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1. INTRODUCCION

1.1 HISTORIA DE LOS PURINORRECEPTORES

Las potentes acciones extracelulares de los nucledsidos y nucleétidos de las purinas,
llamados adenosina y ATP se reconocieron por primera vez por Drury y Stent-Gyorgyi (1929),
que definieron el importante papel de los compuestos de adenina en el corazon de los
mamiferos. Siguiendo esta linea de trabajo en el afio 1933 Gillispie y en 1950 Green y Stooner,
descubrieron que la adenosina y el ATP tenian actividad en el sistema cardiovascular.

Las potentes acciones vasodilatadoras de los compuestos de adenina fueron definidas
por Holton y Holton (1954) y propusieron que el ATP era una sustancia vasodilatadora que
aumenta con la estimulacion de los nervios sensitivos de las arterias del oido del conejo, una
hipétesis que mas tarde se demostré mediante la estimulacion del gran nervio auricular (Holton,
1959).

La sensibilidad de la red vascular coronaria a estos mismos compuestos indujo a Berne
en 1963 a proponer que la adenosina era el mediador fisiologico en la vasodilatacion coronaria
asociada con la hipoxia miocardica, lo que apoy¢ el papel del ATP y de la adenosina como
reguladores de procesos fisiolégicos. En el mismo periodo, en la década de los 60, se
descubri6 un componente en el sistema nervioso autonémico que no era adrenérgico ni
colinérgico. Este componente estaba presente de forma importante en el tracto gastro-intestinal
y posteriormente fue identificado en varios 6rganos como pulmon, vejiga urinaria, vesiculas
seminales, eso6fago, utero, ojos, traquea y algunas partes del sistema cardiovascular.

Usando el criterio de Eccles (1964), para la aceptacion de los neurotransmisores, en la
década de los 70 Burnstock propuso que la principal sustancia que aumentaba en estas
terminaciones nerviosas era el ATP y como consecuencia esos nervios no-adrenérgicos y no-
colinérgicos pasaron a denominarse nervios purinérgicos (Burnstock et al, 1970; Burnstock,
1972).

En los afios siguientes, la teoria purinérgica fue consolidandose por un gran numero de
evidencias experimentales que apoyaban el papel del ATP como transmisor y co-transmisor con
Na, Ach y otras sustancias (Burnstock, 1976; Burnstock, 1990), y que dieron lugar a la
identificacion de los receptores especificos extracelulares que median la gran variedad de
efectos fisiologicos inducidos por las purinas.

En 1978, Burnstock, a través de una revision basada en el analisis de la literatura sobre las
acciones de las purinas en un gran numero de tejidos, propuso la base para distinguir dos tipos
de receptores purinérgicos, denominados purinorreceptores P1 y P2, activados de forma
preferente por Adenosina y ATP respectivamente. Esta clasificacion se baso en 4 criterios:

1. La potencia relativa de ATP; ADP; AMP y adenosina.
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2. Las acciones selectivas de los antagonistas particularmente metilxantinas, las
cuales compiten antagonicamente con la adenosina pero no con las acciones del
ATP.

3. Lamodulacion de la adenilciclasa inducida por la adenosina pero no por el ATP.

4. Lainduccion de la sintesis de prostaglandinas por ATP pero no por adenosina.

Dicha clasificacion ha sido adoptada por la IUPHAR Subcomité for Purinoceptors
Subclassification (Abracchio et al, 1993; Fredholm et al, 1994).
En el afio 1985 se llega a la clasificacion de los receptores P2 en P2x y P2y (Burnstock y
Kennedy, 1985) y posteriormente, en los afios 1994-1996, se localizan los sietes subtipos de P2x
al ser clonados.
Todos estos hallazgos han supuesto un amplio conocimiento sobre los purinorreceptores P2, lo
que ha dado lugar a una linea de investigacion de farmacos con posibles aplicaciones futuras en

el ser humano.

1.2 CLASIFICACION DE LOS PURINORRECEPTORES

1.2.1 Subclases del purinorreceptor Adenosina/P1

Como consecuencia de los trabajos de Londos et al, 1980 y del grupo de Hamprecht (Van
Calker et al, 1979) se logré la identificacion de dos subclases de receptores de adenosina que
originalmente fueron definidos dependiendo de si su activacion inhibia o estimulaba la actividad
de la adenilciclasa. Estos dos receptores se denominaron Al y A2 por Van Calker et al.,
nomenclatura que se uso con posterioridad en la literatura (Abbracchio et al, 1993).
Mas recientemente Zhou et al y Cornfield et al, en 1992, identificaron los subtipos A3 y A4 por

clonacion.

1.2.2 Subclases del purinorreceptor ATP/P2

En 1985, Burnstock y Kennedy subclasificaron los receptores P2 en dos subtipos: P2x y
P2y. Esta clasificacion se baso en la respuesta funcional a analogos 6 a antagonistas selectivos
del ATP en diferentes sistemas biologicos. Asi para los purinorreceptores P2x los analogos del
ATP en orden de potencia son: ao,f-metilénATP > B,A-metilén ATP> ATP = 2 metiltioATP =
ADP, y el antagonista selectivo es el ANA pp3. Para los purinorreceptores P2y: 2 metil S ATP
> ATP >> q,B-metilénATP = B,A-metilén ATP, y como antagonistas selectivos se utilizaron:
reactivo Blue 2, antraquinona, acido sulfonico.

Otra clasificacion se basa en que los purinorreceptores P2 se encuentran acoplados a

diferentes mecanismos de transduccion.
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Asi los P2x son canales i6nicos permeables al Na*, K™y Ca®" y los purinorreceptores P2y estan

acoplados a proteinas G, lo que activa sistemas enzimaticos selectivos que regulan las

concentraciones intracelulares de segundos mensajeros (Gilman, 1987). En el caso de los

purinorreceptores P2y los efectos sistémicos estan mediados por la fosfolipasa C y la fosfolipasa

A2 con la consiguiente produccion de metabolitos del acido araquidonico) o por la Adenil

Ciclasa que modula los niveles de AMPc (Fredholm et al., 1994).

Tabla clasificatoria de los purinorreceptores

Distribucion Mecanismos de
Receptor Agonistas Antagonistas
principal transduccion
P1 (adenosina)
Cerebro, médula
espinal, testiculos, DPCPX,
. Gii, Gip and Gg,
A corazén y terminales | CCPA, CPA NO0840,
lcAMP
nerviosas MRS1754
autondémicas
Cerebro, KF17837,
Aoa CGS21680 Gs, TcAMP
corazon,pulmones. SCHS58261
Intestino grueso, | NECA (no | Enprofylline,
AZB B . Gs, TCAMP
vejiga selectivo) MRE2029F20
Pulrn(')n, higado, IB—MECA, Cl-IB- MRSIQ.Q.O, Giz, Gi3 and Gq/11,
Aj cerebro, testiculos, | MECA, DBXRM, | L268605, |cAMP,
corazon. VT160 MRS1191 1Ins(1,4,5)P;
P2X
Miusculo liso, | a,p-metilénATP =
TNP-ATP, Cationes canal
plaquetas, cerebeloy | ATP = 2-meSATP ) -
P2X; ) IPsI, NFO023, | intrinseco(Ca y
neuronas del cuerno | (desensibilizacion .
NF449 Na")
espinal dorsal. rapida).
PrX Musculo liso, SNC, | ATP > ATPyS > 2- | Suramina, Ion del canal
? retina, células | meSATP =% a,p- | isoPPADS, intrinseco



Introduccion

Oscar Ferndndez Martin

Receptor

P2X;

P2X,

P2X;

P2Xs

P2X;

Distribucion

principal

cromafines, ganglios
autondmicos y

sensoriales.

Neuronas
sensoriales, NTS,
algunas neuronas

simpaticas.

SNC,

colon.

testiculos,

Células

proliferativas de la
piel, intestino,
vejiga, timo, medula

espinal

SNC,neuronas
motoras de la

medula espinal

Células apoptoticas
como por ejemplo
las células inmunes,

pancreas y piel.

Agonistas

metilénATP (pH y

zinc sensitivo)

2-MeSATP > ATP
> o,p-metilénATP

= Ap4A
(desensibilizacion
rapida)

ATP 2 o,p-

metilénATP, CTP,

ivermectin

ATP Ee
metilénATP,

ATPyS

a,B-

BzATP > ATP > 2-
meSATP = ao,B-
metilénATP

Antagonistas

RB2, NF770

TNP-ATP,
PPADS
A317491,
NF110

TNP-ATP
(weak), BBG
(weak)

Suramina

PPADS, BBG

KN62, KNO04,
MRS2427,

Mecanismos de
transduccion
(fundamentalmente
C a2+)

Canal intrinseco
catidonico

Canal intrinseco
ionico (
fundamentalmente

C a2+)

Canal intrinseco
16nico

Canales 10nicos
intrinsecos.

Canal intrinseco

cationico y un largo
poro con activacion

prolongada.

- 10 -
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Distribucion Mecanismos de
Receptor Agonistas Antagonistas
principal transduccion
P2Y
Células epiteliales y
2-MeSADP >
endoteliales,
2-meSATP = | MRS2179, Gy/Gy;  PLC-B
P2Y, plaquetas, células
ADP > ATP, MRS2500 activacion
inmunoldgicas y
MRS2365
osteoclastos.
Células inmunes,
_ UTP = ATP, ] Gy/Gny y
células epiteliales y Suramina > RB2, .
P2Y, _ UTPyS, posiblemente Gg;
endoteliales, tubulos ARC126313
INS37217 activacion PLC-B
renales y osteoblastos.
Gq/Gll y
) UTP > ATP, ) posiblemente la
P2Y, C¢lulas endoteliales RB2 > suramina _
UTPyS activacion Gi;
PLC-B.
Algunas células | UDP > UTP Gy/Guy;
P2Ys epiteliales, placenta, = -=3* ATP,  MRS2578 activacion PLC-
células T y timo. UDPBS
ARC67085 > Gq/Gll and Gs,
Bazo, intestino, Suramina > RB2,
P2Y |, ) BzATP > activacion PLC-B
granulocitos. NF157
ATPyS > ATP
CT50547,
Gi (Go);
Plaquetas y células | 2-MeSADP > | ARC69931MX, o
P2Y;; . B inhibicion de la
gliales. ADP =ATP INS49266,
adenilciclasa.
AZD6140, PSB0413
ADP = 2-
Bazo, cerebro,
o meSADP ==
P2Y 3 nodulos linfoides MRS2211 Gi/G,
ATP 'y 2-
medula 6sea.
meSATP
P2Y 4 Placenta, tejido | UDP glucosa = | — Gy/Gii
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Distribucion Mecanismos de
Receptor Agonistas Antagonistas

principal transduccion

adiposo,  estomago, | UDP-galactosa

intestino 'y algunas

regiones cerebrales.

1.3 MEDIADORES RESPONSBLES DE LA RESPUESTA PURINERGICA

1.3.1 Acciones vasculares de los agonistas P2 en animales y humanos.

1.3.1.1 Vasos aislados

En los vasos aislados, la respuesta al ATP depende del flujo vascular:

A bajo flujo: la respuesta vascular al ATP es predominantemente vasoconstrictora en la fibra
muscular lisa y esta mediada por los purinorreceptores P2x.

A flujo elevado: la respuesta vascular al ATP es predominantemente vasodilatadora y esta
mediada por los purinorreceptores P2y de las células endoteliales.

La integridad estructural y funcional del endotelio es crucial para la respuesta vascular. De esta
forma situaciones fisiopatologicas como la arteriosclerosis y la edad pueden reducir la

contribucion vasodilatadora de los purinorreceptores P2y.

1.3.1.2 Lechos vasculares

El ATP y el ADP son potentes vasodilatadores y en algunos casos, constrictores de un gran
numero de lechos vasculares: cerebro, coronarias, renal, cuartos traseros, cuartos superiores
(Haddy y Scout, 1968). Las potentes funciones vasodilatadoras del ATP y del ADP en Ia
mayoria de los lechos vasculares se han explicado a través de la regulacion del flujo sanguineo.
En el lecho vascular coronario de la rata las respuestas al ATP pueden producir
vasoconstriccion y vasodilatacion, una respuesta bifasica que estd mediada por los
purinorreceptores P2x y P2y respectivamente. En 1976 un estudio de Paddle y Burnstock
muestra que el ATP aumenta durante la hipoxia cardiaca y que juega un papel determinante
junto con la adenosina en la modulacion fisioldgica del flujo coronario.

En 1989 ,Hopwood et al., demostraron que la hidroquinona, un antagonista del NO,
bloqueaba la dilatacion producida por 2-metiltioATP a través de los purinorreceptores P2y y

que la vasodilatacién mediada por la hipoxia implicaba al ATP y al NO.
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El ATP y el ADP causan vasodilatacion de los cuartos traseros del gato. ATP y ADP
demostraron ser mas potentes que la adenosina y el orden de potencia de vasodilatacion es: 2-
metiltioATP > ADP > ATP > B,A-metilénATP >> a,p-metilén ATP

Es posible que el ATP contribuya a la regulacion local del flujo sanguineo del musculo
esquelético durante el ejercicio, ya que se ha demostrado su aumento en las arteriolas de las
fibras musculares esqueléticas en estudios in vitro.

Se ha demostrado el importante papel de los nucledtidos de purinas en el flujo sanguineo
cerebral (causando vasodilatacion o vasoconstriccion). E1 ATP puede verse involucrado por su
aumento procedente de células endoteliales como parte de un mecanismo protector de
vasodilatacion en respuesta a la hipoxia (Burnstock, 1989). En higado aislado y perfundido del
conejo a bajo flujo sanguineo el ATP y el a,B-metilénATP (expuestos en orden de potencia)
provocan vasoconstriccion a través de su accion sobre los purinorreceptores P2x.

En preparaciones a flujo sanguineo aumentado el ATP y el 2-metiltioATP consiguieron
vasodilatacion a través de los P2y purinorreceptores, pero no el o,-metilén ATP.

Se ha demostrado la participacion de los purinorreceptores P2 en mecanismos vasodilatadores
de compensacion de la vasculatura hepatica arterial en respuesta al flujo sanguineo bajo en
circulacion portal.

En la arteria mesentérica de rata, aislada y perfundida, el ATP a bajo flujo sanguineo
provoca vasoconstriccion a través de los purinorreceptores P2x, que en orden de potencia con
sus andlogos es: o,pB-metilén ATP > 2metiltioATP > ATP. En las preparaciones a alto flujo
provoca vasodilatacion a través de purinorreceptores P2y, que en orden de potencia con sus
agonistas es: 2metiltioATP > ATP, y donde el o,B-metilén ATP no tiene efecto. Dafiando el
endotelio, no se produce una reduccion de la vasoconstriccion mediada por los
purinorreceptores P2x pero reducia la respuesta vasodilatadora mediada por P2y, indicando que
estos receptores estdn presentes en la fibra muscular lisa y en las células endoteliales

respectivamente, donde contribuyen a la regulacion local del flujo sanguineo mesentérico.

1.3.1.3 Animales intactos y humanos

Cuando se infunde o inyecta ATP en animales intactos y humanos, se produce una
disminucion de la presion sanguinea que se asocia a menudo con bradicardia, del mismo modo,
hay un factor de reflejo vagal que se asocia a la administracion intraarterial o intravenosa de
ATP. En 1979 Forrester et al, describieron que el ATP inyectado en la arteria carétida de los
gatos causaba una profunda bajada del flujo sanguineo cerebral. La importante propiedad
vasodilatadora del ATP que provoca hipotension ha sido investigada para ser utilizada
intraoperatoriamente para optimizar las condiciones quirurgicas. La infusion de ATP también ha

sido utilizada para el control de la presion sanguinea en el feocromocitoma (Aso et al., 1986).
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Las ventajas de la hipotension inducida por el ATP es la ausencia de taquifilaxia, estabilidad de
presion sanguinea sin repercusion hemodinamica, rapida reversion y ausencia de efecto
hipotensor de rebote. Sin embargo algunos autores son reticentes a su uso clinico por la
posibilidad de acidosis metabolica y arritmias cardiacas (Boarini et al., 1984).

El ATP produce vasodilatacion pulmonar, lo que se ha utilizado para su estudio en
enfermedades pulmonares (EPOC) (Gaba et al., 1986). E1 ATP tiene efectos depresores en el
nédulo sinusal y ventricular por lo que se ha utilizado para el tratamiento de varios tipos de
taquicardia (Sharma y Klein, 1988).

Resumiendo, podemos decir que los purinorreceptores P2x estan localizados en los vasos de
la fibra muscular lisa donde provocan una respuesta vasoconstrictora resultado del ATP como
cotransmisor con la noradrenalina procedente de nervios simpaticos.

Los purinorreceptores P2y estdn generalmente localizados en el endotelio vascular donde tienen
un papel como mediadores de la vasodilatacion vascular por el ATP.

En algunos vasos los purinorreceptores P2y estan localizados en la fibra muscular lisa,
quizds en asociacion con nervios sensoriales purinérgicos, donde pueden provocar
vasodilatacion por el aumento neuronal de ATP. La accioén del ATP y de sus andlogos en vasos
aislados de lechos vasculares resultara de las acciones mediadas por subtipos de
purinorreceptores P2x y P2y, a través de cambios en el tono vascular y en la integridad de los
nervios y células endoteliales donde pueden alterar el balance de la respuesta. En algunas
situaciones patologicas como la arteriosclerosis hay un importante papel de los
purinorreceptores P2 (vasoespasmo). El objetivo a seguir es el desarrollo de antagonistas de los

purinorreceptores P2x y P2y por su implicacion terapéutica en el ser humano.

1.3.2 Purinorreceptores P2x: mediadores de vasoconstriccion de los vasos de fibras

musculares lisas.

1.3.2.1 Purinorreceptores P2x y cotransmision simpatica

Los purinorreceptores P2x son los responsables de las respuestas vasoconstrictoras
producidas como consecuencia del aumento del ATP en los nervios perivasculares simpaticos.
Dichos mecanismos de vasoconstriccion a través del P2x se deben a mecanismos
biomoleculares en los que estdn presentes la produccion del fosfatidilinositol y la movilizacion
intra y extracelular de Ca*". Hay una considerable variacién en las proporciones de ATP y
noradrenalina usados como cotransmisores en los muchos vasos en los que se ha demostrado el
componente purinérgico simpatico. Los componentes adrenérgico y purinérgico de la
transmision simpatica pueden verse afectados por diferentes condiciones fisiologicas y
fisiopatoldgicas .Se ha sugerido que la importancia de los cotransmisores puede variar con la

edad. En ratas jovenes la vasoconstriccion es producida en su totalidad por el ATP, no
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ocurriendo asi en ratas de edad mas avanzada. En ratas hipertensas se ha demostrado que el
ATP es mas importante como mediador de la respuesta en nervios simpaticos ( Vidal et al,

1986).

