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Resumen

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad crénica, progresiva y
fatal. A pesar del desarrollo de nuevas drogas, continta siendo incurable. Las tres
vias de tratamiento farmacoldgico actual apuntan a la regulaciéon del tono vascular
pulmonar, sin embargo, no se ha considerado la posible participacién del sistema de
regulacion purinérgica del tono, el cual ya es conocido por su contribucion a la
regulacion de la vaso-actividad a nivel sistémico. La escasa bibliografia disponible
gue ha permitido iniciar la caracterizacion del sistema purinérgico a nivel pulmonar se
refiere solo al nivel arterial, sin embargo, los vasos venosos intrapulmonares
pequefios dan cuenta de cerca de un 20% de la resistencia vascular pulmonar, lo
gue hace de este un componente importante en HAP. Es por esto que nuestro
objetivo fue evaluar la contraccion de venas intrapulmonares pequefias inducida por
UDP y buscar el receptor sensible a UDP involucrado (P2Ys 0 P2Y14 ). Registramos la
contraccion de venas intrapulmonares pequefias (VIP) inducida por dosis crecientes
de UDP en rebanadas de pulmon de ratas con HAP y ratas sanas; luego
desarrollamos ensayos funcionales con agonistas y antagonistas especificos para los
receptores P,Yes Yy P2Y14 Y finalmente evaluamos la expresion de dichos receptores a
través de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Nuestros resultados muestran por
primera vez que el UDP es un agonista capaz de inducir contraccion dependiente de
concentracion en VIP tanto en ratas sanas como HAP, en este dltimo grupo se
observa una contraccion mediada por UDP de una magnitud mayor a la lograda en
ratas sanas. Los estudios funcionales con agonistas especificos para cada receptor

muestran contraccion mediada por el receptor P,Ys y en muy menor medida por el
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receptor P,;Y;4, en ratas sanas e interesantemente demostramos una
hipercontractilidad mediada por UDP-Glucosa a través de su Unico receptor P,Y14€en
ratas HAP. La IFI ratifica la presencia del receptor P,Ye en musculo liso de ratas
controles e hipertensas y consecuentemente con los estudios funcionales se
demostré una mayor presencia del receptor P,Y14 en musculo liso de VIP de ratas

con HAP en comparacion a ratas sanas.

Nosotros concluimos que es el receptor P,Yi4 el que presenta una destacada
participaciéon en la fisiopatologia de la HAP; esto debido a que su activacion
especifica induce una respuesta hipercontractil de las VIP en ratas enfermas, lo cual
se ve respaldado por su mayor colocalizacién a nivel del masculo liso en la pared de
VIP de ratas HAP. Esto nos permite pensar en el receptor P,Y;4 COmO un nuevo

target de accion farmacolégica para el tratamiento de la enfermedad.
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Abstract

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a chronic, progressive, and fatal disease.
Despite the development of new drugs, the disease remains incurable. The current
pharmacological treatment focuses on the regulation of pulmonary vascular tone, but
has not been considered the possible participation of the purinergic regulation system
of the tone, which is already known for its contribution to vasoreactivity in systemic
vessels. There is a limited bibliography available about purinergic system in
pulmonary vessels that only refers to the arteries, nervertheless, the small
intrapulmonary veins vessels confer approximately 20% of the pulmonary vascular
resistance, that make it as an important component in PAH. Our objetive was to
evaluate the contraction of the small intrapulmonary veins (SPV) induced by UDP and
to dissect the susceptible UDP-sensitive P,Yg or P,Y14. We recorded the UDP -
induced contraction of small intrapulmonary veins from lung slices of healthy rats and
PAH; then we performed functional assays with specifics agonist/antagonist to P,Ye
and P,Y 14 receptor and finally we evaluated the expression of those receptors through
indirect inmunofluorescence (IFI). Our results shows for first time that UDP is a
physiological agonist capable to induce concentration- dependent contraction of
intrapulmonary veins in both healthy and PAH rats. Furthermore, in PAH rats, a
greater UDP induced — contraction compared to healthy rats was observed. The
functional assays with specifics agonists to each receptor shows contraction via P,Yg
activation and to a lesser extent via P,Y14 activation in healthy rats and importantly, in
PAH rats, we demonstrated an UDP-Glucose- induced hypercontractility mediated by

its unique receptor P,Y14. The IFI confirmed the presence of P,Y receptor in smooth
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muscle of SPV from healthy and PAH rats and consequently in according to the
functional assays it was shown a greater presence of P,Y14 receptor in the smooth

muscle of SPV from PAH rats in comparison with healthy group.

We conclude that P,Y14 receptor presents a more prominent participation in the
physiopathology of PAH; this because its specific activation induced an hyper-
response in the SPV of PAH rats, which is supported by a greater P,Y 14 colocalization
with smooth muscle of SPV from PAH rats. This allows us to postulate to the P,Y14

receptor as a new target of pharmacological action for the disease.
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1.- Marco Teobrico

1.1- Hipertensién pulmonar

La hipertension pulmonar (HP) es wuna enfermedad cronica, progresiva,
potencialmente mortal que se define como un incremento en la presion arterial
pulmonar media (PAPm) =2 25 mmHg en reposo (Humbert y Ghofrani, 2016; Hambly
et al., 2016; Galie et al., 2015), medicion que se obtiene por cateterizacion cardiaca .
El término hipertensién arterial pulmonar (HAP) describe a un grupo de pacientes
con hipertension pulmonar (HP) caracterizados hemodinamicamente por la presencia
de hipertension pulmonar pre-capilar (Galié et al., 2015) definida por una presion de
oclusién de arteria pulmonar normal < 15 mmHg y una resistencia vascular pulmonar
aumentada > 3 unidades Wood (Humbert y Ghofrani, 2016; Hambly et al., 2016;
Galie et al., 2015; Tsai et al., 2016) y en ausencia de otras causas de HP pre-capilar,
formando parte del grupo 1 segun la clasificacion de la organizacion mundial de la
salud (WHO). La HP es tipicamente diagnosticada en pacientes entre los 30 y 60
afos de edad y es dos a tres veces mas comun en mujeres (Hambly et al., 2016). La
literatura disponible respecto de la incidencia global de HP es pobre, en el reino
unido existe una prevalencia de HP de 97 casos por millon de habitantes, mientras
gue la prevalencia en Europa para HAP es de 15 casos por millén (Galie et al.,
2015). En Chile se desconoce la prevalencia real de la enfermedad, pero en base a
datos del extranjero, se estima que podrian existir 400 a 850 pacientes con HP
presentandose unos 30 casos nuevos por afio (Zagolin et al., 2016). Los sintomas
iniciales son poco especificos y estan generalmente relacionados con la disfuncién

ventricular derecha progresiva. El comienzo es insidioso y los pacientes presentan
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fatiga y disnea asociada a ejercicio, a lo cual se suma respiraciones cortas, debilidad,
angina y sincope; para progresar en semanas 0 meses a sintomas en reposo, en
estados mas avanzados de la enfermedad (Galié et al., 2015). Este inicio de los
sintomas tan poco especifico, asociado a la falta de conocimiento de la enfermedad
por parte de la poblacion hacen que el diagnéstico habitualmente sea tardio y en
etapas avanzadas de la enfermedad, con lo que el pronéstico empeora. Para la HAP
se ha estimado una sobrevida desde el diagndéstico de 10 meses para la poblacion
pediatrica y 2,8 afios para la poblacién adulta (Galié et al., 2015; Zagolin et al.,
2016). El evento inicial para los cambios patolégicos observados en la HAP se
piensa que se debe a una combinacion de insultos genéticos y medioambientales
que gatillan alteraciones en las células endoteliales vasculares (Tsai et al., 2016) lo
gue se ve acompafnado por el deterioro de varias vias de sefalizacion (Humbert y
Ghofrani, 2016; Gomez-Arroyo et al., 2011). La HAP se caracteriza por una
remodelacion y progresiva pérdida de las arteriolas pulmonares medianas y
pequefias, un hallazgo comun es la presencia de lesiones vasculares multicelulares
obliterantes complejas, con un engrosamiento de la capa intima y media, compuesta
principalmente por musculo liso y miofibroblastos (Tsai et al., 2016; Gémez-Arroyo et
al., 2011; Shimoda y Laurie, 2013), lo que resulta desde la proliferacion y migracion

de células de musculo liso y trans-diferenciacion celular.
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1.1.1- Clasificacion de hipertension pulmonar

La hipertensién pulmonar ocurre por muchas razones y mas comunmente como una
complicacion de enfermedades cardiopulmonares o sistémicas (Hambly et al., 2016).
La clasificacion segun las guias clinicas para el diagnéstico y tratamiento de la
hipertension pulmonar de las sociedades respiratorias y de cardiologia europeas del
afio 2015 adoptada por la asociacion mundial de la salud (WHO), intenta categorizar
estas multiples condiciones clinicas en cinco grupos de acuerdo a su presentacion
clinica similar, hallazgos patoldgicos, caracteristicas hemodinamicas y estrategia de
tratamiento (Galie et al., 2015). Encontramos asi el grupo I. Hipertensién Arterial
Pulmonar (HAP) con las caracteristicas hemodindmicas y de remodelacion
mencionadas previamente, dentro de este grupo es posible identificar la HAP
idiopética, hereditaria (asociada a mutaciones genéticas), inducida por drogas y
toxinas entre otras. Grupo II: Hipertension pulmonar debido a falla cardiaca izquierda,
la cual puede ser generada por disfuncion sistélica o diastolica cardiaca izquierda,
enfermedad valvular, cardiomiopatias congénitas y estenosis venosa pulmonar
adquirida o congénita. Grupo lll: Hipertension pulmonar debido a enfermedad
pulmonar y/o hipoxia, como posibles enfermedades causales se encuentran: la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfermedad pulmonar intersticial,
otras enfermedades pulmonares con un patron mixto obstructivo y restrictivo,
desordenes respiratorios del suefio entre otros. Grupo IV: Hipertension pulmonar
trombo-embdlica cronica y otras obstrucciones de arteria pulmonar y en el grupo V:
Hipertension pulmonar con mecanismos poco claros y/o multifactoriales como por

ejemplo desérdenes hematolégicos como la anemia hemolitica crénica; desérdenes
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sistémicos como sarcoidosis, histiocitosis pulmonar, neurofibromatosis; desérdenes
metabdlicos como la enfermedad de almacenamiento del glicégeno, enfermedad de
Gaucher y otros. De esta clasificacion, el grupo Il y Il son los mas frecuentes y en
ellos la enfermedad suele ser leve o moderada (Hambly et al., 2016; Galié et al.,

2015).

