultados se expresan como la media + error estindar. ANOVA de una
via con un pos hoc Tukey para evaluar la Emax y CEso.

Este efecto se bloqued con el antagonista del receptor D3 el U99199 en los anillos de AP del
grupo control (Emax (g) con endotelio: 0.60+0.02 y 0.40+0.03 en ausencia y en presencia de
antagonista respectivamente, p<0.05) (Tabla 5 y figura 3) y también se modifica la CEso
(CEso (nM) con endotelio: 405+0.01 y 372+0.01 en ausencia y en presencia de antagonista
respectivamente, p<0.001), este mismo comportamiento se presenta en los anillos sin

endotelio (Tabla 14 y figura 22).
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Tabla 14. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista 7-OH-DPAT y presencia del
antagonista U99199.

7-OHDPAT
(Antagonista D3: U99199)

Grupo Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY (CE) sin antagonista 0.60+0.02 405+0.01
Control-WKY (CE) con antagonista 0.40+0.03 372+0.01
Control-WKY (SE) sin antagonista 0.98+0.04 343+0.06
Control-WKY (SE) con antagonista 0.68+0.04 229+0.03

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertensién arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media + error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacion con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 22.- El antagonista del receptor D, el U99199 bloquea el efecto vasoconstrictor del 7-OH-

DPAT en c) con endotelio y d) sin endotelio. Los resultados se expresan como la media + error
estandar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey para analizar las Emax y CEso.
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13.4.8El PD produce vasoconstriccion de anillos de AP
El agonista D4 (PD 168077) produce vasorelajacion, es similar al efecto de la apomorfina,

esta relajacion se produce tanto en los anillos con endotelio como en los anillos sin endotelio,

la relajacion es muy similar entre el grupo de HAP-Espontanea y HAP-por MCT respecto a

su control respectivo. (Tabla 15 y figura 23).

Tabla 15. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista PD 168077.

PD 168077
+E -E
Grupo Emax (%) Ce50 (nM) Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY 94 +£3.6 253 +£4.1 75+£7.0 567 £4.8
SH-HAP-Espontanea 91 £2.6 341 £2.6 83 +3.5% 581 £2.9%
Control-SSI 86+2.6 195+1.9 70+2.7 1035+1.5
WKY-MCT 88+2.9 443+2.2 63+5.5% 936+2.6%#*

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertension arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media #* error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacién con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 23.- E1 PD 168077 produce vasodilatacion en los anillos de AP con endotelio (a) y
sin endotelio (b), y el Emax no es significativamente diferente entre los cuatro grupos.
(n=8 para cada grupo). Los resultados se expresan como la media + error estandar.
ANOVA de una via con un pos hoc Tukey para analizar las Emax y la CEso.
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Este efecto se bloqued con el antagonista del receptor D4 el L-750 en los anillos de AP del
grupo control (Emax (%) con endotelio: 94+3.6y 29+4.9 en ausencia y en presencia de
antagonista respectivamente, p<0.001) (Tabla 4 y figura 4) y también se modifica la CEso
(CEso (nM) con endotelio: 253+2.11y 101142.5 en ausencia y en presencia de antagonista
respectivamente, p<0.001), este mismo comportamiento se presenta en los anillos sin

endotelio (Tabla 16 y figura 24).

Tabla 16. Valores de Emax y CEsoen la AP con el agonista PD 168077 y presencia del
antagonista L-750.

PD168077
(Antagonista D4: L-750)

Grupo Emax (%) Ce50 (nM)
Control-WKY (CE) sin 94 +3.6 253 +4.1
antagonista
Control-WKY (CE) con 29 + 4 9% 1011 £ 2.5%%*
antagonista
Control-WKY (SE) sin 75+£7.0 567 £4.8
antagonista
Control-WKY (SE) con 26 +3.4%* 905 + 1.2%*
antagonista

+E: Con endotelio; -E: Sin endotelio; Emax: Efecto maximo; CEso; Control-WKY: Wistar Kyoto control; SH-HAP-
Espontanea: Hipertensa espontanea con hipertension arterial pulmonar espontanea; SSI: Solucién Salina Isoténica y
WKY-HAP-MCT: Wistar Kyoto con hipertensién arterial pulmonar por monocrotalina. Los resultados se expresan
como la media * error estindar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey. *p<0.05; **p<0.01 *** y p<0.001 en
relacion con su control respectivo. N=8 para cada grupo.
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Figura 24.- El antagonista del receptor D, el L-750 bloquea el efecto vasodilatador del PD

168077 en a) con endotelio y b) sin endotelio. Los resultados se expresan como la media
+ error estdndar. ANOVA de una via con un pos hoc Tukey para analizar las Emax y CEso.
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141L.a HAP reduce los niveles de 6xido nitrico en la
AP

En la HAP espontdnea y por MCT los niveles de NO; estdn disminuidos en relacién a su
control respectivo. En el grupo de HAP espontanea (NO> (uM): 4.1£0.38 y 2.4+0.28 en el
control y en SH-HAP-Espontanea respectivamente, p<0.01) y en el grupo de HAP por MCT
(NO2 (uM) 5 +£0.28 y 1+0.12 en el control y en WKY-HAP-MCT respectivamente, p<0.001).

c 61
5
[o]
Py I
o 47
e}
(o))
n
o 2-
z Rk
Q
e}
i ]
2 0
I 1 L L
N > \ 3
& Qz 9(9 é(’
Q& »2 4 p
° ot + VQ
& R Q RS
Q <
v N
R
6‘2‘