1.3.2.2 Purinorreceptores P2x y transmision no simpatica

La transmision purinérgica no simpatica se ha demostrado en las arterias intrapulmonares de
la rata. Se ha descubierto un papel fisiologico vasoconstrictor de los purinorreceptores P2x,
dicha accion se ha demostrado en preparaciones de pulmoén aislado de la rata (McCormack et al,

1989).

1.3.3 Purinorreceptores P2y: mediadores de vasodilatacion de los vasos de las fibras

musculares lisas.

1.3.3.1 Purinorreceptores P2y y cotransmision simpatica
Se han identificado purinorreceptores P2y en las células de las fibras musculares lisas de
arterias coronarias del conejo y se ha sugerido que estin implicados en la respuesta

vasodilatadora al ATP como cotransmisor, conjuntamente con Noradrenalina.

1.3.3.2 Purinorreceptores P2y y transmision no simpatica

Se han localizado purinorreceptores P2y en las células endoteliales de la vena porta del
Conejo (Kennedy y Burnstock, 1985). Hay importantes evidencias que sugieren que los
purinorreceptores P2y de las fibras musculares lisas estan asociados al ATP procedente de
poblaciones de nervios no-simpaticos (Hughes y Vane, 1967). El1 ATP procedente de nervios
colaterales sensitivos de la piel provoca vasodilatacion y extravasacion plasmatica a través de la
activacion de los purinorreceptores P2y vasculares y a través de ello provoca liberacion de
histamina procedente de los mastocitos (Kiernan, 1974).
El ATP, a través de los purinorreceptores P2y se ha involucrado en mecanismos como el dolor
(Salter y Henry, 1985) y en la activacion de los canales ionicos de neuronas sensoriales en ratas

(Krishtal et al., 1988).

1.3.4 Vasodilatacion mediada por purinorreceptores P2y via endotelial

En la mayoria de los vasos sanguineos los purinorreceptores P2y estan localizados en las
células endoteliales, donde su activacion por ATP y ADP provoca vasodilatacion (Burnstock y
Kennedy, 1986; Burnstock, 1989). En algunos vasos, los purinorreceptores P2y estan
localizados en los vasos de las fibras musculares lisas. La importancia del endotelio en la
vasodilatacion vascular fue definida en primer lugar por Furchgott y Zawadzki en 1980, quienes

describieron un mediador endotelial de la respuesta vasodilatadora, que denominaron factor
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relajante derivado del endotelio (EDRF). Dicho factor fue identificado con posterioridad como
el oxido nitrico (NO) (Palmer et al., 1987), que se produce como respuesta a la estimulacion de
los receptores endoteliales, incluyendo los purinorreceptores P2y que estan localizados en
células endoteliales y en la superficie de otras células como plaquetas y eritrocitos, por lo que
estan involucrados en la fisiologia y fisiopatologia de dichas células. Bajo condiciones normales
el aumento de purinas procedentes de estos lugares producira una vasodilatacion mediada por el
endotelio a través de los purinorreceptores P2y. En situaciones donde la intima venosa de la
fibra muscular lisa es expuesta al torrente sanguineo, como en casos de muerte celular
endotelial, las purinas pueden actuar a través de los purinorreceptores P2x musculares
provocando vasoespasmo y vasoconstriccion.

En la arteria mesentérica de la rata, la lesion endotelial con detergente denoxisilato sodico,
provoca una abolicion de la respuesta vasodilatadora al ATP. Sustancias que inhiben los efectos
del NO como es la hemoglobina, azul de metileno e hidroquinona atentian la respuesta
vasodilatadora dependiente del endotelio al ATP y a sus andlogos. También se ha demostrado
que los derivados de la L-arginina como el L-nitroargininmetiléster (L-NAME) y L-
nitroarginina (L-NOARG) son potentes inhibidores de la formacion del NO. La L-NOARG ha
mostrado su actividad inhibidora de la respuesta al ATP pero no bloquea la respuesta
vasodilatadora al nitroprusiato, independiente del endotelio, en experimentos con 6rganos de
animales aislados y perfundidos.

Los purinorreceptores P2y estan también involucrados en la produccion de PGI2, que
contribuye a la vasodilatacion vascular (Schwartzman et al., 1981). La fosfolipasa A2 (la
enzima que limita la sintesis de PGI2) y la NOS son enzimas calcio-dependientes (Figura 1).

Por otra parte, el endotelio vascular libera un factor difusible que hiperpolariza y por lo
tanto relaja el misculo liso vascular, predominantemente a través de la activacion de canales de
potasio dependientes del calcio. Dicha relajacion es bloqueada por la despolarizacion del
musculo liso con una alta concentracion de potasio extracelular e inhibidores de los canales de
K" calcio dependientes como la apamina, caribdotoxina, TEA y en algunos casos la
iberiotoxina. La identificacion quimica y la caracterizacion funcional del factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF) varian dependiendo del tamafio vascular, del vaso y de las
especies. Los tres principales candidatos son los acidos epoxieicosatrienoicos, el i6n potasio y
el peroxido de hidrogeno. Adicionalmente, uniones eléctricas mioendoteliales del tipo gap
junctions (comunicantes) sirven para conducir los cambios eléctricos al miisculo liso y pueden
mediar o propagar la hiperpolarizacion. En las grandes arterias el EDHF ocupa un papel
secundario, mientras que asume un papel mas importante en algunas enfermedades como la
hipertension pulmonar y la arterioesclerosis. Sin embargo, en las arteriolas (100-300 micras) el
EDHF es el principal determinante del calibre vascular bajo condiciones normales y puede

ademas ser de gran importancia en la regulacion de la resistencia vascular. La identificacion
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quimica del EDHF permanece sin establecer y podria ser diferente dependiendo del lecho
vascular. La pérdida del EDHF contribuye a las complicaciones de la diabetes y de la

hipertension.

deformation

endothelial
cell

smooth muscle
cell

FIGURA 1. Esquema representativo de las vias que conducen a la formacion de NO y prostaciclina (PGI,) en
las células endoteliales y sus efectos sobre el tono de la fibra muscular lisa. Canales K¢, Katp, v Ko Ca®'-
dependientes, ATP-dependientes, y canales de K retardados, respectivamente; 20:4, acido araquidénico; Ach,
acetilcolina; Bk, bradikinina; COX, ciclooxigenasa; NOS, NO sintasa; PCS, prostaciclina sintasa; PL, fosfolipidos;

PLA,, fosfolipasa A,; L-Arg, L-arginina.

En cuanto al mecanismo de accion del EDHF se ha descubierto que la relajacion
(vasodilatacion) e hiperpolarizacion producida por el EDHF estd mediada por la apertura de
canales de potasio calcio-dependientes en el musculo liso vascular, variando la conductancia

dependiendo del vaso estudiado (Figura 2).
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FIGURA 2. Esquema representativo de las vias que conducen a la formacion de factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF) en las células endoteliales y sus efectos sobre el tono de la fibra muscular lisa.
Canales Kc,, Caztdependientes; 20:4, acido araquidonico; Ach, acetilcolina; Bk, bradikinina; EOX, epoxigenasa;

PL, fosfolipidos; PLA,, fosfolipasa A,.

En cuanto a la significacion funcional del EDHF , en estudios con arterias de diferente
calibre se ha demostrado que la L-NOARG inhibe la relajacion producida por la acetilcolina en
la aorta, arteria pulmonar y arterias iliacas comunes, mientras que mas del 80% de la relajacion
persiste en la mesentérica, femoral y la mayoria de las arterias renales estudiadas. Por el
contrario, el componente principal de la relajacion por acetilcolina estd mediado por un
mecanismo independiente del NO (posiblemente por el EDHF) en los vasos periféricos y
pequeios vasos. Estudios en arterias mesentéricas de tercer orden de ratas Wistar-Kyoto, con un
diametro de 250-450 micras a 100 mmHg, mostraron que ni la hiperpolarizacién ni la relajacion
de la acetilcolina estaban atenuadas por la L-NOARG, por la oxihemoglobina o por la
indometacina, indicando que la mayor parte de la relajaciéon y de la hiperpolarizacién de la
acetilcolina permanece en ausencia de produccion de NO. El EDHF tiene un mayor papel
funcional en la induccion de la relajacion por acetilcolina en pequefias arterias de resistencia.

Recientes experimentos (Campbell y Gauthier, 2002) realizados en arteria coronaria porcina
indican que el EDHF puede tener un papel mas importante en las grandes arterias de lo que se
pensaba. Se encontrd que el NO era el principal EDRF en la arteria coronaria porcina, con un
mecanismo sensible al potasio que puede reflejar la accion del EDHF, proporcionando un
potente suplemento o mecanismo de reserva para la relajacion. Este sistema suplementario es

capaz de generar entre el 60-80% del total de la relajacion tisular si la sintesis de NO era
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inhibida. En la arteria coronaria humana el NO y los incrementos en el potencial de membrana
operan en paralelo. La liberacion basal del EDHF es importante, particularmente en las arterias
de resistencia, donde el NO no puede dirigir la relajacion dependiente del endotelio. Un trabajo
reciente (Hecker, 2000) sugiere que el EDHF juega un papel dominante en el mantenimiento de
la presion de perfusion basal en arterias mesentéricas de rata. Esta conclusion esta basada en el
hecho de que la infusion de L-NAME (un inhibidor de la NO sintasa) incrementa la presion de
perfusion basal (contraccion del musculo liso), pero solo en una solucidon con una concentracion
de K" para que la accion del EDHF quede bloqueada. La liberacion de EDHF por las células
endoteliales, al igual que la produccion constitutiva de NO, parece que requiere un incremento
en la concentracion de calcio intracelular en células endoteliales. El paso de calcio se realizaria
a través de canales no selectivos de cation sensibles al niquel (un inhibidor de los mismos).
Ademas, la activacion de la proteina G por el NO puede inhibir el influjo de calcio por el canal
y bloquear la liberacion de EDHF.

El incremento de la presion transmural en segmentos de arteria coronaria incrementa la
hiperpolarizacion medida por el EDHF. En otros experimentos, se ha demostrado que estirando
los segmentos se induce un incremento proporcional en la liberacion del EDHF, y este efecto
era abolido cuando los segmentos habian sido pretratados con 17-ODYA (inhibidor del
citocromo P450). Como las arterias coronarias son continuamente deformadas por Ia
contraccion ritmica del corazdn, la deformacion ciclica de las células endoteliales coronarias
posiblemente incremente la concentracion intracelular de calcio y la liberacion de éacido
araquidonico dependiente de la fosfolipasa A2, elevando la formacion de EDHF y de este modo
contribuir a la regulacion del flujo sanguineo coronario.

Por otra parte, las fuerzas mecéanicas como el estrés por rozamiento y el flujo pulsante son
causantes de vasodilatacion, la cual esta vinculada con la liberacion por el endotelio de factores
transferibles. Aunque el NO y la prostaglandina 12 contribuyen a esas dilataciones, estudios
recientes indican un papel relevante del EDHF (Garland et al., 1995).

La naturaleza quimica del EDHF permanece sin esclarecer. Parece ser una molécula menos
reactiva que el NO. Esta sugerencia estd apoyada por estudios en arterias femorales aisladas de
conejo, donde una hipoxantina-xantina oxidasa (un sistema generador de radicales libres) inhibe
la relajacion producida por la acetilcolina (mediada por el NO), pero no afecta a respuestas
equivalentes producidas por el calcimycin (mediado predominantemente por el EDHF). El
EDHF aparentemente no es un prostanoide, ya que la hiperpolarizacion persiste con la presencia
de un inhibidor de la ciclooxigenasa (indometacina). Otras sustancias se han propuesto como
EDHF en varios vasos, son: los acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), peroxido de hidrogeno,
i6n potasio y endocanabinoides.

Aunque su identidad quimica no ha sido identificada aun, el EDHF posee una gran

importancia clinica.
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1) En arteriosclerosis: el EDHF es liberado en arterias coronarias humanas aisladas en
presencia de L-arginina e indometacina. La relajacion dependiente del endotelio en arterias
coronarias aisladas de humano se ha demostrado que es bloqueada por la nitro-L-arginina, pero
s0lo en presencia de un incremento de la concentracion de potasio extracelular y de
indometacina. Por lo tanto, el NO, el EDHF y los prostanoides contribuyen a la relajacion en
arterias coronarias humanas. Sin embargo, en las arterias coronarias de pacientes con
arterioesclerosis severa, la relajacion dependiente del endotelio no solo no se afectaba por la
enfermedad, sino que ademas parecia no estar mediada predominantemente por el NO. En estos
vasos, el NO, un mecanismo sensible a la concentracion de potasio extracelular y un mecanismo
mediado por prostanoides contribuyen aproximadamente igual a la relajacion. Las
observaciones clinicas han indicado que la arterioesclerosis esta asociada con una disfuncion de
las células endoteliales. La mayoria de esos estudios usan acetilcolina para provocar la
vasodilatacion dependiente del endotelio: un pequefio incremento del didmetro en las arterias
coronarias era observado normalmente en pacientes sin arterioesclerosis, pero habia una
disminucion del didmetro arterial en pacientes con arterioesclerosis temprana, y este efecto se
incrementaba con la progresion de la enfermedad. Sin embargo, se mantenia la vasodilatacion
provocada por la sustancia P en las arterias coronarias de estos tipos de pacientes. La sustancia
P soélo activa receptores taquinina en las células endoteliales, mientras que la acetilcolina activa
receptores muscarinicos en el endotelio y musculo liso de la circulacion coronaria. Los
receptores muscarinicos en el endotelio median la liberacion de factores relajantes, mientras que
en el musculo liso median la contraccion; de modo que la tendencia a la contraccion es el
resultado del balance entre esos efectos opuestos. Ademads, la pequefa liberacion de factores
relajantes posiblemente se debe a la pérdida de células endoteliales y a la acumulacion
subendotelial de lipidos puede alterar el balance hacia la vasoconstriccion. Por otra parte, si las
arterias coronarias humanas tienen multiples EDRFs, la pérdida de uno no afecta a la capacidad
global de la arteria para relajarse en respuesta a un estimulo dependiente del endotelio.

2) Diabetes y resistencia a la insulina: son factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y la pérdida de la funcién del endotelio puede ser un
componente critico de esta patologia. Numerosos estudios indican que las respuestas del EDHF
estan disminuidas en la diabetes. En las arterias mesentéricas, las relajaciones e
hiperpolarizaciones producidas por la acetilcolina estan atenuadas por la diabetes inducida por
estreptotozina. También estan disminuidas las relajaciones (hiperpolarizaciones) inducidas por
el potasio. En arterias femorales con NO pero sin EDHF no hay diferencia entre diabéticos y
sanos. Estos estudios sugieren que la disfuncion endotelial asociada a la diabetes se debe a una
deficiente respuesta del EDHF, pero no del NO. Otros estudios contradicen este punto de vista
indicando una disminucion del NO arterial en la hiperglucemia. En un modelo de rata insulin-

resistente, la acetilcolina produce relajacion de las arterias mesentéricas. El miconazol inhibe las
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relajaciones inducidas por la acetilcolina en vasos normales, pero no tiene efecto en vasos de
ratas insulin-resistentes, sugiriendo que el EDHF esta ausente. Los EETs no relajan las arterias
ni abren canales de potasio en células musculares lisas de ratas insulin-resistentes. La presion
sanguinea esta aumentada en las ratas insulin-resistentes frente a las normales. Por lo tanto, un
descenso en la sintesis de metabolitos del citocromo P450 (CYP) o de la actividad de los EETs
es un mecanismo que ocasiona dafio vascular y eleva la presion sanguinea en la insulin—
resistencia.

3) En la hipertension, las relajaciones e hiperpolarizaciones inducidas por la acetilcolina se
encuentran reducidas en las arterias mesentéricas de ratas espontaneamente hipertensas en
comparacion con las normotensas. El tratamiento de las ratas hipertensas con un antagonista del
receptor de la angiotensina o con un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina,
reduce la presion sanguinea hasta valores normales. Adicionalmente, el tratamiento con el
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina previene el declive que se produce con la
edad en las hiperpolarizaciones inducidas por el EDHF en las arterias mesentéricas de ratas
normotensas. Consecuentemente, un beneficio del bloqueo del sistema renina-angiotensina
incluye el preservar la funcion vascular dependiente del EDHF. De modo similar, los
incrementos en el flujo sanguineo producidos por la acetilcolina en el antebrazo, son menores en
pacientes hipertensos comparados con sujetos normotensos. La dilatacion esta debilitada por la
inhibicion de la NOS en pacientes normotensos, pero no en pacientes hipertensos. En pacientes
hipertensos tratados con nifedipino, las dilataciones inducidas por la acetilcolina son similares a
las de los sujetos normotensos. Por lo tanto, el bloqueo de canal de calcio preserva la dilatacion

mediada por el endotelio en la hipertension.

En conclusion podemos determinar que el EDHF, como el NO y la prostaglandina 12,
representan un importante papel en la regulacion del tono vascular. En los pequefios vasos su
actividad no esta explicada por una sola identidad quimica. Los EETs, el peroxido de hidrogeno
y el potasio son los candidatos viables para actuar como EDHF. En las pequeiias arterias, las
uniones comunicantes pueden mediar o propagar la actividad del EDHF. La importancia
fisiologica, farmacoldgica y patoldgica del EDHF comienza a ser patente. ;Es el principal
mediador de la dilatacidén inducida por agonistas y por el flujo sanguineo?. En la diabetes y la
hipertension, el bloqueo del EDHF contribuye a la pérdida de la funcion dilatadora y a la
disfuncion endotelial, mientras que el EDHF puede mantener el flujo sanguineo miocardico en
enfermedades cardiacas en las que se ha perdido el NO. La mejora del EDHF por medios
farmacologicos puede resultar beneficiosa para el tratamiento de estas enfermedades. En
algunos vasos, en particular en las arterias coronarias (incluyendo las humanas), este factor
manifiesta las caracteristicas farmacologicas tipicas del citocromo P450 y ejerce su efecto

activando canales de potasio calcio-dependientes. Como estas células estan unidas a través de
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uniones eléctricas, la hiperpolarizacion de solo la primera capa de células musculares lisas por
este factor es suficiente para disminuir la tension de la pared del vaso.

