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RESUMEN.

La regulacion de la circulacidn pulmonar en el periodo de perinatal es
fundamental en la mantencién de una presién arterial media (MPAP) y una
resistencia vascular disminuida. Una desregulacion del tono arterial pulmonar basal
puede llevar a patologias tal como hipertension pulmonar. Esta descrito que la
regulacion del tono arterial pulmonar basal es resultado de un equilibrio de agentes
constrictores y relajantes. La principal via de transduccion de sefales involucrada
segun la bibliografia es la de sGC-cGMP-PKG, sGC es activado por compuestos
gaseosos como NO (producido en la capa endotelial por eNOS) y en menor
proporcion por CO, que puede ser producido endégenamente por hemoxigenasas.

Existen antecedentes de la estimulacion de la via sGC-cGMP mediante la
administracion exégena de hemina en modelos de ovejas recién nacidas (RNOV)
hipertensas. Se desconocen los efectos de la induccion de la respuesta dependiente
de cGMP en un modelo de RNOV normotenso. Nuestra hipdtesis es que la
administracion de hemina produce en la circulacion pulmonar neonatal una
exacerbacion de la via vasodilatadora dependiente de cGMP. Se utilizaron RNOV
normotensas de nivel de mar, dividiéndolas en dos grupos al azar. Se les administré
hemina (15mg/Kg peso) o control (Vehiculo de NaOH 0,01N y PBS 1x) desde el 5%
dia de vida, durante 10 dias. Al dia 17 de vida se eutanizo y se recolectaron tejidos
para el estudio funcional ex vivo con miografias de alambre de la via dependiente
de cGMP en arterias pequenas de pulmon, e in vitro con PCR de la expresion génica
de sus componentes y por ELISA para evaluar el contenido de cGMP del tejido
pulmonar.

Los resultados muestran un aumento del contenido total de cGMP en el grupo
con administraciéon de hemina y aumento de la funcionalidad dependiente de cGMP
por lo que se acepta la hipotesis de la memoria. Estos resultados contrastan con la
respuesta in vivo donde no se modificé la mPAP entre ambos grupos. Se concluye
que la regulacién del tono vascular basal primordialmente no depende del equilibrio
de los agentes vasoactivos como es descrito en la bibliografia del tema estudiado y
por lo tanto se cuestiona la supuesta regulacién de la circulacion pulmonar basal del

periodo perinatal.



ABSTRACT.

A cGMP mediated pulmonary vascular reactivity study in hemin-treated
newborn sheep. The pulmonary circulation’s regulation in the perinatal period it is
fundamental in the maintenance of mMPAP and RVP decreased. A deregulation of
basal pulmonary arterial tone can lead to pathologies as pulmonary hypertension. It
is described that the basal pulmonary arterial tone regulation it is given by a balance
between constrictors and dilators agents. The main signal transduction pathway
involver according to research it is the sGC-cGMP-PKG one, sGC can be activated
by gaseous compounds as NO (produced on the endothelial layer by eNOS) and in
a minor degree by CO, which can be produced endogenously by hemoxygenases.
The data showed that exogenous hemin administration in hypertensive newborn
lamb can stimulate the sGC-cGMP pathway. It is unknown of the effects of the
induction of cGMP-dependent response in a pulmonary normotensive newborn
sheep model. Our hypothesis it's that hemin administration lead to an exacerbation
of the cGMP pathway on the pulmonary circulation regulation. Normotensive
newborn sheep were used from lowlands, dividing them on two random groups.
Hemin (15mg/Kg weight) or control (Vehicle 0.01N NaOH and PBS 1x) was
administered from the 5" day of life, for 10 days. On day 17 postnatal life the animal
was euthanized and tissues were collected for the ex vivo study with wire
myographies of functional study of the cGMP dependent pathway in small pulmonary
arteries, and in vitro with PCR of the mRNA expression of the components of the
pathway and ELISA technique for cGMP content of lung tissue.

The results showed an increase in the total cGMP content in hemin group
administration and an increase in cGMP-dependent functionality hence accepting
the hypothesis of this study. This results contrast with the in vivo response where
mPAP was unmodificated. It is concluded that the basal pulmonary circulation tone
regulation is not dependent of the balance between the vasoactive agents as
described by a lot of researchers of the studied topic and therefore, the supposed

regulation of the basal pulmonary circulation of the perinatal period is questioned.



| INTRODUCCION.
1.1 Aspectos basicos de la circulacién pulmonaria y su regulacién.

La principal funcion de la circulacion pulmonar es el intercambio gaseoso o
hematosis al nivel alveolar, por lo que es necesario que todo el gasto cardiaco pase
por su circulacién (1). La circulacién pulmonar tiene practicamente el mismo flujo
sanguineo que la circulacion sistémica, pero con un régimen de presiones seis
veces menor, debido a su baja resistencia vascular, caracteristica que adquiere
durante los primeros minutos de vida extrauterina en el periodo de transicion
neonatal (1,2).

La sangre que llega a los alvéolos, para participar en el intercambio gaseoso,
proviene de la circulacion pulmonar (1). Esta difiere de la circulacién sistémica en
multiples caracteristicas hemodinamicas y funcionales, como una presion arterial
pulmonar media (MPAP) y resistencia vascular pulmonar (RVP) disminuidas(1). Sin
embargo, no siempre el flujo sanguineo pulmonar fue igual durante el desarrollo,
durante la vida fetal, los pulmones no participan del intercambio gaseoso y se
caracterizan por estar llenos de liquido, poseer una pared arterial engrosada y un
tono vasoconstrictor elevado (3). La transicion de la vida intrauterina a la
extrauterina, esta caracterizada por cambios fisioldgicos hemodinamicos, iniciados
por el aumento del oxigeno que empieza a ingresar a los pulmones, durante el
trabajo de parto, y que induce la expresién de agentes vasodilatadores que dilatan
el lumen arterial, e inhiben la proliferacion de las células que componen las arterias
pulmonares, ademas de inducir o estimular los procesos que a continuacion
enumeraremos; el inicio de la ventilacion pulmonar, que con los movimientos
respiratorios ayudan a evacuar el liquido que antes llenaba los alveolos, y la
desaparicion de la circulacion placentaria (4). La eliminacidén y absorcion del liquido
pulmonar y la ventilaciéon, son claves para el establecimiento de la capacidad
residual funcional (3,5,6). Esto permite evitar el colapso alveolar, insuflando los
alveolos con cada ventilacion. Ademas es importante para el descenso de la RVP,
aumentando 10 veces el flujo sanguineo pulmonar (2,3,5,6). La regulacion del flujo

sanguineo esta mediado por un numero de factores, entre los que se incluyen el
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shear stress del flujo sanguineo y el equilibrio entre agentes vasoactivos como 6xido
nitrico (NO), prostaglandinas (PGls), endotelina (ET-1) y factores activadores de
plaquetas, entre otros (2,5-9).

Al momento del nacimiento, y durante la transicion perinatal, este territorio
sufre un cambio radical en sus propiedades (2,3). Diversos autores han estudiado
esta transicién (2,3,6,10-13). Desde un punto de vista estructural, se ha descrito
que las células que componen la arteria pulmonar sufren modificaciones radicales,
es asi, que el endotelio sufre un aplanamiento de sus células, pasando de ser las
células cubicas observadas en el periodo fetal, a una monocapa aplanada que
recubre el lumen arterial (11). Las células musculares también sufren cambios,
principalmente una reduccion en su numero, de manera que el grosor neto de la
pared arterial pulmonar de los recién nacidos, disminuye de manera rapida, es decir
a 72 horas desde el momento del parto, ya ha sido completamente remodelada la
arteria pulmonar (2,3,11).

El estudio de las propiedades vasoactivas también ha sido desarrollado
extensamente por diversos autores (3,12,13). En todos ellos se describe un territorio
que modifica la expresion y funcionalidad de los agentes vasoactivos, a medida que
se establece la circulacién pulmonar neonatal (3,9,12-14). Todos describen el
territorio pulmonar fetal, como una vasculatura, con un predominio del tono
vasoconstrictor (mediado por ET-1, 5HT, tromboxano (TX)) por sobre el
vasodilatador (mediado por NO, PGI2, bradiquininas) (2,3,14—16). Este predominio
se invierte después del nacimiento, pasando a un predominio vasodilatador, dada
la gran caida de la RVP que se produce en las primeras horas de vida (3,5,12,17).

Es en los dias posteriores al nacimiento, donde la circulacion pulmonar
neonatal define sus propiedades y funcionalidades, modificando la estructura
arterial y el establecimiento de un tono vasoactivo (2,3,14,17). Esto permite soportar
el paso del 100% del gasto cardiaco por sus arterias, y convertirse en una
circulacién que es exquisitamente regulada por las concentraciones de oxigeno
(2,3,17,18).

Como se describié en trabajos de finales del siglo XIX la vasoconstriccion

pulmonar hipdxica se caracteriza por que a medida que disminuye Ila
9



biodisponibilidad de oxigeno, la circulacién pulmonar se contrae, favoreciendo que
zonas vasculares pobremente oxigenadas se contraigan, disminuyendo la perfusion
(19). Aun es controversial cual sistema es el que predomina en este proceso, hay
quienes se inclinan por que son canales de potasio dependientes de voltaje, los que
le dan a la circulacién pulmonar la capacidad de responder a niveles bajos de
oxigeno (14,20,21). Otros plantean que serian los radicales libres los que regularian
este proceso (14,20,21). Hay quienes le confieren la regulacion a los receptores
mecanicos que sensan los cambios en el flujo sanguineo (2,14,20,21).

Durante este periodo, la expresién génica y proteica de los diferentes actores
que participan en los procesos de regulacion del tono vascular, se ven modificados
(2,3). En las primeras semanas de vida, son dias de adaptacion a un nuevo medio,
y a nuevas exigencias vasculares, por lo que es muy interesante estudiar este
periodo (2,14). Muchos trabajos han destacado el rol de los agentes vasoactivos en
la regulacion del tono arterial pulmonar en distintas momentos de la vida del
individuo, en todos ellos destacan el rol del control local y lo describen como un gran
equilibrio de agentes vasoconstrictores y vasodilatadores, para mantener una
resistencia vascular y una presién arterial pulmonar baja, que como mencionamos
anteriormente, es cerca de 6 veces menor a la sistémica. Sin embargo, poco se ha
profundizado en esta regulacion durante el periodo postnatal, donde ocurren
grandes cambios fisioldgicos, o adaptaciones al medio extrauterino, en que tanto la
estructura de la arteria pulmonar, como sus propiedades vasoactivas son
drasticamente modificadas, lo que lleva a preguntarse, ¢ es el equilibrio vasoactivo
el gran responsable de mantener esta resistencia vascular baja?.

Comencemos por definir las arterias pulmonares desde el punto de
histologia. Estas se dividen en 3 capas concéntricas, la tunica intima es la capa mas
interna compuesta por una capa de ceélulas endoteliales, la tunica media la cual
contiene células de musculo liso (SMC) y la tunica adventicia que es la capa mas

externa, rica en fibras de colageno y fibras elasticas (11,22) (Figura 1).
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Figura 1. Determinacion de morfometria de arteria pulmonar.
Corte histolégico de parénquima pulmonar, con tinciéon de Van Gieson. Negro: Nucleos celulares;
rojo: tejido elastico; café: capa muscular.