Figura 25.-En esta figura se representan en los niveles del metabolito del ON, los NO, en

homogenados de AP. En estos resultados preliminares se observa que existe una disminucion
en la concentracion de ON en la AP De ratas con HP-Espontanea y por MCT (n=4) respecto a
su control respectivo (n=4). Los resultados se expresan como la media + error estindar. ANOVA
de una via con un pos hoc Tukey. ***p<0.001.
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15La HAP produce hipertrofia de la pared de la AP

En la HAP espontanea existe aumento del espesor de la pared de la AP a expensas de la capa

adventicia, mientras que en la HAP por MCT existe también aumento de la pared de la AP a

expensas de la capa de células de musculo liso.
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Figura 26.- En la figura se muestra la hipertrofia de la arteria pulmonar a expensas
de la hiperplasia de la capa media y adventicia (n=8 por grupo). ANOVA de una
via con un pos hoc Tukey. ***p<0.001. Amplificacién a 10 X.
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16Discusion de resultados.

En el presente estudio, la HAP inducida por MCT caus6 una disminucidn significativa en la
ganancia de peso corporal final, este bajo peso puede deberse a que el MCT estd asociado
con la disminucién del crecimiento en las ratas producto de induccién de anorexia severa y
el aumento en la expresion de atrogenes y del factor de necrosis tumoral o (TNF a) que
promueven la atrofia muscular y por lo tanto se imita a la caquexia y la pérdida de masa
muscular esquelética informada en pacientes con HAP (Steffen y cols., 2008; Laurenco y
cols., 2011), caso contrario a la HAP en las ratas SH, estas ratas aunque no presentan
caquexia, si tienen un peso menor a su control como esta reportado por Sen y cols., 1974 que
estas ratas tienen un desarrollo menor al control normotenso debido a la hipertensiéon

sistémica que presentan.

La disminucién en el peso corporal fue acompafiada con un aumento significativo en el peso
del corazén, en la relacién peso de corazén/peso corporal, peso de ventriculo derecho y
espesor de ventriculo derecho en ambos grupos con HAP en relacién a sus controles
respectivos. Analizando el peso del corazén podemos observar que es mayor el peso de
corazén en las ratas con HAP en relacion a las ratas con HAP por monocrotalina, este
resultado puede deberse a que las ratas hipertensas espontaneas desarrollan hipertrofia de
ventriculo izquierdo y sumado a la hipertrofia de ventriculo derecho (Damatto y cols., 2016)
el corazén es més pesado (Alvarez y cols., 2008) en comparacion a las ratas administradas
con monocrotalina que al ser normotensas solo desarrollan hipertrofia de VD, otro factor que
podria ser responsable del mayor peso del corazén en el grupo con HAP de la cepa SH en
relacién al grupo de HAP por monocrotalina es el peso corporal, ya que esta reportado que
el tamafo de algunos 6rganos, entre ellos el corazén es directamente proporcional al peso
corporal (Noragi y cols., 2014), tomando en cuenta este pardmetro analizamos la relacion
peso corazdn/peso corporal y lo que encontramos es que esta relacion esta aumentada en
ambos grupo de HAP pero es mds alto este valor en el grupo de HAP por monocrotalina en
comparacion con el grupo de HAP de la cepa SH, resultado contrario al del peso del corazén.
Este resultado sumado al aumento del peso del corazon es un indicativo de la existencia de
hipertrofia cardiaca, esta hipertrofia cardiaca depende en estos dos grupos de HAP de la

hipertrofia de VD, el peso de VD en estos dos grupos esta aumentado en relacidon a sus
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controles respectivos, en este caso el VD de las ratas con HAP espontanea es mayor en
relacién al grupo de monocrotalina, este resultado estd relacionado con el mayor peso de
corazdn que presentan esas ratas. La relacion peso VD/Peso de corazén es mayor en el grupo
de monocrotalina en relaciéon al de HAP espontanea indicando que la hipertrofia de VD es
mds severa en el grupo de monocrotalina. Estos resultados indican que existe hipertrofia
cardiaca en diferentes grados que se refleja en mayor peso de corazén, dependiendo este, de
la hipertrofia de VD como esta reportado para el modelo de HAP espontdnea (Atkins y cols.,

1995) y por monocrotalina (Hessel y cols., 2006).

Si bien se sabe que la hipertrofia del ventriculo derecho es consecuencia del aumento de la
resistencia vascular pulmonar la cual se ha respaldado por la observacion de que el trasplante
de pulmén en pacientes con hipertension arterial pulmonar tromboembdlica crénica revierte
la hipertrofia del ventriculo derecho (Pasque y cols., 1995). También existe informacion que
muestra que la progresion de la disfuncién del ventriculo derecho no siempre depende de los
pulmones. Por ejemplo, los subgrupos de pacientes en tratamiento con vasodilatadores
contindan desarrollando un empeoramiento de la funcién del ventriculo derecho a pesar de
la mejora de la hemodindmica de la arteria pulmonar (Girgis y cols., 2011). Existe consenso
en que el aumento de la poscarga causada por la remodelacién vascular pulmonar inicia la
hipertrofia del ventriculo derecho, pero los determinantes que conducen a la remodelacion
adaptativa versus la falla del ventriculo derecho (hipertrofia desadaptativa) son muy
heterogéneos y que esta condicion es la que determina la sobrevivencia de los pacientes o de
los modelos animales. En nuestro estudio podria estar pasando esto ya que la sobrevivencia
de las ratas que desarrollan HAP cuando se les administra MCT es muy baja en relacién con
el modelo de HAP esponténea, lo que nos podria sugerir que en las ratas con HAP espontanea
la hipertrofia del VD es adaptativa versus la hipertrofia de VD en el modelo de MCT que es

no adaptativa y por lo cual existe fala de este ventriculo.