En resumen, la relajacion dependiente del endotelio del musculo liso en arterias de
resistencia es predominantemente reflejo de la accion de un factor hiperpolarizante diferente al
NO, cuya identidad quimica no es sabida ain. En las grandes arterias, tanto el NO como el
EDHF contribuyen a la relajacion, siendo la influencia del NO predominante bajo circunstancias
normales. La pérdida del NO no compromete el papel funcional de las células endoteliales si la
reserva del dilatador dependiente del endotelio es alta y la enfermedad no afecta a la funcion
general de la célula endotelial. Ademas, dicha reserva tiene un importante papel en el
mantenimiento del tono vascular en esas enfermedades, cuestionando la importancia de una

pérdida crénica de NO en esta enfermedad.

1.3.5 Contribucion de los derivados del citocromo P450 al control del tono vascular.

A partir de experimentos con el citocromo P450 (CYP desde ahora) a nivel renal, surgen
hipotesis sobre su capacidad de generacion de sustancias a partir del acido araquidoénico,
relacionadas con el control homeostatico. Existen fuertes evidencias que la activacion de
distintos enzimas del CYP da lugar a metabolitos involucrados tanto en la vasodilatacion
independiente del NO y PGI2, como en la vasoconstriccion por respuesta biogénica. Enzimas
como la CYP epoxigenasa o la omega—hidroxilasa, producen metabolitos existentes en las

cascadas metabolicas de procesos de proliferacion celular a nivel vascular y de angiogénesis.

1.3.5.1 El citocromo P450

El término citocromo P450 se refiere a una familia singular de hemoproteinas presentes en
numerosas especies de seres vivos, que pueden ser consideradas como oxigenasas universales
(enzimas que utilizan oxigeno) debido a la variedad de reacciones que catalizan y a los
compuestos, estructuralmente diversos, que sirven como sustrato.
Metabolitos generados por la CYP 2J2 como son los acidos expoxieicosa-cuatrenoicos producen
vasodilatacion, con distinta potencia segun el elemento del que surjan.
La mayoria de las CYP son expresadas originalmente en el higado. Sin embargo, detectamos
estos genes a nivel cardiovascular, gastrointestinal, renal o pulmonar. Recientes estudios
detectan estas moléculas en musculo liso vascular y endotelio, donde participarian en la

regulacion del tono vascular y homeostasis.
1.3.5.2 Metabolitos fundamentales a nivel vascular

Los metabolitos generados a partir de la acciéon de enzimas CYP sobre el acido

araquidonico relacionados con la actividad vascular son los acidos epoxieicosacua-trenoicos
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(EETs) generados a través de epoxigenasas y los acidos hidroxieicosa-tetraenoicos (HETEs)
formados por la enzima omega/omega-1 hidroxilasa.

Estos metabolitos se localizan en numerosas porciones del sistema cardiovascular, aunque
en su mayoria a nivel intracelular, ya que el 90% de los EETs detectados en plasma son
esterificados por lipoproteinas como LDL, HDL, VLDL.

Los metabolitos EETs y 20-HETE pueden actuar como moléculas de activacion dentro de
células vasculares, asi como compuestos intermedios en su formacion, aunque la respuesta

generada puede ser opuesta a la de su progenitor o descendiente.
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Figura 3. Formaciéon de EET y 20-HETE a partir del 4cido araquidonico mediante la via citocromo P450

monooxigenasa.

1.3.5.3 Tono vascular

1.3.5.3.1 EETs

El tono vascular local depende de una gran variedad de factores, como la inervacion
simpdatica vasoconstrictora, componentes vasoactivos circulantes, metabolitos tisulares o
autacoides derivados del endotelio. El autacoide vasodilatador mejor caracterizado es el NO
seguido de la prostaciclina y el EDHF, sustancia liberada por el endotelio que causa la
hiperpolarizacion (y consecuentemente la relajacion) del musculo liso vascular.
El EDHF liberado en arterias coronarias y renales en humanos y otras especies presenta
caracteristicas similares a los metabolitos del acido araquidonico derivados de la accion del
CYP, concretamente los EETs generados por epooxigenasas CYP 2C endoteliales. Estas

sustancias provocan la hiperpolarizacion del endotelio y el musculo liso vascular activando
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canales de K calcio-dependientes (Campbell et al., 1996) asi como bombas de Na'™-K" (Pratt et
al., 2001).

En los inicios de las investigaciones, las hipotesis sobre el papel de los metabolitos del
acido araquidonico CYP dependientes en las respuestas por EDHF se basaban en el hecho de
que los inhibidores de CYP provocaban una marcada disminucion de la hiperpolarizacion
independiente de NO/PGI2 del musculo vascular. Sin embargo, estas conclusiones estaban
limitadas por el hecho de que dichos inhibidores no discriminaban entre diferentes isoformas del
CYP por lo que no podia inhibir la liberacion de EETs circulantes incorporados a fosfolipidos y
algunos interferian con la definicion de los canales de K™ como mediadores principales de la
funcion del EDHF (Alvarez et al., 1992). No obstante, algunos inhibidores de epooxigenasas
mas selectivos han provocado esta respuesta en arteriolas renales, por lo que la teoria se ve
sustentada en mayor grado (Imig et al., 2001).

Actualmente, la inhibicion farmacologica selectiva de CYP ha potenciado enormemente la
teoria de que la activacion de CYP es un paso fundamental de la vasodilatacion generada por
EDHF. Por otro lado, se ha demostrado por técnicas de inmunofluorescencia la existencia de
epooxigenasas CYP en endotelio coronario. Ademas, utilizando la forma apropiada de los
inductores de CYP (agonistas de EDHF) como beta-naptoflavona o nifedipino, encontramos que
se incrementa la sintesis de EETs en células endoteliales in vitro e in vivo y se incrementa la
hiperpolarizacion y relajacion de segmentos arteriales coronarios (Popp et al., 1996; Fisslthaler
et al., 1999; Fisslthaler et al., 2000). Concretamente, asociamos esta respuesta a cambios mas
acusados en CYP 2C que en CYP 2J, aunque estos inductores estan relacionados con la
expresion de un espectro de enzimas muy variado, todos los cuales podrian contribuir a las
respuestas mediadas por EET/EDHF.

Existen también pruebas basadas en inhibicién no farmacoldgica que apoyan la teoria: a
través de experimentos basados en oligonucleétidos antisentido dirigidos directamente a la
region que codifica para CYP 2C8/9. Estos estudios suponen la prueba mas convincente de que
un metabolito de CYP 2C es un factor permisivo esencial para las respuestas vasculares
mediadas por EDHF.

La vascularizacion renal parece verse modificada especialmente por la actividad del CYP.
Aunque los inhibidores clasicos de CYP no producen practicamente alteracion en la sensibilidad
vascular (en ausencia de inhibidores de NO sintasa y ciclooxigenasa), en la mayoria de estudios
hasta el momento el aumento de la respuesta arteriolar aferente frente a la presion transmural
estd marcadamente afectado por la inhibicion de la CYP epoxigenasa. Los efectos no acaban
aqui, ya que a nivel del riiién los EETs también aumentan la excrecion de sodio (Maier y
Roman, 2001) y disminuyen la excreccion cortical de renina (Henrich et al., 1990), ademas de

los efectos moduladores sobre el diametro vascular.
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1.3.5.3.2 20-HETE

Los productos de la omega-hidroxilacion del acido araquidonico por el citocromo CYP 4*
son componentes esenciales de la sefial de transduccion activada por numerosos sistemas
hormonales, como los de la endotelina (Oyekan y McGift, 1998) y la angiotensina (Croft et al.,
2000), que tienen papeles centrales en la regulacion de la presion sanguinea (McGiff y Quilley,
1999).

Los datos obtenidos en los ultimos afios han mostrado una relacion entre la generacion de
20-HETE y la respuesta biogénica en arterias cerebrales y renales, que es un determinante
principal del tono vascular a nivel local. E1 20-HETE esta producido de forma enddgena por las
células musculares lisas vasculares tras un incremento de (Ca’"), y una vez formado, aumenta el
tono vascular inhibiendo los canales de K calcio dependientes de alta conductancia, que
inducen despolarizacion y posteriormente un crecimiento en la concentracion de calcio. Este
aumento de calcio parece relacionado con la activacion de los canales Ca®* tipo L, aunque los
efectos adicionales deben contribuir a la contraccion vascular, producida por la activacion de
una PKC y la inhibicion de una Na-K ATPasa (Li et al., 2000).

De esta forma en vasos que expresan CYP 4% la activacion de canales de Ca®"
mecanodependientes da lugar a la formacion de 20-HETE en musculo liso y la consiguiente
constriccion, lo que apunta a su relacion con la autorregulacion. Ademas, podremos afirmar que
la respuesta por autorregulacion es independiente del endotelio. Ain asi, aunque hasta ahora se
haya afirmado que el aumento de la presion transmural es el principal estimulo para la
produccion vascular de 20-HETE, los experimentos realizados en ratas hipertensas (SHR)
muestran una relacion mas importante con la produccion de EETs (Pomposiello et al., 2001).

Los factores derivados del endotelio son capaces de modular la respuesta biogénica y al
menos una parte de su accion puede ser atribuido a la accion sobre los 20-HETE. El NO llevaria
a cabo esta accion modulando la actividad de la expresion del CYP 4. Ciertamente estos
mecanismos se han propuesto para explicar la accion natriurética y diurética del NO (Lopez et
al., 2001), asi como sus efectos relajantes en algunos sistemas arteriales. Por otro lado, los EETs
abren los canales de K" calcio dependientes y activan la Na-K ATPasa, realizando una actividad
antagonista a los 20-HETE.

Los efectos contrarios del 20-HETE y los EETs sobre el tono vascular se han demostrado de
forma convincente a nivel de la vascularizacion cerebral: la generacion de 20-HETE inducida
por estimulo mecanico en musculo liso permite este control vascular, y la produccion de EETs
inducida por astrocitos contrarresta los efectos de los anteriores. Se supone que los EETs
formados por esta via son almacenados en fosfolipidos en los astrocitos, y liberados como

respuesta a sinapsis excitatorias (Figura 4).
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Figura 4. Efectos funcionalmente antagonicos de los EETs y del 20-HETE sobre el tono vascular.

1.3.5.3.3 Otras funciones vasculares.

Sabemos que la actividad de los EETs y el 20-HETE no se relacionan tnicamente con la
activacion de los canales de K™ calcio dependientes, por lo que podemos suponer que los
metabolitos derivados del CYP sobre el acido araquidonico deben ejercer funciones sobre la
homeostasis vascular mas alla de la vasoconstriccion y vasodilatacion: los metabolitos del CYP
presentan efectos paracrinos y autocrinos descritos en endotelio y musculo liso vascular a través
de cascadas metabdlicas mediadas por segundos mensajeros. Existe incluso la posibilidad de
que la activacion de los canales de K’ calcio dependientes se produzca a través de estas
cascadas, en vez de por influencia directa. Se cree que esta cascada incluye la ribosilacion de
proteinas celulares como la Gs-alfa (Li et al., 1999).

La via de sefalizacion intracelular de EETs y 20-HETE no esta del todo clara. Existe la
posibilidad de un receptor de membrana de alta afinidad, como encontramos en monolitos de
cobaya; como son sustancias lipofilicas, podrian dirigirse al espacio intracelular donde se

asociarian a segundos mensajeros (Chen et al., 1999).
1.4 PATOLOGIAS ASOCIADAS A DISFUNCION PURINERGICA

Hace tiempo que se conoce el gran potencial terapéutico de los purinorreceptores (Daly,

1982; Daval et al., 1991; Jacobson et al., 1992; Stone, 1992; Williams, 1993).
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Ademas la larga variabilidad de los subtipos de purinorreceptores P2 en los diferentes tejidos
abre la posibilidad de desarrollar drogas especificas cuyo mecanismo de accion sea mediado por

purinorreceptores en los diferentes tejidos y 6rganos humanos.

1.4.1 Diabetes

Se ha demostrado a través de un gran ntimero de estudios que los purinorreceptores P2y
estan presentes en las células Beta pancreaticas secretoras de insulina.
La activacion de este receptor estimula la secrecion de insulina a través de la movilizacion de
Ca”" intracelular mediado por la fosfolipasa C, lo cual provoca un mejor aprovechamiento de la
glucosa y por lo tanto mejora la tolerabilidad sistémica de la glucosa. El agonista del
purinorreceptor P2y (ADP Beta S) ha demostrado ser efectivo tras la administracion por via
oral (Hillaire-Buys et al., 1993) como estimulador de la secrecion de insulina. Estos hallazgos
sugieren que los purinorreceptores P2y representan una nueva linea de investigacion para el

desarrollo de antidiabéticos orales.

1.4.2 Cancer

Se ha demostrado que la activacion de los purinorreceptores P2z activa las células natural-
killer anticancer que median los mecanismos de apoptosis (Pizzo et al., 1993; Murgia et al.,
1992). La activacion de dichos purinorreceptores tiene una actividad positiva en la disminucion

de la pérdida de peso del paciente oncologico en tumores metastaticos (Rapaport, 1993).

1.4.3 Fibrosis quistica

Se ha demostrado que los purinorreceptores P2 regulan el transporte ionico de células
epiteliales en una gran variedad de tejidos como por ejemplo el intestino, pulmén y rifién, donde
el ATP estimula el transporte de CI y altera la distribucion de Calcio (Burnstock, 1991).
La fibrosis quistica es una enfermedad genética letal que se caracteriza por la regulacion
defectuosa del transporte del i6n CI” en el epitelio alveolar, lo cual provoca formacion de moco
muy poco hidratado produciendo obstruccion de la via aérea (Noone and Knowles, 1993).
Se ha observado que el ATP y el UTP tienen un efecto potenciador del transporte del ién CI” en
la mucosa nasal humana a través de la activaciéon de la fosfolipasa C y mecanismos
dependientes del Ca®" (Stutts et al., 1992).

Otros hallazgos han demostrado la regulacion del transporte del i6n CI” por el ATP y el UTP
en el epitelio nasal de pacientes con fibrosis quistica (Clarke y Boucher, 1992).
Todo ello sugiere la hipotesis terapéutica de que los purinorreceptores P2 pueden tener un papel

importante en la normalizacion del transporte de CI en el epitelio alveolar.
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1.4.4 Hipertension Pulmonar
Los purinorreceptores P2x pulmonares provocan vasoconstriccion mediada por el ATP (Mc
Cormack et al., 1993). Basado en el principio anterior, los antagonistas al ATP/UTP pueden

presentar un potencial terapéutico en la hipertension pulmonar.

1.4.5 Surfactante y secrecion de mucina

Se ha demostrado que el ATP aumenta los niveles de mucina en el pulmon, a través de la
produccion de inositol fosfato (Kim et al., 1993), sugiriendo un papel en las propiedades visco-
elasticas pulmonares y por lo tanto una defensa contra las particulas aéreas. También se ha
demostrado la relacion entre los purinorreceptores P2 asociados al mecanismo Fosfolipasa C en
los neumocitos tipo Il que son las células pulmonares responsables de la secrecion del
surfactante (Griese et al., 1993). La activacion de este receptor provoca un aumento de la
secrecion de surfactante en el lecho bronquial.

En algunos tipos de neumonia, la insuficiencia respiratoria asociada se puede atribuir a la
deficiencia de surfactante (Lachmann y Gommers, 1993), por lo que seria posible el uso de

analogos del ATP para aumentar el surfactante en estas patologias.

1.4.6 Fallo renal/insuficiencia renal

El fallo renal agudo esta provocado por la isquemia renal. Los analogos del ATP que
estimulan los purinorreceptores P2y pueden aumentar el flujo renal (Churchill y Ellis, 1993). La
estimulacion con ATP exdgeno estimula la proliferacion de células mesangiales en la
glomerulonefritis (Schulze-Lohoff et al., 1992).
Los antagonistas especificos purinorreceptores P2 pueden tener un potencial efecto en la

modulacion de procesos anti-inflamatorios en determinadas enfermedades renales.

1.4.7 Otras patologias y circustancias

1.4.7.1 En huesos y cartilagos
Se especula con que el bloqueo de los receptores osteoblasticos por antagonistas P2y
purinorreceptores puede ser beneficioso en patologias que se caracterizan por excesiva

desmineralizacion como la osteoporosis.

1.4.7.2 En incontinencia urinaria

El ATP se ha demostrado que estd involucrado como transmisor responsable de la
contraccion del musculo detrusor por la estimulacion nerviosa transmural (Burnstock et al.,
1972; Burnstock et al., 1978). Dicho efecto se realiza a través de los purinorreceptores P2x

(Burnstock y Kennedy, 1985; Bo y Burnstock, 1990).
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Se ha demostrado que en la cistitis intersticial (enfermedad cronica renal que se caracteriza por
la incontinencia) hay un incremento patologico de la sensibilidad del musculo detrusor a
analogos al ATP (Palea et al., 1993), abriendo de esta forma la posibilidad por medio de
antagonistas selectivos P2x al tratamiento de enfermedades cronicas que se caracterizan por la

disuria.

1.4.7.3 En trombosis
Se ha observado que el ATP produce antiagregacion plaquetaria (Cusack y Hourani, 1982),

lo cual es interesante en el futuro desarrollo de agentes anti-tromboticos.

1.4.7.4 En taquicardia ventricular
Han sido recomendados los antagonistas P1 y P2 purinorreceptores para el tratamiento de la

taquicardia ventricular (Belhassen y Pelleg, 1984).

1.4.7.5 En tracto gastro-intestinal

Se han identificado purinorreceptores P2 (en la mayoria de los casos P2y que median
vasodilatacion) en el estomago, fibra muscular lisa intestinal, ganglios intestinales y en el
endotelio de los vasos gastro-intestinales (Hoyle y Burnstock, 1991; Burnstock et al., 1994). Se
abre la posibilidad de desarrollar agentes con potencial terapéutico en disfunciones gastro-

intestinales.