Como se mencion6 anteriormente, la tunica interna compuesta por una capa
unica de células endoteliales forma la mono capa interna del vaso, cubriendo los
componentes celulares del vaso y del tejido conectivo (11). Las células endoteliales
interactuan intimamente con los contenidos vasculares, incluyendo las células
sanguineas circulantes y el plasma, las que son sujetos a las fuerzas
hemodinamicas en la superficie luminal vascular (23).

La sefalizacidon producida por las células endoteliales, en respuesta a los
estimulos del flujo sanguineo, resultan en respuestas a corto plazo que regulan el
flujo sanguineo (21). Esto ocurre mediante la expresidbn de nuevos genes o
secrecion de factores que actuan en el endotelio o las células musculares
adyacentes (2,3,21). Estos factores regulan los cambios a largo plazo tales como
los cambios de sobrevida, proliferacion, diferenciacion y adhesion, permitiendo el
mantenimiento del endotelio y de las estructuras vasculares asociadas, como lo es
la capa muscular lisa (14,21).

La tunica media, compuesta por las SMC, tiene el papel activo en el control
del flujo sanguineo (24). Mediante la interaccion de los filamentos de actina y

cadena liviana de la miosina, que permiten la contraccion de las células musculares
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,y por ende regular el diametro luminal del vaso (24). Esta capa muscular, comparte
caracteristicas que son comunes a todos los musculos lisos: carecen del patréon de
bandas estriadas cruzadas que se dan en musculo esquelético y cardiaco (de ahi
el nombre “lis0”), y su inervacién esta mediada por el sistema nervioso auténomo lo
que determina que su regulacion no esta dada por control voluntario (1).

La contraccion del musculo liso, asi como la del musculo esquelético, se
produce por el cruce entre los filamentos de actina y miosina para generar fuerza, y
los iones de calcio para controlar la unién del puente cruzado. Sin embargo, la
organizacion de los filamentos contractiles y el proceso de acoplamiento de la
contraccion de la excitacidon son bastante diferentes en estos dos tipos de musculo
(1). Por eso los agentes vasoconstrictores, aumentan la sensibilidad a calcio de las
proteinas que modifican el grado de entrecruzamiento de las fibras que participan
de ella, o modifican el grado de fosforilacién de las proteinas que modulan la

vasocontraccion (3,25).
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1.1.1 Aspectos basicos de la vasoconstriccion:

La contraccion de los vasos sanguineos consiste en una disminucion del
lumen (3,25). Esto ocurre mediante el acortamiento de las fibras de actina en las
SMC de los vasos sanguineos (1,25). Este proceso es regulado mediante la
activacion de receptores ubicados tanto en las células endoteliales como en las
SMC, activadas ya sea por estimulos fisicos, como el shear stress, o quimicos como

la SHT y ET-1, y por estimulos de las células endoteliales o directamente por

activacién de los receptores de las SMC (3,14,21).
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Figura 2. Esquema de contraccion de las SMC.

DG: Diacilglicerol; IP3: Inositol 1,4,5-trifosfato; PKC: Fosfoquinasa C; MLCK: Quinasa de la cadena
liviana de la miosina; MLCP: Fosfatasa de la cadena liviana de la miosina; RhoGEF: dominion tipo
Rho; RhoA: GTPasa pequefia homologa ras miembro a; GTP: guanilil trifosfato; GDP: Guanilil
difosfato; ROCK: Quinasa dependiente de la proteina tipo rho a; ATP: Adenosin trifosfato.
Adaptado (25).

Los receptores de las células musculares se encuentran unidos a proteina G
tipo a y se encuentran anexos a fosfolipasa C (PLC) o a un homélogo de la familia
génica Ras, miembro A (RhoA) dependiendo del agonista a unir. En el caso de la

endotelina (ET-1), los receptores son ETA y ETB y estan ligados a una PLC
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(17,26). Los receptores de serotonina (5HT) 5HT1B/D, 5HT2A y 5HT2B que estan
ligados a una PLC o a una proteina RhoA (17,25-27).

ET-1, un polipéptido de 21 aminoacidos producido principalmente por las
células endoteliales (1,26). Es un potente vasoconstrictor que presenta
propiedades mitogénicas e hipertréficas (3,26). Estimula la proliferacion,
migracion, contraccion, remodelamiento de la matrix extracelular, secrecion de
factores de crecimiento y mediadores inflamatorios en las SMC (9,28). Ejerce su
efecto de una manera autocrina y paracrina a través de la activacion de sus dos
subtipos de receptores, tanto ETA como ETB (9,28). Ambos receptores pertenecen
a la gran familia de receptores de transmembrana acoplados a proteinas G (9,28).
Cada uno de los receptores esta acoplado a un tipo distinto de proteina G, pero en
ambos receptores la accidn es aumentar el calcio intracelular (2,9). Los receptores
ETA estan altamente expresados en las células musculares de los vasos, mientras
que ETB se encuentra predominantemente expresados en las células endoteliales
(29-31). Ambos receptores exhiben roles fisiolégicos relativamente distintos
(31,32). La activacion de ETA por ET-1 contribuye a la vasoconstriccion, pues
aumenta el calcio intracelualr de las células musculares induciendo la unién entre
miosina y actina, y el crecimiento celular y adhesion celular, mientras que la union
de ET-1 a ETB lleva a una vasodilatacion, pues en células endoteliales el aumento
de calcio aumenta la unén calcio-calmodulina, que activa la eNOS e induce la
liberacion de NO y prostaciclinas (9,28). A nivel fetal, la expresion de ET-1 se
encuentra elevada desde mediados de la gestacién hasta el momento del parto,
donde tiene como funcidn aumentar la vasodilatacion pulmonar inducida por
ventilacion y oxigenacion en una via principalmente dependiente de la activacion
de ETB (28,32). En el periodo de transicion ET-1 reduce su expresion
contribuyendo a la mantencién de la baja PVR en el RN (9,28-31).

Por otra parte, la 5-HT actua como un mediador bioquimico y sus funciones
incluyen un rol en la neurotransmision del sistema nervioso central, hemostasia,
espasmos vasculares y motilidad gastrointestinal (33). 5HT tiene un importante
papel en el periodo fetal en la mantencion de la RVP elevada (34). Los niveles de

SHT disminuyen luego del parto (34,35). Una mantencion de los niveles elevados
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de S5HT se asocian al desarrollo de hipertensién pulmonar del RN (34-36). La
respuesta celular de SHT es a través del aumento de la actividad de la PLC
acoplada a proteina Gq, donde produce dos segundos mensajeros potentes a
partir del lipido de membrana fosfatidilinositol 4,5- difosfato: diacilglicerol (DG) e
inositol 1,4,5 - trifosfato (IP3) (1,25). IP3 se une a receptores especificos del reticulo
endoplasmico, produciendo la liberacién de calcio (Ca?*), aumentando la
concentracion del calcio citosolico ([Ca*?i). Este [Ca?*]i junto a DG activan a la
proteina quinasa C (PKC), que fosforila proteinas especificas (1,25,37).

En las SMC PKC tiene efectos promotores de contraccion al fosforilar canales
de Ca*? u otras proteinas que regulan la contraccion (1,25). El [Ca*?] se une a la
calmodulina en el citosol, este complejo se une a la quinasa de la cadena liviana
de la miosina (MLCK) que utiliza adenosina trifosfato (ATP) para fosforilar la
miosina (1,25,37). La miosina fosforilada se une a los filamentos de actina
produciendo el puente cruzado y la contraccion del musculo (1,25,37) (Figura 2).

En el caso de la respuesta a tromboxano (TBx) a través de los receptores de
TBX, estos se encuentran unidos a una molécula de RhoA que activa la rho quinasa
(ROCK-2), que a su vez activa la MLCK (38,39). EI TBx A2 (TxA2) es un
prostanoide inestable, metabolito del acido araquidénico (AA), producido
predominantemente en plaquetas, en respuesta a una variedad de estimulos
fisiologicos y patoldgicos (40). Puede ser producido en el endotelio por accion de
la TBx sintasa (TXS) utilizando prostaglandina Iz (PGl2) como sustrato y activa los
receptores de TXA2 en la membrana de las SCM (41). PGIz por su parte, tiene
propiedades dilatadoras y tiene un rol importante en la disminucion de la RVP en
el nacimiento (3,42,43). Un desbalance entre los niveles de PGlz2 y TXA2, con un
aumento de la produccion de TXA2, favorece efectos vasoconstrictores (42,43).
Este balance entre PGl2 y TXA2 es modulado por oxigeno y es dependiente de la
edad (42,43). Un aumento de la produccion de TXAZ2 no inicia el fenotipo de la
hipoxia persistente en RN pero activa salidas del ciclo celular y adherencia al

fenotipo contractil (42,43).
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1.1.2. Aspectos basicos de la vasorelajacion:

La relajacién del musculo liso ocurre ya sea como resultados de la remocion
del estimulo contractil o por directa accion de una molécula que inhiba el
mecanismo contractil (25). Sin importar cual, el proceso de relajacion requiere de
una disminucién del [Ca?*];, y un aumento en la actividad de la MLCP (1,25). El
reticulo endoplasmico y la membrana plasmatica contienen Ca-Mg-ATPasas las
que remueven el Ca?'* del citosol (1,25). En la membrana plasmatica, se
encuentran también intercambiadores Na*/Ca?* que ayudan a la disminucion del
[Ca?*].. Durante la relajacién, los canales de Ca?* (tanto de receptor o de voltaje)
en la membrana plasmatica se cierran, resultando en una disminucion de la
entrada de Ca?* a la célula (1,25) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de relajacion de las SMC.
MLCK: Quinasa de la cadena liviana de la miosina; MLCP: Fosfatasa de la cadena liviana de la
miosina. Adaptado (25)
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Dentro de los vasorelajantes mas importantes se encuentran el 6xido nitrico
(NO), que es un gasotransmisor producido endégenamente por la enzima NO
sintasa (NOS) (3,44—46). Se sintetiza a partir de L-arginina (L-Arg), NO y L-citrulina
(46). En el endotelio vascular, la Arginasa-2 (Arg-2), compite con la NOS por la L-
Arginina, y un desbalance del equilibrio, es senal de disfuncion endotelial (47). Se
conocen 3 isoformas de NOS, inducible (INOS), endotelial (eNOS) y neuronal
(nNOS) (48). De estas, eNOS es el regulador mas importante en la produccion de
NO en la circulacion pulmonar perinatal (49).

La NOS produce NO catalizando una oxidacién de 5 electrones de un
nitrogeno guanidino de la L-Arg. La oxidacion de L-Arg a L-citrulina ocurre via dos
reacciones de mono-oxigenaciones sucesivas produciendo N“-hidroxil-L-arginina
(NOHLA) como un intermediario (48). El segundo paso requiere un solo electron,
pero involucra la activacion de una molécula de oxigeno (O2), gracias a la
presencia de tetrahidrobiopterina (H4B) mediante un enlace perdxido al complejo
hemo, terminando en la liberacion del NO del complejo férrico mediante la
reduccion del H4B (48).

El NO generado difunde a la SCM, que esta proxima a la célula endotelial
(3,50,51). Se estimula la guanilato ciclasa soluble (sGC) que cataliza la produccion
de guanilil monofosfato ciclico (cGMP), el segundo mensajero predominante en la

via vasodilatadora (50,51).