La hipertrofia de VD no adaptativa se puede asociar directamente con un proceso de
isquemia producto de una alteracién en el suministro de sangre al ventriculo derecho en la
HAP. En modelos de HAP por monocrotalina se ha demostrado que tienen rarefaccion
capilar (Bogaard y cols., 2009). En estudios histolégicos se muestra una densidad reducida

de microvasos en el ventriculo derecho de pacientes con HAP (Piao y cols., 2013). Este
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proceso disminuido de la angiogénesis se manifiesta con la disminucién de la expresion de
genes angiogénicos (VEGF, IGF-1 y angiopoeitina-1). También se presenta desregulacion
del sistema nervioso auténomo que se manifiesta con regulacion a la baja y desensibilizacion
de los receptores a y B-adrenérgicos en los miocitos del VD (Oikawa y cols., 2005).

Los cardiomiocitos que se agrandan rdpidamente cambian de generacion de energia aerdbica

a anaerdbica, lo que resulta en el crecimiento celular en condiciones relativamente hipdxicas.

La hipertrofia de VD es producto del aumento de la resistencia vascular pulmonar
ocasionada por el remodelamiento de los vasos pulmonares de resistencia y de conductancia,
en este trabajo encontramos que existe un aumento en el didmetro externo del tronco de la
arteria pulmonar en los grupos de HAP, la asociacion entre la dilatacién de AP y la HAP se
ha documentado en estos pacientes (Shin y cols., 2014) debido a que el aumento de la presion
intrapulmonar produce aumento de la tensién de cizallamiento lo que induce a la
remodelacién vascular, que incluye el engrosamiento vascular y la dilatacién para compensar

este aumento (Botney 1999 ).

Lo que pudimos observar es que las ratas administradas con monocrotalina presentan
cambios estructurales mds marcados que en las ratas con HAP espontdnea y esto se refleja
en los valores de presion de VD en donde las ratas del grupo de monocrotalina presentan
mayor aumento de presion de VD que en las ratas con HAP espontanea, estos resultados se
correlacionan con los obtenidos por Shin y cols., en el 2014 en donde observo que a medida

que aumenta el didmetro de la arteria pulmonar, la presiéon de VD también aumentaba.

Esta diferencia en gravedad de los pardmetros evaluados entre los dos modelos de HAP se
debe a la diferencia fisiopatolégica por el cual generan el remodelamiento vascular pulmonar

que impacta en el VD y que desencadena en la HAP en estas ratas.

En la rata hipertensa espontanea se propone que se genera HAP por un aumento en los niveles
de leptina y expresion del receptor a leptina (Gomart y cols., 2014), similar a lo reportado en
humanos donde en la HAP de tipo idiopética se propone la existencia de niveles elevados de
leptina (Huertas y cols., 2012), la leptina y su receptor principal se propone que contribuyen
a la remodelacion vascular, en particular en enfermedades cardiovasculares, actuando como
un factor proliferativo y estimulador de la migracion para células de musculo liso vasculares

sistémicas y ademds promueve la infiltracion de células inflamatorias de la pared vascular
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por reclutamiento de monocitos de la intima (Santos-Alvarez vy cols., 1999) y macréfagos
para la transformacién de células espumosas y secrecion adicional de citoquinas
proaterogénicas que estimulan la hipertrofia vascular (Beltowski 2006), en la rata
espontdneamente hipertensa que desarrolla HAP también se ha encontrado infiltraciéon de
leucocitos en las arterias y venas intrapulmonares que presentan un alto grado de hipertrofia
(Aharinejad y cols., 1996). Otro mecanismo implicado es el aumento en la sefializacion de la
endotelina-1, en la rata SH que genera HAP se han encontrado niveles elevados de
endotelina-1 y mayor expresion del receptor ETA en musculo liso de arterias pulmonares,
ademds de aumento en la reactividad vascular a la endotelina-1 en arterias intrapulmonares
(Gomart y cols., 2014). La endotelina-1 (ET-1) es un péptido vasoactivo que contribuye a la
hipertrofia vascular, a través de la activacion de dos subtipos de receptores, el ET-A y ET-B
que estan acoplados a proteinas G. La activacion del receptor a ET-1 da como resultado la
estimulacidon de varias vias de sefializacion, incluidas las proteinas cinasas activadas por
mitégeno (MAPK), la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3-K) y la proteina cinasa B (PKB) y un
papel importante en la regulacién del Ca 2+, estos mecanismos estdn relacionados con la
regulacion de la hipertrofia vascular, el crecimiento, la proliferaciéon y la supervivencia

celular (Sandoval y cols., 2014).

