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El objetivo del presente trabajo fue estudiar la acción de fármacos que actúan en la vía del óxido
nítrico-guanilciclasa, nitroprusiato de sodio (NTPNa), sildenafil, vardenafil y tadalafil en las
arterias pulmonar y aorta de la rata con la finalidad de evaluar la selectividad vascular entre ellas
y su potencia. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 350 ± 35 gramos. Luego de anestesia con
tiopental sódico, se identificó la arteria pulmonar principal y la aorta. Se cortaron pequeños
anillos y se colocaron con 95% O2, 5% CO2 en un baño para órgano aislado de 15 mL. Se
determinó la disponibilidad del endotelio, estimulando con NE (1 x 10-6 M) y dilatando con
acetilcolina (1 . 10-6 M). Se observaron diferencias significativas entre la arteria pulmonar
principal y aorta de la rata en presencia de sildenafil y entre NTPNa y sildenafil en ambas
arterias cuando se estimuló con KCl= 40 mM, sin diferencias entre arterias y vasodilatadores al
estimular con NE. En las curvas de dosis respuesta a la NE, hubo un mayor efecto vasodilatador
en la aorta de la rata, con un desplazamiento de la curva de 128 veces y una disminución del
efecto máximo del 16,72% (p<0,05). En las curvas de dosis-respuesta al NTPNa (1 x 10-10 a 1 x
10-6 M) en ausencia y en presencia de endotelio y en ausencia y en presencia de azul de
metileno (MB) (1 x 10-5 M), se observó que este disminuyó la respuesta vasodilatadora del
NTPNa en un 46,2% en la a. pulmonar con endotelio intacto y en un 50% en las desprovistas del
mismo. Cuando se realizaron curvas de dosis respuesta a la NE en ausencia y presencia de
endotelio, se observó tanto en la arteria pulmonar principal y la aorta un desplazamiento de la
curva hacia la derecha y una disminución del efecto máximo similar. El vardenafil, tadalafil y
sildenafil relajaron la arteria pulmonar principal de la rata de una manera dosis dependiente,
siendo el vardenafil 25,4 veces más potente que el sildenafil (p<0,05) y 10 veces más potente
que el tadalafil, mientras que el tadalafil es más potente que el sildenafil, 2,51 veces. En
conclusión, los agentes vasodilatadores utilizados producen el efecto vasodilatador por la vía del
óxido nítrico, con mayor efecto al estimular por despolarización, no haciendo falta la presencia
del endotelio intacto para observar la respuesta, siendo el vardenafil el más potente de los
agentes utilizados, posiblemente por su efecto adicional de bloqueo de los canales de calcio.

Palabras Claves:Inhibidores de la PDE5, nitroprusiato de sodio, arteria pulmonar de rata, aorta
de rata. 

Abstract 

The objective of this work was to study the action of drugs that act on the nitric oxide-guanylate
cyclase, sodium nitroprusside, sildenafil, vardenafil and tadalafil in the pulmonary artery and
aorta of rats in order to evaluate vascular selectivity between them and power. Sprague-Dawley
rats of 350 ± 35 grams were used. After anesthesia with sodium thiopental, the main pulmonary
artery and the aorta it was identified. Small rings were cut and placed with 95% O2, 5% CO2 in a
bath for 15 mL isolated organ. Availability of endothelium was determined by stimulating with NE
(1 x 10-6 M) and dilating with acetylcholine (1 x 10-6 M). Significant differences between the main
pulmonary artery and aorta of the rat in the presence of sildenafil and sildenafil between NTPNa
and both arteries were observed when stimulated with 40 mM KCl = no differences between
arteries and by stimulating with vasodilators NE. In dose response curves to the NE, there was
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an increased vasodilatory effect in rat aorta with a displacement curve of 128 times and a
decrease of 16.72% maximal effect (p <0.05). In dose-response NTPNa (1 x 10-10 to 10 to 1 x
10-6 M) in the absence and presence of endothelium in the absence and presence of methylene
blue (MB) (1 x 10-5 M ), it was found that this decreased the vasodilator response NTPNa 46.2%
in a. pulmonary with intact and 50% in the same devoid of endothelium. When dose response
curves were performed at the NE in the absence and presence of endothelium was observed
both in the main pulmonary artery and aorta displacement of the curve to the right and down from
the peak similar effect. Vardenafil, tadalafil and sildenafil relaxed the main pulmonary artery of the
rat in a dose-dependent, being 25.4 times more potent than sildenafil (p <0.05) and vardenafil 10
times more potent than tadalafil while tadalafil is more potent than sildenafil, 2.51 times. In
conclusion, vasodilators used vasodilator effect produced by the nitric oxide, more stimulating
effect depolarization conditions without the need for the presence of intact endothelium to
observe the response, vardenafil being the most potent of the agents used, possibly because of
its additional effect of blocking calcium channels.
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Inhibitors of PDE5, sodium nitroprusside, rat pulmonary artery, rat aorta.