1.1.2.- Terapia farmacoldgicay manejo

El manejo optimo de la hipertension pulmonar depende de distintos factores, entre
ellos encontramos el tipo de HP que presenta el paciente (segun la clasificacion
internacional) como también la severidad con la que se presenta la enfermedad,
evaluada tipicamente segun la Clasificacién Funcional de la Asociacion del Corazon
de Nueva York (NYHA-FC). En base a esto es que las guias clinicas internacionales
y la WHO recomiendan fuertemente para los grupos Il y lll que el manejo debiese
dirigirse a la optimizacion de la condicién cardiopulmonar subyacente, especialmente
hacia la sobrecarga de fluido y la hipoxemia (Hambly et al., 2016). Esto debido a que
la evidencia existente no recomienda el uso de terapia objetivo para HP en ellos, ya
gue se han observado efectos inconsistentes y limitados sobre la hemodinamica
pulmonar y la capacidad de ejercicio, sin mejora en los resultados clinicos. En el
caso de pacientes que pertenezcan al grupo IV y presenten HP trombo-embdlica
cronica, el manejo de eleccion es la endarterectomia de arteria pulmonar,
procedimiento quirdrgico que permite retirar el trombo que causa la obstruccion

pulmonar (Hambly et al., 2016). Lamentablemente solo un tercio de los pacientes

18



pertenecientes al grupo IV son candidatos al procedimiento quirdrgico, por lo tanto,
en pacientes inoperables o recidivantes las guias internacionales del afio 2015
recomiendan el uso de terapia objetivo para HP (Galié et al., 2015; Hambly et al.,
2016). En el caso de la hipertension arterial pulmonar (HAP) (Grupo 1), el objetivo del
manejo farmacoldgico busca aliviar los sintomas relacionados con la HP, prevenir la
progresion de la enfermedad, como también mejorar la calidad de vida y la sobrevida
de los pacientes, reduciendo la severidad de la anormalidad hemodindmica pulmonar
y mejorando la funcién ventricular derecha (Ataya et al., 2016; Humbert y Ghofrani,
2016). Existe un pequeiio grupo de pacientes dentro del grupo I, que en el test de
vaso-reactividad realizado por cateterizacion cardiaca presentan una marcada
vasodilatacion aguda, soOlo en estos pacientes se recomienda iniciar terapia
vasodilatadora con altas dosis de bloqueadores de canales de calcio (Hambly et al.,
2016; Galié et al., 2015). En el resto de los pacientes con HAP principalmente se
maneja la disfuncion endotelial, que estd presente como factor central en el
desarrollo de la enfermedad y que cursa con disminucién en la sintesis de 6xido
nitrico (NO) y prostaciclina y con una produccion aumentada de endotelina 1. Es por
esto que la terapia farmacoldégica disponible para el manejo de la HAP se enfoca en
estas tres vias fisiologicas disfuncionantes, por lo que se utilizan como farmacos
objetivos los antagonistas del receptor de endotelina 1 (ambrisentan, bosentan,
macitentan), prostanoides analogos de la prostaciclina (epoprostenol, treprostinil,
selexipag) y farmacos que aumentan los niveles de GMP. simulando la accién del
NO, como inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (sildenafil, tadalafil) o directamente
agonistas de la guanilato ciclasa como el Riociguat (Hambly et al., 2016; Tsai et al.,

2016; Ataya et al., 2016; Humbert y Ghofrani, 2016). El enfoque mas comun para
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iniciar el tratamiento es la terapia oral Unica, sin embargo, en algunos pacientes el
tratamiento con un solo agente oral esta asociado con una inadecuada respuesta
inicial o con progresion de la HP y falla ventricular derecha, por lo que datos
recientes respaldan el uso de la combinacién llamada “triple terapia” usando un
agente de cada una de las familias de medicamentos objetivos para HAP (Humbert y
Ghofrani, 2016; Hambly et al., 2016). En aquellos pacientes con sintomas
persistentes o progresivo deterioro funcional (NYHA- FC 1ll o IV) a pesar de una
terapia médica 6ptima, el doble trasplante pulmonar cardiaco permanece siendo una
opcidn final de manejo que ha demostrado mejorar la sobrevida en aproximadamente

5 aflos (Hambly et al., 2016).

A pesar del constante desarrollo de nuevos farmacos, la HAP continda siendo una
enfermedad incurable, su tratamiento es aun limitado, el pronéstico a largo plazo es
pobre y la mortalidad persiste inaceptablemente alta. Por estos motivos es
criticamente necesario el desarrollo de investigacion en posibles nuevas vias objetivo
de tratamiento para la enfermedad (Gémez- Arroyo et al., 2011; Ataya et al., 2016;

Humbert y Ghofrani, 2016).
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1.2.- Modelo de hipertensién pulmonar inducido por Monocrotalina

Debido a la aun alta mortalidad asociada a la hipertension pulmonar y a que los
tratamiento utilizados en la actualidad persisten con un modesto impacto en la
sobrevida y calidad de vida de los pacientes, se hace necesario de forma critica un
mayor entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad. Para lograr esta tarea, es
clave el desarrollo de modelos animales de hipertension pulmonar (Gémez-Arroyo et
al., 2011; Maarman et al., 2013). En este contexto, el uso de la Monocrotalina (60 -80
mg/Kg s.c. o i.v.), un alcaloide derivado de la planta Crotalaria Spectabilis ha sido
ampliamente utilizado en ratas por su conocida toxicidad pulmonar (Dumitrascu et al.,
2008; Shimoda y Laurie, 2013) lo que se asocia a su bajo costo, alta reproductibilidad

y habilidades técnicas simples (Gomez-Arroyo et al., 2011; Maarman et al., 2013).

El mecanismo por el cual la Monocrotalina induce hipertension pulmonar ain no es
completamente entendido, sin embargo se sabe que una vez inyectada es activada a
un metabolito reactivo en el higado (accién dependiente de citocromo P450) tras lo
cual inicia lesiones a nivel de las células endoteliales de la vasculatura pulmonar lo
gue gatilla vasculitis pulmonar y remodelacion vascular pulmonar obstructiva,
caracterizada por estrechamiento y/o obliteracion del lumen vascular (Ryan et al.,
2011; Gomez-Arroyo et al., 2011; Maarman et al., 2013; Dumitrascu et al., 2008;
Shimoda y Laurie, 2013). EI modelo de hipertension pulmonar por Monocrotalina se
caracteriza por una hipertrofia de las células del musculo liso de la capa media en
arterias pulmonares, con mayor proliferaciéon y resistencia a la apoptosis (Ryan et al.,
2011; Gémez-Arroyo et al., 2011; Maarman et al., 2013), generando un aumento en

la resistencia al flujo de sangre a través de la red capilar pulmonar, lo que lleva a una
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sobrecarga en el ventriculo derecho y su consecuente hipertrofia y posterior falla.
Este modelo no solo lesiona las arterias pulmonares, sino que también es capaz de
inducir edema alveolar, hiperplasia celular septal alveolar y oclusion de venas

pulmonares (Gémez- Arroyo et al., 2011).

Si bien, la hipertensién arterial inducida por Monocrotalina al igual que muchos otros
modelos animales, no se ajusta completamente a las caracteristicas clinicas
observadas en humanos, si presenta las lesiones obliterantes complejas encontradas
en pacientes con HAP severa (a diferencia del modelo de hipoxia crénica que
también es frecuentemente utilizado) (Goémez- Arroyo et al., 2011) y adicionalmente
permite caracterizar etapas tempranas de hipertensiéon pulmonar que a menudo en

humanos se pierden debido al diagnéstico tardio (Maarman et al., 2013).

1.3.- Regulacién purinérgica del tono vascular

Por muchos afios, el control del tono vascular se entendia exclusivamente bajo el rol
antagonico del sistema nervioso autbnomo; simpatico adrenérgico constrictor y
parasimpatico colinérgico vasodilatador. Hasta que el Dr. Furchgott descubrié la
existencia de un control del tono vascular por factores dependientes de endotelio, lo
cual permitié abrir la mirada en este campo (Burnstock, 2010). Existe una larga lista
de sustancias vaso-activas endoteliales, las mas conocidas son el éxido nitrico,
prostaciclina por su capacidad vasodilatadora y endotelina 1 con la funcion opuesta,

sin embargo, también dentro de estos factores liberados desde el endotelio se
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encuentran algunos nucledétidos endogenos, lo cual ha iniciado la investigacion

respecto de la regulacion purinérgica del tono vascular.

Las purinas (adenosina, ATP y ADP) y pirimidinas extracelulares (UDP y UTP) son
moléculas de sefalizacion que median diversos procesos biolégicos que incluyen
contraccién y plasticidad del musculo esquelético (Casas et al., 2014) contraccion del
musculo liso y neurotransmisién (Ralevic y Dunn, 2015) secrecién endocrina y
exocrina, respuesta inmune, inflamacion, agregacion plaguetaria y dolor entre otros
(Ralevic y Burnstock, 1998). En los vasos sanguineos, estos son liberados desde
diferentes tipos celulares (células endoteliales, muasculo liso, células epiteliales),
como también desde células sanguineas circulantes incluyendo eritrocitos y
plaguetas (Lazarowski et al., 2003; Ralevic y Dunn, 2015). Esta liberacion seria en
respuesta a estimulos de distintos tipos como estrés tisular, dafio celular o en

procesos de liberacién de ciertos neurotransmisores (Jacobson, 2010).

Los nucledtidos ejercen sus efectos a través de receptores llamados receptores
purinérgicos, de los cuales existen dos familias principales: P1 o receptores de
adenosina, subdivididos a su vez en cuatro tipos, todos acoplados a proteina G; y
receptores P2 que reconocen tanto purinas como pirimidinas con distinta afinidad.
Estos receptores se han encontrado en el sistema vascular expresados tanto a nivel
de endotelio, musculo liso vascular y en nervios perivasculares (Ralevic y Burnstock,
1998, Ralevic y Dunn, 2015). Los receptores de la familia P2 estan divididos en P2X
gue son receptores ionotropicos que responden a ATP y actian como un canal
cationico que causa despolarizacion de membrana por influjo de calcio (encontramos

siete subtipos de receptores P2X1 al P2X7) y el otro grupo son los receptores P2Y
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acoplados a proteina G, de los cuales se han identificado ocho distintos que pueden
ser clasificados en base a su afinidad con nucleétidos o al tipo de proteina G al cual
estan acoplados (Ralevic y Burnstock, 1998; Burnstock y Ralevic, 2014; Ralevic y
Dunn, 2015). De acuerdo a la estructura del receptor P2Y encontramos que P2Y;_,_
4-6-11€stan acoplados a proteina Gq y los receptores P2Y1,_ 13- 14 €stan acoplados
a proteina G; (Ralevic y Dunn, 2015) y respecto del tipo de nucleétido que unen: P,Y,
responde a ADP > ATP, P,Y, ATP y UTP, P,Y, responde a UTP, P,Ys a UDP > UTP,
P,Y1; a ATP, P,Y1,-13 responden a ADP y P,Y14 a UDP- glucosa > UDP (Jacobson,

2010; Ralevic y Dunn, 2015).