Mientras que en la HAP por monocrotalina el mecanismo que se propone es que este es
metabolizado en el higado por el sistema microsomal CYP P450 (CYP3A4) produciendo
un metabolito toxico el dihidro-monocrotalina (Chesney y Allen, 1973), este metabolito se
ha mostrado que dafia especificamente las células endoteliales pulmonares. EI mecanismo
por el cual produce el dafio endotelial no esta totalmente clarificado, pero se propone que las
células endoteliales de las arterias pulmonares expuestas a dihidro-monocrotalina desarrollan
megalocitosis caracterizada por un aparato de Golgi agrandado, lo que ocasiona una
disminucidn del tréafico de proteinas, desplazamiento de la sintasa de 6xido nitrico endotelial
lejos de la membrana plasmatica y la interaccion 6xido nitrico-caveola estan disminuidos
(Lee y cols., 2009). Las células endoteliales expuestas a monocrotalina demuestran
alteraciones marcadas del trafico de la membrana intracelular que afecta a varias proteinas
de la membrana celular (Sehgal and Mukhopadhyay 2007). La pérdida de proteinas de
membrana inducida por monocrotalina da como resultado la activacion de factores

proliferativos y antiapoptéticos y la desregulacion de la sefializacion del 6xido nitrico, lo que
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lleva a hipertrofia vascular pulmonar severa (Huang y cols., 2010). Estos cambios
estructurales de la arteria pulmonar en ambos modelos impactan directamente en la
reactividad vascular a diferentes agentes vasoactivos, como se ha mostrado en modelos
animales de hipertension pulmonar, ya que existe aumento en la reactividad vascular
pulmonar a agentes vasoconstrictores y una disminucién en la respuesta a agentes
vasodilatadores. De acuerdo con eso, los estudios en modelos animales sugieren que la
vasodilataciéon pulmonar dependiente de ON estd alterada en la hipertension pulmonar

(Budhiraja y cols., 2004).

16.1Reactividad vascular a fenilefrina y acetilcolina.
Al evaluar la reactividad vascular a fenilefrina un agonista del receptor a-1-adrenergico

encontramos una disminucién en la contraccion en los anillos de arteria pulmonar de las ratas
con HAP tanto espontanea como por monocrotalina respecto a su control, pero algo
interesante es que en el grupo de monocrotalina encontramos una mayor disminucién en la
contraccion que el grupo de HAP espontdnea y también se requiere mayor concentracion de
farmaco para inducir contraccién en el grupo de monocrotalina que el grupo con HAP
espontanea sugiriendo que los mecanismos de sefalizaciéon adrenérgicos que involucran al
receptor (menor nimero de receptores y desensibilizados) estdn mds alterados en este grupo.
Existen reportes que indican que la contraccién inducida con fenilefrina esta reducida en la
arteria pulmonar de ratas administradas con monocrotalina (Mam y cols., 2010; Christou y
cols., 2012) lo que corrobora nuestros resultados, no asi en el caso de la HAP espontanea en
donde existe la evidencia de que la contractilidad inducida con fenilefrina esta mejorada en
estas ratas (Gomart y cols., 2014) esta contradiccion podria deberse al tipo de preparacion
que se utilizo, mientras que ellos utilizaron las arterias intralobares de resistencia nosotros

utilizamos el tronco de la arteria pulmonar que es un vaso de conductancia.

Esta regulacion a la baja de los receptores a-adrenérgicos podria deberse a que se ha
demostrado que durante la HAP existe una liberacion aumentada de catecolaminas
(Adrenalina y noradrenalina) en la circulacion pulmonar por lo cual existe incremento en la
sefalizacion adrenérgica que involucra a los receptores a y  adrenérgicos. Sin embargo, si

este evento se mantiene en el tiempo en niveles lo suficiente altos como para producir
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desensibilizaciéon a la sefializacion de adrenérgica a través de las vias de sefializacion

dependientes de la proteina cinasa A (PKA) (Mak y cols., 2012).

La disminucion de la respuesta contrictil en el modelo de HAP también se ha reportado que
puede deberse a alteraciones en los mecanismos de sefializacion después de que se activa el
receptor al-adrenergico (Mam y cols., 2010), una de las vias que se ha reportado esta
disminuida en la HAP por monocrotalina es la via RhoA/ROCK que esta involucrada en la
contraccion del musculo liso producida por varios agonistas entre ellos la fenilefrina.
También se ha reportado una regulacién a la alta de los canales de potasio BK¢. ocasionando
hiperporalizacién de la membrana de las células de musculo liso y por consecuencia
disminuye la entrada de calcio, este mecanismo se explica como un mecanismo

compensatorio ante el aumento de la resistencia vascular (Dai y cols., 2010).

Ademads de la vasoconstriccion alterada, también la relajacion esta alterada en la HAP. En
nuestro trabajo la relajacion de la arteria pulmonar con endotelio esta disminuida en las ratas
con HAP espontdnea y por monocrotalina, siendo mds deteriorada la relajacion en el grupo
de monocrotalina que en el grupo de HAP espontanea, estos resultados se correlacionan con
los encontrados por otros autores, en donde también la relajaciéon inducida con acetilcolina
esta disminuida (Altiere y cols., 1986; Mathew y cols., 1995; Packer y cols., 2003, Mam y
cols., 2010; Sirmagul y cols., 2013). Esta disminucion de la relajacion se debe a la disfunciéon
de las células endoteliales, desempefiando un papel integral en la patogénesis de la HAP en
humanos como en modelos animales (Peled y cols., 2008). Esta disfuncién endotelial se
caracteriza por una sobreproducciéon de vasoconstrictores, factores proliferativos, como la
endotelina-1, y una reduccién de los factores vasodilatadores, antiproliferativos, como el
6xido nitrico (ON), ya que se ha encontrado una disminucion de la eNOS en las ratas con
monocrotalina (Varshney y cols., 2016). El potente efecto vasodilatador y el efecto
antiproliferativo del ON estd mediado por su segundo mensajero, el monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc), en el sistema pulmonar (O'Callaghan y cols., 2010). Esta
disfuncién endotelial en la rata se ve reflejada en la disminucion de la relajacion dependiente
de endotelio como nosotros la encontramos en estos modelos.