1.4.7.6 En sistema nervioso central
Se ha demostrado la presencia de purinorreceptores P2 en el SNC, lo cual abre la
posibilidad de desarrollar agentes farmacologicos para el tratamiento de la epilepsia, depresion

6 enfermedades neurodegenerativas (Burnstock, 1993; Williams, 1993).

1.4.7.7 En reproduccion humana
Se ha demostrado la presencia de receptores del ATP en espermatozoides (Foresta et al.,

1992) y células amnidticas humanas (Vander Kooy et al., 1989).

1.4.7.8 En ojos

Se ha demostrado la presencia de receptores P2x2 y P2x3 en las células ganglionares de la
retina. Los receptores P2x3 también estan presentes en las células de Miiller, las cuales segregan
ATP mediante mecanismos idnicos de liberacion de Ca™". El ATP activa los dos tipos de
purinorreceptores, P2x y P2y, modulando la neurotransmisiéon en la retina y por lo tanto

afectando al flujo sanguineo de la retina y a la presion intraocular.
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Se ha propuesto la aplicacion topica de diadenosina tetrafosfato para el control de la presion

intraocular en el glaucoma.

1.4.7.9 En oido
Se ha identificado a purinorreceptores P2x y P2y en el sistema vestibular. El ATP regula el
flujo sanguineo coclear, por lo que puede ser util en el tratamiento de la Enfermedad de

Meniére, tinnitus y trastornos neurosensoriales.

1.4.7.10 En érganos nasales

Se ha demostrado la presencia de P2x2, P2x3 y P2x2/3 en los nervios olfatorios de la
mucosa nasal, lo cual puede provocar un aumento de ATP en respuesta a estimulos nocivos
nasales y activar los receptores P2x y provocar una modulacion endégena disminuyendo la

sensibilidad olorosa

1.5 ALTERACIONES DE LA REACTIVIDAD VASCULAR EN DIFERENTES
SITUACIONES FISIOPATOLOGICAS.

1.5.1 Reactividad vascular en el fendmeno de isquemia repercusion.

Se sabe que la isquemia seguida de reperfusion puede causar dafio estructural y funcional no
solo en el parénquima sino también en los vasos que suplen a dicho 6rgano. En la cirugia del
transplante renal es inevitable el clampage de la arteria renal por algun tiempo y se espera por tanto
que la reperfusion que sigue a la retirada del clamp cause un dafio estructural en los vasos de los
que puede resultar un déficit funcional arterial. El proceso de isquemia- reperfusion es una
complicacion importante de la cirugia adrtica y renovascular, especialmente después del
transplante.

Por otro lado, el fenomeno de lesion por isquemia-reperfusion se acompafia de cambios
importantes en la funcioén vascular en condiciones basales y de reactividad en la mayoria de los
organos. Hay similitudes en los 6rganos con afectacion de la funcidon vascular, particularmente en
las primeras 24-48 horas, con una importante disminucion del flujo sanguineo organico,
hipersensibilidad al estimulo vasoconstrictor, atenuacion a la respuesta a vasodilatadores e
incremento de la permeabilidad vascular. La reduccién en la respuesta a los vasodilatadores
dependientes del endotelio puede deberse a una reduccion en la actividad de la NOS endotelial.

Hay notables diferencias tanto cuantitativas como cualitativas en la respuesta vasoreactiva tras
la isquemia-reperfusion en los diferentes Organos como rifion, corazén y cerebro, debido a
mecanismos aun no conocidos totalmente. También se han observado diferencias regionales en el

endotelio y/o parénquima organico.
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La lesion causada por el mecanismo de isquemia-reperfusion en el rifion se asocia a la pérdida de
autorregulacion, incremento de la resistencia vascular, disminucion del flujo sanguineo renal y por

ultimo fallo renal agudo (Cristol JP et al ,1993).

1.5.1.1 Respuesta a vasoconstrictores

La respuesta a agentes vasoconstrictores se ha estudiado en diferentes Organos
encontrandose resultados contradictorios. A pesar de estas discrepancias los articulos de
revision describen un aumento de reactividad a los agentes vasoconstrictores (Conger JD, 1995),
fenomeno que es mas tedrico que real, como se puede observar en la descripcion detallada de
los trabajos que se citan a continuacion.

Olouglu C et al, 1991 observaron una marcada reduccion en la sensibilidad a AlIl que casi
pierde su efecto vasoconstrictor en conejos anestesiados con nefrectomia derecha y una hora de
clampage de la arteria renal izquierda seguido de 30 minutos de reperfusion sanguinea Conger JD
et al,1992 estudiaron el efecto del clampage de la arteria renal durante 75 minutos o la
administracion intrarrenal de norepinefrina a una dosis que produce una reduccion del 10-15%
del flujo sanguineo renal en ratas y analizo la reactividad renovascular en una semana. Hubo una
respuesta vasoconstrictora a la norepinefrina intrarrenal tempranamente pero poco significativa
tardiamente.

Los autores concluyen que diferentes modelos de induccién de isquemia y reperfusion resultan
en diferentes patrones de respuesta vascular postisquémica, los cuales producen diferente dafio en
musculo liso vascular y endotelio, lo que estd en consonancia con un trabajo previo del mismo
grupo (Conger JD, 1991 ) que demuestra que el fallo renal agudo inducido por noradrenalina
muestra evidencias de lesion vascular endotelial, mientras que el inducido por el clampage de la
arteria renal presenta evidencias morfologicas y funcionales de lesion predominante del musculo

liso.

Pruneau et al, 1993 estudian anillos aislados de arteria renal y encuentran que las curvas dosis-
respuesta para KCI, NA, 5-HT, AIl estaban inalteradas después del fenomeno de isquemia —
reperfusion. Por su parte, Verbeke et al en 1996 observaron que la vasoconstriccion inducida por la
serotonina en los lechos vasculares renales estaba aumentada después de la isquemia en el animal
intacto Mientras que Mik'o I, 1997 encuentra que el clampage atraumatico de las arterias
renales durante 60 minutos produce un descenso irreversible de la contractilidad a
noradrenalina, incluso si se hace hipotermia o se administra tratamiento antioxidante
simultaneamente.

Los estudios en isquemia-reperfusion en la circulacion coronaria han aportado unos datos mas

homogéneos indicando un aumento de respuesta a los agentes presores.
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Asi, VanBenthuysen KM en 1987 observa que la reperfusion después del clampage coronario en
los perros aumenta la reactividad contractil in vitro. Se estudiaron anillos arteriales de perros
anestesiados tras 60 minutos de clampage coronario y reperfusion posterior, obteniendo los datos
de que la isquemia sin reperfusion empeora la respuesta contractil al KCl, sin embargo la isquemia
seguida de perfusion aumentaba la respuesta contractil a KCI y ergonivine. Estos autores también
mostraron que el pretratamiento con verapamil restaura las respuestas contractiles del KCl a la
normalidad en anillos reperfundidos y recuperaba parcialmente la vasodilatacion dependiente del
endotelio. Estos datos apoyan la hipdtesis de que la reperfusion del miocardio isquémico aumenta
la reactividad a agentes vasoconstrictores por el dafio celular endotelial, excesivo flujo de calcio y
pérdida de la funcion moduladora vasodilatadora. Yang BC et al ,en la misma linea, observan que
la oclusion coronaria subtotal en perros seguida de reperfusion provocaba una acumulacion de
neutrdfilos en el miocardio reperfundido y aumenta la respuesta vasoconstrictora a un analogo del
tromboxano A2.

En la circulacion cerebral (Mayhan et al, 1988), encuentran que después de diez minutos de
isquemia total y una hora de reperfusion, la respuesta constrictora a la All y a la serotonina no
estaba alterada en los vasos cerebrales Mas recientemente Chen CF et al, 2006 han observado una
marcada reduccion en la respuesta a Phe en el lecho vascular mesentérico de rata tras 40 minutos de
isquemia y 5 h de reperfusion, situacion que era corregida mediante el bloqueo de la sintesis de

NO.

1.5.1.2 Respuesta a vasodilatadores
La mayoria de los estudios de reactividad vascular en la isquemia-reperfusion han
analizado la respuesta a los agentes vasodilatadores endotelio y no endotelio dependientes con el
objetivo de analizar el papel de la disfuncion endotelial en la elevacion de resistencia vascular renal
que se produce en este fendmeno. Los resultados en este apartado son también contradictorios en la
mayoria de los 6rganos en parte debido a la gran variedad de protocolos experimentales empleados.
En 1989 Lieberthal et al analizan la RVR en el rifién aislado y prefundido, después de 25 min.
de isquemia observaron que la resistencia renal vascular estaba aumentada en los periodos de
reperfusion, concluyendo que estaba alterada la actividad de los factores relajantes derivados de
endotelio Esta anormalidad en el EDRF puede ser un mecanismo muy importante que contribuye a
la vasoconstriccion post-isquémica en la vasculatura renal. Por otra parte, Conger JD, 1992
observan que la isquemia producida por el clampage de la arteria renal durante 75 minutos 6 la
administracion en ratas de una dosis de norepinefrina que provoque una bajada del 10-15% del
flujo renal basal suprime la respuesta vasodilatadora a Ach en cada grupo al examinar dicha
respuesta una semana después de la induccion de las isquemias.
En 1993, Pruneau, encontr6 resultados contradictorios dependiendo del tramo de la vasculatura

renal de conejo estudiado. Asi, en los anillos arteriales renales, las curvas dosis-respuesta para Ach
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y NP no estaban alteradas después del fenomeno de isquemia-reperfusion. Bajo las mismas
condiciones, la relajacion de las arterias arcuatas producido por la Ach estaba reducida cuando los
vasos estaban contraidos con metoxamina pero no con KCl, lo que indica que la relajacion NO
dependiente no esta afectada y si la via del factor hiperpolarizante. La relajacion a NP no estaba
afectada. Se vio en estudios realizados en conejos anestesiados que el flujo sanguineo renal y las
resistencias vasculares renales no estaban alteradas por el mecanismo de isquemia-reperfusion. La
Ach reduce las resistencias vasculares renales, pero esta accion tampoco esta alterada después del
mecanismo de isquemia-reperfusion. Todos los anteriores resultados nos demuestran que la
vasculatura renal del conejo es relativamente resistente al fenomeno de isquemia y por lo tanto este
mecanismo probablemente no esté involucrado en el desarrollo del fallo renal post-isquémico. En
1993, Magnusson estudia la respuesta vascular renal a vasodilatadores tras isquemia caliente 30
min. y preservacion en frio (24-48 h) en rifiones de perro. Se analizé la respuesta vasodilatadora
endotelio (Ach) y no endotelio dependiente. La respuesta a Ach se encontrd reducida mientras que
la respuesta a NP no se modific6. Se concluye que el mecanismo isquémico produce daiio vascular
endotelial con la consecuente perdida de la capacidad de liberar factores relajantes en respuesta a la
administracion de Ach. Igualmente, Cristol JP et al ,1993 propusieron en estudios en ratas
anestesiadas que tras la isquemia aguda renal seguido de 2h y 6h de reperfusion se producia una
importante reduccion en el flujo renal basal y un incremente en las resistencias vasculares renales
asi como una disminucion de los efectos vasodilatadores de la Ach .En el lecho vascular coronario
VanBenthuysen KM et al ,1987 observan que la reperfusion después de 60 minutos de clampage
coronario en perros anestesiados produce un deterioro de la vasodilatacion dependiente del
endotelio provocada por la Ach, sin embargo la respuesta vasodilatadora al NP estaba inalterada. El
tratamiento con verapamilo recuperaba solo parcialmente la vasodilatacion dependiente del
endotelio.

Estos datos apoyan la hipotesis de que la reperfusion del miocardio isquémico aumenta el tono
vascular por el dano celular endotelial, excesivo flujo de calcio y pérdida de la funciéon moduladora
vasodilatadora. En 1993 Yang BC et al, estudiando también el lecho coronario encuentra que la
oclusion total de la arteria coronaria seguida de reperfusion producia una acumulacion de
neutrdfilos en el miocardio reperfundido y disminuia la vasodilatacion dependiente del endotelio
tras la oclusion incompleta en perros. La respuesta vasodilatadora a la nitroglicerina por mecanismo
endotelio —independiente estaba inalterada.

En el lecho vascular cerebral, tras 10 min. de oclusion bilateral de las carétidas y 10 min. de
reperfusion se produce una alteracion selectiva de la respuesta a Ach, mientras que la respuesta
vasodilatadora a NP por mecanismo endotelio-independiente estaba inalterada (Rosemblum WI,
1997). Los autores sugieren que la capacidad de la Ach mediada por el endotelio para sintetizar

y/o liberar EDRF esta disminuida durante la isquemia.
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1.5.2 Reactividad vascular y diferencias de género.

En modelos animales se han observado diferencias asociadas al género en la regulacion de la
presion sanguinea (Chen, 1996; Reckelhoft, 2001). En modelos genéticos de hipertension, en ratas
SHR (espontaneamente hipertensas), los machos tenian una mayor presion sanguinea comparada
con hembras de edad similar (<biblio>) 6 en modelos animales con ratas genéticamente hipertensas
New Zealand (Ashton y Balment, 1991). Tras dieta alta en sodio la presion sanguinea se
incrementa mas rapidamente en machos que en hembras (Rowland y Fregly, 1992). Es evidente
que las hormonas sexuales juegan un papel importante en los diferentes niveles de presion
sanguinea en machos y hembras. Diferentes estudios han demostrado que en ratas SHR la
orquiectomia a la edad de 4 semanas disminuia de forma muy significativa la elevacion de la
presion sanguinea en machos y que la ovariectomia a la misma edad en el mismo grupo de ratas
SHR no tenia efectos en la hembra (Chen y Meng, 1991; Reckelhoff et al, 1999). Hay evidencias
de que en la hipertension secundaria la orquiectomia altera el curso de la hipertension (Masabuchi
et al, 1982; Crofton et al, 1989; Malyusz et al, 1985) Dos son los motivos por los que se han
atribuido las diferencias de cifras tensionales segin el sexo, por un lado el efecto protector que
tienen los estrogenos en las hembras y por otro lado la actividad pro-hipertensiva de la testosterona.
De esta forma, la pérdida de estrogenos con la menopausia podria jugar un papel importante en el
aumento de la presion sanguinea en la mujer post-menopausica. Otros estudios no han demostrado
que la terapia sustitutiva con estrogenos hayan disminuido los niveles de presion sanguinea
(Reckelhoff ,2001; Verhagen et al, 2000). En estudios animales, el 17-beta-estradiol protege contra
el desarrollo de hipertension en hembras (Sasaki et al, 2000). Este mecanismo protector de los
estrogenos se debe a la activacion de la sintesis de 6xido nitrico en las células endoteliales (Chen et
al, 1999). De la misma forma los estrogenos también pueden tener la funcién de aumentar la
expresion genética de la sintesis de NO (Weiner et al, 1994). Todos los estudios nos indican que
los estrogenos tienen su efecto protector a través de la via del NO.

Por otro lado la testosterona ha mostrado que induce hipertension en ratas (Colby et al,
1970) y recientemente se ha documentado que contribuye a la exacerbacion de la hipertension
en ratas SHR porque disminuye el mecanismo de presion-natriuresis e incrementa la actividad
plasmatica de renina (PRA) (Reckelhoff et al, 1998). El género y los niveles de hormonas
sexual en ratas se han asociado con diferencias en la reactividad vascular (Altura, 1972; Huang
et al, 1997; Kauser y Rubanyi, 1994; Li y Duckles, 1994; McCulloch y Randall, 1998 ; Sanchez
et al, 1996 ) y en la hemodinamica renal ( Munger y Baylis, 1988 ). Los estréogenos aumentan
la produccion endotelial del NO (Hayashi et al., 1995; Weiner et al., 1994) y también modula el
EDHF (Campbell y Gauthier, 2002; McCulloch y Randall, 1998), sugiriendo que los estrogenos
tienen un efecto pro-vasodilatador. Por otro lado la testosterona incrementa la respuesta
vascular a la noradrenalina (Bhargava et al., 1967). Sin embargo los resultados de las respuestas

a vasoconstrictores (Altura 1972; Collis y Vanhoutte, 1977; Li y Duckles, 1994; Sanchez et al.,
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1996; Stallone et al., 1991) y a vasodilatacion dependiente del endotelio (Li y Duckles, 1994;
McCulloch y Randall, 1998; Sanchez et al., 1996; White et al., 2000) en ratas machos y
hembras son muy contradictorios.

Diversos estudios sobre la contribucion del NO y del EDHF a la vasodilatacion dependiente
del endotelio en ratas machos y hembras muestran resultados contradictorios (Golding y Kepler,
2001; Liu et al., 2001; McCulloch y Randall, 1998; Sanchez et al., 1996; White et al., 2000).

En estudios recientes, nuestro grupo (Wangensteen et al., 2004), ha demostrado que la
atenuada respuesta presora renal a vasoconstrictores en preparaciones hembra, estd relacionada
con un aumento de la actividad de los factores relajantes derivados de endotelio, NO y EDHF.
Ademas, no se han encontrado diferencias en la respuesta a vasodilatadores dependientes o no
del endotelio entre rifiones macho y hembra. Finalmente, la contribucion relativa del NO y
EDHF a la vasodilatacion endotelio-dependiente inducida por la acetilcolina en el lecho

vascular renal es similar en ratas macho y hembra.

1.5.3 Reactividad vascular en la hipertension espontianea

El endotelio vascular es un 6rgano diana de la hipertension ya que, como consecuencia de
su localizacion, estd expuesto a las fuerzas mecénicas sanguineas. El principal mecanismo
inductor y mediador de la disfuncién endotelial hipertensiva es la presion arterial elevada,
responsable de un incremento de las fuerzas de cizallamiento sobre las células endoteliales
vasculares. Ello puede dar lugar a modificaciones estructurales y/o funcionales que afectan a la
produccion, a la liberacion y a los efectos de los distintos agentes vasoactivos (Liischer, 1990).
La disfuncion endotelial se manifiesta como una reducida respuesta vasodilatadora dependiente
del endotelio, o como una mayor respuesta constrictora (dependiente 6 independiente del
endotelio), ambas resultantes de una alteracion del equilibrio que normalmente existe entre
factores vasodilatadores y vasoconstrictores (Lahera et al., 1997). Este desequilibrio conlleva
una elevacion de las resistencias vasculares periféricas totales y el mantenimiento o
agravamiento de la hipertension arterial.