1.2. Activacion de sGC y producciéon de cGMP.

La generacion de cGMP es mediada por la isoformas de la enzima sGC y
guanilato ciclasa particulada (pGC) (52,53). Ambas isoformas de GC difieren en
las moléculas que las activan (52,53). La pGC es estimulada por péptido
natriuréticos (53). La sGC es activada por NO y CO, generados en la célula
endotelial y que difunde a la célula muscular lisa, donde se encuentra ubicada la
sGC (54-56).

La sGC, isoforma predominante en los procesos de control del tono vascular,
es una hemoproteina citosolica y heterodimérica con dos subunidades homodlogas
a (73 a82 kDa) y B (~ 70 kDa) con un grupo prostético hemo en la subunidad 3
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(52,56,57). Es estimulada por NO y monéxido de carbono (CO) mediante la union
al Fe?* del grupo hemo, que lleva a un corte del enlace entre la Histidina (His'%) y
el Fe?*, llevando a un cambio conformacional que es propagada a la subunidad
catalitica (a), donde aumenta la produccién de cGMP (52,56,57).

La sGC puede ser existir en dos formas distintas: la forma nativa,
contenedora del grupo hemo o reducida, que es la forma receptora endégena de
NO y la forma oxidada o que pierde el grupo hemo, involucrada en el desarrollo de
variadas enfermedades cardiovasculares (52,58). La forma libre del grupo hemo
ya no es sensible al NO y se denomina como disfuncional (58). La sGC libre de
grupo hemo es rapidamente degradada por ubiquitinizacion (59). Los
estimuladores de sGC, dependientes de hemo tienen un modo dual de accion al
sinergizar con el NO endodgeno y de estimular directamente la forma nativa de la
enzima independiente de NO (52,60). Los activadores de sGC hemo
independientes, por el contrario son capaces de activar la sGC patolégicamente
libre del grupo hemo, cuando esta en una condicién en la cual el NO del organismo
practicamente no tiene efecto (59—61). sGC aumenta su expresion y actividad con
la edad durante el periodo de transicion neonatal (62).

El ¢cGMP producido, activa variados sistemas efectores, tales como la
proteina quinasa dependiente de cGMP (PKG-1) (3,52). Esta quinasa fosforila
distintas proteinas que regulan de manera negativa la contraccién mediada por la
ROCK-2 (50). El regulador por excelencia de los niveles de cGMP en la célula es
la fosfodiesterasa 5 (PDE-5), que es cGMP especifica y tiene como accion
principal, la degradacion del cGMP mediante la ruptura del ciclo a través de una
reaccion de hidratacion, generando GMP (63—65). La expresion, pero no la
actividad de PDE-5, es dependiente de la edad, teniendo en las primeras semanas
de vida un aumento a la activacién en respuesta a la activacion de sGC por efecto
de CO (63).

ROCK-2 por su parte tiene un papel importante en la mediacion de la
vasoconstriccion y el remodelado vascular en la patogénesis de la hipertensién
pulmonar (9,16,66,67). ROCK induce la vasoconstriccion mediante la fosforilacion

de la fosfatasa de la cadena liviana de la miosina (MLCP), por lo tanto, disminuye
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la actividad de la fosfatasa y aumenta la contraccion del musculo liso vascular
(3,66). Los niveles de ROCK-2 se encuentran elevados en el feto y son
responsables de la RVP aumentada (14,16). Desde el nacimiento y hasta las dos
semanas se produce una disminucién de la actividad de ROCK-2, que en caso de
ser revertida, es parte del mecanismo de la HPPN (2,68,69)

Otra molécula que activa la sGC, es el mondéxido de carbono (CO),
sintetizado por la hemoxigenasa (HO) (70,71). La HO es una enzima microsomal
con tres isoformas diferentes, HO-1 es una proteina de 32 kDa inducida frente a
estimulos tales como rayos ultra violeta, peréxido de hidréogeno (H202), hipoxia, pro
oxidantes, inflamacion, metales pesados y NO (72). Por otro lado, la HO-2 es una
proteina de 36 kDa y se expresa normalmente en las capas endoteliales y
musculares de los vasos sanguineos y generan CO que modulando, bajo
condiciones fisioldgicas, el tono vascular (73,74). HO-3 tiene un peso molecular de
33 kDa y comparte una considerable homologia con HO-2 (73,74). Por otra parte,
existe una regulacién de HO-1 frente a estimulos (74,75), Se ha visto un aumento
de su expresion en aterogénesis, heridas por reperfusiéon de isquemia y anafilaxis

cardiaca, asi también por hipoxia (73-75).

1.2.1. Hemina como inductor de la hemoxigenasa y de su via de senalizacion.

La hemina es un inductor de la HO, derivado de la hemoglobina, que fue
aprobado por la FDA como tratamiento de la porfiria (76). La hemina es producida
de manera endogena en el cuerpo humano, como por ejemplo en el recambio de
eritrocitos (76,77). El grupo hemo es un grupo prostético, compuesto de un Fe?*
coordinado a un tetrapirrol, sistema heterociclico conocido como protoporfirina a
través de sus 4 atomos de nitrégeno (77,78). Los 4 pirroles se encuentran unidos
por enlace metino, el Fe?* esta unido a un residuo de histidina de la cadena globular
y a un oxigeno que une de manera coordinada (77,78). El Fe*? del grupo hemo en
la hemoglobina se encuentra en ese estado de oxidacion, para permitir la unién
reversible a oxigeno (78). En casos donde la oxidacion de la hemoglobina ocurre y

produce la metahemoglobina, se oxida el Fe*? a su forma férrica (Fe3*) haciendo
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que la hemoglobina sea incapaz de transportar oxigeno (77,78). La liberacién del
grupo hemo desde la globina, lleva a la oxidacion del hierro y a la generacion, en
presencia de ion cloruro (ClI') a hemina, la forma oxidada de la protoporfirina 1X
(Figura 4) (77,78).

Figura 4. Estructura de hemina.

Hemina actua como sustrato de HO, donde se convierte en 3 grandes etapas,
a biliverdina, con liberacion de CO y Fe?*. La primera etapa corresponde a la
conversion de hemina a a-meso-hidroxihemo (Figura 5, compuesto 2), donde
mediante el uso de un e, una molécula de Oz y un H* llevan a adicionar un grupo
OH en el carbono alfa del grupo porfirico con la liberacién de una molécula de H20.
La siguiente etapa, corresponde a la conversion de a-meso-hidroxihemo a
verdohemo (Figura 5, compuesto 3) donde, mediante el uso de una molécula de Oz,
un ey un H*, se produce la reduccion del grupo porfirico, especificamente del Fe
del ciclo y el OH agregados previamente (79). Es en esta etapa donde se produce
la liberacion de una molécula de CO (79). La ultima etapa de la degradacion de
hemina por HO se trata de la conversion de verdehemo a biliverdina (Figura 5,
compuesto 4), donde se utilizan 3 e-, 3 H* y un O2 se abre el ciclo, y se libera el Fe?*

del grupo hemo y una molécula de H20 (79,80).
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Figura 5. Mecanismo de conversién de hemina a biliverdina por hemoxigenasa-1.

Modificado de (79).1: hemo; a: etapa de adicion de grupo OH a carbono alfa del grupo hemo; 2: a-
meso-hidroxihemo; b: etapa de reduccién de Fe y OH; 3: verdohemo; c: etapa de deshidratacion
final; 4: biliverdina.

La administracion de hemina induce en ratas y ovejas hipertensas
vasodilatacion y disminucion de la presion arterial sistémica (73,81). El grupo de
Ndisang demostré que en ratas de 4 y 8 semanas de vida, la administracion de
hemina aumenta los niveles proteicos de sGC y el contenido de cGMP en distintos
lechos vasculares, tales como el lecho pulmonar y aortico (73,82). Ademas, la
administracion de hemina en corderos recién nacidos sometidos a hipoxia cronica
gestacional (81), induce una disminucion de la mPAP, indice de hipertrofia
cardiaca derecha y el grosor de las arterias pulmonares principales como
pequenas (81,83). Desde un punto de vista funcional y de expresion, la hemina
exacerba la via vasodilatadora dependiente de cGMP, aumentando la expresién
proteica de ambas isoformas de HO, y también de sGC en animales de tierras altas
(TA) o hipertensas (84). Este efecto podria provocar un aumento en la produccion
de cGMP (84). Junto con aumentar la relajacion dependiente de NO (81). La
hemina también potencia la relajacion dependiente de endotelio y posee
propiedades antioxidantes en modelo de rata hipertensiva adultas (85).
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En el recién nacido de oveja (RNOV) de TA la produccion de CO y de HO-1
se encuentran marcadamente reducidas en comparacion al modelo de llama (84).
La llama es un modelo adaptado a la altura donde se ha estudiado que esta
adaptacién podria ser explicado por un aumento del sistema HO-CO-cGMP (84).
El aumento relativo del sistema NO pulmonar observado en ovejas, parece ser
insuficiente para detener el aumento de la mPAP en ovejas de TA (71,84,86).

Existe un antecedente que en recién nacidos de oveja de TA, la
administracion de hemina, activa el sistema HO, disminuyendo la presion pulmonar

media la cual se mantiene aun terminado el tratamiento de 10 dias (Figura 6) (81).
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Figura 6. Efectos de hemina en la hipertension pulmonar de los RNOV de TA.
En negro se observa el grupo control y en rojo el grupo hemina. p<0,05 ANOVA una via, post hoc
test Dunnett: a vs control. Modificado de (81).

Si bien existen estudios del efecto de la hemina en ovejas recién nacidas
hipertensas, no existe conocimiento de cuales son los efectos de la administracion
de hemina en RNOV que son normotensos, y por lo tanto en la via dependiente de
cGMP. Como antecedente, se puede mencionar el trabajo donde se estudi6 el
efecto de la induccion de la via HO comparando animales normotensos con y sin
tratamiento de hemina, en conjunto con animales hipertensos con y sin
administracién (82). Se observd que hemina, produce los efectos vasodilatadores
previamente mencionados, junto con una diferencia en los niveles de sGC en los

animales normotensos (82). Se determin6 un aumento en los niveles de la enzima
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y del contenido de cGMP al inducirse la via HO, pero al ser ratones de 4 semanas
no se puede ajustar al grupo objetivo de interes (Figura 7) (82). Queda entonces la
incognita de cual es el efecto en la via vasodilatadora de cGMP al administrar
hemina en un modelo de recién nacidos sanos y si se observara una respuesta
similar al de los modelos de TA. Tambien, se abre a discusién el hecho, que
alterariamos el equilibrio vasoactivo que mantiene la resistencia vascular
pulmonar, segun lo descrito en bibliografia, por lo que se podria esperar, de
aprobarse nuestra hipétesis, una disminucion de la resistencia vascular y, por

ende, una disminucion de la presion arterial pulmonar.
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Figura 7. Efectos de hemina en los niveles de cGMP de aortas de ratones hipertensos y WKY.
WKY:: ratones control; SHR: Ratones hipertensos. Los cambios en los contenidos de cGMP en aortas
de ratones de 4 semanas, A p<0,05 versus no tratado mismo grupo. Adaptado de (82).
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! HIPOTESIS.

La administraciéon de hemina produce en la circulacidon pulmonar neonatal una

exacerbacion de la via vasodilatadora dependiente de cGMP.