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad grave con un mal prondstico.

En los pacientes no tratados, hay un aumento progresivo de la resistencia vascular pulmonar
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que conduce a fracaso ventricular derecho intratable y muerte prematura. El periodo mediano
de supervivencia después del diagndstico es de aproximadamente 2-3 afios. A pesar de las
grandes mejoras recientes en los tratamientos sintomdticos, ningin tratamiento actual cura
esta condicion devastadora. Por lo tanto, en este estudio nos centramos en el estudio de la
presencia y la funcidn fisiol6gica de los receptores dopaminergicos en la HAP espontdnea y
por monocrotalina para mostrar evidencia de una posible nueva estrategia terapéutica para la

hipertension pulmonar.

16.2Reactividad vascular a receptores dopaminergicos.

16.3Reactividad vascular al agonista dopaminérgico D1 el SKF
38393

En este estudio encontramos que la estimulacion del receptor dopaminérgico D; produce
relajacion dependiente y en menor medida independiente de endotelio de la arteria pulmonar
de ratas control, lo que sugiere que este receptor esta presente en endotelio y en musculo liso
de este lecho vascular, este resultado de producir relajacidén de arterias pulmonares se
correlaciona con lo reportado por Hoshino y cols., 1986; Mori y cols., 1988. Esta relajacion
producto de la estimulacién del receptor D esta atenuada en la HAP espontanea y por
monocrotalina, esta disminucion puede deberse a una regulacion a la baja de este receptor
similar a lo encontrado por Jinjuan y cols., 2014 en arterias mesentéricas de ratas con
hipertension arterial sistémica por sindrome metabdlico, otro mecanismo implicado en esta
alteracion es por un aumento en la fosforilacion de este receptor producto de la regulacion a
la alta de la MAPK lo que ocasiona un mal acoplamiento del receptor con la proteina Gs
(Yoshizumi vy cols., 2001).

En estudios de reactividad vascular la dopamina produce relajacion en anillos intactos
de la arteria pulmonar de conejo (Hoshino y cols., 1986; Mori y cols., 1988). Como esta
reportado el receptor D; produce relajacion en diferentes lechos vasculares, sin embargo,
existen pocos estudios de reactividad vascular en el lecho vascular pulmonar normal y en la

HAP.
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16.4Reactividad vascular al agonista dopaminérgico de la
familia D2 la apomorfina.

En primer lugar, evaluamos la reactividad vascular con un agonista general de los
receptores D2 (D2, D3 y D4) la apomorfina y lo que encontramos es que en anillos de la arteria
pulmonar con y sin endotelio de las ratas control produce una relajaciéon potente y estd
disminuida en el grupo de monocrotalina y no hay cambios en de HAP espontanea. Se ha
encontrado que la apomorfina causé relajacion dependiente de la concentracion en los anillos
con endotelio de arteria pulmonar. También la bromocriptina, otro agonista dopaminérgico
D2 produjo relajacion en esta arteria (Yamauchi y cols., 1992).

Con la apomorfina mostramos que los receptores dopaminergicos tienen una funciéon
fisiol6gica vasorelajadora muy importante en la arteria pulmonar, que se encuentran
predominantemente en musculo liso y confirmamos la presencia de estos receptores en este
lecho vascular como lo reportaron otros autores en humanos (Ricci y cols., 1992, Jin y cols.,

1995) y conejo (Bruzzone y cols., 2002).

16.5Reactividad vascular al agonista dopaminérgico D: el
Quinpirole.

La estimulacion del receptor D3 produce contraccidn de la arteria pulmonar por lo que
proseguimos a estudiar al receptor D2y lo que encontramos fue que produce relajacion de
aproximadamente el 50 % de esta arteria, esta relajacion es dependiente e independiente de
endotelio lo que sugiere la presencia de receptores D2 en endotelio y musculo liso. En la HAP
espontanea se encuentra una la relajacion disminuida lo que podria sugerir una disminucién

a la baja de este receptor.

16.6Reactividad vascular al agonista dopaminérgico D3 el 7-OH-
DPAT.

Estos resultados muestran la presencia y funcion fisiolégica de este receptor
dopaminérgico D; en la arteria pulmonar de ratas WistarKyoto e Hipertensa espontdnea y
corrobora lo reportado por otros autores donde encuentran a este receptor en las arterias
pulmonares de humano (Ricci y cols., 2006) y en otros lechos vasculares (aorta y arterias

mesentéricas) (Zeng y cols., 2004). También encontramos que la contraccion por la
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estimulacion del receptor D3 en la HAP espontanea y por monocrotalina esta disminuida, este
efecto podria deberse por una regulacion a la baja de este receptor como un mecanismo
compensatorio ante el aumento de la resistencia vascular pulmonar en esta enfermedad.