El extenso conocimiento respecto del rol que tiene la recepcidn purinérgica sobre el
tono vascular, se ha generado de forma casi exclusiva en base a estudios realizados
en vasos sanguineos sistémicos y como ha sido mencionado ya por algunos de los
autores que mas conocimiento han generado en relacién al tema, es claro que
existen diferencias significativas en los mecanismos regulatorios en diferentes vasos
sanguineos y en diferentes especies, relacionado con el rol fisiolégico especifico del
vaso en particular (Burnstock y Ralevic, 2014) con lo cual, es posible que en la
circulacién pulmonar la ubicacién, funcién y rol del sistema purinérgico no sea tal

como se ha mencionado hasta el momento en base a la circulaciéon sistémica.

En la actualidad existen 3 estudios que han demostrado la relacién entre HAP y
regulacién purinérgica. En el afio 2010 Rajkumar y sus colaboradores identificaron un
perfil de expresion génica diferencial entre los pacientes con HAP versus controles
con mas de 13 mil genes involucrados, uno de ellos es el gen que codifica para el

receptor P,Y; el que se encontraba sobre expresado en pacientes con HAP, lo cual
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fue confirmado posteriormente con analisis de gPCR (Rajkumar et al., 2010). En el
afio 2015 un grupo de autores finlandeses propuso que la atenuacion sostenida de la
actividad de la ectonucleotidasa CD39 deriva en la acumulacién intravascular de ATP
la que estaria altamente asociada con disfuncion y remodelacién vascular en HAP,
esto después de haber encontrado una sub-expresion de CD39 en el endotelio de
arterias intrapulmonares de pacientes con HAP idiopéatica asociado a cambios
obstructivos y remodelacion en vasos intrapulmonares de ratas, al realizar supresion
in vitro de dicha ectonucleotidasa (Helenius et al., 2015). Finalmente en el afio 2016
Visovatti y colaboradores publican un estudio llamado “Desregulacion purinérgica en
hipertension pulmonar” en el que confirman una disminucién en la expresion de
CD39 en el endotelio de vasos pulmonares de pacientes con HAP idiopatica,
agregando que esta subexpresion seria exclusiva a nivel de vasos, dado que su
expresion en el epitelio de via aérea no presenta diferencias respecto de pacientes
controles. Adicionalmente encuentran que un modelo de ratén knock-out para CD39
presentan una mayor tasa ATP/Adenosina intravascular, mayor presion de arteria
pulmonar, mayor hipertrofia ventricular derecha, un fenotipo protrombdético, asociado
a una sobreexpresion de los receptores P,X; y P,Y, en comparacion al grupo control
(Visovatti et al., 2016). Esta evidencia pone de manifiesto el importante rol de los
receptores purinérgicos en el desarrollo de la hipertension arterial pulmonar, lo cual
ha sido demostrado tanto en pacientes como en modelos animales, sin embargo
persiste la necesidad de mayor investigacion respecto de la expresion, funcion y
distribucion de los receptores purinérgicos especificamente en la circulacion

pulmonar.
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1.3.1.- Nucleétidos y su rol en la circulacion intrapulmonar

La circulacion pulmonar es un circuito de baja presion y baja resistencia, que regula
el flujo sanguineo con el fin dltimo de favorecer el intercambio gaseoso en el
parénquima pulmonar (Chootip et al.,, 2002). Como se menciond previamente, es
escasa la bibliografia sobre la regulacion del tono vascular intrapulmonar y su
relacion con la recepcion purinérgica. Sin embargo, gracias al desarrollo de la
tecnologia farmacéutica y a la aparicion de agonistas y antagonistas cada vez mas
especificos para los distintos tipos de receptores, se han logrado avances en la
identificacién de la expresién, ubicacién y funcién de los receptores purinérgicos en
la circulacion intrapulmonar. Un primer acercamiento in vivo fue logrado por
Kylhammar y su grupo de estudio en el 2014, en donde observaron que ADP induce
vasocontraccion pulmonar en cerdos, elevando tanto la presion media de arteria
pulmonar como la resistencia vascular pulmonar, esto es logrado por activacién de
los receptores P,Y: y P,Y1o (Kylhammar et al., 2014). Los estudios realizados en
arterias intrapulmonares de ratas han demostrado que ATP, UDP y UTP evocan
contraccién en arterias pulmonares de ratas, logrando su efecto a través de los
receptores P,Y, (ATP y UTP), P,Y, (UTP) y P,Ys (UDP) (Chootip et al.,, 2002;
Chootip et al., 2005; Mitchell et al., 2012). Ademé&s gracias al uso de agonistas
especificos y a biologia molecular, se demostré la presencia de los receptores P,Y; y
P,Y1, (ambos sensibles a ADP) en arterias pulmonares de ratas, también induciendo
vasocontraccion (Mitchell et al., 2012). Este mismo grupo de autores quiso evaluar la
presencia en arterias pulmonares de ratas, del receptor P,Y14 que al igual que el

receptor P,Ys, responde a UDP; sin embargo, los experimentos realizados con su
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agonista especifico (UDP — Glucosa) muestran que no existe vasocontraccion
dependiente de P,Y14 (Mitchell et al.,, 2012). Afios mas tarde se comprobd su
presencia y accion vasoconstrictora en arterias coronarias y basilar de ratén (Haanes
y Edvinsson, 2014), lo cual nuevamente demuestra que la distribucion de los
receptores purinérgicos varia dependiendo del tipo de vaso estudiado y que aln esta

pendiente mayor investigacion, especificamente en el territorio vascular pulmonar.

1.4.- Venas intrapulmonares pequefias y su importancia en el aumento de la

resistencia al flujo

A pesar de que la evidencia presentada previamente es clara en mostrar que los
receptores purinérgicos tienen un rol a nivel de la vasculatura pulmonar, hasta la
fecha no existen publicaciones que hayan evaluado la regulacién del tono de venas
intrapulmonares. Esto debido principalmente, a que el estudio de las patologias que
comprometen el flujo sanguineo pulmonar histéricamente se ha enfocado en las
arterias como posibles responsables, restando valor a la capacidad de las venas
intrapulmonares de modificar su diametro interno y a través de esto participar en el
desarrollo de alteraciones de la hemodinamia pulmonar, como ocurre en la

hipertension pulmonar.

Desde el afio 1973, se tiene conocimiento claro de la presencia de muasculo liso en la
pared de venas intrapulmonares, lo cual le confiere la posibilidad de responder de
forma dinamica frente a distintos estimulos (Hislop y Reid, 1973). Estos autores

también sefialan la existencia de una fuerte relacién inversa entre el didmetro externo
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de las venas y el grosor de su pared, indicando que en venas de menor tamafo
(diametro menor a 300 um) el grosor de la pared incrementa conforme disminuye su
diametro externo, considerando que mas del 57% de los vasos venosos
intrapulmonares tienen un diametro menor a 500 ym (Counter et al., 2013) la
contribucién que la red venosa pulmonar pudiese presentar en el aumento de la
resistencia al flujo de sangre y posterior aumento en la presion de la red vascular

pulmonar, es de magnitud considerable y sin embargo, ha sido pobremente discutida.

1.5.- Estudio de vasocontraccion venosa en rebanadas de pulmén

Algunas de las dificultades que se han presentado para el estudio de vasos
pulmonares pequefios, por ejemplo venas menores a 200 pym, es el acceso a esos
vasos para realizar los experimentos, como también algunas limitaciones inherentes
a la técnica utilizada con mayor frecuencia; miografia a partir de anillos vasculares
(Chootip et al., 2002; Chootip et al., 2005; Mitchell et al., 2012), como por ejemplo la
necesidad de utilizar vasos de mayor tamano (sobre 200 ym) o la imposibilidad de
evaluar la reactividad de la muestra en relacién con el tejido en el cual esta inmersa,
es decir, al ser separada del tejido circundante, la evaluacion de la reactividad de ese
vaso puede distar del evento en condiciones fisioldgicas. Es por esto, que la técnica
de rebanadas de pulmon (Precision Cut Lung Slices; PCLS) que ha sido desarrollada
en la dltima década, presenta una ventaja clave al preservar las interacciones
funcionales entre via aérea, arteriolas y venas dentro del parénquima alveolar

(Hiorns et al., 2016; Sanderson, 2011). Esta rebanada de pulmén se mantiene “viva”
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por alrededor de 3 a 6 dias, conservando muchos aspectos de la organizacion
estructural y funcionalidad celular de las porciones de vasos y via aérea dentro del
parénquima alveolar (Sanderson, 2011) e incluso hay registros de que es capaz de
mantener sus propiedades funcionales, viabilidad celular y reactividad de la via aérea

tras dos semanas de crio preservacion (Rosner et al., 2014).

El hecho de que el PCLS permita observar a través de un microscopio convencional
de forma inmediata los cambios dinamicos de contraccién y relajacion de los distintos
componentes de la rebanada en su conjunto y en relacién con el microambiente que
lo rodea, permite hacer un andlisis que considera las fuerzas de retraccion de las
fibras elasticas, la rigidez del tejido conectivo y las fuerzas estresoras involucradas

(Sanderson, 2011).

Utilizando PCLS, se han logrado llevar a cabo en los ultimos tres afios estudios
acerca del efecto de los nuclettidos ATP, UTP y ADP sobre la veno-reactividad
pulmonar en ratas con HAP inducida con Monocrotalina. Resultados recientes del
Laboratorio de dinamicas broncovasculares y dafio pulmonar indican que existe un
comportamiento dispar en la venocontriccion dependiendo si el agente utilizado es
UTP o ADP. Se demostré que el ADP presenta un ECsy similar entre ratas sanas y
ratas con HAP, sin embargo, el porcentaje de contraccion maximo logrado con 800
MM de ADP fue significativamente menor en ratas HAP (45,4 £7,3%) al compararlas
con ratas sanas (81 £ 6%). Por otro lado los resultados obtenidos con UTP muestran
gue la maxima respuesta contractil de VIP no difiere entre ambos grupos, pero si se
observa en este caso una diferencia significativa en el ECsq , siendo este valor 16 + 1

MM en ratas sanas y 8,8 + 1,4 uM en ratas con hipertension pulmonar (Arellano, O.
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2016, Sacristan, C. 2015). Con esta evidencia es posible afirmar que en la
fisiopatologia de la hipertension arterial pulmonar estad importantemente involucrado
el control purinérgico vascular, sin embargo, a la luz de los resultados variables que
han sido encontrados, es imperativo continuar con el estudio de los efectos de otros
nucledtidos; como es el caso del UDP y su receptores P,Yg y P2Y14 en VIP, con el fin

de clarificar su participacion en esta patologia.
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2.- Hipotesis

En ratas con hipertension pulmonar el UDP induce una hiper-contraccién de venas
intrapulmonares pequefias, debido a un aumento en la expresion de los receptores

purinérgicos P,Ys 0 P2Y14.