2.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de la administracion de hemina sobre la via vasodilatadora
dependiente de cGMP.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
- Determinar si la vasodilatacion de las arterias pulmonares pequefas en ovejas

recién nacidas inducida por cGMP es exacerbada por hemina.

- Investigar el mecanismo por el cual hemina exacerba la vasodilatacion inducida

por cGMP en las arterias pulmonares pequefas en ovejas recién nacidas.
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]| METODOLOGIA.
3.1. Descripcion modelo animal.

Se utilizé como modelo experimental el recién nacido ovino (RNOV),
concebidos, gestados y nacidos en el valle de Lluta en la Region de Arica y
Parinacota. Al comienzo del tratamiento presentaban un peso de 2,5 + 0,2 Kg para
el grupo control y 3,7 £ 0,3 Kg grupo hemina, con una mPAP de 12,15 £ 5,73 mmHg
versus 16,40 + 2,49 mmHg para el grupo control y el grupo hemina respectivamente.

Se estudiaron doce RNOV seleccionados a los dos dias de vida y se
mantuvieron con alimentacion a libre demanda junto a su madre durante todo el
periodo de estudio. Se dividieron de manera aleatoria en dos grupos: grupo control
(n=6; vehiculo, NaOH 0,01 Ny PBS 0,9 X) y grupo hemina (n=6; 15 mg Kg-'dia' en
NaOH 0,01N y PBS 1x). Al quinto dia de vida se comenzo el tratamiento con hemina
o vehiculo por via subcutanea hasta completar diez dias de tratamiento. Al dia 17
de vida, se eutanaciaron con una sobredosis de tiopental sédico (100 mg kg™).
Posteriormente se realizo la obtencion de tejido, el que se utilizo para los estudios
ex vivo (miografias) e in vitro (biologia molecular).

Por razones de bioética, regido bajo el principio de las tres Rs (87), se utiliz6 el
menor numero de animales posible para lograr un resultado estadisticamente
significativo. Todos los procedimientos y experimentos con animales realizados en
esta tesis se encuentran dentro del marco del proyecto Fondecyt N° 1130424 y
fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, CBA#0561 FMUCH.

3.2. Protocolo experimental farmacoldgico y recoleccioén de tejido.

La preparaciéon de la solucion de hemina se realizd en condiciones de
proteccion a la luz directa, pues es fotosensible. Con estas consideraciones, se
comenz6 masando la cantidad necesaria de acuerdo al peso de las ovejas (15 mg
Kg'dia') y protegiéndola en un tubo eppendorf ambar. Se procedié a solubilizarla
en NaOH 0,1 N; mezcla que se sometié a 2 turnos de 4 minutos en un sonicador,
de manera de mezclar y solubilizar la hemina. Posteriormente se diluydé con PBS

1X para neutralizar el NaOH, y alcanzar una concentracion final de NaOH 0,01 N,
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en una jeringa protegida de la luz. El contenido se esterilizé , mediante un filtro de
22 ym, previamente a ser inyectada de manera subcutaneaen en la parte posterior
de la espalda de los neonatos ovinos. (73,81).

Como se menciond anteriormente, al dia 17 de vida los animales se
eutanaciaron con tiopental sédico (100 mg kg™') donde se recolectaron los 6rganos
y tejidos para su posterior procesamiento o estudio. El pulmoén derecho se utilizé
para extraer las pequefas arterias que se utilizaron en miografia y el pulmén
izquierdo fué perfundido con suero fisioldgico y fragmentado para ser almacenado
a -80°C.

3.3. Determinacién de las concentraciones de cGMP en tejido pulmonar.
3.3.1. Determinacion de la concentracién de proteinas totales.

Para normalizar la determinacion por concentracion de proteinas se
determind la concentracion de proteinas mediante el ensayo de Bradford. Segun
sugiere el fabricante, brevemente, utilizamos aproximadamente 200 mg de tejido,
agregando 1,2 mL de buffer de ensayo de radioinmunoprecipitacién (RIPA), se
homogenizo la muestra, cuidando que no hubiese un aumento de la temperatura,
y se centrifugd a 4°C por 10 minutos a 12.000 xg, se extrajo el sobrenadante. Se
realizd la curva estandar de albumina (0,5 ug/pL) y se midié en duplicado la

muestra a ODsgsnm en el lector de placa marca BIOTEK ExL800.

3.3.2. Determinacion del cGMP en tejido pulmonar.

La determinacion del contenido de cGMP se realizé utilizando la técnica de
ELISA. ELISA es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado
se detectdé mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un
producto detectable colorimétricamente. En este estudio en particular se utilizé la
técnica de ELISA “Sandwich”, desarrollada por Berson y cols (88) y perfeccionada
por Weemen y Schuurs (89). Es un ensayo de captura de antigeno y deteccion
mediante inmunocomplejos. Se trata de un ensayo muy empleado en el que se
recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el

exceso de anticuerpo, se aplicd la muestra problema en la que se encuentra el
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antigeno, que fue retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo.
Después de un segundo lavado que eliminé el material no retenido, se aplica una
solucion con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi, pues, cada
molécula de antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un
segundo anticuerpo, al menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran
especificidad y sensibilidad debido a la amplificacion de sehal que permite el
segundo anticuerpo (88,89). Para la prueba de cGMP se utilizé el Kit ensayo por
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) de cGMP de Biovision (N° Cat: K372)
y se realiz6 el siguiente protocolo.

Se prepardé la muestra para la prueba de cGMP, de acuerdo a instrucciones
del fabrcante del Kit. Se masaron alrededor de 100 mg de tejido de pulmon y se
afiadiéo 1 mL de HCL 0,1 M, para preservar el cGMP obtenido. Se homogeniz6 en
frio y se centrifugd a 16000 xg por 5 minutos para luego recuperar el sobrenadante.
Para la curva estandar de cGMP se utiliza diluciones de un stock estandar de

cGMP de pmol/uL, en un rango que va desde 0 hasta 100 pmol/pocillo.

OD 450 nm

0,0 I I I I I

0 039 15 625 125 25 100
cGMP (pmol/well)

Figura 8. Curva estandar de cGMP con el protocolo ELISA. Biovision.

A 100 pL de muestra se le agrego 50 pL de buffer neutralizante del kity 5 pL

de mezcla acetilante, se agito mediante Vortex y se incub6 por 10 minutos a
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temperatura, para finalmente agregar 845 L del buffer de ensayo. Se tomaron 50
ML del ensayo para agregar al pocillo, en duplicado.

Se afiadioé 10 pL del anticuerpo anti-cGMP a todas las muestras con excepto
del blanco y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave.
Luego se afiadié 10 pL del anticuerpo anti anti-cGMP y se dejé incubando por 1
hora a temperatura ambiente con agitacién suave. Se lavd 5 veces con el buffer
1X 'y se vaciaron completamente los pocillos. Se afiadié 100 uL del revelador y se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente con agitacién suave para luego detener
la reaccién utilizando 100 pL de HCI 1 M por pocillo donde se observa un cambio
de color de azul a amarillo. Se realiza la lectura a OD4sonm y se les resta el valor de
ruido a todas las muestras y el estandar y se genera un grafico de la curva estandar

utilizando la porcion linear.

3.4. Mediciones ex vivo. Miografia de arterias pequefas de resistencia
pulmonar.

Los pulmones se removieron e inmediatamente inmersos en solucion Krebs fria
(Tabla 1). Luego se diseco el arbol arterial del pulmén derecho (tercio medio)
extrayendo arterias pulmonares pequenas de quinta o sexta rama (diametro interno
de aproximadamente 150-400 uym) bajo una lupa (Nikon 102, 4X). Las arterias de
didmetros internos entre 150-400 uym se cortaron en segmentos de cerca de 2 mm
de longitud.

Los anillos arteriales se montaron en un miégrafo (Wire Myograph 610M, Danish
Myo Technologies, Aarhus, Dinamarca), fijados a un transductor de fuerza
isométrico (KistlerMorce DSC 6, Seattle, WA), por dos alambres de tungsteno
inoxidable (diametro 40 um). El alambre fue asegurado al transductor de fuerza y
al posicionador micrométrico. El anillo arterial se mantiene en un bafno de solucién
Krebs a 37°C burbujeado con una mezcla gaseosa de 95% O2y 5% CO..

Se procedié a determinar el diametro 6ptimo, el cual equivale a la tension que
ejerce el volumen de sangre sobre la pared arterial, denominada presion fisioldgica
transmural (90). A cada anillo arterial se le fue aumentando la separacion de los

alambres, hasta que se alcanzo6 una tension equivalente a la tension ejercida en la
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arteria normalmente, que es de una presion media alrededor de 12 mmHg y una
sistélica alrededor de 20 mmHg, por lo tanto no debe sobrepasar una tension
equivalente a 2,5 mN. Este didmetro, es el mismo donde se observdé su mayor
respuesta contractil a 125 mM K*, usando un protocolo de diametro-tension (91).
Esto se hizo para simular condiciones in vivo por dos razones principales; primero,
porque la respuesta vascular estimulada depende del grado de estiramiento; y en
segundo lugar, porque este grado de estiramiento da la maxima respuesta vascular
(92).

Para probar la reactividad vascular contractii maxima, se generé una curva
concentracion-respuesta (CCR) de potasio (K*) después de un periodo de
equilibrio de 20 minutos sometiendo a los vasos a dosis crecientes de una solucién
de Krebs-K* (6,25 mM a 100 mM) (Tabla 1), lavando con solucién Krebs dos veces
entre dosis. Se realizaron incubaciones con soluciones de concentracién creciente
de KCI, combinando fracciones de solucion de Krebs-Na* y Krebs-K* para
determinar la capacidad contractil de las arterias y caracterizar la contractilidad en
funcién de la respuesta a concentraciones crecientes de potasio (93).

Para estudiar la funcidon vasoconstrictora de las arterias pulmonares, se
realizaron CCR a endotelina-1 (ET-1, Tocris N° cat: 1160, agente vasoconstrictor
enddégeno, 10°3M — 10%M); 5-hidroxitriptamina (5HT, Sigma N° cat: H9523,
Serotonina, 10-'°M — 10-*M) y 9,11-dideoxi-9a, 11a-metano epoxi PGF2a (U46619,
Cayman Chemicals N° Cat: 16450, analogo de tromboxano A2, 103M — 10-°M),

en condiciones iniciales de tension basal del anillo arterial.
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Tabla 1. Composicion solucion Krebs y Krebs-K*.

Krebs (mmol/L) Krebs-K* (mmol/L)

NaCl 185 | e
NaHCO3 25,2 25,2
KCI 4,74 124
KH2PO4 1,2 1,2
MgSO4 1,2 1,2
Glucosa 5,0 5,0
CaCl2 2,5 2,5

Para estudiar la funcion vasorelajante endotelial, se realizd una
precontriccion con 5HT 10°M. Consiste en incubar el anillo arterial en condiciones
de tension basal, con la concentracion de vasoconstrictor escogido, y se realizaron
CCR a 2-acetiloxipropil-trimetil-azanio (metacolina, Sigma N° Cat: 1396364,
estimulador vasodilatacion endotelial, 10"°M - 10M) con bloqueadores
farmacoldgicos N°®-[imino(nitroamino)metil]-L-ornitina, metil ester,
monohidrocloruro (L-Name, Sigma N° Cat:N5751, inhibidor eNOS, 10-°M),
indometacina (inhibidor COX 1y 2, Sigma N° Cat: 17378, 10°M) y S-(2-boronoetil)-
L-cisteina ( BEC, Calbiochem N° Cat: 197900, inhibidor arginasa, 10-°M).