 

  

  

  

  

  

  

Introducción

El segundo mensajero intracelular guanosín monofosfato 3’-5’ cíclico (GMPc) es uno de los
principales mediadores de la señalización celular y se comporta como un mensajero interno para
regular una variedad de procesos fisiológicos, incluyendo la relajación del músculo liso vascular
(1) y no vascular (2), natdiuresis (3), función plaquetaria (4), adhesión de neutrófilos (5), movilidad
espermática (6), secreción de líquidos y electrolitos (7) y proliferación de células cancerígenas (8).
Los niveles intracelulares de GMPc son controlados por la activación de la guanilciclasa soluble
y particulada (GCs y GCp) y por su degradación por la fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos
(PDEs). Los niveles citoplasmáticos de GMPc pueden ser también modulados no
enzimáticamente por proteínas resistentes a múltiples drogas como las MRP 4, MRP5 y MRP 8,
respectivamente que bombean GMPc o AMPc fuera de la célula (9). El efecto fisiológico del
GMPc es ejercido a través de la activación de proteíncinasas dependientes de GMPc (PKG),
canales iónicos activados por nucleótidos cíclicos y la activación o inhibición de PDEs. La
alteración en la vía dependiente de GMPc cumple un importante papel en muchas
enfermedades cardiovasculares como la hipertensión arterial, hipertensión pulmonar,
insuficiencia cardíaca congestiva, disfunción eréctil, síntomas del tracto urinario inferior
secundario a hipertrofia prostática benigna (46, 10). En la figura 1 se muestra un esquema de la
vía del GMPc

Figura 1. El óxido nítrico (NO) active a la guanil ciclasa soluble (GCs), una enzima
heterodimérica compuesta por dos subunidades, alfa y beta y un grupo hemo prostético, que
convierte a la guanosina trifosfato (GTP) a guanosín monofosfato cíclico (GMPc). El NO y sus
estimuladores activan a la GCs y reducen la forma Fe+2 mientras que los activadores actúan
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preferencial y efectivamente cuando la GCs está oxidada (Fe+3). Los inhibidores de la
fosfodiesterasa tipo 5 (PDE5) conducen a la acumulación de GMPc y efecto vasodilatador
(Tomado de Mnica y col, 2014) (11)

El óxido nítrico derivado del endotelio (ON) es considerado el principal regulador de las
funciones vasculares por su importancia en el control del tono del músculo liso vascular. En las
células del músculo liso vascular la vasodilatación inducida por el NO. La integridad de la vía
GMPc-GCs y NO es crítica en la regulación de la presión arterial. La concentración de calcio
intracelular cumple un papel importante en la determinación del tono vascular. Numerosos
canales de calcio se han identificado en lechos vasculares sistémicos y pulmonares. Lo que sí
se ha demostrado es que un incremento en sus niveles a nivel intracelular de manera
permanente se relaciona con numerosas patologías como la hipertensión pulmonar (17)