3.- Objetivo General

Evaluar la contraccién de las venas intrapulmonares pequefias inducida por UDP y
evaluar el aumento en la expresion de los receptores purinérgicos P,Ys 0 P2Y14, €N

rebanadas de pulmén de ratas sanas e hipertensas pulmonares.

4.- Objetivos Especificos

4.1.- Objetivo Especifico 1

Confirmar la condicibn de HAP de las ratas del grupo experimental mediante la

evaluacion de la hipertrofia ventricular derecha a través del indice de Fulton.
4.2.- Objetivo Especifico 2

Determinar la concentracion ECso de UDP en venas intrapulmonares pequefas de

ratas, mediante construccion de curvas dosis respuesta a UDP.
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4.3.- Objetivo Especifico 3

Determinar la respuesta contractii en presencia de agonistas y antagonistas

especificos para P,Ys y P2Y14.
4.4.- Objetivo Especifico 4

Evaluar la expresion del receptor P,Ys y P,Y14 mediante inmunofluorescencia

indirecta.
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5.- Materiales y Métodos

5.1.- Diseiio Experimental

Tabla 1.- Disefio experimental segln cada objetivo especifico.

DISERD EXPERIMENTAL SEGUN CADA OBIETIVO ESPECIFICO

OBIETIVOS

EXPERIMENTOS

Confirmar la condicion de HAP de |as
ratas del grupo experimental
madiante [a evaluacion del indice de
Fulton.

Se midid la relacién entre el peso del ventriculo derecho [ peso del
ventriculo izquierdo + septum en el grupo control, al momento de la
eutanasia.

Se midi¢ la relacién entre el peso del ventriculo derecho [ peso del
wventriculo izguierdo + septum en el grupe experimental, al momento de la
eutanasia.

Determinar la concentracién EC50 de
UDF en venas intrapulmonares
pequefias de ratas, mediante
construccion de curvas dosis
respuesta a LUDP.

Se midig la contraccion de VIP inducida por UDF en ratas del grupo control,
mediante estudios funcionales y construccicon de curva dosis-respuesta

Se midig |z contraccion de VIP inducida por UDF en ratas expenimentales,
mediante estudias funcionales y construccidn de curva dosis-respuesta

Determinar lz respuesta contractil en
presencia de agonistas y antagonistas
especiticos para P2YE y P2Y 14,

S& midic la contraccigén de VIP inducica por agonista P2Y6 en ratas controles
vy experimentales, mediante estudios funcionales

Se midig la contraccion de VIF inducida por antagonista P2Y6 en ratas
controles y experimentales, mediante estudios funcionales

Se midig la contraccion de VIP inducida por agonista P2Y14 en ratas
controles y experimentales, mediante estudios funcionales

Evaluar la expresidn del receptor P2Y6
y P2Y14 mediante
inmunoflucrescencia.

Se detectaron los receptores F2YE y P2Y¥14 por inmunoflucrescencia
indirecta en rebanadas de ratas sanas y HAP y se cuantificd su colocalizacidn
mediante Colocalization Test y Colocalization Threshold
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5.2.- Animales

Todos los procedimientos fueron realizados en concordancia con las guias
nacionales de manejo de animales y aprobados por el Comité institucional de
cuidado y uso de animales (CICUA) de la Universidad de Chile (Protocolo CBA
#0894 FMUCH). Se utilizaron 32 ratas macho, especie Rattus norvegicus cepa
Sprague — Dawley de edad mayor a 42 — 45 dias con pesos entre 200 — 250 grs. Las
gue fueron eutanasiadas a través de una inyeccion anestésica de ketamina (180
mg/kg) — xilazina (18 mg/kg) via intraperitoneal, esta fue administrada con el fin de
generar narcosis previo al método fisico de eutanasia que corresponde a la apertura
toracica bajo anestesia profunda. Los animales se mantuvieron en el bioterio central
de la Facultad de Medicina Norte de la Universidad de Chile con temperatura
ambiental entre 18 y 23 grados Celsius controlada de acuerdo a las normas de
housing del bioterio, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y con alimentacion y
agua ad libitum, hasta su traslado al laboratorio de dinamicas broncovasculares y

dafio pulmonar para su eutanasia.

5.3.- Monocrotalina: Modelo de hipertension pulmonar en rata

Para la preparacion de Monocrotalina (Sigma), se utilizaron 300 gr. de este
compuesto disueltos en HCI 1 N. El pH fue ajustado a 7,4 con NaOH 0.5 N y el
volumen de la solucibn se completé con agua bidestilada para lograr una
concentracion de 30 mg/ml. Las ratas individualizadas anteriormente recibieron una

inyeccion subcutdnea de 60 mg/Kg de Monocrotalina (grupo hipertensas) o una
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inyeccion subcutanea con volumen equivalente de solucion salina (2 ml/Kg) (grupo
control). Los estudios se desarrollan entre 21 y 28 dias posterior a la inyecciéon con
Monocrotalina o solucion salina (Maarman et al., 2013; Gomez- Arroyo et al., 2011;

Ryan et al., 2011).

5.4.- Rebanadas de pulmén de corte preciso (PCLS)

Durante la diseccion del animal, la traquea es canulada para fijar los pulmones con
una solucion de agarosa de bajo punto de fusién (Axigen) al 2% (dosis 4,5 mg/100
gr) y los vasos sanguineos intrapulmonares se fijan con 5 ml de gelatina (Becton,
Dickinson) al 6% que se inyecta directamente en el ventriculo derecho, ambas
mantenidas a 37°C. Posteriormente se solidifican ambas soluciones manteniendo el
cadaver por aproximadamente 30 minutos a 4°C, tras lo cual se extraen los pulmones
y se corta la base del pulmén izquierdo en su tercio inferior, el que se monta en el
vibratomo que genera aproximadamente 20 rebanadas de 150 ym de grosor
(Sanderson, 2011). Las rebanadas son mantenidas en Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Gibco; contiene glucosa, L — glutamina, bicarbonato de sodio) en un
ambiente a 37°C y con 5% de CO,. Por aproximadamente 12-20 horas hasta que se

realizan los estudios de vaso-reactividad (Henriquez et al., 2018).
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5.5.- Estudios Funcionales de venas intrapulmonares pequeias

Inicialmente se construyé una curva dosis respuesta a K*, con el fin de evaluar el
comportamiento contractil de las VIP frente a el, como también para determinar la
concentracion de normalizacion a utilizar en los estudios funcionales con agonistas
purinérgicos. Para la construccién de esta curva se estimularon VIP con KCl a 5 mM,
10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM y 70 mM de concentraciéon. La solucion de
estimulacion alta en K' fue preparada reemplazando NaCl con una cantidad
equimolar de KCI en HBSS, para asi mantener la osmolaridad de la solucion. Las
curvas de dosis respuesta a UDP fueron construidas con 6 puntos de estimulacion a
diferentes concentraciones (0,005 uM -0,05 yM -0,5 pM =5 yM -50 M y 500 pM)

(Chootip et al., 2002; Chootip et al., 2005).

Las rebanadas de pulmon también fueron expuestas a agonistas especificos para
P.Ye y P2Y14 (PSB0474 y UDP Glucosa respectivamente) a una concentracion de
500 pM, concentracién que nos permite comparar la respuesta con la maxima
contracciéon inducida por UDP. Por ultimo, se realizaron adicionalmente estudios
funcionales con un antagonista especifico P,Ys MRS2578 100 nM (Mitchell et al.,
2012). Todos los estudios funcionales fueron realizados en venas intrapulmonares
pequeias menores a 200 um de diametro observadas y medidas bajo un
microscopio invertido de contraste de fase modelo DXS-2 trinocular a 25x. Los
registros se realizaron a través de un sistema de fotocaptura con el software S-
Viewer que permite obtener las imagenes desde una camara digital de alta
resolucion 0,45x modelo SXY — 130 de 3.0M pixeles acoplada al microscopio, que

captura fotografias a 0,5 Hz durante todo el proceso de perfusion del sistema.
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Dichos registros fueron analizados en el programa de procesamiento y analisis de
imagenes ImageJ, que permite determinar en base a los pixeles de cada fotografia el
cambio en el area de la vena para cada tiempo del experimento. Posteriormente con
los valores del area por segundo, se construyeron los gréaficos de registros (area vs
tiempo) en el programa estadistico OriginPro 8.1, desde los cuales se obtienen por
cada experimento los valores de la maxima reduccién de area lograda por cada dosis

de UDP utilizada.

5.6.- Inmunofluorescencia Indirecta

Las rebanadas de pulmén que no fueron utilizadas en los estudios funcionales, se
lavaron con Phosphate Buffered Saline (PBS, Winkler) 1x para luego ser fijadas con
500 yL de acetona (Winkler) 100% durante 30 minutos a -20°C. Posteriormente
fueron permeabilizadas con Tritbn X-100 (Sigma) 0,1% en BSA 3% durante 30
minutos; tras ello fueron incubadas en solucion de bloqueo que contiene Bovine
Serum Albumin (BSA) 3% en PBS 1x por 2 horas a temperatura ambiente. Luego
fueron incubadas de manera independiente con los anticuerpos primarios especificos
anti receptor P,Y¢ (Rabbit) (Alomone) y anti receptor P,Y14 (Rabbit) (Alomone) junto
con el anticuerpo anti alfa actina de musculo liso (Mouse) (Santa Cruz), diluidos
todos 1:250 en BSA 3% toda la noche a 4°C. En cada lote de inmunofluorescencia
indirecta realizado se dejo una placa sin anticuerpo primario, la que sirvio como
control negativo de dicha serie. Al dia siguiente las rebanadas fueron incubadas con

los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 Goat anti Rabbit (Life Technologies) y
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Alexa Fluor 633 Rabbit anti Mouse (Life Technologies) diluidos 1:500 en BSA 3% por
una hora a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente las rebanadas fueron
montadas usando ProLong con DAPI (Life Technologies) y mantenidas a 4°C hasta
su estudio. Las imagenes fueron obtenidas en microscopia confocal (Microscopio
confocal C2 plus Nikon) con una magnificacion de 10x y 40x, realizandose Z Stacknig

en cada una de ellas, con cortes de 5 uym (Arellano O., 2016; Henriquez et al., 2018).