Para estudiar la funcion vasorelajante muscular, se realiz6 una
precontriccion con 5HT 10-°M y se realizaron CCR a nitroprusiato de Sodio (SNP,
Sigma N° Cat: S0501, dador de NO, 107'°M — 10-3M) y 3-(5'-Hidroximetil-2'-furil)-1-
benzil indazola (YC-1, Caycam Chemicals N° Cat: 81560, activador sGC, 10-"°M —
10-4M).

Para estudiar la funcion vasorelajante muscular dependiente de cGMP y la
regulacion del cGMP en las arterias, se realizd una precontriccion con 5HT 10°M
y se realizaron CCR a 5-{2-Ethoxi-5-[(4-metilpiperazin-1-il)sulfonil]fenil}-1-metil-3-
propil-1H,6H,7H-pirazolo[4,3-d]pirimidin-7-ona (sildenafil, Tocris N° Cat: 3784,
inhibidor de PDE-5, 10""?M — 10-°M), 8-bromoguanosina 3',5'-ciclico monofosfato

(8Br-cGMP, Tocris N° Cat: 1089, activador proteina PKG-1, 10'°M — 10“*M) y 5-
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(1,4-diazepano-1-sulfonil)isoquinolina (fasudil, Tocris N° Cat: 541, inhibidor ROK,
10-"°M — 10-“M).

Las curvas de dosis respuesta se analizaron en términos de potencia (pDz2,
donde pD2=-log [ECs0] y corresponde a una expresion de la actividad de un
farmaco, en términos de la concentracion o cantidad necesaria para producir un
efecto definido (94) y respuesta maxima (Rmax). Los datos experimentales se
ajustaron a la ecuacién sigmoidal, en el caso de las dosis expresadas en funcion
de log [M], o de Boltzman, en el caso de las dosis expresadas en mM, que es el
caso de la curva de KCI (Prisma5, GraphPad, USA). Las respuestas a sustancias
vasorelajantes se expresaron como porcentaje de la reduccidén a una contraccidn

inducida por una dosis sub-maxima a K*.

3.5. Determinaciones in vitro. Analisis de los niveles de expresion de mRNA
por PCR.

Para la determinacion in vitro de utilizé el tejido pulmonar recolectado y
almacenado a -80°C. Para la preparacion de RNA total se utilizé una modificaciéon
de la técnica descrita anteriormente (95). Se pesaron y procesaron tejidos de hasta
200 mg, al que se le agregaron 1,0 mL de TRIzoIMR (N°cat: 15596, Invitrogen, USA)
a 4°C por cada 100 mg de tejido masado. A continuacién, se homogenizé la
muestra con un homogenizador (Omni Th-115), se dividié el contenido en
duplicados y se afadié a cada una 0,2 mL de cloroformo a 4°C por cada mL de
TRIzoIMR agregado inicialmente.

Se agitdé vigorosamente y se centrifugé a 12.000 xg durante 15 minutos a
4°C para la separacion de fase organica. Luego, la fase liquida se extrajo de cada
tubo y se le afiadié 0,3 mL de alcohol isopropilico frio por cada mL de TRIzolMR
agregado, precipitando las muestras a -20°C por lo menos 1 hora. Posteriormente,
se continué el protocolo de extraccion utilizando columnas de extraccion del kit SV
Total RNA Isolation System (Promega, N° Cat: Z3105, USA) para aumentar el
grado de pureza del mRNA. Para ello se transfirié la solucion de alcohol a una
columna, se centrifugé a 12.000 xg por 2 minutos, de manera de dejar el acido

nucleico en el filtro de la columna. Posteriormente, se lavd la columna con etanol
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al 75%, se centrifug6 a 12.000 xg por 2 minutos repitiendo una vez mas el lavado.
Finalmente, se resuspendié en 60 uL de agua libre de nucleasas, almacenandose
a -80°C hasta su utilizacion para estudio (95,96).

Se determind la concentracion de RNA, utilizando un lector
espectofotométrico realizando una relacion OD2sonm Yy OD2sonm y calculando la
concentracion de RNA obtenido. EI cDNA se sintetizO mediante transcripcion
reversa utilizando el kit de Thermoscientific RevertAid. Se afadi6 alrededor de 4
pg de RNA total, 100 pmol de Random Hexamers y hasta 12,5 yL de agua tratada
con Dietilpirocarbonato (DEPC). Se calentaron los tubos a 65°C por 5 minutos y
fueron colocados en hielo para luego anadir 4 uL de Buffer de reaccién 5X, 20U
del inhibidor de RNasa Thermo scientific Ribolock, 2 yL de una mezcla de
desoxirribonucleotidos trifosfatos (ANTPs) Thermoscientific de 10 mM cada uno y
1 uL de la transcriptasa reversa RevertAid por cada muestra. Luego se incubd a
25°C por 10 minutos y a 42°C por 60 minutos. La reaccion se termind calentando
a 70°C por 10 minutos. El producto obtenido se utilizé directamente ytenia una
concentracion de 100 ng/uL.

Se realiz6 una amplificaciéon de las secuencias parciales de DNA codificantes de
RETA, RETB, receptores de serotonina 5HT2 (Ay B), 5HT 1B/D, TBXAS1, eNOS,
Arg-2, sGC subunidades a y B, PKG-1, ROCK-2 y PDE-5. Se utilizé como control
el cDNA obtenido de 18S-rRNA a partir del RNA total. La amplificacion se llevé a
cabo usando Taq polimerasa (Promega), MgClz, una mezcla de dNTPs y partidores
especificos disenados por el laboratorio a cada gen (Tabla 1). La reaccién se
realizo utilizando un termociclador (Smart Gradient PCR T960, Jingle). Luego una
muestra de cada producto de PCR se separé mediante electroforesis en gel de
agarosa, se tifid con RedGel (Biotium) y el producto se visualiz6 mediante luz
ultravioleta. Las sefales obtenidas se cuantificaron mediante un analisis de
densitometria utilizando el programa Scion Image (Scion Image Beta 4.02, Scion

Corporation).
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Tabla 2. Partidores para PCR

m Tamafio Cantidad
Gen sentido (5’-3’) antisentido (3’-5’) Producto cDNA
(°C)
(bp) (ng)
18S rRNA GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 50 141 2
eNOS TCAGCTCGCCAAGGTGACCAT TGGCTGGTAGCGGAAGG 55.7 202 3
sGC a GAATCTTCCAGGGTGATG TCCGAGAAGAGCATGGTGAC 51 370 3
sGC B GGGCCATGAAGATTGTCAAC CCCCAACAGTCTCCACCTTA 52 105 1
PKG-1 CTGGAGGAAGACTTTGCCAAGATTC TCGGATTTGGTGAACTTCCGGAATG 55 253 3
PDE-5 CARAAYTTYCARATGAAMCAYGA RTTYTPYTTYTCYCKRTTCAT 55 700 5
Arg-2 GACACTGCCCAGACCTTTGT GACCTTCTGGATACCAAGTCG 58 300 1
ROCK 2 GCCCGGTTAAGGAAAACACAGGCA TCCATGGGTTCGGTCCCTCCT 59 177 1
5HT 1B/D TGTGGGTCTTCTCCATCTGC GTTCTGTTGGGCGTCTGTTT 59 220 1
5HT 2A CTCAGAAAATCGAACCAACC GGCGAGTGACATCAGGAAA 59 208 10
5HT 2B TTTACTTTATGTGGTGCCCCTT GCATCCCGAAATGTCTTGTT 59 171 0,5
RETA TTTTCATCGTGGGAATGGTG GAAAGGATCCAGATGGAGAC 59 375 15
RETB CGAGCTGTTGCTTCTTGGAG TTGCTCACCAAATACAGAGC 59 571 50
TXS CGGATTTTGCCCAATAAGA AAAGACCTGACGGACGATG 59 192 1
3.6. Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como promedio * error estandar medio. Se

analizaron los datos mediante t- test de Student no pareado. Se consideré

significativo un valor de p igual o menor que 0,05 (97). En estudios anteriores, con

un numero 4-5 de animales, se ha encontrado variaciones fisiologicas y

moleculares significativas.
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v RESULTADOS.

El primer objetivo de esta memoria era determinar si la vasodilatacion de las
arterias pulmonares pequefias en ovejas recién nacidas inducida por cGMP es
exacerbada por hemina lo cual en primer lugar fue determinado por el contenido
total de cGMP del tejido pulmonar de RNOV.

4.1. Efecto de la administracion de hemina en la produccion de cGMP en el
tejido pulmonar de RNOV.

Al determinar el contenido de cGMP en el tejido pulmonar se observé que
existe un aumento en la cantidad de cGMP total en el tejido pulmonar del grupo
hemina con respecto al grupo control (12,62 + 1,33 pmol ml-' mg prot™' grupo control

versus 16,22 + 0,52 pmol ml' mg prot™ grupo hemina) (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la administracion de hemina en la produccién de cGMP en tejido pulmonar de
RNOV.

RNOV hemina (negro, n=4) y control (blanco, n=4). p< 0,05: t- Test no pareado, * vs control

El primer objetivo de esta memoria fue determinar si la administracion de
hemina, un inductor y activador de la via mediada por hemoxigenasa, produce en la
circulacion pulmonar neonatal, una exacerbacion de la via vasodilatadora
dependiente de cGMP. Para determinar el mecanismo por el cual ocurre esta
exacerbacion se realizo la revision del mecanismo probable de este aumento del

contenido cGMP mediante miografias de alambre a las arterias pulmonares
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pequenas y expresiones geénicas de los niveles génicos de receptores o proteinas

efectoras pertenecientes a la via dependiente de cGMP.

4.2. Efecto de la administracion de hemina en la reactividad vascular de
arterias pulmonares pequeinas de RNOV.
4.2.1. Respuesta a K*.

Se verificd la reactividad vascular de las arterias pulmonares pequefias
mediante miografias de alambre, para determinar el mecanismo por el cual ocurre
esta exacerbacion de la via dependiente de cGMP, en primera instancia se
determind la reactividad vascular basal de las arterias pulmonares.

Como se observa en la figura 10 no existe una diferencia significativa en la
tension o contraccion en el grupo hemina, respecto al grupo control (1,634 N/m +

0,094 N/m en grupo control vs 1,590 N/m + 0,055 N/m en grupo hemina).
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Figura 10. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta contractil a KCI en arterias
pulmonares pequefias de RNOV.

RNOQV control (blanco; n=5) y RNOV tratado con hemina (negro; n=5). p< 0,05: Test de t no pareado,
* vs control

Esto nos indicaria que la capacidad contractil, dependiente de canales
idnicos, de los vasos no varia frente a la estimulacion de la via cGMP por medio de

la administracion de Hemina, y por lo tanto se realizé una prueba de la respuesta
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frente a una serie de vasoconstrictores mas potentes para determinar la respuesta

contractil.

4.2.2. Respuesta Vasoconstrictora de las arterias pulmonares.

Para evaluar la capacidad contractil arterial, se realizaron miografias frente a
los vasoconstrictores: 5-HT, ET-1 y U46619, y luego analizados con respecto a una
dosis submaxima de KCI 62,5 mM.