Se ha observado, tanto en hipertensos esenciales como en modelos experimentales de
hipertension, una alteracion en la regulacion inducida por NO. Varios estudios han demostrado
que, en estos casos, se reduce la liberacion de NO (Tschudi et al., 1996; Cosentino et al., 1998)
y, en consecuencia, también la vasodilatacion dependiente de NO ( Panza et al., 1993; Liischer y
Vanhoutte, 1986). Esto indica que la hipertension esta relacionada con la disfuncion endotelial
subyacente en la reducida biodisponibilidad de NO. Sin embargo, esta conclusion se sostiene
principalmente por los resultados obtenidos con agonistas que estimulan la formacion de NO,
pero los datos referentes a la regulacion basal del NO en hipertension son contradictorios. En
ratas SHR, los efectos vasoconstrictores observados con inhibidores de NO y la expresion y

actividad de la NOS pueden estar incrementadas (Nava et al., 1998; Vaziri et al., 1998; Radaelli
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et al., 1998; Maffei et al., 2002) 6 disminuidas (Chou et al., 1998). También existen
discordancias entre los resultados obtenidos con otros indicadores de la sintesis de NO, como la
concentracion en plasma y orina de metabolitos de NO (Vaziri et al., 1998) o la formacion de
CMPC (Nava et al., 1998; Rueten et al., 1999). Por lo tanto, la regulacion de NO basal en la
hipertension no esta suficientemente aclarada. El aumento de la formacion basal de NO se
interpreta como un intento ineficaz, por parte del endotelio, para equilibrar la excesiva
produccion vascular de radicales libres derivada del incremento del catabolismo de NO (Nava et
al., 1998). En definitiva, aunque la disfunciéon endotelial hipertensiva se entienda como una
respuesta defectuosa a la estimulacion de la liberacion de NO por agonistas, este concepto tiene
que ser también aplicado a la produccion de NO basal.

Todos los estudios que se han realizado para analizar la funcion endotelial en hipertension
han utilizado métodos indirectos (expresion o actividad de NOS, determinacion de metabolitos
de NO, etc.), lo que supone ciertas limitaciones. La medida directa de la produccion de NO
requiere técnicas sofisticadas-debido a su vida media corta y a que se produce en muy poca
cantidad-como la fluorescencia DAF-2, que ha permitido observar, en anillos aorticos de SHR,
un incremento en la produccion de NO basal y una respuesta menor a la liberacion de NO
inducida por agonistas en comparacion con sus controles, las ratas WKY (Maffei et al., 2002).

También se ha sugerido que una produccion exagerada de radicales libres, como el O, sea
responsable de la disfuncion endotelial en el modelo SHR (Grunfeld et al., 1995; Suzuki et al.,
1995). De hecho, la reduccion de la produccion de O,” mediante aloxantina, un inhibidor de la
xantina oxidasa (Miyamoto et al., 1996), o mediante CuZn superoxido dismutasa (Nakazono et
al., 1991) disminuye de forma aguda la presion arterial en ratas SHR. También se ha descrito
que la administracion cronica de antioxidantes como la vitamina E (Chen et al., 2001) revierte la
disfuncion endotelial hipertensiva y reduce la presion arterial. Estos O, tienen la capacidad de
oxidar el NO (eliminan, asi, su efecto beneficioso) y producir peroxinitrito, que tiene una
potente accion oxidante y produce lesion celular a nivel estructural y molecular (Rubanyi y
Vanhoutte, 1986). El peroxinitrito ataca al AA y produce Iso-PGF2alfa, que es un potente
vasoconstrictor ¢ incrementa la presion arterial (Morrow y Roberts, 1996). Ademas, varios
estudios han demostrado que los O, pueden actuar como vasoconstrictores (Auch-Schwelk et
al., 1989; Cosentino et al., 1994) y estimulantes de la proliferacion celular por sus efectos
mitogénicos directos sobre las CMLV (Rao y Berk, 1992"; Conger et al., 1996).

Otro mecanismo que puede estar involucrado en la disfuncion endotelial en ratas SHR es el
aumento de la produccion de un factor endotelial constrictor. Se especula con un derivado
prostanoide del tipo prostaglandina H2/TXA2 que podria expresarse localmente en exceso,
puesto que la incubacion de anillos adrticos de animales SHR en presencia de un inhibidor de la
COX, indometacina, reduce la disfuncion endotelial en respuesta a la Ach (Lahera et al., 1993;

Liischer et al., 1990).
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2. PLANTEAMIENTO
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2 PLANTEAMIENTO

2.1 CONTRIBUCION DE LOS FACTORES RELAJANTES DEL ENDOTELIO A LA
VASODILATACION INDUCIDA POR LA ACTIVACION DE LOS P2Y

Los nucledtidos de purinas y pirimidinas como el ATP, ADP y UTP fueron reconocidos
como sustancias con importantes propiedades vasoactivas en diferentes lechos vasculares
(Olsson y Pearson 1990; Ralevic y Burnstock 1991). Los efectos vasodilatadores de estas
sustancias son mediados por diferentes purinoreceptores P2y localizados en el endotelio
vascular. Los purinoreceptores P2yl (antiguamente P2y) son estimulados preferentemente por
el agonista fisiologico ADP y el purinoreceptor P2y2 (antiguamente P2u) por el UTP 6 ATP
(Ralevic y Burnstock 1998).

La estimulacién de los purinoreceptores P2y en el endotelio de las fibras musculares lisas
provoca una liberacion de factores relajantes derivados del endotelio. Esta vasodilatacion
mediada por dichos factores derivados del endotelio incluye al 1) NO ( Palmer et al 1987 ), 2)
al factor derivado del endotelio hiperpolarizado ( factor EDHF ) y a 3)otras sustancias no
identificadas que relajan la vasculatura de la fibra muscular lisa a través de una
hiperpolarizacion como resultado de una apertura de los canales de potasio ( Feletou y
Vanhoutte 1999 ; Garland et al 1995;Mombouli y Vanhoutte 1997 ; Quilley et al 1997 ) 4)
prostaglandinas ( PGS ) ( Koller et al 1989 ).

Los mediadores endoteliales de la mayoria de los purinoreceptores P2y han sido descritos
en la circulacion cerebral (You et al 1997 ; Marelli et al 1999), donde la estimulacion de los
purinoreceptores P2y1 se obtenia a través del incremento de NO y EDHF (You et al 1997)

Respecto a la vasculatura renal se determino que el NO es un importante factor derivado del
endotelio que media en la vasodilatacion a través de los purinoreceptores P2yl en los vasos de
los rifiones aislados de las ratas, pero solo es responsable parcialmente de este efecto (Churchill
y Ellis 1993). Hay otros mediadores diferentes al NO implicados en la actividad vasodilatadora
del 2-metiltioATP, el agonista especifico para los purinoreceptores P2yl.

En un estudio previo, nuestro grupo identificoé mecanismos dependientes de EDHF y NO como
componentes distintos de la vasodilatacion inducida por Ach en el rifién aislado y perfundido de

rata. (Vargas et al., 1994).

2.2 REACTIVIDAD RENAL VASCULAR A LOS P2 PURINORRECEPTORES EN
RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR)

La adenosina 5 trifosfato (ATP) puede influir en el sistema cardiovascular bajo condiciones
fisiologicas y anormales (Burnstock y Kennedy, 1985; Olson y Pearson, 1990). Se ha definido
que el ATP puede tener un efecto dual (vasoconstrictor 6 vasodilatador) en la regulacion del

tono vascular (Gordon., 1986; Ralevic y Burnstock, 1991). El efecto vasoconstrictor y
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vasodilatador esta mediada a través de diferentes receptores.Asi, la vasoconstriccion se produce
por la activacion de p2x purinoreceptores, mientras que la vasodilatacion se produce por la
activacion de p2y purinoreceptores localizados en las células endoteliales vasculares
produciendo oxido nitrico. El resultado de varios estudios han confirmado la presencia de
ambos p2 purinoreceptores en el sistema vascular renal (Churchill y Ellis., 1993; Vargas et al.,
1996) y se han detectado anormalidades en la reactividad p2 purinérgica en casos aislados por
envejecimiento (Vargas et al., 1996) y en ratas con hipotiroidismo (Vargas et al., 1996).

En este estudio suponemos que en un desequilibrio entre la reactividad purinérgica del p2x
(vasoconstriccion) y el p2y (vasodilatacion) puede aumentar la resistencia vascular y ademas
contribuir a la hipertension espontanea. Se ha descrito en anillos de aorta de ratas SHR una
disminucion en la respuesta vasodilatadora al ATP (Mombouli y Vanhoutte., 1993).

En el presente estudio definimos la respuesta vasoactiva a o, B-metilénATP y al
2metiltioATP, agonistas especificos respectivamente para P2x y p2y purinoreceptores en

rifiones aislados y perfundidos de ratas SHR y WistarKyoto (WKY).

2.3 REACTIVIDAD VASCULAR EN EL FENOMENO DE ISQUEMIA-REPERFUSION.

Se ha demostrado una disfuncion endotelial en los vasos cerebrales tras un mecanismo de
isquemia-reperfusion. Rosemblum demostro en las arteriolas cerebrales del raton que tras 10
minutos de oclusion arteriolar seguidos de 10 minutos de reperfusion habia una disminucion de la
vasodilatacion inducida por Ach pero no estaba afectada la vasodilatacion producida por BK 6 NP,
ambos dependientes del endotelio.

Estos resultados nos indican que los mecanismos vasodilatadores dependientes del endotelio
pueden verse alterados de forma diferente por el mecanismo de isquemia-reperfusion.

Este estudio enfatiza el hecho de que el mecanismo de isquemia-reperfusion puede afectar a
alglin sistema de receptores involucrados en la vasodilatacion mediada por el endotelio sin afectar a
otros grupos vasodilatadores no dependientes del endotelio Creemos que es importante la
consideracion de sistemas de receptores cuando estamos evaluando la vasodilatacion mediada por
el endotelio tras el mecanismo de isquemia-reperfusion Los efectos de la isquemia reperfusion en la
reactividad purinérgica no han sido estudiados en la circulacion renal aunque si en modelos de
arterias coronarias y arteria cerebral media, donde si se han descrito alteraciones en la reactividad
P2y-purinérgica, como disminucién de la vasodilatacion al ADP y una respuesta disminuida a
2MeS-ATP (agonista P2yl) asi como un incremento de la respuesta al UTP en arteria cerebral.
Debido a los probables efectos especificos que tiene el mecanismo de isquemia-reperfusion en los
vasodilatadores dependientes del endotelio y al deterioro de la reactividad P2y purinérgica en las
arterias coronarias y cerebral media, es de gran importancia evaluar la respuesta a diferentes
vasoconstrictores y vasodilatadores mediados por el sistema purinorreceptor P2 después de la

lesion provocada por el mecanismo de isquemia reperfusion en el lecho vascular renal.
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El propdsito de este experimento es determinar después de 90 minutos de isquemia e
isquemia seguida de 2 a 24 horas de reperfusion, las alteraciones en las respuestas a los
vasoconstrictores y vasodilatadores mediadas por los P,-purinorreceptores en la vasculatura del
rifién aislado. Para hacerlo, determinamos las respuestas vasoactivas a o,3-metilén ATP para los
receptores P,x.purinérgicos y 2- metiltioATP y UTP , agonistas especificos para, respectivamente,

Pov1 y Paya receptores purinérgicos en el rifion aislado y perfundido de la rata.

2.4 CYP 450 Y REACTIVIDAD VASCULAR

Las enzimas del citocromo P450 pueden metabolizar el acido araquidonico en sustancias
con efecto sobre el tono arterial, por lo que llegamos a la conclusion que el sistema enzimatico
del citocromo P450 (CYP) puede jugar un papel muy importante en la modulacion y
homeostasis vascular. Hay importantes evidencias que nos indican que la activacion de CYP-
epoxigenasa en las células endoteliales es un paso esencial para la vasodilatacion dependiente
del o6xido nitrico y prostaciclinas en numerosos lechos vasculares, particularmente en el corazon
y rindén. Ademas, la CYP —epoxigenasa, v-hidroxilasa asi como los productos derivados del
CYP, son moléculas que actian como mensajeros provocando una cascada de multiples
procesos intracelulares, entre los que como objetivo ultimo se encuentra la proliferacion de
células vasculares endoteliales y la angiogénesis. Se han identificado dos metabolitos derivados
del CYP, por una parte los acidos epoxieicosatrienoicos (5,6 EET) y por otro lado el acido 20-
hydroxieicosatetraenoico (20-HETE), los cuales actuan a nivel endotelial y de las fibras
musculares lisas provocando efectos vasculares. Ambos metabolitos (5,6 EET) y (20-HETE) se
han propuesto como mediadores de la accion de los agentes vasoconstrictores y vasodilatadores

respectivamente.

2.5 DIFERENCIAS DE GENERO EN REACTIVIDAD VASCULAR.

El sexo y los niveles hormonales se relacionan con diferencias en la reactividad vascular.
Los estrogenos aumentan la produccion endotelial del NO y también modula el EDHEF,
indicandonos que los estrogenos tienen un efecto pro-vasodilatador. Por otro lado la
testosterona incrementa la respuesta vascular a la noradrenalina (Bhargava et al., 1967). Sin
embargo, los resultados de las respuestas a vasoconstrictores y a vasodilatacion dependiente del
endotelio en ratas machos y hembras son muy contradictorios, aunque nosotros recientemente
hemos podido observar una reactividad vascular renal atenuada para los agentes
vasoconstrictores sin cambios para los vasodilatadores (Wangensteen et al, 2004) en ratas
hembra.

Teniendo en cuenta que la funcidon purinérgica tiene una doble actividad vascular

vasoconstrictora y vasodilatadora hemos planteado la hipdtesis de que un desequilibrio entre la
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actividad funcional de los purinorreceptores podria contribuir al dimorfismo sexual respecto a la

presion arterial.

-4] -



Objetivos Oscar Ferndndez Martin

3. OBJETIVOS

-4 -



Objetivos Oscar Ferndndez Martin

3. OBJETIVOS

3.1 CONTRIBUCION DE LOS FACTORES RELAJANTES DEL ENDOTELIO A LA
VASODILATACION INDUCIDA POR LA ACTIVACION DE LOS P2Y
PURINORRECEPTORES.

El estudio fue disefiado para determinar la presencia de ambos P2-purinoreceptores y para
definir la contribucién del NO, EDHF y PGs a los efectos vasodilatadores de la activacion de

P2yl y P2y2 en la vasculatura renal.

3.2 REACTIVIDAD VASCULAR RENAL A LOS P2-PURINORRECEPTORES EN
RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR).

Este estudio fue disefiado para determinar la posible contribucion de un desequilibrio entre
la reactividad purinérgica P2x (vasoconstriccion) y P2y (vasodilatacion), al incremento de la
resistencia vascular de ratas espontdneamente hipertensas (SHR).

Para ello se observo la respuesta vasoactiva a a,B3-metilénATP y al 2-metiltioATP, agonistas

especificos respectivamente para P2x y P2y purinorreceptores en rifiones aislados y perfundidos

de ratas SHR y Wistar Kyoto (WKY).

3.3 REACTIVIDAD VASCULAR RENAL PURINERGICA TRAS EL FENOMENO DE
ISQUEMIA-REPERFUSION.

El objetivo del estudio fue determinar tras 90 minutos de isquemia y de 2 a 24 horas de
reperfusion, las respuestas a la vasoconstriccion y vasodilatacion mediada por p2-receptores en
la vasculatura del rifién aislado y perfundido. Para ello se utilizaron las respuestas vasoactivas
del a,B-metilénATP para los P2x purinorreceptores y del 2-metiltioATP y UTP para P2yl y

P2y2 receptores respectivamente.

3.4 PAPEL DE LOS DERIVADOS DEL CYP P450 EN LA REACTIVIDAD VASCULAR
RENAL PURINERGICA.

En este apartado nos propusimos analizar la contribucion de los derivados del &cido
araquidoénico 5,6 EET y 20 HETE, generados por la accion de la CYP 450 monooxigenasa, a la
accion de los agonistas purinérgicos Pyx y Py con accién vasoconstrictora y vasodilatadora

respectivamente, en el lecho vascular renal de rata.

3.5 REACTIVIDAD VASCULAR Y DIFERENCIAS DE GENERO.
Con el objeto de valorar si cambios en la reactividad vascular renal P,-purinérgica pueden
contribuir al dimorfismo sexual respecto a la presion arterial se analizd la reactividad P,x

(vasoconstriccion) y P,y (vasodilatacion) — purinérgica en machos y hembras.

_43 -



Material y Métodos Oscar Ferndndez Martin

4 .MATERIAL Y METODOS

_44 -



Material y Métodos Oscar Ferndndez Martin

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 ANIMALES

4.1.1 Animales en experimentos de reactividad vascular renal a los p2 purinorreceptores
en ratas espontaneamente hipertensas (SHR)

Se utilizaron ratas macho adultas (5 meses) SHR y WKY nacidas y criadas en el animalario
de la Universidad de Murcia. El tamafio de muestra en el estudio fue n=14 en cada grupo. Los
animales fueron alimentados con una comida estandar y agua. Los experimentos se llevaron a

cabo de acuerdo con la guia para el tratamiento ético de animales de la Union Europea.

4.1.2 Animales en experimentos de contribucion de los factores relajantes del endotelio a la
vasodilatacién inducida por la activacion de los purinorreceptores P2y.

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas nacidas y criadas en el animalario de la
Universidad de Murcia, se utilizaron como tamafio de muestra en el estudio n=7. Los animales
fueron alimentados con comida estandar y agua. Los experimentos se llevaron a cabo de

acuerdo con la guia para el tratamiento ético de animales de la Uniéon Europea.

4.1.3 Animales en experimentos isquemia-reperfusion

Se utilizaron rifiones procedentes de ratas Wistar macho de 300-350 g que fueron estudiados en
las siguientes condiciones: a) condiciones normales, b) después de 90 min de isquemia, ¢) después
de 90 min de isquemia y 2h de reperfusion, d) después de 90 min de isquemia y 24h de reperfusion
y e) después de 90 min de isquemia bilateral y 24h de reperfusion.