5.7.- Cuantificacion de la colocalizacion en imagenes marcadas con IFI

El estudio de colocalizacion en las imagenes de inmunofluorescencia indirecta, se
realiz6 con el software ImageJ utilizando los plugin “Colocalization Test” que entrega
el valor r de la correlacion de Pearson entre ambas imagenes estudiadas y
“Colocalization Threshold” que entrega como resultado el indice de Manders e

intensidad de la fluorescencia de cada imagen.

Dos moléculas marcadas fluorescentemente se consideran colocalizadas si ellas se
encuentran en el mismo compartimento espacial, por ejemplo la célula muscular lisa,
(Costes et al., 2004) o si ocupan el mismo pixel en una imagen. La colocalizacién en
una imagen que cuenta con fluoréforos de dos colores (en este caso rojo y verde)
puede ser visualizada en un grafico de correlacion de dos colores, donde el nimero
de pixeles con intensidades rojas y verdes son dibujados como una nube de puntos,
en este grafico cada eje representa la intensidad de cada color; basados en esto, los
pixeles con colocalizacion significativa deberian encontrarse muy cerca de la linea

diagonal que cruza el gréfico (Costes et al., 2004). El valor que entrega el plugin
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Colocalization Test es el coeficiente r de la correlacion de Pearson (rango de -1.0 a
1.0) en donde un r de -1.0 indica que no hay colocalizacion y un valor de r igual a 1
refleja una colocalizacion total. Adicionalmente, el plugin Colocalization Threshold
entrega informacion respecto de la intensidad de la fluorescencia para cada canal,
como también arroja el indice de Manders el que puede tomar un valor entre 0 y 1
gue indican imagenes que no se sobreponen hasta imagenes con un 100% de
sobreposicion, respectivamente. Es importante destacar que el valor “M1” indica la
proporcion de la sefial del canal rojo (en nuestro caso anticuerpo anti alfa actina de
musculo liso) que coincide con la sefial verde (anticuerpo anti receptor purinérgico,
P2YR) y el valor “M2” corresponde a la proporciéon de la sefial del canal verde que

coincide con el rojo (Manders et al., 1993).

5.8.- Andlisis Estadistico

Para cada uno de los resultados, la contraccién lograda por el agonista estudiado fue
normalizada por la contraccion maxima lograda por 50mM de K*. En cada
experimento se realizé6 un minimo de 3 y maximo 30 registros. Los resultados son
mostrados como la mediana y el rango (Min. Y Max) o como la media + S.E.M.
(standard error of the mean) para el caso de las curvas dosis - respuesta. Para los
analisis se utilizdé el programa estadistico GraphPad Prism 5.0 y la significancia
estadistica se analizO con la prueba no-paramétrica de Mann- Whitney para la
comparacion de dos grupos y Kruskall Wallis para comparaciones en mas de dos

grupos. Para el analisis de los datos, se considero significativo un valor de p<0.05.
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6.- Resultados

6.1.- Monocrotalina induce HAP en ratas del grupo experimental.

Debido a que es fundamental confirmar que en nuestro grupo experimental se esta
cumpliendo la condicién de enfermedad, es que nos planteamos como objetivo inicial
corroborar dicha condicion en nuestros animales del grupo HAP mediante el indice
de Fulton, el cual relaciona el peso del ventriculo derecho (VD) con el peso del
ventriculo izquierdo mas el septum (VI + septum) y de esta manera logra identificar la
presencia de hipertrofia del ventriculo derecho del corazén, como consecuencia de
un aumento en la resistencia vascular pulmonar. El grupo control presentd un indice
de Fulton con una mediana de 0,23 (Min. 0,17 — Max. 0,39) (n= 9) el cual fue
significativamente mayor en el grupo HAP con una mediana de 0,55 (Min. 0,31 —
Max. 0,76) (n=12) p= 0,0003 (Figura 1). En la tabla 2 se detallan por separado los
pesos del ventriculo derecho y del ventriculo izquierdo + septum, se aprecia que solo
el peso del ventriculo derecho presenta diferencias significativas entre grupos (p=
0,0001) lo que nos permite inferir que el aumento en la resistencia al flujo sanguineo
inducido por la Monocrotalina es especifico a nivel del circuito pulmonar y no se
presentaria a nivel de los vasos sistémicos (peso del VI para ambos grupos sin
diferencias significativas). Se adicionan datos relacionados con la condicién de
enfermedad presentada en los animales como son el peso corporal al dia de la

eutanasia y el peso de los pulmones, para cada grupo.
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Figura 1.- Se grafica indice de Fulton en grupo de ratas controles n= 9 y ratas con HAP n= 12. Se

muestra la mediana y el rango. * Diferencia significativa segiin Mann- Whitney test p = 0,0003.

Tabla 2.- Caracterizacién animales del grupo control y grupo experimental

Variable Controles (n=15) HAP (n=17) Valor p

Mediana (Min. — Max.) | Mediana (Min. — Max.)

Peso inicial (gramos) 239 (194 — 256) 238 (191 — 334) 0,9082
Peso dia eutanasia (gramos) 460 (371 - 531) 397 (304 — 488) * 0,0212
Peso pulmones (gramos) 24,3 (22,3 -26,0) 24,4 (23,8 — 25,2) 0,8857

Peso pulmones/ gr. Peso corporal | 0,048 (0,047 — 0,049) | 0,052 ( 0,052 —0,059)* | 0,0286

Peso ventriculo derecho (mg) 229 (134 — 255) 478 (324 — 793)*** 0,0001
Peso ventriculo izquierdo + septum 885 (651 — 1095) 893 (691 — 1191) 0,7223
indice de Fulton 0,23 (0,19 -0,39) 0,55 (0,31 — 0,76)**= 0,0003

* Diferencia significativa segun Mann- Whitney test p < 0,005.
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6.2.- Respuesta contractil inducida por K*

La figura 2 muestra la curva dosis respuesta a K* en la que es posible observar que a
concentraciones entre 5 y 30 mM se obtiene una minima respuesta contractil, que se
acenta notoriamente a 50 mM con una contraccidbn cercana al 72%, para
posteriormente en 70 mM lograr una oclusion completa del lumen. Si bien es 70 mM
la concentracién que logra la maxima contraccion de las VIP, lo que se observd con
frecuencia en los experimentos realizados es que posterior a esta oclusiébn completa
del lumen, el vaso es incapaz de relajarse nuevamente hasta su lumen inicial (figura
3) condicién necesaria para la realizacion de los estudios funcionales propuestos en
esta investigacion. Por este motivo, la normalizacién fue realizada con K* 50 mM que

logra una contraccién sub-maxima con relajacién casi completa post contraccion.

Respuesta contractil a K"
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Figura 2. Curva dosis respuesta a K™ en VIP de ratas controles n= 3, cada punto muestra la media +

S.E.M.
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Figura 3. Registro representativo de la contraccion inducida por K en una VIP de rata control.

Adicionalmente, determinamos si la respuesta contractil a K" se ve modificada en el
grupo de ratas experimentales con HAP, para esto comparamos la contraccion
inducida por 50 mM de K" en el grupo de ratas controles que corresponde a 51,4%
(Min. 37,9% — Max. 75,3%) versus la contraccion lograda en HAP que fue de 54,9%

(Min. 35,5% — Max. 71,7%), sin diferencias significativas con un p=0,6 (Figura 4).
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Figura 4. Contraccion de VIP inducida por 50 mM de K en ratas controles n=11, caja azul y ratas HAP

n=9, caja roja. Se muestra la medianay el rango, p= 0,4.
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6.3.- Curva de dosis respuesta a UDP y valor ECs.

Nuestros resultados muestran que el agonista UDP logra inducir contraccion en
venas intrapulmonares pequefias de ratas sanas y con HAP. En la figura 5 se
observa una VIP de una rata control, que mide aproximadamente 120 um de
diametro en reposo, es decir, mientras estaba siendo perfundida con solucion salina
fisiologica (Imagen 2-A), en la imagen 2-B se muestra una reduccion considerable en
el tamafio del lumen cuando la VIP se expone a una solucién que contiene 50mM de
KCI, posteriormente el tejido es perfundido con soluciones que contienen
concentraciones crecientes de UDP (desde 0,005 a 500 yM) durante 3 minutos por
cada solucion, para determinar si la respuesta contractii es dependiente de
concentracion (Figuras 2-C a 2-H), encontrdndose una evidente disminucién del
lumen desde 0,5 pyM en adelante. En la figura 6 se muestran dos registros
representativos de experimentos como el de la figura 5, realizados en una VIP de
rata control (linea negra) y rata HAP (linea roja). En estos se observa que la
contraccién es mayor a medida que aumenta la concentracion de UDP en la solucion
perfundida y por lo tanto se hace evidente la dosis dependencia de la respuesta

estudiada.
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Figura 5. Imagenes representativas de una vena pulmonar pequefia (VIP) de rata control, frente a

dosis crecientes de UDP. Barra amarilla=100um.
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Figura 6. Registro representativo de la dosis dependencia a UDP de una VIP de rata control (linea
negra) y rata HAP (linea roja). Se muestra la respuesta contractil a UDP normalizada por una pre-

contraccion inducida por 50mM de KCI.
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La figura 7 muestra la cuantificacion de la respuesta a UDP en ambos grupos. Se
observa en la figura 7-A la curva dosis respuesta a UDP en VIP de ratas sanas (linea
azul) y ratas HAP (linea roja). En el gréfico se puede observar que la curva del grupo
control describe un ajuste sigmoideo el cual permite interpretar que a bajas
concentraciones se logra una contraccién cercana al 25% (normalizada por K%),
posteriormente a concentraciones intermedias presenta un marcado ascenso y sobre
50 uM alcanza un plateau contractil. De los parametros obtenidos del ajuste es
posible calcular el valor de la concentracion estimulatoria al 50% (ECsg) para el UDP,
que en ratas sanas corresponde a 2,45 + 0,33 yM normalizado por 50 mM de K*. La
curva dosis respuesta a UDP en ratas con HAP (linea roja) mostrada en la figura 7-A
presenta un comportamiento diferente; a concentraciones de 0,005 uM, 0,05 uM, 0,5
MM, 5 uM y 50 uM la contraccion observada es similar a la que presentan ratas
sanas, sin embargo en la maxima concentracion analizada se obtuvo una contracciéon
superior (235,7%; Min. 143,1% — Max. 739,4% n= 7, ratas HAP) y significativamente
diferente a la de ratas controles (127,8%; Min. 70,9% — Max. 198% n= 7, ratas
control) p= 0.035. Para apreciar de mejor forma esta diferencia, la contraccion frente
a 500 uyM de UDP fue graficada de manera independiente en la figura 7-B. Es
justamente esta potente contraccion que se genera en el punto final del rango de
concentraciones testeado, la que impide un ajuste sigmoideo de la curva en el grupo

de ratas con hipertension arterial pulmonar.
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Figura 7. Dosis Dependencia en respuesta a UDP. A.- Curvas dosis respuesta a UDP en ratas

controles (curva azul) n=7 y ratas HAP (curva roja) n=7, cada punto muestra la media + S.E.M.