En el caso de 5HT (Figura 11) se observé una disminucion significativa en la
contraccion maxima en el grupo hemina respecto al grupo control (219,5 + 14,7%
grupo control versus 136,2 + 8,1%, respectivamente). No se observé diferencia
significativa en la potencia. Lo que puede ser interpretado como una variacion en el

numero de receptores, mas que una modificacion en la funcién de ellos.
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Figura 11. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta contractil a Serotonina (5-HT) en
arterias pulmonares pequenas de RNOV.

RNOQV control (blanco; n=4) y RNOV tratado con hemina (negro; n=3). p< 0,05: Test de t no pareado,
* vs Rmax control
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Al evaluar la expresion génica de los receptores de serotonina 1B/D (2,97 +
0,76 U.R. grupo control versus 0,69 £ 0,47 U.R. grupo hemina), 2A (2,30 + 0,18 U.R.
grupo control versus 0,89 = 0,13 U.R. grupo hemina) y 2B (1,20 £ 0,17 U.R. grupo

control versus 0,32 + 0,08 U.R. grupo hemina) se encontré significativamente

disminuidas en el grupo hemina respecto al grupo control, en los tres genes

estudiados (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la administracion de hemina en la expresiéon génica de 5SHT1B/D, 5HT2A y
5HT2B en tejido pulmonar de RNOV.
RNOV control (blanco; n=3) y RNOV tratado con hemina (negro; n=3). p< 0,05: Test de t no pareado,

* vs control
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Otro potente vasoconstrictor de la circulacion pulmonar es la ET-1, frente a
concentraciones crecientes de este agonista se observd una disminucion
significativa en la contraccion maxima , en el grupo hemina (330,4 + 30,9% grupo
control versus 209,2 + 16,8% grupo hemina). Al evaluar la funcién del receptor
mismo, no se observo diferencia significativa en la potencia de la curva de ET-1
(Figura 13).

Al indagar si hubo variacién en la expresion génica de los receptores de
endotelina A (0,86 £ 0,34 U.R. grupo control vs 0,81 + 0,06 U.R. grupo hemina) y
receptores de endotelina B (1,35 + 0,16 U.R. grupo control versus 1,21 £ 0,12 U.R.
grupo hemina) se pudo establecer que no presentaron diferencias significativas
(Figura 14).
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Figura 13. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta contractil a endotelina (ET-1) en
arterias pulmonares pequefias de RNOV.

RNOV control (blanco; n=4) y RNOV tratado con hemina (negro; n=6). p<0,05: Test de t no pareado,
* vs Rmax control
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Figura 14. Efecto de la administracion de hemina en la expresién génica de receptores de endotelina
(RETA y RETB) en tejidos pulmonares de RNOV.
RNOQV control (blanco; n=3) y RNQOV tratado con hemina (negro; n=4).

Al utilizar el analogo de tromboxano A2 U46619 en la CCR de contraccion se
observo una disminucion significativa en la contraccion maxima, en el grupo hemina
respecto al grupo control (127,00 £ 13,57% grupo control versus 33,86 £ 6,19%

grupo hemina). No se observo diferencia significativa en la potencia (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta contractil a tromboxano (U-46619)
en arterias pulmonares pequefias de RNOV.

RNOQV control (blanco; n=3) y RNOV tratado con hemina (negro; n=4). p< 0,05: Test de t no pareado,
* vs Rmax control

Una proteina que es crucial para la sefializacion dependiente de tromboxano

es la sintasa de tromboxano, al evaluar su expresion génica, pudimos observar que
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en el grupo hemina no presenté diferencia significativa con respecto al grupo control
(0,94 £ 0,19 U.R. grupo control versus 0,66 + 0,07 U.R. grupo hemina) (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la administracion de hemina en la expresién génica de la sintesis de
tromboxano (TXS) en tejidos pulmonares de RNOV.
RNOV control (blanco; n=4) y RNOV tratado con hemina (negro; n=>5).

4.3. Efecto de la administracién de hemina en la relajacion mediada por el

endotelio en arterias pulmonares pequeias de RNOV.

Habiendo definido inicialmente que la vasodilatacion es dada por o una
remocion del estimulo contractil mediante la inhibicion de la acciéon de la MLCK o un
aumento de la actividad de la MLCP o por una inhibicion de la accion contractil
(1,3,25), se realizd una serie de curvas para determinar el efecto de la
administracién de hemina y por lo tanto una induccién de la via HO en la relajacién,
inicialmente se realizd una prueba de la relajacidon mediada por el endotelio. Esta
relajacion se midioé con respecto a una contraccion previa a la realizacion de la CCR
de los farmacos vasorelajantes y los resultados se expresan con respeto a este
100% de la contraccion inicial.

La relajacion de los vasos sanguineos es producto principalmente de la
produccion de NO endotelial (EDNO) y de la produccién de prostaglandinas por
parte del endotelio (3). EI NO difunde a las SCM donde activan las proteinas

encargadas de la vasodilatacion (3).
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En primera instancia revisaremos la respuesta vasorelajante dependiente del
endotelio al utilizar el analogo de la acetilcolina, metacolina. Al estudiar la relajacion
maxima, no se observo diferencias significativas entre ambos grupos (63,48 +

16,54% grupo control versus 87,36 + 10,87% grupo hemina) (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a metacolina en
arterias pulmonares pequefias en RNOV.
RNOV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=6).
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Al utilizar el inhibidor de prostanoides (Indometacina) en conjunto con L-
Name, se evaluo la respuesta del endotelio independiente de NO y de prostanoides
y no se observo una diferencia significativa entre los grupos (91,95 £ 2,93% grupo
control versus 94,40 + 5,38% grupo hemina) (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a metacolina
después de inhibir con L-name e indometacina en arterias pulmonares pequenas en RNOV.
RNOQV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=6).
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4.4. Efecto de la administracion de hemina en la relajacién dependiente de

eNOS en el endotelio, en arterias pulmonares pequenas de RNOV.

Al utilizar el bloqueador de eNOS, L-Name, para evaluar la respuesta del
endotelio independiente de NO no se observo una diferencia significativa entre los
grupos (91,27 + 7,89% grupo control versus 104,50 = 2,11% grupo hemina) (Figura
19).
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Figura 19. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a metacolina
después de bloquear con L-Name en arterias pulmonares pequeias en RNOV.
RNOQV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=6).
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Para determinar el efecto de la administracion de hemina en la
vasorelajacion dependiente de eNOS, se realizd la comparacion del grupo
metacolina hemina (92.44 £ 9.13 %) con el grupo metacolina hemina previo bloqueo
de eNOS mediante L-Name (103,5 = 2,11 %). Se observdé una diferencia

significativa en la Rmax de relajacion (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta a metacolina en presencia o
ausencia del bloqueador L-Name en arterias pulmonares pequefias de RNOV.

RNOV metacolina hemina (circulo negroo, n=5) y RNOV metacolina hemina + LName (cuadrado
negro, n=6).
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Para determinar el efecto de la administracién de hemina en la respuesta
vasorelajante dependiente de la regulacion por parte de Arg-2 mediada por el
endotelio, se utilizd6 BEC que es un inhibidor de la Arg-2. No se observo una

diferencia significativa entre los grupos (80,69 + 11,63% grupo control versus 84,52
1 11,94% grupo hemina) (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a metacolina
después de bloquear con BEC en arterias pulmonares pequefas en RNOV.
RNOQV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=6).
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La expresion génica de eNOS no presentd diferencia significativa en su
expresion en el tejido pulmonar entre el grupo hemina y el grupo control (0,93 +

0,09 U.R. grupo control versus 0,96 £ 0,11 U.R. grupo hemina).

La expresion génica de Arg-2 es significativamente menor en el grupo hemina
que en el grupo control (0,94 + 0,07 U.R. grupo control versus 0,41 £ 0,06 U.R.
grupo hemina) (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la administracién de hemina en la expresion génica de eNOS y Arg-2 en tejido
pulmonar de RNOV.
RNOQV control (Blanco, n=5) y RNOV hemina (Negro, n=6). p< 0,05: Test de t no pareado, * vs control

Habiendo determinado la baja relajacion mediada por el endotelio, se determind la

relajacion dependiente de la respuesta a cGMP pero ahora con activacion directa
de las SCM.
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4.5. Efecto de la administracion de hemina en la relajacion muscular
dependiente de cGMP, en arterias pulmonares pequeiias de RNOV.
4.5.1. Efecto de la estimulaciéon de sGC.

Se evalué el efecto del tratamiento con hemina en la relajacion mediada por
la sGC, mediante el estimulador de ciclasa YC-1 que actua estimulando
quimicamente la ciclasa de manera dependiente del grupo hemo. Se observo una
disminucién de la contraccion maxima de las arterias pulmonares del grupo hemina
respecto al control (64,37 £ 6,79% grupo control versus 22,99 + 7,92% grupo
hemina) (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a YC-1 en arterias
pulmonares pequefias en RNOV.

RNOQV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=6).p< 0.05: Test no pareado, * vs control
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Se evalud el efecto del tratamiento con hemina en la relajacion mediada por
la sGC utilizando un dador de NO (SNP). Se observdé una disminucion en la
vasorelajacion de la arteria del grupo hemina con respecto al grupo control que

representa (9,67 £ 4,57% grupo control versus 32,10 + 6,64% grupo hemina) (Figura
24).

o
ind
[ ]

-
Ll

ol
Control Hemina

a
i

N
L

& Hemina
o Control

Contracciéon Maxima (%K)

Q

_1'0 _'9 -'8 _'7 _'5 _'5 _4 _'3 ° Control Hemina
Log [SNP] (M)

Figura 24. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a SNP en arterias
pulmonares pequefias en RNOV.

RNOQV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=5). p< 0.05: Test no pareado, * vs control
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Al medir la expresion génica de las subunidades de la sGC observamos que
no existié una diferencia significativa entre ambos grupos (0,85 + 0,16 U.R. grupo
control versus 0,57 + 0,12 grupo hemina para sGC ay 0,96 + 0,13 U.R. grupo control
versus 0,75 £ 0,06 U.R. grupo hemina para sGC ) (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de hemina en la expresion génica de sGCa y sGCf en tejido pulmonar.
RNOV control (blanco, n=5) y RNOV hemina (negro, n=6).

Habiendo determinado el efecto de la administracion de hemina en la relajacion
dependiente de la sGC, se observo la degradaciéon de cGMP por parte de PDE-5y

se determind el efecto de la administracién de hemina en esta degradacion.
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4.5.2. Efecto en la funcién de PDE-5.

Se evalué el efecto de la administracion de hemina en la respuesta
vasorelajante a sildenafil, un bloqueador de la PDE-5, y por esto, un inhibidor de la
degradacion del cGMP. Frente a este inhibidor, no se observdé una diferencia
significativa en la respuesta de las arterias entre ambos grupos (19,46 + 3,76%

grupo control versus 15,53 + 3,59% grupo hemina) (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a Sildenafil en
arterias pulmonares pequefnias en RNOV
RNOV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=4).