4.1.4 Animales en experimentos citocromo p450 y reactividad vascular

Se utilizaron 28 ratas Wistar macho, de 18 a 20 semanas de edad, nacidas y criadas en el
animalario de la Universidad de Granada. Se asignaron 7 ratas a cada grupo experimental. Los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la guia para el tratamiento ético de animales de la

Unién Europea.

4.1.5 Animales en experimentos de reactividad vascular y diferencias de género
Se utilizaron machos y hembras de similar edad (18-20 semanas), nacidas y criadas en el
animalario de la Universidad de Granada. Se utilizaron 7 machos y siete hembras en cada grupo

experimental.
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4.2 PREPARACION DE RINON AISLADO Y PERFUNDIDO

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sodico (40 mg/kg). El abdomen fue abierto
por medio de una escision en la linea media y se expusieron las arterias renal izquierda y
mesentérica superior.

En orden, con la finalidad de mantener la perfusion renal continua, se canulo la arteria
mesentérica superior con una canula de borde biselado del 18, avanzando dentro de la arteria
renal y posteriormente asegurando las ligaduras. El rifion se perfundié con una velocidad de
flujo constante ( 5 ml/g de peso de rifion por minuto) mediante una bomba de perfusion ( IPS-4,
Ismatec, Zurich ), con solucién de Tyrode ( 37 °C ), con la siguiente composicion ( en mM ):
NaCl 137, KCl 2,7;CaCl 1.8, MgCl, 1.1,NaHCO; 12,NaH,PO, 0,42, D+glucosa 5.6 y aircada
con 5% CO, en O,. El rifidn se extirpd quirtirgicamente liberandolo de los tejidos adyacentes y
se situd en una camara contenedor con solucién de Tyrode a 37 °C.

Las respuestas vasculares renales fueron grabadas y registradas (TRA 0211 transductor
conectado a 2 canales Letigraph 2000 recorder, Letica, Barcelona), como cambios en la presion

de perfusion renal (PPR).

4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

4.3.1 Protocolo experimental n°l: Reactividad vascular renal purinérgica en ratas
espontaneamente hipetensas (SHR).

Se evaluaron los efectos de la respuesta renal a los agonistas de P2 purinorreceptores en
presencia de: 1) L-NAME, un inhibidor de la sintesis del NO (Ishii et al ,1990) 2)
incrementando el potasio extracelular bloqueando un inespecifico canal de potasio (Adeagbo y
Triggle, 1993) 3) indometacina como inhibidor de las PGs (Bhardwaj y Moore, 1998) 4) L-
NAME + incremento de la concentracion de K.

Los inhibidores fueron administrados a la perfusion en las siguientes concentraciones: 10 M L-
NAME, 25 mM K"y 10” M indometacina (disuelta en Na,COs 0,5 M).

En experimentos preliminares, el incremento extracelular de K a 25 mM no modifico
significativamente la curva D-R al NO donante de NP. Después de 30 min de periodo de
estabilizacion la vasculatura renal fue vasoconstrefiida con Phe infundida a la dosis de 10-6 M
en la perfusion. Después de 20 min de periodo de estabilizacidon se obtuvieron las curvas D-R a
ATP (10"°a 107 M) 2-metil tio ATP (10" a 10° M) y a UTP (10"° a 10"® M) bajo condiciones
normales y treinta minutos después de la administracion de los inhibidores.

Cuando los inhibidores fueron administrados, la dosis de Phe fue ajustada hasta alcanzar un
incremento similar en presion de perfusion renal que la observada en preparaciones de control

(12643 mmHg). Las curvas D-R se realizaron tras la inyeccion en bolo de 50 microlitros de
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agonistas. La inyeccion de estos volimenes causd un pequefio y transitorio incremento de la
PPR que precedia a la respuesta provocada intrinsecamente por el agonista.

Para controlar que la respuesta no era causa de un artefacto se daba una inyeccion de control
en cada preparacion. El tiempo minimo de intervalo entre dosis sucesivas de un agonista era de
5 minutos. El tiempo minimo de intervalo entre la administracion de diferentes agonistas fue 15
minutos. Se compararon las curvas D-R en presencia de inhibidores con las curvas D-R en
condiciones normales. Para obtener soluciones conteniendo 25 mM de K, concentraciones
equimolares de NaCl fueron reemplazadas por KCL en la solucion de Tyrode. Los cambios en
PPR como respuesta a los vasodilatadores se expresaron como un porcentaje de la disminucion

de PPR de la vasoconstriccion obtenida con Phe.

4.3.2 Protocolo experimental n°2: Contribucion de los factores relajantes del endotelio a
la vasodilatacion inducida por la activaciéon de los purinorreceptores P2y.

Después de 30 minutos de equilibrio, se obtuvo la curva D-R al o,3-metilénATP ( 107 a
10° g/gk ), Phe ( 107 a 107 g/gk ) y cloruro de bario ( 5x10* y 10? g/gk ) inyectando
volimenes constantes ( 50-100 pl/gk ) en el sistema de perfusion cerca del rifidén. La inyeccion
de estos volumenes caus6 un pequeflo aumento transitorio en PPR, que precedia a la respuesta
agonista evocada. Otros rifiones, después de 30 min de equilibrio eran preconstrefiidos con
fenilefrina infundida para producir una concentracion final de 10° M en la perfusion de la
preparacion de control. Como la preparacion de SHR demostré una sensibilidad creciente a
fenilefrina, la dosis de este vasoconstrictor se ajustd para alcanzar un aumento similar en la
presion renal de la perfusion (12442 mm Hg) a la observada en la preparacion de control
(121+2 mmHg). Entonces se obtuvieron las curvas de D-R a 2-metiltioATP (10” a 107 g/gk)
Ach (1072 10°g/gk) y NP (10° a 10” g/gk). El tiempo minimo entre las dosis sucesivas de
agonistas vasoconstrictores y vasodilatadores era de 5 min. Cuando es necesario, estos periodos
se prolongaban hasta que habia desaparecido la respuesta anterior. El periodo minimo entre
diferentes agonistas era de 15 min. Los cambios en PPR en respuestas a los vasodilatadores

fueron expresados como porcentajes de la vasoconstriccion obtenida con Phe.

4.3.3 Protocolo experimental n°3: Isquemia-reperfusion y reactividad vascular renal
purinérgica.

Los rifiones se estudiaron después de las siguientes condiciones: a) condiciones normales
(control). b) 90 min de isquemia ¢) 90 min isquemia y 2h de reperfusion d) 90 min de isquemia

y 24 de reperfusion e) después de 90 min de isquemia bilateral y 24 h de reperfusion.

4.3.3.1 Experimento n°l: En este experimento evaluamos los efectos del mecanismo de isquemia

e isquemia-reperfusion en la respuesta renal a los vasoconstrictores. Se obtuvieron curvas dosis-
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respuesta a o,B-metilén ATP (107 a 10 g/gk), Phe (107 a 10 g/gk) y cloruro de bario (5x10>-107
g/gk), dichas curvas se obtuvieron mediante la administracion de bolos de volimenes constantes
(50-100 pl/gk) dentro del sistema de perfusion, con el paso al rifion cerrado. La administracion en
bolo de dichos volumenes causaba un pequefio y transitorio incremento en la presion de perfusion

renal, la cual precedia a la respuesta evocada por el agonista.

4.3.3.2 Experimento n°2: Los agonistas utilizados fueron: acetilcolina para evaluar la funcién
endotelial, 2-metiltio ATP para analizar la funciéon P,y-purinérgica y UTP para determinar la
funcion P,y -purinérgica. Se estudid la respuesta renal al 2-metiltioATP, UTP, factores
vasodilatadores del endotelio y Ach en rifiones bajo condiciones normales o después de
procedimientos de isquemia 6 I/R. Después de 30 min de equilibrio, los rifiones fueron
preconstreiidos con fenilefrina infundida a una concentracion de 10° M/l en la perfusion.
Como las preparaciones mostraban un aumento de la respuesta a fenilefrina, la dosis de este
vasoconstrictor fue ajustada para provocar un incremento similar en la PPR (124£3 mmHg) que
la observada en preparaciones de control (121+2 mmHg). Entonces, se obtuvieron, la curvas D-
R al 2 metiltioATP (10° a 107 g/gk), UTP 6 Ach (10 a 10 g/gK) tras la administracion de
dosis de 50 microlitros cada una. Los cambios en la respuesta de PPR a los vasodilatadores se

expresaron como porcentaje de vasoconstriccion obtenida con Phe.

4.3.4 Protocolo experimental n°4: Papel de los derivados del citocromo P450 en la reactividad

vascular renal purinérgica.

4.3.4.1 Experimento n°1: Se dised este experimento para evaluar los efectos del bloqueo de
20-HETE mediante la administracion de acido 17-octadecinoico (ODYA), el cual bloquea la
respuesta renal al agonista P,x a-B-Metilén ATP. Ademas se estudio el efecto de este inhibidor
sobre otros agentes vasoconstrictores que se utilizaron como moléculas testigo de efecto
vasoconstrictor acoplado y no acoplado a receptor. Hicimos curvas dosis-respuesta al o-
metilén ATP, endotelina y H,O,, en este mismo orden. Dichas curvas dosis-respuesta se
realizaron en condiciones basales y después de la infusion de ODYA (10™ M). Dicho inhibidor
se infundié durante un periodo de 30 minutos de estabilizacion y durante el proceso de

realizacion de las curvas dosis-respuesta.

4.3.4.2 Experimento n°2: El siguiente estudio fue disefiado para determinar la contribucion de
los mediadores intracelulares derivados del CYP-450 vasodilatadores (5,6 EET) a la accion
vasodilatadora inducida por la activacion P,y purinérgica. Se analizd el efecto de la

administracion de clotrimazol (10 M), un inhibidor especifico de 5,6 EET sobre la reactividad
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vascular renal a 2-metiltioATP y como molécula testigo se utilizo el prototipo de vasodilatador
endotelio dependiente la Ach.
Las dosis de los agonistas vasoconstrictores y vasodilatadores empleados en este

experimento son las que habitualmente se han venido empleando en experimentos anteriores.

4.3.5 Protocolo experimental n°5: Reactividad vascular renal purinérgica y diferencias de

género.

4.3.5.1 Experimento n°l: Este experimento se disefid para estudiar la respuesta renal a los
vasoconstrictores purinérgicos- P,x de ratas machos y hembra.

Ademas esta respuesta fue analizada en relacion a la respuesta obtenida con agonistas
vasoconstrictores acoplados y no acoplados a receptor. Se obtuvieron curvas dosis respuesta a

o-B metilén ATP, endotelina y H,O,, en este orden.

4.3.5.2 Experimento n°2: Este experiment6é fue disefiado para estudiar la reactividad P,y
purinérgica relativa a la accion de otro agonista endotelio dependiente la Ach. Las curvas dosis-
respuesta a los vasodilatadores se obtuvieron en rifiones prefundidos y preconstrefiidos con Phe
(10° M). Debido a que las preparaciones de ratas hembras nos mostraban una respuesta
disminuida a Phe, fue necesario ajustar la concentracion de vasoconstrictor hasta lograr un nivel
similar de preconstruccion en las preparaciones de ratas macho y hembra (112+2 mmHg). Los
cambios en la respuesta de la presion perfusion renal a los vasodilatadores se expresd en

porcentajes de la vasoconstriccion obtenida con Phe.

4.4 DROGAS

Las drogas que se usaron fueron: Pentobarbital sédico (Nembutal, Serva, Heidelberg,
Germany), sal de adenosina S5-trifosfato disodica, 2-metiltioadenosina, sal 5-trifosfato
tetrasodico, uridin-5-trifosfato (UTP), hidrocloruro de fenilefrina y L-NAME metil éster, a-8
metilén ATP, Ach, L-fenilefrina hidrocloruro, clotrimazol, endotelina, indometacina (todos de
Sigma, St Louis, Mo, USA), ODYA ( acidol7-octadecinoico, de Cayman Chemical), 2-
metiltioATP (RBI, Natick, Mass, USA), nitroprusiato soédico y cloruro de bario (Merck,

Darmstadt, Germany).

4.5 ANALISIS ESTADISTICO
Las curvas D-R en presencia 6 ausencia de los inhibidores (L-NAME, incremento de K" e
indometacina) se compararon usando 3 factores al azar (ratas, dosis y tratamiento). Cuando los

resultados del analisis de la varianza fueron significativos se aplico el test de Tukey y Newman

Keuls (Snedecor and Cochran 1980).
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Los datos se expresaron como medias £ SEM. Las diferencias estadisticas se evaluaron por
un analisis randomizado de la varianza y el test de Newman-Keuls. Las diferencias

significativas fueron indicadas por probabilidad < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Tablas

Tabla I. Dosis eficaz 50 (DES0) y respuesta maxima a ATP, 2-metiltioATP y UTP en rifion

aislado y perfundido control y tratado con L-NAME o K.

Respuesta maxima

n=5-7 DES5O0 (log mol/g rifién) (% PPR)

ATP

Control -8.60+0.17 -49.3+42
L-NAME -8.85+0.09 -18.9 £ 1.4%*
K -8.75+0.20 -30.2 £ 2.6%*
L-NAME+K" -8.80+ 0.15 3.02 +£0.8%**
2-metiltioATP

Control -10.7 £ 0.07 -60.1 +1.7
L-NAME -10.6 £0.10 -23.8 £ 2.0%**
K' -10.7£0.18 24,1 £ 0.5%%*
L-NAME+K" -10.7£0.08 -2.85 £ 0.6%**
UTP

Control -9.63 £0.05 -61.9+2.5
L-NAME -9.58+0.10 -28.6 £ 1.8%**
K* -9.62+0.17 274 £3.] *H*
L-NAME+K" -9.60 +0.15 2923 &+ ] 2K

Valores expresados como media + error estandar. **p<0.01, ***p<0.001 versus control.
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Tabla II: Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a a, f-metilenATP, fenilefrina y cloruro

de bario en rifion aislado y perfundido de ratas Wistar Kyoto (WKY) y de ratas

espontaneamente hipertensas (SHR).

n=5-7 DES5O0 (-log g/g rifion) Respuesta maxima
(mmHg)

U1, [-metilenATP

WKY 6.20+0.22 115+4.2

SHR 6.70 £0.13* 178 £ 5.3%*

Fenilefrina

WKY 6.15+0.08 212+ 17

SHR 6.21+0.10 260 £ 12.0*

Cloruro de bario

WKY 2.73£0.05 182+52

SHR 2.78 £0.10 236 £ 8.1%*

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05, **p<0.01 versus WKY.
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Tabla III. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a 2-metiltioATP, acetilcolina y

nitroprusiato sodico en rifion aislado y perfundido de ratas Wistar Kyoto (WKY) y de ratas

espontaneamente hipertensas (SHR).

n=5-7 DES5O0 (-log g/g rifion) Respuesta maxima
(% PPR)

2-metiltioATP

WKY 8.62 +£0.32 -56.3+3.8

SHR 8.70 £ 0.23 -57.8+5.0

Acetilcolina

WKY 7.85+0.22 -59.6+7.2

SHR 7.91+0.10 71 £12

Nitroprusiato sodico

WKY 6.93 +0.15 -44.0+5.2

SHR 7.48 +£0.18 -58.3+8.1*

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05 versus WKY.
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Tabla IV. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a o, B-metilénATP, fenilefrina y cloruro
de bario en rifion aislado y perfundido control (CONT), sometido a un periodo de isquemia de
90 minutos (ISQ-90) y sometido a una isquemia de 90 minutos seguida de 2 horas de

reperfusion (190-R120).

n=5-7 DES5O0 (log g/g rifion) Respuesta maxima
(mmHg)

0, [-metilenATP

CONT -7.12+0.03 67.1+7.1
ISQ-90 -7.02 +0.07 51.2+9.0
190-R120 -6.68 + 0.04%* 452 + 6.8*
Fenilefrina

CONT -6.06 + 0.04 198 + 11
ISQ-90 -5.94 £ 0.05 185+13
190-R120 -5.80 + 0.04* 215+ 16

Cloruro de bario

CONT -2.43£0.03 177 £12
ISQ-90 -2.28 £ 0.06* 105 £ 22%%*
190-R120 -2.40+£0.03 68 £ 5.2%*%*

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus

control.
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Tabla V. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a o, B-metilénATP, fenilefrina y cloruro
de bario en rifion aislado y perfundido control (CONT), sometido a un periodo de isquemia
unilateral de 90 minutos seguida de 24 horas de reperfusion (190-24U) y sometido a una

isquemia bilateral de 90 minutos seguida de 24 horas de reperfusion (190-24B).

n=5-7 DES5O0 (log g/g rifion) Respuesta maxima
(mmHg)

0, [-metilenATP

CONT -7.02 £0.03 117£9.1
190-24U -6.80 = 0.04* 90 + 6.8*
190-24B -6.82 +0.05%* 120 £8.8
Fenilefrina

CONT -6.35+0.06 208 £ 17
190-24U -6.24 +0.03 225+18
190-24B -6.30 +0.04 21812

Cloruro de bario

CONT -2.75£0.01 180 £11
190-24U -2.43 +£0.02* 132 £10*
190-24B -2.71+£0.02 162 + 14

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05 versus control.
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Tabla VI. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a 2-metiltioATP, UTP y acetilcolina en

rifién aislado y perfundido control (CONT), sometido a un periodo de isquemia de 90 minutos

(ISQ-90) y sometido a una isquemia de 90 minutos seguida de 2 horas de reperfusion (I90-

R120).

n=5-7 DES5O0 (log g/g rifion) Respuesta maxima
(% PPR)

2-metiltioATP

CONT -7.89+0.15 -42.0+7.8

ISQ-90 -8.00+0.18 -28.5+3.6

190-R120 -8.01 +£0.12 -59.1+1.7

urp

CONT -6.93 +£0.08 -43.8+8.1

ISQ-90 -6.91 £ 0.05 -25.0+8.8

190-R120 -6.91 +0.002 -594+27

Acetilcolina

CONT -7.37+0.20 -46.3+19

ISQ-90 -7.75+0.18 -38.1+2.8

190-R120 -7.43 +£0.04 -61.4+6.8

Valores expresados como media + error estandar.
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Tabla VII. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a 2-metiltioATP, UTP y acetilcolina en

rifién aislado y perfundido control (CONT), sometido a un periodo de isquemia unilateral de 90

minutos seguida de 24 horas de reperfusion (190-24U) y sometido a una isquemia bilateral de