B.- Contraccion de VIP inducida por 500 uM de UDP en ratas controles n=7 (caja azul) y ratas HAP

n=7 (caja roja). Se muestra la mediana y el rango. *Diferencia significativa segin Mann- Whitney test,

p=0,035.
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6.4.- Contraccion de VIP via receptor P,Ys: Respuesta frente a agonistas y

antagonistas especificos.

Dado que existen dos receptores sensibles a UDP, esta investigacion busca dilucidar
cudl de dichos receptores esta presente en la respuesta que observamos, tanto en
las ratas sanas como en las ratas HAP. Inicialmente realizamos estudios funcionales
en VIP con agonistas y antagonistas especificos para el receptor P,Ys. Observamos
gue al estimular con PSB0474 un potente y selectivo agonista del receptor P,Ys a
una concentracion de 500 yM se produce una contraccion en el grupo de ratas con
HAP (591%; Min. 226% — Max. 764%, n= 3) que tiende a ser superior respecto de
ratas controles (106%; Min. 90% — Max. 566%, n=3), pero sin diferencia significativa
(figura 8) p= 0,2. Para determinar el efecto de MRS2578, antagonista especifico del
receptor P,Ys, se calculé el porcentaje de inhibicion respecto de la contraccidn
maxima lograda por 500 uM de UDP (en cada uno de los experimentos) tomando
esta como 100% de contraccién. El grafico de la figura 9 muestra la respuesta
contractil a UDP en presencia del antagonista (MRS2578 100 nM) tanto para ratas
controles (69%; Min. 31% — Max. 94%, barra negra n=4) como para ratas HAP (84%;
Min. 31% — Max. 135%, barra roja n =3), mostrando que existe una inhibicion efectiva
de la contraccién al antagonizar el receptor P,Ys y ademas que dicha inhibicidon
tiende a ser menor en ratas HAP versus ratas controles, diferencia no significativa p=

0,85.
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Figura 8. Estimulacién de VIP con 500 uM de Figura 9. Inhibicion de la respuesta
PSB0474, agonista especifico del receptor P,Ys, contractl a UDP 500 uM en VIP por
n= 3. Se muestra la mediana y el rango, p=0,2. MRS2578, Control n=4, HAP n = 3. Se

muestra la medianay el rango. p=0.85

6.5.- Respuesta de VIP a UDP Glucosa, Agonista especifico del receptor P,Y14.

La presencia y funcionalidad del receptor P,Y14 en venas intrapulmonares pequefas
de rata fue testeada mediante la utilizacién de su agonista especifico UDP-Glucosa.
Al analizar la respuesta de las VIP en la maxima concentraciéon de UDP Glucosa
utilizada (500 uM) los resultados muestran que en ratas controles este agonista
induce una leve respuesta, la contraccion registrada presenta una mediana de 5,7%;
Min. 0,2% — Max. 39,2% (n= 4 ratas, correspondiente a 10 experimentos; Figura 10),
sin embargo, al estimular VIP de ratas HAP con UDP-Glucosa en igual concentracion
se evidencia una contraccion de magnitud 68,2%; Min. 32,5% - Max. 89,9%
normalizada por K* (n=4, correspondiente a 7 experimentos; Figura 10) la cual es

significativamente mayor con un p= 0,02.
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Figura 10. Cuantificacion de la respuesta a UDP — Glucosa 500 uM en VIP. Ratas controles n= 4 (caja
azul) y ratas HAP n= 4 (caja roja). Se muestra la mediana y el rango. * Diferencia significativa segun

Mann- Whitney test, p=0,02.
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6.6.- Expresion de los receptores P,Ys y P,Y14 en VIP: Inmunofluorescencia

Indirecta.

Para evaluar la expresion de los receptores P,Ys Yy P2Yy4, realizamos
inmunofluorescencia indirecta sobre VIP en rebanadas de pulmon de ratas control y
ratas con HAP. Marcamos ademas de los receptores purinérgicos, alfa actina
especifica de musculo liso para obtener informacion acerca de la localizacién de los
mismos. Las imagenes fueron obtenidas en microscopia confocal (Microscopio
confocal C2 plus Nikon) con una magnificacion de 10x y 40x, en donde se realiz6 un
Z Stacking de las muestras, con cortes opticos de 5 um de grosor. En la figura 11 se
muestran las imagenes del control negativo sin anticuerpos primarios. Este control se
realizé para demostrar que no hay unién inespecifica de los anticuerpos secundarios
utilizados y por lo tanto las sefiales observadas en las imagenes posteriores
corresponden a uniones especificas del anticuerpo primario con su proteina
respectiva. Como se observa en la figura 11-B y 11-C no existe fluorescencia
evidente en las imagenes del control negativo y bajo el mismo “setting” para adquirir

estas imagenes confocales, es que se analizaron todas las imagenes posteriores.
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Figura 11. Control Negativo para anticuerpos secundarios. (A) Contraste de fase de una rebanada de
pulmén que muestra una VIP (B) Imagen de la rebanada mostrada A, incubada sin anticuerpo primario
y con anticuerpo anti-Goat Alexa Fluor 633 como anticuerpo secundario. (C) Imagen de la rebanada
mostrada en A, incubada sin anticuerpo primario y con anticuerpo anti-Rabbit Alexa Fluor 488 como

anticuerpo secundario.
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En la figura 12 se observan las imagenes de inmunofluorescencia para el receptor
P,Ys y alfa actina de musculo liso en una VIP de rata control. En la imagen de
contraste de fase (Figura 12-A) es posible identificar las estructuras de una VIP,
visualizando el lumen del vaso (flecha blanca), la pared del vaso (flecha roja) y
también es posible observar los espacios aéreos que corresponden a alveolos del

parénquima pulmonar (flechas negras).

La figura 12-B muestra la celularidad marcada por medio del uso de DAPI indicando
la posicién de los nucleos celulares, que coincide con la pared del vaso y que se
hace nula en la zona del lumen. En la figura 12-C se observa la fluorescencia
generada por el anticuerpo anti alfa actina de musculo liso (en rojo), esta marca
coincide con la zona en que se observa la pared del vaso en la imagen 12-Ay 12-B.
Se aprecia que la alfa actina de musculo liso presenta una distribucion fibrilar

alrededor del lumen del vaso.

La fluorescencia originada debido a la unién especifica del anticuerpo anti P,Yg y su
respectivo anticuerpo secundario se observa en la figura 12-D en verde, el cual
presenta una distribucion similar a la observada en las imagenes 12-A, By C lo cual

nos indica que efectivamente dicho receptor esta presente en la pared de la VIP.
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Figura 12. Imagen confocal de una rebanada de pulmdn que muestra a P,Y¢ en VIP de una rata

Control, corte Optico de 5 pm. (A) Contraste de fase de la rebanada (B) Imagen de la rebanada
mostrada en A, con marca DAPI (C) Imagen de la rebanada mostrada en A, marcada con anticuerpo
especifico para alfa actina del musculo liso, (D) Imagen de la rebanada mostrada en A, marcada con
anticuerpo especifico para receptor P2Y6. Flecha blanca= lumen del vaso, flecha roja= pared del

vaso, flechas negras= espacios alveolares del parénquima pulmonar.
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Al realizar la superposicion de las imagenes para ambos fluoroforos es posible
observar que en gran parte de la pared vascular las sefiales coinciden, lo que se
observa en color amarillo, a esto llamamos zonas de colocalizacion (Figura 13). Para
hacer mas objetiva esta observacidon, se cuantificé el grado de colocalizacion
mediante los plugin Colocalization Test y Colocalization Threshold del programa

ImageJ (ver seccion Materiales y Métodos).

Figura 13. Superposicion de la imagen de VPP marcada con anticuerpo especifico para el
receptor P2Yg y marcada con anticuerpo especifico para alfa actina del misculo liso. Corte éptico

de 5 uym.

Los test de colocalizacién para la imagen de la figura 13 arrojaron un coeficiente r de
correlacion de Pearson de 0,61, un indice de Manders M1= 0,59 y M2= 0,78. Lo cual
nos permite concluir que ambas proteinas colocalizan en el musculo liso de la pared

del vaso, con lo que se demuestra que el receptor P,Ys estd presente en VIP de
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ratas controles, adicionalmente, el porcentaje de intensidad de la fluorescencia

emitida por el anticuerpo anti P,Y¢ en la VIP de una rata control corresponde a 73%.

En la figura 14 se observan las imagenes de inmunofluorescencia por microscopia
confocal para visualizar la expresion del receptor P,Y¢ y alfa actina de musculo liso
en un rata HAP. La imagen en contraste de fase (figura 14-A) muestra la estructura
de una VIP de rata HAP en la que se visualiza la pared del vaso (flecha roja) y el
lumen en el centro (flecha blanca), en medio de espacios aéreos correspondientes a
alveolos del parénquima pulmonar. La imagen 14-B marcada con DAPI, coincide con
lo que corresponde al espesor de la pared y también existe falta de celularidad en el
lumen del vaso (flecha blanca). En la figura 14-C se observa la marca generada por
el anticuerpo anti alfa actina de musculo liso (en rojo), es posible identificar una
pérdida de continuidad de las fibras musculares lisas en el cuarto inferior derecho de
la VIP, pero sin pérdida de tejido como se observa en la imagen de contraste de
fases (Figura 14-A) al comparar con la fluorescencia verde que representa al
anticuerpo anti P,Ys (Figura 14-D) existe en esta misma zona una disminucién de la
sefial para dicho receptor, lo cual apoya la hip6tesis de la colocalizacion P,Yg con el
musculo liso de la pared de VIP. En efecto, la fluorescencia del receptor P,Yg
coincide con la de la alfa actina de musculo liso al realizar la superposicion de ambas
iméagenes (Figura 15). En este caso los test de colocalizacion realizados para la
imagen de la figura 15 indicaron que el coeficiente de correlacion de Pearson es de
0,7, el indice de Manders M1= 0,80 y M2= 0,82, reflejando que existe una

colocalizacion real entre el receptor P,Ye y la alfa actina de musculo liso en las
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paredes de las venas de ratas HAP. En este caso el porcentaje de intensidad de

fluorescencia emitida por el anticuerpo anti P,Yg corresponde a 78%.