Al estudiar, la expresion de la PDE-5, se pudo observar un aumento en la
expresion génica de la PDE-5 en el grupo hemina con respecto al grupo control
(0,89 + 0,07U.R. grupo control versus 0,32 £ 0,05 U.R. grupo hemina) (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de hemina en la expresién génica de PDE-5 en tejido pulmonar de RNOV.
RNOV control (blanco, n=5) y RNOV hemina (negro, n=6) p< 0,05: Test no pareado, * vs control.
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Luego de haber determinado el efecto de la administracion de hemina en la
produccion y degradacion de los niveles de cGMP, se realiz6 la determinacion de
la respuesta rio abajo de cGMP para estudiar el efecto de la administracion de

hemina en la respuesta dependiente de cGMP.

4.6. Efecto de la administraciéon de hemina en la relajacion dependiente de
cGMP mediada por el musculo liso pulmonar.

Se evalud la relajacion de los vasos, especificamente, los mecanismos rio
abajo de la sGC mediante una CCR a 8Br-cGMP, que es un analogo exégeno del
cGMP que activa directamente la PKG. Se observé un aumento de la relajacion por
parte del grupo hemina (83,22 £+ 1,96% grupo control versus 68,79 + 4,48%

contraccion maxima grupo hemina) (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de la administracion de hemina en la respuesta vasorelajante a 8Br-cGMP en
arterias pulmonares pequefnias en RNOV

RNOQV control (blanco, n=3) y RNOV hemina (negro, n=3). p< 0,05: Test no pareado, * vs control.
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No se observé una diferencia significativa en la expresion génica de PKG del

tejido pulmonar no existe una diferencia significativa entre los grupos (0,36 + 0,08

U.R. grupo control versus 0,32 £ 0,05 U.R. grupo hemina) (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de la administracion de hemina en la expresiéon génica de PKG-1 en tejido

pulmonar de RNOV.
RNOV control (blanco, n=4) y RNOV hemina (negro, n=4).

Al inhibir ROCK-2 utilizando fasudil no se observo diferencia significativa en

la respuesta maxima de relajacion de los vasos, pero si se observo una disminucién

significativa a la potencia presentada al fasudil (5,77 £ 0,07 grupo control versus

5,01 £ 0,21 grupo hemina) (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de la administracién de hemina en la respuesta vasorelajante a fasudil en arterias

pulmonares pequefias en RNOV.

RNOV control (Blanco, n=4) y RNOV hemina (Negro, n=3). p< 0,05: Test no pareado, * vs control
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Si analizamos los cambios en la expresion génica de ROCK-2, observamos
una disminucion significativa de la expresion génica de ROCK-2 en el tejido
pulmonar del grupo hemina con respecto al grupo control (0,97 + 0,11 U.R. grupo
control versus 0,63 = 0,09 U.R. grupo hemina) (Figura 31).
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Figura 31. Efecto de la administracion de hemina en la expresion génica de ROCK2 en tejido
pulmonar de RNOV.
RNOV control (blanco, n=6) y RNOV hemina (negro, n=5). p< 0,05: Test no pareado, * vs control.
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Vv DISCUSION.

El primer objetivo de esta memoria fue determinar si la administracion de
hemina, un inductor y activador de la via mediada por hemoxigenasa, produce en la
circulacion pulmonar neonatal, una exacerbacion de la via vasodilatadora
dependiente de cGMP lo cual comprueba la hipotesis inicialmente planteada.

Al iniciar la discusién de los hallazgos encontrados en esta memoria,
podemos decir, que los canales de potasio son las vias conductivas dominantes de
las SCM vasculares. La adicidon de potasio depolariza las membranas, abriendo los
canales de calcio dependientes de voltaje, resultando en vasoconstriccion (98—-100).
La respuesta de los vasos frente a la misma concentracion de KCI fue igual en el
grupo tratado con hemina que en el grupo control lo que nos puede estar diciendo
que no existe diferencia en la capacidad reactiva basal al inducir la via dependiente
de cGMP. Sin embargo, la respuesta contractil disminuyd frente a estimulos
constrictores mas potentes, como fueron la administracion de ET-1, serotonina y
U46619, al administrar hemina en los reicén nacidos. Un estudio realizado en cultivo
celular proveniente de ratas, sugiere la existencia de una interaccién parcial entre
las vias de RhoA y ERK1/2 (27). Esta via mediaria la proliferacién estimulada por
S5HT en hipertension pulmonar (27). Ademas estas dos vias estan moduladas de
manera separada por el aumento de la sefializacién cGMP-PKG derivada de una
inhibicion de la PDE-5 con Sildenafil (27). En otro estudio in vitro de células
neuronales, en que se evalud la activacion de PKG en los receptores de 5HT, se
observé que si bien la activacion de PKG lleva a la activacion mediante fosforilacion
de SERT, esta accidon no es directa, sino que involucra una quinasa aun no
identificada (101). Quizas exista algun tipo de mecanismo similar con los receptores
de serotonina de las arterias pulmonares y es una ventana que queda abierta para
continuar estudiando. Ambos estudios indican que la disminucién de la funcion de
PDE-5 y el aumento de la funcion de PKG producirian la disminucion de la
reactividad a 5HT (27,101). Esta disminucién de respuesta a SHT puede estar
también relacionada a una menor expresion de sus receptores (3), lo que concuerda

con lo encontrado en esta memoria, donde pudimos observar que los niveles de
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expresion génica de los receptores 5HT 1B/D, 2A y 2B se encuentran disminuidos
en el grupo hemina.

Se ha descrito previamente, una comunicacion cruzada entre las vias de NO
y ET-1 (102). EI NO reduce o bloquea el efecto constrictor de ET-1 en arterias
normales humanas, al inhibir la transcripcion basal de ET-1, y la salida de este
agonista de las células, en un mecanismo cGMP-dependiente pero quinasa
independiente (102). Ademas, el NO disminuye el tiempo de interaccion de ET-1
con sus receptores (102) y bloqueando la liberacién de calcio de maneras tanto
sGC-dependiente como independiente, inhibiendo por lo tanto el aumento del [Ca*?];
(102). De esta manera el bloqueo de la produccion de NO puede resultar en
hipertension (103,104). Por otra parte se conoce también que en la hipoxia cronica,
ET-1 atenua la vasodilatacién dependiente de NO (28,102—105). De esta manera la
disminucién de la respuesta a ET-1 al activar la via cGMP podria explicarse por la
induccion de HO-1 mediante el tratamiento con hemina y el aumento del cGMP
disponible, y ya no exclusivamente por efecto del NO.

En el caso de la vasorrelajacion observada en arterias pulmonares pequefas,
la respuesta a metacolina, la cual representa la respuesta prioritaria de relajaciéon
por parte del endotelio, no tiene diferencia entre grupo hemina y control. Tampoco
se observa diferencias en ninguno de los bloqueos estudiados. Si encontramos
diferencia en la relajacién mediada por eNOS con la relajacion total por parte del
endotelio. Este ultimo resultado sugiere la importancia del NO en la relajacion
mediada por el endotelio. Existen antecedentes donde la respuesta a metacolina,
mediante la activacion de los receptores muscarinicos de la célula endotelial, es
baja en recién nacidos sanos (2,11,14). Asi, la baja relajacion por parte de
metacolina y la preponderancia de la respuesta dependiente de NO en la relajacién
mediada por el endotelio coinciden con lo estudiado en la literatura (2,3,11,14).

Al medir las expresiones génicas de eNOS y Arg-2, se detecto diferencia en
la expresion de eNOS, sin embargo, Arg-2 mostré una disminucion en su expresion
en el grupo hemina con respecto al grupo control. Estudios en arterias y venas
umbilicales de embarazos humanos sanos demostraron que la Arg-2 esta presente

en el endotelio arterial umbilical (47). Su principal rol es el de ser regulador negativo
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de la vasodilatacién dependiente de NO (47). Una exacerbaciéon de la via de HO y
por lo tanto un aumento del cGMP podria quizas llevar a una regulacién negativa en
la expresion de Arg-2. Sin embargo, no se observo una diferencia en la relajacion
mediada por el endotelio al inhibir la Arg-2. Entonces, con nuestros resultados no
se puede dilucidar si la diferencia entre la expresion y la funcién de Arg-2 es debido
a la baja relajacion mediada por endotelio en recién nacidos sanos o por algun
mecanismo adicional de regulacion de la funcion de Arg-2.

En la reactividad vascular del musculo liso, la relajacion fue mayor en
presencia del estimulador de sGC NO-independiente pero hemo-dependiente YC-
1. Contrariamente, al utilizar un estimulador dador de NO como el SNP, el grupo
tratado con hemina tuvo menor relajacion que el grupo control. No se encontro
diferencia significativa en las expresiones de las subunidades de sGC en el grupo
hemina con respecto al grupo control.

¢ Puede la estimulacion de la via de HO por el tratamiento con hemina afectar
la regulacion de la actividad o la respuesta a NO por parte de la sGC? Existen
antecedentes de la activacion diferencial de sGC por parte de NO y CO (106). NO
se une en la sexta posicién de coordinaciéon del Fe?* del grupo hemo (106). La
formacion de este enlace produce la ruptura del enlace entre el Fe?* del grupo hemo
y el nitrdgeno de la histidina, volviendo a generar un compuesto pentacoordinado
pero con NO en la quinta posicion (106). Esta union induce un cambio
conformacional en la enzima que lleva a un incremento de la actividad de sGC en
200 veces (106). En cambio, CO solo es capaz de generar la union con Fe?*,
formando también un compuesto hexacoordinado con una alta afinidad, pero con
una baja actividad catalitica (4 veces) (106). Esto es debido a la incapacidad de
romper el enlace con el nitrégeno de la histidina (106). Por lo tanto, no genera el
cambio conformacional necesario para aumentar la actividad de sGC (106,107).

Se ha sugerido un papel modulador del CO sobre la actividad de sGC, ya que
incrementa de manera significativa los incrementos de cGMP inducidos en
respuesta a NO (106—-108). Este hecho es explicado por la geometria de la unién
de los ligandos (NO y CO), que son en lados opuestos del grupo hemo, formando

aductos estables (106). Ademas existe una respuesta aumentada de YC-1 en
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presencia de CO en estudio en arterias bovinas (107). Su activacion se determiné
mediante estudio de estructura proteica utilizando el sitio de unién de la sGC a NO
y CO (106-109).

El estudio de células endoteliales humanas observd que YC-1 inhibe la
proliferacion celular en una via independiente de cGMP, activando el arresto celular,
inhibiendo el sistema de ciclinas-CDK y aumentando los niveles proteicos de p21y
p27 (110). En un estudio de cultivo de celulas epiteliales, se mostré que YC-1 activa
la via de ciclo oxigenasas, mediante el aumento de la actividad de PKC y la via de
sefnalizacion de las MAPK, llevando a la expresién de COX-2 (111). Esto lo podemos
extrapolar a nuestro modelo de célula endotelial. Seria interesante estudiar si la
razon del aumento de la respuesta a YC-1, en comparacion a un dador de NO como
el SNP, es mayor por una comunicacion cruzada de vias sinérgicas en la relajacion
del vaso (111).