90 minutos seguida de 24 horas de reperfusion (190-24B).

n=5-7 DES5O0 (log g/g rifion) Respuesta maxima
(% PPR)
2-metiltioATP
CONT -7.93+£0.12 -43.4+58
190-24U -7.98+0.14 -45.8+4.7
190-24B -8.10+0.14 -483+3.8
uUurpr
CONT -6.92+0.11 -383+2.6
190-24U -7.25+0.18 -43.8+29
190-24B -7.30 +£0.20 -57.6 £3.2%
Acetilcolina
CONT -7.39+0.13 -51.7+3.8
190-24U -7.64+0.12 -549+45
190-24B -8.00 +0.20 -62+5.8

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05 versus control.
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Tabla VIII. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a a, B-metilenATP, endotelina y

peroxido de hidrogeno en rifidn aislado y perfundido control y tratado con ODYA.

n=5-7 DES0 Respuesta maxima
(mmHg)

0, [-metilenATP

(log M/g rifidn)

CONT -7.25+0.25 65.6 +6.7

ODYA -7.21+0.30 61.3+6.8

Endotelina (log g/g rifion)

CONT -6.70 £ 0.20 187 £17

ODYA -6.75+0.18 132+£18

H>0; (ul)

CONT 6.42 +0.25 143 + 12

ODYA 6.40 £ 0.15 138 +13

Valores expresados como media + error estandar.
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Tabla IX. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a 2-metiltioATP y acetilcolina en rifion

aislado y perfundido control y tratado con clotrimazol.

n=5-7 DES5O0 (log g / g de rifién) Respuesta maxima
(mmHg)

2-metiltioATP

CONT -7.71+£0.2 -592+6.4

Clotrimazol -8.30+0.3 -28.6 £4.3%

Acetilcolina

CONT -7.72+£0.3 -66.2 +4.1

Clotrimazol -7.51+0.2 -39.0 £ 3.3*

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05 versus control.
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Tabla X. Dosis eficaz 50 (DES50) y respuesta maxima a o, f-metilenATP, endotelina y peroxido

de hidrogeno en rifion aislado y perfundido de ratas macho y ratas hembra.

n=5-7 DES0 Respuesta méxima
(mmHg)

U1, [-metilenATP

(log M/g rifi6n)

Machos -7.21+£0.25 60.6 4.7

Hembras -7.07 £0.20 433 + 3 8%

Endotelina (log g/g rifion)

Machos -6.72 £0.21 177 £ 14

Hembras -6.76 £ 0.10 112 +£9.2%*

HzOZ (lJ.l)

Machos 6.38 £0.25 142 £ 10

Hembras 7.40 £0.15% 132 £ 11

Valores expresados como media + error estandar. *p<0.05 versus ratas macho.
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Tabla XI. Dosis eficaz 50 (DE50) y respuesta maxima a 2-metiltioATP y acetilcolina en rifion

aislado y perfundido de ratas macho y ratas hembra.

Valores expresados como media + error estandar.

n=5-7 DES5O0 (log g / g de rifion) Respuesta maxima
(mmHg)

2-metiltioATP

Machos -7.71+£0.2 -58.2+6.0
Hembras -8.02+0.3 -48.6 +4.3
Acetilcolina

Machos -7.72+£0.3 -68.2+4.6
Hembras -731+£0.2 -62.0+5.3
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5.2 GRAFICAS Y DESCRIPCION DE RESULTADOS.

5.2.1 .Resultados sobre mediadores endoteliales en la respuesta purinérgica.

La figura 1 refleja los efectos del L-NAME en las curvas D-R a ATP, 2-metiltioATP y
UTP, que disminuye significativamente las respuestas a todos los agonistas. Las curvas D-R a
todos los agonistas también estaban atenuadas de forma importante por el K+ a altas
concentraciones (fig 1 y tabla I).La administracion simultanea de L-NAME y K+ suprimia de
forma dosis-dependiente la disminucion de la PPR producida por ATP, 2-metiltioATP y UTP.
La administracion de inhibidores de la sintesis de PGs como la indometacina no atenuo la curva

D-R a cualquiera de los agonistas de los P2Y purinorreceptores.

5.2.2. Resultados sobre la contribucién purinérgica a la hipertension espontanea en ratas.

Las ratas fueron divididas en dos grupos, WKY (control) y SHR (hipertensas), todas ellas
con una edad de 5 meses. A esta edad, las ratas SHR tenian una tension arterial mas alta que el
grupo de WKY (WKY=132+-4, SHR=187,6+-3 mmHg: p<0.001), medida mediante
pletismografia.

No habia una diferencia significativa en la resistencia vascular entre los rifiones de SHR y los de
WKY, puesto que la PPR basal era similar en ambos grupos (WKY=45+-4, SHR=47+-3
mmHg).

Los vasos renales de las ratas SHR demostraron una reactividad aumentada a a,B-
metilénATP , Phe y cloruro de bario (fig.2 y tabla II). Las curvas D-R tuvieron un umbral
similar con una mayor respuesta maxima, por lo que las curvas se desviaron a la izquierda de
forma no paralela.

En rifiones de WKY y SHR, la administracion de dosis en forma de bolus de 2-
metiltioATP, Ach o NP produjo una disminucion relativa de la PPR en los rifiones
preconstrefiidos con Phe (fig.3 y tabla III) sin diferencias significativas en las curvas de D-R o
en la vasodilatacion maxima cuando se compararon ambos grupos, excepto en la dosis de

10-6 g/gk de NP en las que el grupo de ratas SHR mostr6 una respuesta aumentada.
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ATP (a), 2-metiltioATP (b) y UTP (c) en rifién aislado y perfundido control y tratado con L-NAME, K o L-NAME
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Figura 2. Aumento en la presion de perfusion renal en respuesta a concentraciones crecientes de a, B-metilenATP
(a), fenilefrina (b) y cloruro de bario (¢) en rifion aislado y perfundido de ratas Wistar Kyoto (WKY) y de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR). * p<0.05 versus WKY.
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5.2.3 Resultados sobre reactividad vascular renal purinérgica tras un proceso de isquemia-

reperfusion.

5.2.3.1 Respuesta a vasoconstrictores

La isquemia de 90 min produce una marcada atenuacion de la respuesta al agonista P2X-
purinérgico, a.B-metilén ATP, que fue significativo en todos los puntos excepto en el ltimo
después de haberse obtenido la respuesta maxima. En la curva dosis respuesta también se produjo
un desplazamiento a la derecha encontrandose diferencias en los puntos centrales de la curva. La
reactividad a Cl,Ba se vid igualmente atenuada con un marcado descenso en la respuesta
maxima.
La reperfusion de 120 min tras los 90 de isquemia produjo un desplazamiento a la derecha atn
mayor, que el producido por la isquemia, en las curvas dosis respuesta de los tres agonistas
vasoconstrictores (Fig.4 y tabla I'V).

La respuesta a a,B-metilén ATP permanecio severamente atenuada tras 24 h de reperfusion.
La curva dosis respuesta a Cl,Ba también se encontré reducida mientras que la de Phe fue
similar a la observada en los rifiones controles. Cuando la isquemia habia sido bilateral la
reperfusion solamente atenu6 la curva dosis respuesta a a,3-metilénATP, mientras que las curvas
dosis-respuesta de los otros dos agonistas estudiados fenilefrina y Cl,Ba no se modificaron

significativamente ( Fig.5 y tabla V).
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(a), fenilefrina (b) y cloruro de bario (c¢) en rifion aislado y perfundido control (CONT), sometido a un periodo de

isquemia de 90 minutos (ISQ-90) y sometido a una isquemia de 90 minutos seguida de 2 horas de reperfusion (190-

R120). * p<0.05 versus control.
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Figura 5. Aumento en la presion de perfusion renal en respuesta a concentraciones crecientes de o, f-metilenATP

(a), fenilefrina (b) y cloruro de bario (c) en rifién aislado y perfundido control (CONT), sometido a un periodo de

isquemia unilateral de 90 minutos seguido de 24 horas de reperfusion (90-24-U) y sometido a una isquemia bilateral

de 90 minutos seguida de 24 horas de reperfusion (90-24-B). * p<0.05 versus control.
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5.2.3.2 Respuesta a vasodilatadores

Los 90 min de isquemia produjeron una disminucion significativa en la respuesta

vasodilatadora maxima a la Ach, 2-metiltio ATP y UTP. Después de 90 min de isquemia y 2h de

reperfusion se observo una normalizacion de la respuesta a los tres agonistas (Fig.6 y tabla VI).
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Figura 6. Porcentaje de disminucion en la presion de perfusion renal en respuesta a concentraciones crecientes de 2-

metiltioATP (a), UTP (b) y acetilcolina (c) en riiién aislado y perfundido control (CONTROL), sometido a un

periodo de isquemia de 90 minutos (ISQUE) y sometido a una isquemia de 90 minutos seguida de 2 horas de

reperfusion (2h-REPERF).
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Después de 90 min de isquemia y 24h de reperfusion la repuesta a los tres agonistas fue
también similar a la encontrada en los rifiones controles. Cuando la isquemia fue bilateral la
respuesta a los tres agonistas se encontrd6 marcadamente incrementada tras 24h de reperfusion

(Fig.7 y tabla VII).
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Figura 7. Porcentaje de disminucion en la presion de perfusion renal en respuesta a concentraciones crecientes de 2-
metiltioATP (a), UTP (b) y acetilcolina (c) en riiidn aislado y perfundido control (CONTROL), sometido a un
periodo de isquemia unilateral de 90 minutos seguido de 24 horas de reperfusion (ISQU-U) y sometido a una

isquemia bilateral de 90 minutos seguida de 24 horas de reperfusion (ISQU-B).
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5.2.4 Resultado sobre el papel de los derivados de citocromo P450 en la reactividad

vascular renal purinérgica.

5.2.4.1 Respuesta a vasoconstrictores
La administracion de HTO0016, inhibidor especifico del 20-HETE, no modifico
significativamente las curvas dosis respuesta a a- metilén ATP, endotelina o H,O, (Fig.8 y tabla

VIII) en el rifidn aislado y perfundido de rata.
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Figura 8. Aumento en la presion de perfusion renal en respuesta a concentraciones crecientes de a, B-metilenATP
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-T2 -



Resultados Oscar Ferndndez Martin

5.2.4.2 Respuesta a vasodilatadores
La administracion de clotrimazol (10-5 M), inhibidor de la sintesis de 5,6 EET, produjo una
marcada reduccion en la accion vasodilatadora del 2-metiltioATP y de la Ach, afectando a ambos

agonistas de una forma similar (Fig.9 y tabla [X).
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Figura 9. Porcentaje de disminucion en la presion de perfusion renal en respuesta a concentraciones crecientes de 2-
metiltioATP (a), y acetilcolina (b) en rifién aislado y perfundido control y tratado con clotrimazol. * p<0.05 versus

control.

5.2.5 Resultados sobre diferencias en la respuesta purinérgica en funcion del género.

5.2.5.1 Respuesta a vasoconstrictores

En ratas hembra, se encontraba disminuida la reactividad vascular a vasoconstrictores o, f3-
metilénATP, endotelina y H,O, La curva estaba desplazada hacia la derecha con una
disminucioén en las respuestas a concentraciones intermedias. Se observd también un marcado

descenso en la respuesta maxima a la endotelina (Fig.10 y tabla X).

5.2.5.2 Respuesta a vasodilatadores

En experimentos en rifion aislado y perfundido de ratas macho y ratas hembra, tras la
preconstriccion con Phe, y la administracion de bolus de 2M-S-ATP o de Ach se producia en
ambos grupos de ratas una disminucion de la PPR dosis —dependiente (Fig.11 y tabla XI) Ademas,
los rifiones de ratas macho y hembra muestran una respuesta similar a 2M-S-ATP o Ach, lo que nos

determina que no existen diferencias de género en los mecanismos de vasodilatacion.
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6. DISCUSION

6.1 CONTRIBUCION DE LOS FACTORES VASODILATADORES DERIVADOS DEL
ENDOTELIO A LA VASODILATACION INDUCIDA POR LOS P2Y
PURINORRECEPTORES EN EL RINON AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATA.

Este estudio muestra que partes de la vasculatura renal comparadas con otras redes
vasculares tienen la capacidad de dilatarse en respuesta a la activacion de los dos Py
purinorreceptores. Nuestros datos estan de acuerdo en parte con descubrimientos de Churchill y
Elllis (1993) quienes estudiaron la respuesta a la activacion de los P2yl purinorreceptores con
el agonista especifico 2-metiltioATP y con los estudios de Eltze y Ullrich (1996) que
determinaron la respuesta a los diferentes agonistas de los P2 purinorreceptores en el rifion
aislado y perfundido.

Uno de los principales hallazgos de esta tesis doctoral es que el FHDE juega un papel
importante en los efectos vasodilatadores de los agonistas de los purinorreceptores P2yl y P2y2
en la red vascular renal. Nuestros resultados indican que en la respuesta vasodilatadora de los
agonistas de los P2y purinorreceptores estan involucrados el FHDE y NO pero no los
mediadores de vasodilatacion derivados de la ciclooxigenasa.

La administracion de dosis de 10-4 M de L-NAME inhibia de forma marcada la
vasodilatacion renal inducida por ATP, 2 metiltioATP y UTP (Fig. 1). Sin embargo hay un
importante componente vasodilatador resistente a L-NAME. La inhibiciéon parcial de la
vasodilatacion inducida por todos los agonistas de los purinorreceptores P2y en el lecho
vascular renal esta en consonancia con los datos publicados previamente por Churchill y Ellis
(1993) sobre la estimulacion del purinorreceptor P2y1 en esta misma preparacion.

Sin embargo, esto contrasta con la inhibicion completa producida por el L-NAME en la
respuesta del 2-metiltioATP en rifion aislado y perfundido (Eltze y Ullrich 1996). Las
discrepancias con la publicacion de Eltze y Ullrich 1996 se puede deber a diferencias en el
protocolo experimental, desde que estos autores usaron una perfusion a alto flujo (17,9+-1.9 ml
/ min), lo cual es un importante estimulo para la produccion de NO (Vargas y Osuna 1996) a
través de mecanismos de estrés por rozamiento. También se ha observado una completa
inhibicion en la respuesta del 2-metiltioATP producida por L-NAME en segmentos de arteria
principal del conejo. (Rump et al 1998).Nuestras discrepancias con esta publicacion se podria
deber a que la arteria principal es un conducto vascular donde el NO es el unico factor
vasodilatador derivado del endotelio. Se ha demostrado que el papel del NO en la vasodilatacion
inducida por los purinorreceptores disminuye a lo largo del arbol cerebrovascular en la rata,

donde el papel del FHDE adquiere cada vez mas importancia (You et al 1999).
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La importancia del FHDE en los efectos vasodilatadores de los agonistas dependientes del
endotelio ha sido puesta de manifiesto por muchos autores (Feletou y Vanhoutte 1999; Garland
et al 1995; Monbouli and Vanhoutte 1997; Quilley et al 1997).

Los efectos del FHDE en la fibra muscular lisa se deben a la apertura de los canales de K+,
pero el subtipo exacto de canal que esta involucrado no se conoce bien y puede variar entre las
distintas especies (Feletou y Vanhoutte 1999). Por lo tanto, para evaluar la actividad de este
factor, usamos el incremento extracelular de K+ como bloqueador no especifico de los canales
de K+. Incrementando el K+ extracelular se ha definido una importante inhibicion de la
vasodilatacion dependiente del endotelio en la vasculatura renal (Vargas et al 1994). Este
estudio muestra que el potasio alto sélo o administrado con el L-NAME influencia
marcadamente en la vasodilatacion inducida por el ATP, 2-metiltioATP y UTP, indicando que
el FHDE juega un papel importante en la vasodilatacion renal inducida por los P2yl y P2y2
purinorreceptores. Ademas nuestros datos indican que los efectos vasodilatadores de los P2y
agonistas pueden ser explicados por la actividad simultanea del NO y EDHF. Estos datos estan
en sintonia con los publicados por Malmsjo et al (2000) en la arteria mesentérica de ratas. Sin
embargo la participacion de ambos factores de relajacion endotelial (NO y FHDE) en la
vasodilatacion inducida por P2yl en la vasculatura renal contrasta con la participacion
exclusiva del NO en arterias cerebrales (Marelli et al 1999, You et al 1997) sugiriendo que
existen diferencias entre las redes vasculares estudiadas. La participacion de ambos mediadores
NO y EDHF en la respuesta a la estimulacion del purinorreceptor P2y2 en la vasculatura renal
concuerda con los descubrimientos en la arteria cerebral de las ratas (Marelli et al 1999, You et
al 1997).

Es conocido que el ATP y otros agonistas dependientes del endotelio estimulan la
liberacion de PGI2 y otras PGs, (Fulton et al 1992; Koller et al 1989; Needcham et al 1987,
Pearson et al 1983) lo cual contribuye a la vasodilatacion inducida por los purinorreceptores
P2y.

La administracion de ATP estimula la produccion de PGs en células endoteliales de una
manera dosis-dependiente, con regreso a los valores de base después de 5-6 min (Pearson et al
1983)

Nosotros desarrollamos nuestra curva D-R con dosis bolus de agonistas como el estimulo
apropiado para la produccién de PGs. Sin embargo nuestro experimento mostrd que la
administracion de indometacina a dosis de 10-5 M que produce una inhibicion del 90% de estas
sustancias en el rifion aislado de rata (Bhardwaj and Moore 1988), pero no inhibia la curva D-R
a ninguno de los agonistas purinérgicos (Fig. 2).

Nuestro estudio no evidencid una posible contribucion de las PGs como mediadores
derivados del endotelio que provoquen estimulacion de los purinorreceptores p2y. En este

contexto, algunos estudios han llegado a la conclusion de que los efectos vasodilatadores de los
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agonistas de los purinorreceptores P2y (Eltze y Ullrich 1996; Vargas et al 1996) y otros
agonistas dependientes del endotelio (Fulton et al 1992) no diferian en la ausencia o presencia
de inhibidores de la sintesis de PGs (indometacina) determinando que las PGs no juegan un
papel importante en la vasodilatacion dependiente del endotelio.