Figura 14. Imagen confocal de una rebanada de pulmén que muestra a P,Yg en VIP de una rata HAP,

corte Optico de 5 um. (A) Contraste de fase de la rebanada (B) Imagen de la rebanada mostrada en A,
con marca DAPI (C) Imagen de la rebanada mostrada A, marcada con anticuerpo especifico para alfa

actina del musculo liso (D) Imagen de la rebanada mostrada en A, marcada con anticuerpo especifico

para receptor P2Y6, Flechas blancas= lumen del vaso, Flecha roja= pared del vaso.
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Figura 15. Superposicion de la imagen de VIP marcada con anticuerpo especifico para receptor P2Yg

y marcada con anticuerpo especifico para alfa actina del misculo liso. Corte 6ptico de 5 ym.

En la figura 16 se muestra el coeficiente de correlacién de Pearson r, calculado en
cada uno de los cortes 6pticos que conforman la rebanada mostrada en la figura 13 y
figura 15. En este gréfico se aprecia que ambos grupos presentan una distribucién de
r similar, con valores minimos de 0.47 para la rata control (cuadrados azules) y 0.5
para la rata HAP (triAngulos rojos) y valores maximos de 0.61 y 0.7 para la rata

control y HAP respectivamente.

58



Colocalizacion P,Yg

o
(o]
)

)
1

o
(o)
1

2

J
1

o
~
1

Coeficiente de correlacion
de Pearson

©
w

D Q
Ooo\‘ X

Figura 16. Distribucion del coeficiente de correlacion de Pearson r en cada corte dptico (5
pum) obtenido en el Z Stacking confocal, para las rebanadas marcadas con anticuerpo anti
P,Ys, mostradas en la imagen de superposicion de la VIP de una rata control (Fig. 13,
cuadrados azules) y en la imagen de superposicién de la VIP de una rata HAP (Fig. 15,

triangulos rojos). p= 0,09.

En la figura 17 se observan las imagenes de inmunofluorescencia de la expresion del
receptor P,Y14 y alfa actina de musculo liso en una VIP de una rata control. En la
imagen de contraste de fase (Figura 17-A) es posible identificar la estructura de una
vena intrapulmonar pequefia en la que se indica la pared con una flecha roja y el

lumen con una flecha blanca.

En la figura 17-B se observa la marca de DAPI que muestra la celularidad en la

misma zona en que en la imagen anterior se identifica la pared del vaso, disminuye
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en la zona del lumen (flecha blanca). En la figura 17- C se observa la disposicién
fibrilar del musculo liso, alrededor del lumen del vaso, gracias a la sefal fluorescente
roja del anticuerpo anti alfa actina de musculo liso. En la figura 17-D se observa la
marca de la expresion del receptor P,Y14 (verde) lo que confirma su presencia en
venas intrapulmonares pequefias de rata control, sin embargo al realizar una
superposicion de las imagenes 17-B y 17-C se observan las sefales
mayoritariamente independientes del receptor P,Y14 y de la alfa actina de muasculo

liso (Figura 18).

Al realizar los test de colocalizacién para la figura 18, el valor de r corresponde a
0,41, el indice de Manders M1= 0,45 y M2= 0,47, lo cual nos permite afirmar por un
lado que el receptor P,Y14 se encuentra en musculo liso de venas intrapulmonares
pequefias en ratas controles, sin embargo, la correlacién existente es objetivamente
menor al ser comparado con el receptor P,Ys en el mismo grupo de animales. Al
analizar el porcentaje de intensidad de la fluorescencia del anticuerpo anti P,Y14 en

una VIP de rata control se observa que este corresponde a un 38%.
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Figura 17. Imagen confocal de una rebanada de pulmén que muéstra a P,Y1, en VIP de una rata
Control. Corte o6ptico de 5 uym. (A) Contraste de fase de la rebanada (B) Imagen de la rebanada
mostrada en A, con marca DAPI (C) Imagen de la rebanada mostrada en A, marcada con anticuerpo
especifico para alfa actina del muasculo liso, (D) Imagen de la rebanada mostrada en A, marcada con
anticuerpo especifico para receptor P,Y14 Flechas blancas= lumen del vaso, flecha roja= pared del

vaso.
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Figura 18. Superposicion de la imag

P2Y14 y marcada con anticuerpo especifico para alfa actina del masculo liso. Corte 6ptico de 5 pm.

En la figura 19 se muestra la sefial de inmunofluorescencia para identificar al
receptor P,Y 14 y alfa actina de musculo liso en una VIP de rata HAP. En la imagen de
contraste de fase (Figura 19-A) es posible observar la estructura del vaso,

identificando la pared (flecha roja) y el lumen del mismo (flecha blanca).

En la figura 19-B se muestra la marca generada por el anticuerpo anti alfa actina de
musculo liso que coincide con el espesor de la pared del vaso indicado por la flecha
roja de la figura 19-A. La sefial originada por el anticuerpo anti P,Y14 se observa en
la misma zona de la sefial dada por alfa actina, lo cual es confirmado al realizar la

superposicion de ambas imagenes (Figura 20) en el que predomina el color amarillo.

62



Figura 19. Imagen de una rebanada de pulmén que muestra a P,Y14 en VIP de una rata HAP. Corte

optico de 5 um. (A) Contraste de fase de la rebanada (B) Imagen de la rebanada mostrada en A,
marcada con anticuerpo especifico para alfa actina del muasculo liso, (C) Imagen de la rebanada
mostrada en A, marcada con anticuerpo especifico para receptor P2Y14. Flecha blanca= lumen y

flecha roja= pared del vaso.
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Figura 20. Superposicion de la imagen de VIP marcada con anticuerpo especifico para receptor

P2Y14 y marcada con anticuerpo especifico para alfa actina del musculo liso. Corte 6ptico de 5 ym.

El valor de r de la correlacion de Pearson para la figura 20, calculado al realizar el
test de colocalizacion es de 0,62 y el indice de Manders M1= 0,68 y M2= 0,77 lo cual
nos indica que efectivamente el receptor P,Y14 se encuentra localizado en musculo
liso de VIP en ratas HAP, existiendo una correlacion entre receptor y musculo liso
objetivamente mayor que en ratas controles. En la VIP de rata HAP, el porcentaje de

intesidad de fluorescencia del anticuerpo anti P,Y14 es de 70%.

En la Figura 21 se muestra la distribucion que presento el coeficiente de correlacion

de Pearson r para cada uno de los cortes Opticos obtenidos de las rebanadas de
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pulmén marcadas con anticuerpo anti receptor P,Y14. En esta se puede observar,
gue los r correspondientes a la imagen de la figura 18 (rata control) se aprecian
homogéneamente distribuidos cerca de 2 puntos por debajo de los r que representan

la correlacion en los cortes Opticos de la imagen de la figura 20 (rata HAP).

Lo anterior, nos permite confirmar que en toda la longitud de las venas
intrapulmonares pequefias observadas (y no s6lo en un corte optico aislado) la
colocalizacion alfa actina de musculo liso y receptor P,Y1, se mantiene cercana a 0,4
en el caso de la rebanada perteneciente a una rata control y cercana a 0,6 en la

rebanada de rata HAP.
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Figura 21. Distribucion del coeficiente de correlacion de Pearson r en cada corte dptico (5
pgm) obtenido en el Z Stacking confocal, para las rebanadas marcadas con anticuerpo anti
P,Y.14, mostradas en laa imagen de superposicion de la VIP de una rata control (Fig. 18,
triangulos negros ) y en la imagen de superposicién de la VIP de una rata HAP (Fig. 20,

triangulos rojos). * Diferencia significativa segin Mann — Whitney test, p = 0,002.
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En la figura 22 se muestra la distribucion de los datos obtenidos con el test
Colocalization Threshold para cada uno de los cortes Opticos correspondientes a las
rebanadas de las imagenes analizadas. En la figura 22-A se observa el indice de
Manders M1 que muestra la proporcién de sefal roja (alfa actina de musculo liso)
que colocaliza con la sefal verde (receptor P,Y). En la figura 22- B se observa el
indice de Manders M2 que muestra la proporcion de sefial verde (receptor P,Y) que
colocaliza con la sefial roja (alfa actina de musculo liso). En ambos gréficos el indice
de Manders muestra una colocalizacion significativamente menor para el receptor
P>Y14 en el grupo control, con una mediana de 0,48 para el M1 (p = 0,007) y 0,55

para el M2 (p = 0,001).

En la figura 22-C se graficd el porcentaje de intensidad de la sefal fluorescente
generada por el anticuerpo anti receptor P,Ys y P,Y14, encontrandose una intensidad
de fluorescencia significativamente menor del receptor P,Y14 en el grupo control, con

una mediana de 48% de intensidad con un p= 0,002.
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Figura 22.- Distribucion de los datos obtenidos desde el test Colocalization Threshold. (A) indice de
Manders M1. (B) indice de Manders M2. (C) Intensidad de la sefial fluorescente del anticuerpo anti

receptor P,Y. * Diferencia significativa segun Kruskall — Wallis test, p < 0,05.
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7.- Discusién
En la actualidad existe escasa o0 nula bibliografia respecto del comportamiento de
venas intrapulmonares frente a la estimulacion con distintos nucleétidos. En este
campo, nuestros resultados en ratas muestran que el UDP es un agonista capaz de
inducir contraccion en las venas intrapulmonares pequenas (menores a 200 ym) de
una forma dosis dependiente. El valor ECsy obtenido desde la curva dosis respuesta
a UDP de ratas controles, esta en concordancia con lo indicado en la literatura
(Jacobson et al., 2010; Govindan et al., 2010) encontrandose en el mismo orden de
magnitud, con un pECsy de 6,5 siendo el valor de pECsy obtenido por nosotros de

5,61 correspondiente a una concentracion de 2,45 yM de UDP.