Esta contraccion inducida con el 7-OHDPAT podria estar relacionado con la
sefalizacion de la dopamina con el sistema serotoninérgico en este vaso. Gilbert y Goldberg
1975 encontraron que la contraccion inducida por la dopamina en la arteria femoral de perro
parecia estar mediada por un receptor estrechamente relacionado con los receptores de la
serotonina en especial del receptor serotoninérgico SHT>a ya que al antagonizar a este
receptor con la ciproheptadina disminuia a contraccién inducida con dopamina. (Brown y
cols., 1998; Kanai y cols., 1993; Wanstall y O'Donnell 1990).

La contraccidn de la arteria pulmonar también podria deberse a la estimulacién de la
dopamina a su receptor dopaminérgico D3, en este estudio demostramos que la estimulacion
de este receptor con el agonista 7-OH-DPAT produce vasoconstriccion concentracion
dependiente de la arteria pulmonar y este efecto no depende del endotelio, lo que sugiere que
estos receptores se encuentran en el musculo liso. Este efecto se ha sustentado mediante el
uso del antagonista de este receptor (U-99194A), el cual bloquea el efecto vasoconstrictor
del 7-OH-DPAT en la aorta de ratas con hipertension arterial espontanea (datos no publicados

del laboratorio).

16.7Reactividad vascular al agonista dopaminérgico Dsel PD
168077.

La estimulaciéon del receptor D4 produjo una relajacién importante de la arteria
pulmonar no solo en los anillos con endotelio sino también en los anillos sin endotelio lo que
sugiere que los receptores D4 estdn presentes en mayor medida en musculo liso de esta arteria
como esta reportado en aorta de rata (Yu y cols., 2014), para corroborar que el receptor D4
estd presente en la arteria pulmonar hicimos curvas dosis efecto con el agonista D4 en
presencia del antagonista y lo que encontramos es que se bloque el efecto en mas del 50 %
lo que demuestra que el efecto que vemos es por activacion de este receptor. También es
importante observar que a pesar de que existe una ligera disminucion en la relajacion en el
grupo de monocrotalina, la relajacion es mas del 70 %, en el grupo de HAP la relajacion fue
casi del 100 %, esto nos lleva a pensar que en estos dos modelos de HAP el numero y

sensibilidad de este receptor no tiene una alteracion significativa lo que podria ayudar a
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disminuir la resistencia vascular pulmonar, lo que nos indica que el receptor D4 juega un
papel importante en la regulacion de la arteria pulmonar y podria ser un blanco terapéutico
importante para el tratamiento de esta enfermedad ya que también se ha demostrado que la
estimulacion de este receptor disminuye la migracion e hipertrofia de células de musculo liso
al producir una regulacién a la baja del receptor AT en un modelo de hiperinsulinemia (Yu

y cols., 2014).

Los resultados hasta el momento muestran la presencia los receptores D1, D2, D3y D4
y ademads que tienen una funcién en la contraccion y relajacion de esta arteria, siendo el que
ma4s tiene una repercusion el receptor D4 ya que produce una relajacién muy potente y no se

modifica tanto en la HAP.

Nosotros en este trabajo evaluamos las concentraciones de 6xido nitrico en la arteria
pulmonar y lo que encontramos fue una disminucién en los grupos con HAP en relacién a su
control. Esta disminucién es producto de la disfuncién endotelial y a la disminucion en la
biodisponibilidad de esta sustancia como esta reportado en la literatura. La disminucién de
los niveles de ON se correlacionan con lo reportado por Sungwon y cols., 2014, en donde
ellos muestran niveles mas bajos de ON y GMPc en un modelo de HAP por monocrotalina.
También en la HAP en humanos se asocia con una produccioén alterada del vasodilatador
derivado del endotelio, NO (McLaughlin y McGoon 2016). El NO actiia sobre las células
del musculo liso para inducir la vasodilatacién e inhibir la proliferacién al aumentar la
produccion del mensajero secundario GMPc mediante la activaciéon de la guanilatociclasa
soluble (Ignarro y cols.,1987), esta disminucion estd relacionada con la hipertrofia de la

arteria pulmonar en esta patologia.
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17 Conclusiones

1.-Los resultados sugieren la presencia de receptores DA (Di,D2,D3, y Ds4) en arteria
pulmonar, lo que corrobora lo reportado por otros autores, aunque lo importante es que esta
identificacion es por su funcion fisioldgica.

2.- El efecto de la apomorfina (agonista D2) tiene un claro efecto vasodilatador en anillos
pulmonares con y sin endotelio. Este efecto predomina en las ratas con HAP espontanea.

3.- El efecto de los agonistas D; (SKF 38393) y D> (quinpirole) es un claro efecto
vasodilatador en anillos pulmonares con endotelio, aunque el efecto es menor comparado con
la apomorfina y el PD 168077, ademds tienen un minimo efecto en los anillos pulmonares
sin endotelio. Este efecto es menor en las ratas con HAP Espontanea y por monocrotalina.

4.- El agonista D3 (7-OH-DPAT) produce vasoconstriccién en anillos de arteria pulmonar de
los cuatro grupos. Este efecto esta disminuido en los anillos pulmonares de ratas con HAP
Espontanea y por monocrotalina.

5.- El agonista D4 (PD 168077) produce vasorelajaciéon en anillos con y sin endotelio, el
efecto maximo es muy similar al de la apomorfina. El efecto de este agonista es similar entre
los anillos pulmonares con y sin endotelio en el grupo control. La relajacion en los AP de las
ratas con HAP espontdnea y por monocrotalina es muy similar a sus controles.