Nuestros resultados sugieren que el NO es responsable aproximadamente del 50% de la
respuesta vasodilatadora para los agonistas P2yl y P2y2 en la vasculatura renal y que el resto
del efecto vasodilatador se debe a la actividad de EDHF. Nuestros datos indican que las PGs no
juegan un papel importante en la respuesta vasodilatadora que hay como consecuencia de la

estimulacion de los purinorreceptores P2y en la red vascular renal de la rata.

6.2 LA REACTIVIDAD RENAL VASCULAR MEDIADA POR LA ACTIVACION DE
LOS P2-PURINORRECEPTORES EN RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS.

La reactividad de los agonistas purinérgicos P2 se evalud en el rifion aislado y prefundido
de ratas SHR, una red vascular completa que comprende pequefas arterias resistentes y
arteriolas, las cuales son fisiologicamente mas relevantes que los vasos conductores para el
control de la resistencia vascular y la presion sanguinea. Para analizar la reactividad de los
agonistas purinérgicos P2x también examinamos otras sustancias vasoconstrictoras mediadas
por receptor Phe y otros estimulantes musculares no especificos (BaCl2), para determinar si las
alteraciones en la reactividad vascular se restringieron a un agonista especifico o implicaron la
magquinaria contractil. El rifién procedente de las SHR mostré un aumento en la reactividad al
o,3-metilénATP. Estos resultados pueden sugerir que la hipertension espontanea esta
acompafada por un aumento de la actividad del receptor p2x. Sin embargo, el hecho de que la
vasculatura renal SHR mostrara una marcada reaccion a todos los agonistas indica que es un
mecanismo no especifico. Este aumento de la reactividad vascular a los vasoconstrictores puede
ser debido a un cambio estructural morfologico en la resistencia de los vasos, como se indica
por la ausencia de diferencias en la PPR basal, y puede jugar un papel en el mantenimiento de la
presion arterial elevada en estos animales. Este fendmeno ha sido muy bien definido en
hipertension experimental y un cambio morfolégico puro causdé un cambio no paralelo de la
curva dosis—respuesta y afect6 a la respuesta de todos los agonistas del mismo grado.

La reactividad purinérgica P2y se analizd midiendo la respuesta de vasodilatacion al
agonista especifico 2-metil tio ATP en relaciéon con las respuestas de la Ach, el agonista
endotelio dependiente generalmente mas usado y NP, un vasodilatador no dependiente del
endotelio. La respuesta vasodilatadora al 2-metiltioATP fue similar en el rifién procedente de
ratas SHR y WKY. Estos datos son consistentes con los hallazgos de Koga et al. en tiras
adrticas aisladas de machos mayores (SHR de 12 a 25 meses). La respuesta purinérgica P2y en

rifiones aislados y perfundidos estd casi completamente bloqueada por la administracion de L-
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NAME, que inhibe la sintesis de NO. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la
vasodilatacion NO dependiente se preserva bien en SHR.

Los rifiones aislados de las ratas SHR y WKY mostraban una respuesta vasodilatadora
dependiente del endotelio (Ach) y a los vasodilatadores independientes (NP). Estos resultados
coinciden con aquellos previamente informados por otros autores en la misma preparacion.
Aunque varios estudios han mostrado una disminuciéon de la vasodilatacion dependiente del
endotelio inducida por la Ach en las grandes arterias aisladas se han obtenido resultados
contradictorios en vasos humanos resistentes, ademas, los datos relatados en esta publicacion
junto con hallazgos similares narrados en vasos resistentes procedentes de ratas hipertensas
contradicen las hipotesis de que la presion por si sola disminuye la reactividad vascular mediada
por el endotelio. Esta respuesta al nitroprusiato, no decrecié6 en SHR, indicando que no hay
defecto en el mecanismo mediado por c¢GMP. En este sentido, se han encontrado niveles
inapropiadamente normales de cGMP en las arterias mesentéricas de ratas SHR, mientras que la

sintesis de NO estaba aumentada.

Saumento de la respuesta al alfa, beta metilen ATP. Estos resultados pueden sugerir un
aumento de la actividad renal P2x purinoreceptores en estas ratas aunque esta alteracion puede
ser secundaria a los cambios morfologicos (hipertrofia arterial) de la red vascular renal. La
respuesta al 2-metiltioATP, Ach y NP fue similares en los WKY y en las SHR, indicando que la
vasodilatacion mediada por NO y el mecanismo vasodilatador dependiente de ¢cGMP estan

también preservados en ratas SHR.

6.3 ISQUEMIA-REPERFUSION Y REACTIVIDAD VASCULAR RENAL
PURINERGICA

Los nucleodtidos de purinas y pirimidinas tienen propiedades vasoactivas en la circulacion
renal. Los resultados de los experimentos anteriores demuestran que pueden tener un efecto
dual (vasoconstriccion 6 vasodilatacion), dependiendo del tipo de receptor sobre el que actien.
Se produce vasoconstriccion si se activan los Pox-purinorreceptores y vasodilatacion si se activan
los Pyy; v Pyyo-purinorreceptores que se encuentran localizados en las células vasculares

endoteliales.

6.3.1 reactividad p,,-purinérgica en isquemia-reperfusion

Los resultados obtenidos en este apartado indican que la isquemia de 90 min y la reperfusion
de 120 min producen un marcado descenso de la respuesta al agonista P,x-purinérgico y de los
otros agonistas vasoconstrictores ensayados, actuando a través de receptor de membrana o
estimulantes directos de la maquinaria contractil. La atenuacion en la respuesta vasoconstrictora se

mantiene excepto para fenilefrina cuando la reperfusion es de 24 h. Sin embargo si se encontrd una
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atenuada repuesta purinérgica especifica tras 24 h de reperfusion cuando la isquemia renal fue
bilateral.

Nuestros resultados contrastan con la idea generalizada de que la isquemia-reperfusion se
asocia a un aumento de reactividad a los agentes vasoconstrictores (Conger et al, 1995). En
consonancia con nuestros datos, (Pruneau et al, 1993) estudiando anillos aislados de arteria renal
encuentran que las curvas dosis-respuesta para KCl, NA, 5-HT, y All, no estaban alteradas
después de la isquemia-reperfusion. Igualmente, (Mik'o I ,1997) encuentra que el clampage
atraumatico de las arterias renales durante 60 min produce un descenso irreversible de la
contractilidad a noradrenalina, incluso si se hace hipotermia o se administra tratamiento
antioxidante simultaneamente. Sin embargo, otros estudios (Verbeke et al ,1996) observaron que
la vasoconstriccion inducida por la serotonina en los lechos vasculares renales estaba aumentada
después de la isquemia en el animal intacto. Se ha observado (Chen CF et al, 1996) que en el lecho
vascular mesentérico de rata hay una marcada reduccién en la respuesta a fenilefrina tras 40 min de
isquemia 'y 5 h de reperfusion.

Los estudios en isquemia-reperfusion en la circulacion coronaria, en contraposicion con los
encontrados de forma mayoritaria en la vasculatura renal, parecen indicar que en este lecho
vascular la isquemia-reperfusion esta seguida por un aumento en la respuesta a los agentes presores.

Asi, VanBenthuysen KM, 1987 observa que la reperfusion después de la oclusion aguda
coronaria en perros aumenta la reactividad contractil in vitro. En la misma linea, Yang BC et al
(1993), observan que la oclusion coronaria subtotal en perros seguida de reperfusion aumenta la
respuesta vasoconstrictora a un analogo del tromboxano A2.

En la circulacion cerebral Mayhan et al, 1988 encuentran que después de 10 min de isquemia
global y una hora de reperfusion, la respuesta vasoconstrictora a angiotensina Il y serotonina no
estaba alterada en los vasos cerebrales. En resumen, la isquemia reperfusion produce una
atenuacion en la respuesta a los agentes vasoconstrictores en el lecho vascular renal y el hecho de
que el proceso sea generalizado indica que puede ser secundario a una disminucion en el
funcionamiento de la maquinaria contractil que puede ser generado por diversos factores como:
déficit de ATP, generacion de radicales libres o excesiva produccion de NO y por tanto, no hay una
afectacion purinérgica especifica. En este sentido, diversos estudios (Chen CF et al, 2006) han
observado que la reducida respuesta a Phe en el lecho vascular mesentérico producida por
isquemia-reperfusion se corregia mediante el bloqueo de la sintesis de NO. Finalmente es
interesante destacar que en los diferentes protocolos estudiados, excepto en la isquemia bilateral y
reperfusion de 24 h, no se ha observado que la isquemia-reperfusion produzca alteraciones

especificas de la reactividad P,x-purinérgica.
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6.3.2 Reactividad P,y-purinérgica en isquemia-reperfusion

El NO es una molécula que juega un papel importante en la homeostasis normal y en los
procesos patologicos. Esta bastante claro su papel en los procesos fisiologicos. Sin embargo el
papel que juega en la isquemia-reperfusion es materia de controversia. En este estudio se
analizo la respuesta P,y purinérgica y la respuesta a Ach para tratar de observar si la isquemia-
reperfusion produce disfuncion endotelial inespecifica o selectiva dependiendo del receptor
implicado.

Los hallazgos mas relevantes del efecto de la isquemia y de la isquemia-reperfusion en la
respuesta a los agonistas purinérgicos fueron: la isquemia de 90 min produce un marcado
descenso en la respuesta vasodilatadora maxima a los dos agonistas purinérgicos (Pyx1 vy Pax2)
asi como en la molécula de referencia como vasodilatador endotelio dependiente Ach. Después
de 90 min de isquemia y 2h de reperfusion se observé una normalizacion de la respuesta a los tres
agonistas; lo mismo ocurri6 después de 90 min de isquemia y 24h de reperfusion, circunstancias en
las que la repuesta a los tres agonistas fue similar a la encontrada en los rifiones controles. Sin
embargo, cuando la isquemia fue bilateral la respuesta a los tres agonistas se encontrd
marcadamente incrementada tras 24h de reperfusion.

La atenuada reactividad a vasodilatadores tras la isquemia, al ser generalizada sugiere que
puede ser debida a un déficit energético generado por el déficit de aporte de oxigeno durante los 90
min sin aporte sanguineo. No hemos encontrado protocolos similares en la bibliografia para
contrastar estos datos.

En nuestro estudio la isquemia-reperfusion no atentia la respuesta vasodilatadora de todos
los agonistas estudiados indicando que este proceso en la vasculatura renal no se acompafia de
anomalias en la funcién endotelial. Incluso cuando la isquemia es bilateral se produce un
marcado incremento en la respuesta a los vasodilatadores también de forma inespecifica.

Nuestros datos contrastan con los descritos por Marelli et al en MCA (arteria cerebral
media) tras 2h de isquemia y 24 h de reperfusion donde observan que la isquemia-reperfusion
disminuye la vasodilatacion mediada por P2Y. receptores, inducida por el agonista selectivo
2MeS-ATP y aumenta la vasodilatacion mediada por P2Y, receptores, a través del agonista
selectivo UTP, este ultimo a través del EDHF como componente de la vasodilatacion. Asi pues,
los efectos tras 2 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion en la vasodilatacion inducida por
el endotelio, fue dependiente del sistema de receptores sobre el que se actu6é. También se ha
observado disminucién en la vasodilatacion mediada a través de los receptores- P2Y; el
mecanismo de isquemia reperfusion en las arterias coronarias. En estos estudios, la oclusion
/reperfusion de las arterias coronarias provocaba una disminucion en la vasodilatacion al ADP
(un agonista a P2Y, receptores). Durante al menos 48 horas en un estudio (Horwitz, L.D et al,

1994) y 12 semanas en otro estudio (Pearson, P.J et al ,1990).
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Las diferencias encontradas en reactividad purinérgica y a otros agentes endotelio-
dependientes entre los diferentes tejidos, indica que la respuesta endotelial y vascular a la
isquemia-reperfusion no es un fenémeno generalizado, sino que depende de la sensibilidad del

lecho vascular que estemos considerando.

6.4 PAPEL DE LOS DERIVADOS DEL CYP-450 EN LA ACCION DE LOS
AGONISTAS PURINERGICOS EN LA VASCULATURA RENAL.

Los productos de la omega-hidroxilacion del acido araquidonico por el citocromo CYP 450,
especialmente el 20-HETE, se han considerado componentes esenciales de la sefal de
transduccion activada por numerosos agentes vasoactivos, como la endotelina (Oyekan y McGiff,
1998) y la angiotensina (Croft et al., 2000), que tienen papeles centrales en la regulacion de la
presion sanguinea (McGiff y Quilley, 1999). En este sentido, se ha propuesto (Roman et al, 2000 )
que el 20 HETE actuaria como un segundo mensajero universal para inducir la accion
vasoconstrictora en los diferentes lechos vasculares y tras la administracion de cualquier agonista.
Sin embargo, nuestros resultados claramente muestran que la administracion de HT0016 (dosis),
inhibidor especifico de 20-HETE, no modific6 significativamente las curvas dosis respuesta a -3
metilénATP, endotelina o H,O, en el rifidn aislado y prefundido de rata.

Los EETs especialmente el 5,6 EET se ha identificado como el FHDE liberado en arterias
coronarias y renales en humanos y otras especies ya que presenta caracteristicas similares a los
metabolitos del &cido araquidonico derivados de la acciéon del CYP2C endoteliales. Estas
sustancias provocan la hiperpolarizacién del endotelio y el musculo liso vascular activando
canales de K calcio-dependientes (Campbell et al., 1996) asi como bombas de Na'™-K" (Pratt et
al., 2001).

La vascularizacion renal parece verse modificada especialmente por la actividad del CYP.
Aunque los inhibidores clasicos de CYP no producen practicamente alteracion en la sensibilidad
vascular (en ausencia de inhibidores de NO sintasa y ciclooxigenasa), en la mayoria de estudios
el aumento de la respuesta arteriolar aferente frente a la presion transmural esta marcadamente
afectado por la inhibicion de la CYP epoxigenasa.

Nuestro estudio demuestra que la administracion de clotrimazol (10-5 M), inhibidor de la
sintesis de 5,6 EET, produjo una marcada reduccion en la accion vasodilatadora del 2M-S-ATP y
de la Ach, afectando a ambos agonistas de una forma similar. Estos resultados indican que estos
derivados juegan un importante papel en la vasodilatacion inducida por el agonista P2Y y de la
vasodilatacion endotelio dependiente en general.

Estos datos estan en consonancia con la contribucion que tiene el FHDE a la accion
vasodilatadora de los agonistas P2Y-purinérgicos, como se describe en otro apartado de la tesis y

ACh previamente observado por nuestro grupo en la misma preparacion empleada en el presente
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estudio (Vargas et al, 1994) .De estas observaciones se podria inferir que los EETs podrian actuar
como el factor hiperpolarizante ya que su contribucion a la accion vasodilatadora endotelio-

dependiente en el lecho vascular renal es similar.

6.5 REACTIVIDAD P,-PURINERGICA EN MACHOS Y HEMBRAS

La vasculatura renal de las ratas hembra, muestran una reduccion significativa a la respuesta
de a,B-metilénATP, endotelina y H,O,. Estos resultados indican que no hay ninguna diferencia
especifica en cuanto a reactividad P,x-purinérgica entre machos y hembras. Ademas, estos
resultados estan en consonancia con un trabajo previo de nuestro laboratorio, realizado en la
misma preparacion, donde encontramos que las respuestas vasculares a Phe y Al estan
disminuidas en ratas hembra respecto a ratas macho ( Wangensteen et al, 2004).

La disminucion en la reactividad vascular a vasoconstrictores en ratas hembra puede
deberse a un aumento de la produccion/liberacion de los factores relajantes derivados del
endotelio en respuesta a dichos vasoconstrictores. En este sentido, se ha podido observar (
Wangensteen et al, 2004) que la neutralizacion ( en ratas hembra ) del endotelio asi como el
bloqueo simultineo del NO y del EDHF determina que no existan diferencias de género Los
rifiones de ratas macho y hembra tienen una respuesta similar a 2MeS-ATP 6 Ach , lo que nos
indica que no hay diferencias significativas de género en las curvas dosis-respuesta a
vasodilatadores, indicando por lo tanto, que no hay alteraciones especificas de reactividad P,y-

purinérgica.
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7. CONCLUSIONES

1. Nuestros resultados sugieren que el NO es responsable aproximadamente del 50% de la
respuesta vasodilatadora para los agonistas P2yl y P2y2 en la vasculatura renal y que el resto
del efecto vasodilatador se debe a la actividad de FHDE. Las PGS no juegan ningln papel en

dicha respuesta vasodilatadora.

2. Nuestros resultados también indican que los rifiones de las ratas SHR muestran un aumento
de la respuesta al a,B-metilén ATP y a los otros vasoconstrictores utilizados. Esta alteracion
puede ser secundaria a los cambios morfologicos de la red vascular renal. La vasodilatacion
inducida por el NO y el mecanismo vasodilatador dependiente de cGMP estan preservados en

las ratas SHR.

3. La isquemia produce una importante disfuncion endotelial y como consecuencia una
respuesta reducida a la estimulacion P2Y-purinérgica. El proceso de I-R renal no produce
disfuncion endotelial ni alteraciones especificas de los P2Y-purinorreceptores en la vasculatura
renal. La isquemia bilateral seguida de 24h de reperfusion determina una hiperrespuesta
endotelial y P2Y-purinérgica, posiblemente a consecuencia de un estado de circulacion

hiperdinamica.

4. El 20-HETE, no parece contribuir a la accion presora de los agentes vasoconstrictores que
actuan en la vasculatura renal ya sea a través de receptor o de forma directa sobre la maquinaria
contractil. Sin embargo, si parece jugar un papel importante el 5,6EET en la accion de los
vasodilatadores endotelio dependientes en los vasos renales, actuando probablemente como un

factor hiperpolarizante derivado del endotelio.

5. No hemos encontrado evidencias de que existan diferencias de género que afecten de forma
especifica a la actividad P2-purinérgica ni en los agonistas de los receptores P2X
(vasoconstriccion) ni P2Y (vasodilatacion).

El aumento de reactividad vascular renal P2X-purinérgica en consonancia con los demas
agentes vasoconstrictores en ratas macho puede contribuir al dimorfismo sexual de presion

arterial en la rata.
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