Respecto de la evidencia publicada en relacion con el control purinérgico del tono
vascular pulmonar, se han llevado a cabo estudios que trabajan con arterias
intrapulmonares de ratas. Estos autores también han mencionado que UDP tiene un
efecto de vasocontraccion en arterias intrapulmonares pequefias de ratas sanas, sin
embargo, los valores ECsy de UDP descritos por ellos son muy superiores a los
encontrados en nuestros resultados siendo 300 uM el EC40K descrito por Chootip et
al., 2002 y 85,5 uM segun Mitchell et al., 2012 muy distante de 2,45 yM de UDP que
fue el ECso obtenido desde nuestra curva dosis respuesta a UDP en ratas controles.
En un intento por explicar estas diferencias es importante sefialar al menos dos
puntos; primero el tipo de vaso intrapulmonar estudiado es diferente (arterias versus
venas) con caracteristicas estructurales y fisioldgicas distintas y en segundo lugar, la
técnica utilizada para realizar los experimentos también es diferente, en los estudios

mencionados de Chootip et al. y Mitchell et al. el andlisis de la vasocontraccion lo
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hacen con miografia, técnica que utiliza “anillos” de vasos a diferencia de nuestros
estudios funcionales realizados con rebanadas de pulmén que implica considerar en
la vaso-reactividad un namero de variables fisicas y biomecanicas que con el vaso
denudado no estan siendo incluidas y que son capaces de influir en los resultados

finales, como la concentracion ECsyp.

Respecto de la presencia del receptor P,Ys en arterias intrapulmonares de rata
Mitchell et al. en el afio 2012 describié que dicho receptor estaba presente, lo cual
fue probado de manera funcional tras haber estimulado con PSB0474 agonista
especifico para el mismo, indicando que el EC40K de este agonista se encontré en
27,3 yM y también por biologia molecular con RT-PCR para el mismo receptor. Si
bien nosotros no realizamos una curva dosis respuesta para el agonista especifico
del receptor P,Ys efectivamente encontramos que al estimular con 500 uyM de
PSB0474 existe contraccion de VIP y que esta contraccion es mayor a la lograda por
500 uM de UDP, lo cual coincide con los publicado por Mitchell et al. Este mismo
grupo de investigadores en su publicacion del afio 2012, mencionaron que la
inhibicion de la contracciéon inducida por UDP al utilizar el antagonista especifico para
el receptor P,Ys (MRS2578) era de un 25%, valor bastante cercano al 34% de
inhibicion logrado en nuestros experimentos con ratas controles al incubar con

MRS2578 100 nM.

Al investigar en la bibliografia respecto de la presencia del receptor P,Y14, l0OS
resultados disponibles en la literatura son divergentes dependiendo del tejido al cual
pertenece la arteria estudiada. Hanees et al., en el afio 2014 mencionaron que UDP -

Glucosa es capaz de inducir una contraccion maxima de 60% normalizada por K,
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con un ECsy de 100 uM en arteria coronaria y de 97 nM en arteria basilar de raton.
Otros autores que demostraron vasocontriccion arterial con UDP — Glucosa fue
Alsaqati et al., en el afio 2013 en arteria pancreatica de porcino, quien indica que la
contracciéon lograda por UDP — Glucosa y UDP es equipotente. Sin embargo, los
autores que han publicado estudios en arterias intrapulmonares no han logrado
obtener vasocontriccion con UDP- Glucosa 100 uM en animales sanos. Si bien
nuestros resultados en VIP difieren de lo publicado en arterias intrapulmonares, en
relacion a que en nuestro grupo de ratas controles la UDP— Glucosa si indujo
vasocontriccion con 500 uM, la contraccion lograda en nuestra investigacion (5,7%;
Min. 0,2% — Max. 39,2%) permanece muy distante de la obtenida en vasos de otro

sistema como el pancreatico o cerebral.

No existe hasta el momento bibliografia disponible de recepcién purinérgica en venas
intrapulmonares en un modelo de hipertensién arterial pulmonar, por lo cual, sélo
contamos con nuestros resultados para discutir el rol de dichos receptores en esta

patologia.

Inicialmente, al analizar el modelo de HAP-MCT, observamos que nuestros
resultados muestran una elevacion significativa en el indice de Fulton del grupo HAP,
lo que nos permite confirmar que el grupo de ratas experimentales desarrollan
efectivamente la enfermedad, condicion base para la realizacién de la investigacion.
Esta afirmacion es factible debido a que la literatura disponible ha demostrado una
alta correlacion entre el indice de Fulton y la medicién de pardmetros hemodinamicos
(PAPmM) y eco-cardiogréficos (Tiempo de aceleracion pulmonar, PAAT) tanto en

modelos murinos de HAP, como también en humanos (Arellano O, 2016; Mam et al.,
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2010). El incremento en el indice de Fulton que observamos en nuestros animales
se debe a una hipertrofia delimitada al VD, sin aumento en el tamafio del ventriculo
izquierdo, lo cual esta en concordancia con lo publicado por Ryan et al. en el afio
2011 acerca del modelo de HAP inducido por Monocrotalina y que adicionalmente
permite corroborar que la MCT induce un aumento especifico en la resistencia
vascular pulmonar, sin cambios en la vasculatura sistémica y la consecuente
resistencia vascular sistémica (Ryan et al., 2011). Es sabido que una dosis de 60
mg/Kg tiene especificidad por el sistema pulmonar, generando alteraciones a nivel de
la vasculatura pulmonar que desencadenan una remodelacion obstructiva y el
desarrollo de HAP, sin embargo, uno de los cambios que encontramos a nivel de los
pulmones de las ratas del grupo HAP fue el aumento significativo en la relaciéon peso
pulmonar gr./peso corporal gr. en comparacion con el grupo control (0,048 versus
0,052 respectivamente). Analizar el peso pulmonar relaciondndolo con el peso
corporal es fundamental, debido que se sabe que las ratas inyectadas con MCT
presentan una menor tasa de crecimiento al ser comparadas con ratas sanas, lo cual
se debe a una menor ingesta de alimento y de agua (Gillis et al., 1978). Es esperable
por lo tanto que un animal cuyo aumento de peso corporal es menor mantenga
también un menor aumento en el peso de sus érganos en particular, relaciéon que no
ocurre en nuestras ratas HAP, quienes presentan un aumento en el peso pulmonar
relativo a su peso corporal. Este aumento relativo en el peso de los pulmones de las
ratas HAP puede deberse al desarrollo de edema pulmonar en estos animales, lo
cual ya ha sido reportado en la literatura (Gémez — Arroyo et al., 2011) y que podria
confirmarse evaluando la diferencia entre el peso humedo y peso seco de las

muestras pulmonares de ratas HAP en comparacion con las del grupo control.
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Finalmente al analizar la respuesta funcional de las VIP en el modelo HAP, lo que
encontramos es que efectivamente, tal como describimos en nuestra hipétesis, en
ratas con HAP el UDP logra una hipercontraccibn en comparacién con ratas
controles y esta hipercontraccion seria principalmente debido a la contracciéon
significativamente mayor inducida via P,Y14 en ratas HAP y en menor medida al
receptor P,Y; el cual presenta una tendencia a la hipercontraccion en venas de ratas

HAP, pero que sin embargo aun no es diferente de la lograda en el grupo control.

Basandonos en estudios como los publicados por Visovatti et al., 2016 y Helenius et
al., 2015 quienes proponen que en HAP habria un aumento en la concentracion
intravascular de nucleétidos (especificamente demostrado para ATP) y al asociar
este conocimiento con datos recientes que proponen al ATP como un mediador con
un rol clave en cambios transcripcionales observados en musculo esquelético (Casas
et al., 2014) es plausible pensar que ratas con HAP presentan elevadas
concentraciones intravasculares de nucleétidos (por disminucion en la expresion y
actividad de ectonucleotidasas) lo cual logra inducir cambios en la expresion génica a
nivel de las fibras musculares lisas de los vasos intrapulmonares y esto puede
generar tanto un aumento en la expresion del receptor P,Y14a nivel del musculo liso
de VIP, como también una mayor activacion de la maquinaria contractil del mismo,
siendo ambas posibilidades no excluyentes. Lo que sabemos hasta el momento en
relacion a esta hipotesis, de acuerdo a datos aun no publicados de nuestro
laboratorio, es que no existe diferencia en el grosor de la capa muscular de VIP entre

el grupo de ratas HAP y el grupo control, por lo cual es poco probable que sea un
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engrosamiento de la pared venosa el responsable de la hipercontractilidad venosa

observada.

Considerando este rol destacado del receptor P,Y14 en la respuesta hipercontractil
observada en el grupo de ratas HAP frente a UDP, se hace necesario buscar
opciones de tratamiento para ensayos futuros en los cuales se pueda determinar si la
inhibicion especifica del receptor P,Yi1, genera cambios ya sea histolégicos,
fisiologicos o clinicos en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la literatura
disponible ha demostrado su presencia y participacion en funciones de mudltiples
sistemas, incluso se ha demostrado su rol en procesos de vasoconstriccion arterial
en el sistema coronario y cerebral de ratones (Haanes et al., 2014) motivo por el cual
si buscamos inhibir su funcion a modo de tratamiento para la HAP, es necesario que
esta inhibicion sea especifica en el sistema vascular pulmonar. Una de las formas
mas sencillas para lograr especificidad por el sistema pulmonar y altas
concentraciones en el mismo es través de terapia inhalada, por lo cual proponemos
esta como una posible via de accion terapéutica en la cual se administre el
antagonista especifico del receptor P,Y14 al sujeto en estudio. Otra posible via de
tratamiento se puede lograr a través de terapia génica, con la cual podemos
modificar la expresion del gen que codifica para este receptor especificamente en el
tejido de nuestro interés. Es necesario en ambos casos el desarrollo de estudios en
modelos animales ya sea a través de terapia inhalatoria con antagonista especifico
del receptor P,Y14 0 con un modelo Knock-out P,Y14 tejido especifico, lo cual nos
permitird posteriormente avanzar hacia la realizacion de ensayos clinicos en este

campo.
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Finalmente nuestros resultados nos permite concluir que es el receptor P,Y14 el que
presenta una destacada participacién en la pato-fisiologia de la HAP; esto debido a
gue su activacion especifica induce una respuesta hipercontractil de las VIP en ratas
enfermas, lo que se ve respaldado por su mayor colocalizacion e intensidad de
fluorescencia a nivel del musculo liso en la pared de VIP de ratas HAP. Esto nos
permite pensar en el receptor P,Y14 como un nuevo blanco de accidn farmacoldgica
para el tratamiento de una enfermedad que en la actualidad sigue terminando

precozmente con la vida de personas en edad activa.
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8.- Productividad Cientifica

Los resultados de esta tesis han sido y seran presentados en destacados congresos

y reuniones cinentificas que son detalladas a continuacion.

Il Meeting on research and innovation in vascular health, 2017.

Il Feria de grados académicos del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM),
2017.

Congreso internacional de purinas, 2018.

XXIII Reunion anual de Sociedad chilena de ciencias fisiolégicas, 2018.
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