Los nitratos orgánicos convencionales mimetizan la acción del NO endógeno por la estimulación
de la GCs y se utilizan clínicamente en el tratamiento de enfermedades relacionadas con
deficiencia de NO como angina de pecho e hipertensión pulmonar (12). Para esta última
patología, se han utilizado medicamentos que inhiben la fosfodiesterasa 5 (IPDE5), como el
sildenafil, tadalafil y vardenafil, una enzima hidrolítica específica que degrada el GMPc al guanil
monofosfato y que se utilizan para el tratamiento de la disfunción eréctil. Esta enzima se ha
encontrado en el músculo liso vascular y estos IPDE5 amplifican la vasorelajación inducida por
el NO por incrementar los niveles de GMPc (13). Unido a esto ha sido reportado que el sildenafil
incrementa estos niveles sin NO exógeno en arteria coronaria de perro y mostró un efecto
relajante directo en vasos aislados humanos, por lo que estas propiedades se deben a la
activación del sistema NO/GMPc preexistente en estos vasos (14). Por lo menos once familias de
fosfodiesterasas existen y la cafeína, fue el primer inhibidor de estas PDEs descubierto que
inhibe muchas de ellas (15). Sin embargo, esta no es muy potente como inhibidor selectivo de las
PDEs. Recientemente se han desarrollado compuestos que son selectivos en inhibir particulares
PDEs. El sildenafil, vardenafil y tadalafil son los primeros compuestos de esta clase
comercializados [ ]. El vardenafil, sildenafil y la cafeína tienen un anillo común que contiene
nitrógeno y sistemas de anilllos que presentan similitud con el anillo de purina del GMPc. Estos
compuestos difieren en su interacción con la PDE5. El sildenafil se une al sitio catalítico de la
PDE5 un millón de veces más que la cafeína, mientras que el vardenafil es diez veces más
potente que el sildenafil [15]. Se ha incrementado la evidencia que estos IPDE5 pueden ser
utilizados farmacológicamente para reducir la resistencia vascular en pacientes con hipertensión
pulmonar (15), encontrándose altos niveles tisulares de esta PDE5 en pulmón completo y
particularmente en células del músculo liso vascular pulmonar (16)

 

  

  

  

  

  

  