6.- El efecto del agonista D4+ (PD 168077) sugiere que el receptor D4 estd presente en el
endotelio, pero predominantemente en el musculo liso.

7.-Los niveles de ON estan disminuidos en las AP de ratas con HAP espontdnea y por
monocrotalina.
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Perspectivas

Cuantificar NOz en la arteria pulmonar de los 4 grupos experimentales en presencia
y a ausencia de los agonista dopaminergicos.

Realizar Binding de membrana en la arteria pulmonar de los 4 grupos experimentales
para conocer datos farmacologicos de los receptores dopaminérgicos.

Realizar tincion inmunohistoquimica en la arteria pulmonar de los 4 grupos
experimentales para identificar la localizacion de los receptores dopaminergicos.
Administrar a ratas con hipertension pulmonar agonistas de los receptores
dopaminergicos para ver el efecto de estos en un modelo in vivo.
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Anexo 1

Regulacion del tono vascular de la circulacién pulmonar en condiciones normales
Regulacion pasiva.

En la circulacién pulmonar, se llevan a cabo mecanismos tanto pasivos como activos. Dentro
de los mecanismos pasivos se producen dos procesos importantes en la regulacion de la
vasculatura pulmonar.

Uno es el reclutamiento y distension de los vasos pequefios (arteriolas, capilares y Vénulas)
(Berne RM. y cols., 1998). Esto es bajo condiciones normales, cuando la presion auricular
derecha es baja, en este proceso algunos vasos pulmonares estdn abiertos y conducen sangre,
otros estdn abiertos, pero no conducen sangre y otros vasos sanguineos estdn cerrados. A
medida que aumenta la presion, los vasos sanguineos que estaban abiertos, pero no conducian
sangre ahora empiezan a conducir sangre, y algunos vasos que estaban completamente
cerrados ahora pueden abrirse. Este reclutamiento de nuevos vasos sanguineos ayuda a
disminuir la resistencia vascular pulmonar y cualquier dilataciéon adicional de estos vasos

causard una reduccion adicional de la resistencia pulmonar general. Esta notable capacidad
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para reducir atin mds la resistencia vascular pulmonar hace posible que cuando el gasto
cardiaco aumenta no se produzca un incremento tan grande en la presion media de la arteria
pulmonar (Boron WF. y cols., 2005).

El ejercicio produce un aumento de la presion auricular izquierda que es progresiva a la
intensidad del ejercicio y explica la mayor parte del aumento de la presion que se puede
observar. Para que los pulmones realicen su intercambio de gases eficazmente, la circulacion
pulmonar debe mantener una presion pulmonar arterial y capilar sin muchos cambios
mientras se acomoda el aumento del gasto cardiaco (McLaughlin, VV. Y cols., 2004).
Regulacion activa

Hay una gran cantidad de influencias vasoconstrictoras o vasodilatadoras que causan
regulaciéon de la vasculatura pulmonar, en especifico en la contraccién o relajaciéon de las
células del musculo liso. Las células del musculo liso vascular se alinean en la pared arterial
justo debajo de las células endoteliales. Son células altamente especializadas cuyas
principales funciones son la contraccién y la relajacion (Hilgers RH. Y cols., 2005). Expresan
una variedad de proteinas contrictiles, canales idnicos y responden a seiales de moléculas
que regulan la contraccion. La contraccion y relajacion de las células musculares lisas son
causadas por un aumento o disminucién del calcio intracelular respectivamente, o por
desactivacion y activacion respectivamente de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina. La
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina actia para cambiar el tono vascular.La membrana
celular es permeable a una serie de iones, los mas importantes son Na +, K +, Ca2 + y Cl-.
Estos iones atraviesan la membrana a través de canales especificos que pueden abrirse
(activarse) y cerrar (se inactivan). Su apertura y cierre pueden ocurrir en respuesta a 1)
cambios de voltaje (canales de voltaje), 2) activacion de receptores Canales), o
especificaciones o ligandos.

Es importante destacar que hay varios tipos diferentes de canales K + que juegan un papel
importante en el potencial de reposo de la membrana y en los potenciales de accion. La
activacion de estos canales de K + desencadena una disminucion en el potencial de la
membrana(Hiperpolarizacion), ocasionando disminucion en el Ca2 + intracelular, causando
asf relajacion del musculo liso y por lo tanto vasodilatacion.

Muchas sustancias vasoactivas influyen en la resistencia vascular pulmonar produciendo

segundos mensajeros como el AMPc y / o GMPc, que puede causar una disminucion del Ca2
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+ intracelular. Estos segundos mensajeros duran poco porque se degradan por las enzimas
fosfodiesterasas (PDE). La inhibicion de la PDE en el musculo liso vascular pulmonar puede
proporcionar una poderosa herramienta para reducir la resistencia vascular, prolongando la
semivida del AMPc y /o GMPc.

Células endoteliales.

Las células endoteliales interactdan con las células del musculo liso presentes en la pared
vascular por un lado y con células circulantes por otro lado. Las células endoteliales pueden
producir diferentes vasodilatadores (es decir, 6xido nitrico (NO), prostaciclina(PGI2), factor
de hiperpolarizacién derivado del endotelio (EDHF)) y vasoconstrictores(Endotelina (ET))
en respuesta a estimulos fisiolégicos como el estrés por cizallamiento.