Podemos observar que hasta el momento existe un aumento de la cantidad
disponible de cGMP y un aumento de la preponderancia de la respuesta
dependiente de eNOS en el endotelio en el grupo tratado con hemina sin una
diferencia en la respuesta directa al NO, pero si un aumento de la respuesta
conjugada entre CO y NO por parte de la ciclasa. Queda entonces la interrogante
de si este aumento de cGMP produce algun cambio en la regulacion de los mismos
niveles de cGMP por parte de la PDE-5. Determinamos en esta memoria que no
existe diferencia en la funcion de la PDE-5 aunque si existe un aumento significativo
en los niveles de mMRNA de PDE-5 en el grupo tratado con hemina. ;Sera esta
disociacion entre expresion y funcion proteica por una diferencia en la regulacion
post-transcripcional la que evita el aumento de la funcién o un aumento en la
degradacion, seran los niveles aumentados de cGMP el que regula la actividad de
PDE-5?

En esta memoria se observd que existe una disminucién de los niveles de
PDE-5 sin cambios en la respuesta al inhibidor Sildenafil, y que ademas existe un
aumento de la respuesta de PKG sin cambios en su expresion, lo que concuerda
con lo observado en la literatura consultada, que describe como la inhibicion de la

PDE-5, llevando a una disminucion de la degradacion de cGMP y por lo tanto
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aumentando la cantidad de cGMP disponible, regula la recaptacion de los
receptores de 5HT y a una inhibicion de la respuesta efectora de 5SHT (27,101).

Existen antecedentes de la union no catalitica de cGMP y que la fosforilacion
de la Serina 92 de la PDE-5 es dependiente de esta union (112). Este sitio de unidn
es conservado en las isoformas de bovinos, humanos, caninos y ratas y se reportd
que la fosforilacion in vitro puede ser efecto de PKG (113). En especifico en enzima
purificada de pulmon bovino, la incorporacién de 32P a PDE-5 es observada solo
en presencia de cGMP (113), con un aumento de un 50-70% de la actividad de un
recombinante parcialmente purificado de PDE-5 bovino (65). Utilizando anticuerpos
especificos a la fosfoserina 92 de PDE-5 de bovino en SMC intactas, se determind
que PKG es un gran regulador de la actividad y fosforilacion de PDE-5 (114). Con
estos antecedentes podemos inferir que el aumento de los niveles de cGMP regulan
positivamente la fosforilacion y por lo tanto la actividad y el aumento de la expresién
de PDE-5. En esta memoria no observamos diferencia en la funcion de PDE-5 a
pesar del aumento de la expresion, ;Podra el tratamiento con hemina influir en la
actividad de PDE-5 de manera negativa?. Un estudio en tejido cavernoso de ratas
estudié la relacion entre la via HO-cGMP con inhibidores de PDE-5 (115). Se
observo que al inhibir la PDE-5 existe un aumento en la actividad de HO y en los
niveles de cGMP (115). Este aumento se revertia al inhibir a HO (115). Se concluyé
que el efecto de los inhibidores de PDE-5 estan parcialmente mediados a través de
HO, lo que podria explicar por qué en el grupo tratado con hemina no observamos
una diferencia en la funcion de la PDE-5 (115,116).

La relajacion del vaso mediada por PKG mediante la activacion directa de
esta utilizando un analogo de cGMP, fue mayor en el grupo hemina al compararla
con el grupo control, sin diferencia significativa en la expresién génica del receptor.
En casos de hipoxia donde la via cGMP se encuentra disminuida, existe un aumento
de la expresiéon y actividad de PKG-1 al tratar con hemina (117). En este caso
observamos que no existe diferencia en la expresion pero que la funcion de PKG es
mayor que en el grupo control. Esto nos indica una regulacioén positiva por parte de
los niveles de cGMP a la actividad de PKG (117). Como ya observamos, el aumento

de PKG puede regular los mismos niveles de cGMP mediante la activacion de PDE-
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5 (65,113,114). PKG esta involucrada en la activacion de MLCP (118,119). Esto
favorece la relajacion por accion directa en la desfosforilacion de la MLC (118,119).

La activaciéon de PKA por parte de una induccion de la actividad de PKG,
fosforila BKCa favoreciendo la salida de K*, produciendo una hiperpolarizacion
(120,121). Esta hiperpolarizacién activa la MLCP relajando la vasculatura (120,121).
La PKG activa la ATPasa de Ca*? del Reticulo sarcoplasmico (SERCA), permitiendo
la recaptacién del [Ca?*]ial Reticulo, promoviendo la relajacion (122—124). Ademas
inhibe la sGC al fosforilar la Ser64 de la subunidad a, inhibiendo su actividad
catalitica (125). La activacion de PKG inhibe los canales de Ca?* activados por
voltaje al fosforilar la Ser 533 de la subunidad a1C, evitando el influjo de Ca?* al
citoplasma (123).

Al observar la respuesta rio abajo de sGC, utilizando fasudil, un inhibidor de
la ROCK, no hubo diferencia en la relajacion. Sin embargo si se observd una
disminucién de la potencia de ROCK. Esto hace que la respuesta de relajacion
requiera de un aumento de la concentraciéon del inhibidor de ROCK-2 que es
acompafada ademas por una disminucién de los niveles de ROCK 2. ;Podra esta
disminuciéon de la expresion de ROCK2 estar relacionada a la disminucion de la
capacidad contractil del vaso?

En un estudio realizado en arterias carotidas de ratones mediante analisis de
respuesta vasculares a pre contracciones y CCR de relajacion a acetilcolina y
dadores de NO, utilizando fasudil e Y27632 (un inhibidor de Rho quinasa) se
concluyd que el fenotipo atipico de las células endoteliales de RN estan mediadas
por un aumento de la sefializacién Rho/ROCK (16). Esto producira una disminucién
de la dilatacion endotelial (16). Se sefial6 ademas que la retencion del estado
neonatal o la remanifestacion del fenotipo endotelial del recién nacido contribuye al
desarrollo de enfermedades vasculares al impedir el rol protector del endotelio (16).

Podemos resumir lo observado en esta memoria en el diagrama de la Figura
33. Nuestros datos permiten concluir que la administracion de hemina en RNOV
produce un aumento del contenido del cGMP disponible. Produce también la
activacion de los elementos de la via vasodilatadora dependiente de cGMP, en

especifico un aumento de la actividad de PKG, efectora natural de cGMP. Por el
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contrario a lo que se hubiese esperado, se encuentra disminuida la capacidad de
respuesta a vasoconstrictores. El principal regulador de los niveles de cGMP, la
PDE-5, se encuentra interesantemente disminuida, siendo el mecanismo probable
encontrado con la revision de los estudios previos externos, una regulacion directa
por la actividad aumentada de la HO-1. Seria esperable entonces esperar que la
mPAP de estos RNOV se encontrara disminuida en el grupo hemina con respecto
al control.

Sin embargo, es interesante observar que el aumento en la formacién de
cGMP, y exacerbacioén del tono vasodilatador en el tejido pulmonar, no llevé a una
disminucién de la mPAP en el modelo de estudio de RNOV (Figura 32, Ebensperger

2018 en preparacion) durante la duracion del estudio.
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Figura 32. Evolucién de la presion arterial pulmonar durante los dias de tratamiento.

Grupo de RN control (blanco; n=5) y RN tratados con hemina (negro; n=5).

Como se observd en esta memoria, la funcibn de PKG se encuentra
aumentada, debido al aumento del contenido disponible de cGMP. Sin embargo,
estas respuestas vasodilatadoras finalmente no llevan a un cambio en la mPAP, por
lo que podriamos inferir que el tono vascular basal no estaria regulado por un

balance entre los niveles de agentes vasoactivos como se ha descrito desde el inicio
60



del estudio de la regulacién de la circulacion pulmonar (2,3,14,126). Es interesante
entonces cuestionar al canon de regulacion de la circulacién pulmonar basal en el
recién nacido, que propone que la regulacion del tono vascular pulmonar basal, es
un balance entre la accion de agentes vasodilatadores y vasoconstrictores, y
repensar la definicion de esta, ya no en términos de balance de los agentes sino
mas bien como algo mas estructural. En esta memoria, logramos aumentar o inclinar
el equilibrio hacia la vasodilatacion de una importante via de sefializacién, como es
la mediada por 6xido nitrico y cGMP, sin observar mayores cambios en la mPAP, ni
tampoco en la estructura de las arterias pulmonares. Lo que nos indicaria que la
regulacién local de la circulacidn pulmonar seria mediada por agentes vasoactivos,
en condiciones de estrés o de respuestas agudas, como serian la exposicion a
hipoxia crénica, o a episodios agudos de hipoxia (86). Resultados de nuestro
laboratorio apoyan esta linea de ideas, pues al administrar hemina en corderos
hipertensos pulmonares hipdxicos, se logra la misma induccion de la via mediada
por NO y cGMP, y disminuyendo el remodelamiento arterial pulmonar, y finalmente
disminuyendo la mPAP de esos corderos (81). Esta respuesta se observa en
corderos gestados y mantenidos después del parto en condiciones de hipoxia
cronica, que han sido caracterizados como neonatos hipertensos pulmonares (86)
y con una hiperreactividad pulmonar frente a episodios agudos de hipoxia (86).
Ademas, esta hiperreactividad también fue atenuada con la administracion de
hemina durante 10 dias, lo que concordaria con nuestra idea, de que la regulacién
local de agentes vasoactivos, es mas primordial en las respuestas frente a
situaciones de estreés.

Finalmente, podemos concluir que esta memoria fue un aporte al area, pues
abre la discusién sobre un tema que ha sido tratado no en profundidad, y dejado de
lado por los grandes grupos que estan dentro del estudio de la hipertensidn

pulmonar neonatal.
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Figura 33. Diagrama de regulacion propuesta de células endoteliales y musculares lisas de vasos
arteriales pequefios de pulmédn en recién nacidos de ovejas.

MC: metacolina; M3: receptor muscarinico del tipo 3; PLC: fosfolipasa c; PIP2: fosfatidilinositol
bisfosfato; IP3: inositol 1,4,5-trisfosfato; CA2+: calcio; RE: reticulo endoplasmico; eNOS: 6xido nitrico
sintasa endotelial;NO: 6xido nitrico; L-Arg: I-arginina; Arg-2: arginasa 2; BEC: inhibidor arginasa; L-
Name: inhibidor eNOS; HO; hemoxigenasa; Hemo: grupo hemo; CO: mondxido de carbono; PLAZ2:
fosfolipasa A2; AA: acido araquidonico; COX: prostaglandina-endoperéxido sintasa tipo 2; PGI2:
prostaglandina 12; TXS: tromboxano sintasa; TXAZ2: tromboxano A2; Indo: indometacina, inhibidor
Cox; RhoA: homologo de la familia ras miembro A; ROCK: quinasa de la proteina Rhoa; Fasu: fasudil
inhibidor ROCK; SNP: nitroprusiato de sodio, dador de NO; YC-1: estimulador sGC; sGC: guanilil
ciclasa soluble; GTP: guanosin trifosfato; cGMP: guanosin monofosfato ciclico; PDE-5:
fosfodiesterasa tipo 5; 5’GMP: guanosin monofosfato; Silde: sildenafil, inhibidor PDE-5; PKG:
proteina quinasa especifica de cGMP; BKCa: Canales de potasio activados por calcio; SERCA:
Ca/ATPasa del reticulo sarco-endoplasmico; SHT: serotonina; ET-1: endotelina; Cam: calmodulina;
MLCK; quinasa de la cadena liviana de la miosina; MLCP: fosfatasa de la cadena liviana de la
miosina; MLC: cadena liviana de la miosina; K+: potasio iénico.
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