El tejido pulmonar es particularmente activo en la sintesis, el metabolismo y la liberacién de
una serie de prostaglandinas, que pueden desempeiar un papel en la regulaciéon de la
resistencia vascular pulmonar. Las isoenzimasciclooxigenasa (COX) -1Y -2 catalizan la
conversion de dcido araquidonico en tromboxano A2 (TXA?2) y prostaglandinas (PGs). Las
prostaglandinas 12 (PGI2) y E1 (PGE1) estén activas y producen vasodilatacion pulmonar,
mientras que la PGF2a y PGA2 son vasoconstrictores pulmonares (Vane JR. Y cols., 1990)
El Oxido nitrico(ON) es otro agente vasoactivo sintetizado por el endotelio que juega un
papel importante como un vasodilatador (Duncker DJ. Y cols ., 2000). Se sintetiza a partir
del aminoécido L-arginina y por accién de la sintasa del ON (NOS), existen 3isoformas: la
NOS inducible(iNOS), una isoforma, expresada principalmente por macréfagos, la NOS
neuronal (nNOS), unalsoforma expresada por las neuronas, y la NOS endotelial (eNOS). La
eNOS es dependiente del calcio y se expresa ampliamente en el endotelio pulmonar de los
mamiferos (Fonseca JC. Y cols., 2004). EI NO actda a través de guanosinamonofosfato
ciclico (GMPc) para regular los canales de potasio y tiene un efecto muy localizado. Si el
NO se difunde a la sangre circulante, se une inmediatamente e irreversiblemente al hierro en
la hemoglobina. Por lo tanto, su accion esta estrictamente localizada en el lecho vascular en

el que esta producido (Berne RM. Y cols., 1998).

Control neurohumoral.
La vasculatura pulmonar expresa alfa (o) y beta ()Adrenoreceptores, que ayudan a regular

el tono vascular mediante la generacion de vasoconstriccion o vasodilatacion,
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respectivamente (Salvi SS. Y cols., 1998). Estos receptores se unen principalmente a
noradrenalina que se libera de los nervios adrenérgicos simpéaticos. Ademds, también se unen
a noradrenalina y adrenalina que circula en la sangre. El musculo liso tiene dos tipos
principales de a -adrenoceptores: alfal (al) y alfa2 (a2).

Los al-adrenoceptores se localizan en el musculo liso vascular. A diferencia de, los a2-
adrenoceptores se encuentran en las terminales nerviosas simpéticas, asi como en el misculo
liso vascular. Los al y a2 adrenoceptores del musculo liso estan unidosproteinas G, que
activa la contraccion del musculo liso. Los receptores a2-Adrenérgicos se localizan en las
terminales delos nervios simpdticos y sirven como mecanismo de retroalimentacion para la
liberacion de noradrenalina (Bevan RD. Y cols ., 1989) Los eventos de sefializacion que se
desencadenan por la activacion de los receptores al-adrenergico es el aumento de los niveles
de calcio intracelular y la activacidn de la proteinacinasa, que median respuestascontractiles
y proliferativas vasculares. Este mecanismo en las arterias pulmonares puede facilitar en gran
medida la regulacion local del tono vascular en cambios agudos en las concentraciones de
oxigeno, ajustando asi la perfusion regional.

Existen dos subtipos de receptores B-adrenergicos, Bl y P2-adrenergico. Las células del
musculo liso vascular tienen al receptor f2-adrenergico que estdn acoplados a una proteina
Gs, que estimula la formacion de AMPc., el aumento del AMPc intracelular causado por los
agonistas 2-adrenergico inhiben la cinasa de la cadena ligera de la miosina, produciendo
con ello la relajacién vascular.

La angiotensina I, el péptido efector del sistema renina-angiotensina (Ruiz-Ortega M. 2005)
causa vasoconstriccion. Se genera en el pulmén por medio de la enzimaconvertidora de
angiotensina I (Braunwald E. y cols., 2004) [46]. Se une a dos subtipos especificos de
receptores a angiotensina, los receptores AT1 Y AT2. AT1 predomina en los tejidos
vasculares pulmonares y contribuye a las enfermedades cronicas promoviendo la
proliferacion celular, procesos inflamatorios y fibrosis, mientras que AT2 se expresa en
condiciones patoldgicas y esta involucrado en vasodilatacion y apoptosis (Ruiz-Ortega M.
2005).

La serotonina (5-HT), es un componente importante de la densidad de los granulos en las
plaquetasy se libera tras la activacion de estas. La serotonina puede ser un vasodilatador

vascular, pero es un vasoconstrictor que promueve la hipertrofia de las células del musculo
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liso e hiperplasia en la vasculatura dafiada. Las células endoteliales normales responden a
serotonina mediante el aumento de la liberacion de NO, lo que conduce a la relajacién del
musculo liso. En el contexto de la disfuncién endotelial, la serotonina es incapaz de estimular
la liberacién de NO y aumenta el tono del miisculo liso, lo que conduce a la vasoconstriccion
(Fanburg BL. 1997).

Los receptores de serotonina se clasifican en 7 tipos, cada tipo puede tener subtipos A, B y
asi sucesivamente. La vasoconstriccion ocurre cuando la 5-HT se une a los receptores 5-HT.
Los receptores a serotonina se expresan en abundancia en la vasculatura pulmonar, donde
seencuentran predominantemente en la arteria pulmonar de células del musculo liso (McLean

MR. Y cols., 1996).
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