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley provenientes del bioterio del Instituto de Medicina
Experimental, Universidad Central de Venezuela (Caracas), con un peso de 350 ± 35 g,
mantenidos con comida (Ratarina®) y agua a voluntad. Se inyectaron intraperitonealmente con
tiopental sódico (50 mg/Kg de peso) y mediante toracotomía media se extrajo ad bloc el corazón
y la arteria pulmonar principal y luego se identificó y cortó pequeños anillos de la arteria
pulmonar principal. Estos fueron colocados en una solución de Krebs-Henseleit con la siguiente
composición (en mM/litro): NaCl, 119; KCl, 4,7; MgSO4 1,5; KH2PO4, 1,2; NaHCO3 , 25; CaCl2 ,
2,5; MgSO4 , 1,2 y glucosa, 11, burbujeada constantemente con 95% O2 , 5% CO2 a 37° C, pH=
7,4. Estos anillos se montaron en dos estribos de acero inoxidable y se llevaron a un baño para
órgano aislado (15 mL) conectado a un transductor de fuerza-desplazamiento FTO3, (Grass
Instruments C.O. Quince, Mass. USA) y este, a su vez, a un preamplificador Grass, modelo 7C,
con una tensión inicial de dos gramos. Se estabilizó durante 2 horas y se indujo una primera
contracción con una solución de KCl= 40 mM para asegurar la viabilidad de la preparación. Se
registró la respuesta en un polígrafo Grass, Modelo 7C a una velocidad de 2,5 mm/min. Para
determinar si el endotelio estaba intacto funcionalmente, se añadió acetilcolina a una
concentración de 1 x 10-6 M a la arteria pulmonar principal contraída, según el método de
Furchgott y Zawadzki (18). Los experimentos fueron expresados como la media ± el error
estándar (X±EEM). La significación estadística fue determinada por la prueba no pareada de t de
Students para dos grupos de comparación. Una regresión no lineal simple se realizó en cada
curva de dosis-respuesta (Graphpad Software Inc. Versión 6,01). Las curvas de dosis-respuesta
al nitroprusiato de sodio se realizaron en un rango de concentraciones de 1 x 10-9 M, hasta 1 x
10-5 M y las del tadalafil, vardenafil y sildenafil, se realizaron entre de 1 x 10-7 M, hasta 1 x 10-4 M.
En otra serie de experimentos se estimuló con KCl= 40 mM; y luego de alcanzarse la
contracción máxima se realizó una curva de dosis respuesta al sildenafil, (1 x 10-9 a 1 x 10-4 M)
y con nitroprusiato de sodio 1 x 10-10 M, hasta 1 x 10-6 M. En otros experimentos se estimuló
con norepinefrina (1 x 10-6 M), donde al alcanzarse la respuesta máxima se añadieron
concentraciones crecientes de sildenafil, tadalafil, vardenafil (1 x 10-9 a 1 x 10-6 M) y de
nitroprusiato de sodio, 1 x 10-7 M, hasta 1 x 10-4 M.
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Se realizaron curvas de dosis respuesta a la NE (1 x 10-10 hasta 1 x 10-5 M) en ausencia y en
presencia de nitroprusiato de sodio (1 x 10-8 M) y sildenafil (5 x 10-4 M) y de NTPNa en ausencia
y en presencia de azul de metileno (MB) (1 . 10-5 M). Se administró 24 horas antes del sacrificio
del animal una dosis de reserpina de 2 mg/Kg de peso, vía intraperitoneal

 

  

  

  

  

  

  

Resultados

Efecto vasodilatador del nitroprusiato de sodio (NTPNa) al estimular con norepinefrina
(NE) y por despolarización (KCl= 40 mM) en las arterias pulmonar y aorta de la rata:

Como se muestra en la tabla I, al realizar la curva de dosis respuesta al nitroprusiato de sodio se
obtuvo tanto en las arteria pulmonar principal como en la aorta de la rata una vasodilatación
dosis-dependiente, alcanzándose la máxima relajación a una concentración de 3 x 10-6 M para
ambas arterias. En la arteria pulmonar precontraída con NE y utilizando NTPNa como
vasodilatador, se obtuvo una DE50 de 1,04 x 10-8 M y cuando se precontrajo con KCl= 40 mM se
obtuvo una DE50 de 1,9 x 10-8 M. En la aorta precontraída con NE y utilizando NTPNa como
vasodilatador, se obtuvo una DE50 de 2 x 10-8 M y cuando de precontrajo con KCl= 40 mM se
obtuvo una DE50 de 1,41 x 10-8 M. Cuando se utilizó como vasodilatador el sildenafil, la arteria
pulmonar precontraída con NE se obtuvo una DE50 de 3,4 x 10-8 M y cuando de precontrajo con
KCl= 40 mM se obtuvo una DE50 de 1 x 10-6 M. En la aorta precontraída con NE se obtuvo una
DE50 de 2,6 x 10-8 M y cuando de precontrajo con KCl= 40 mM se obtuvo una DE50 de 2 x 10-6

M. Aunque se observó una mayor potencia de este fármaco en la arteria pulmonar, con una
diferencia de 2,47 veces, la misma no fue significativa, siendo los valores de DE50 de 2,42 x 10-8

M en la a. pulmonar y de 9,85 x 10-9 M en la aorta.

Curva de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de nitroprusiato
de sodio (1 x 10-8 M) en aorta de la rata:

Se realizaron curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en un rango de concentraciones de 1
x 10-10 a 1 x 10-5 M en ausencia y en presencia de nitroprusiato de sodio (1 x 10-8 M) en aorta
de la rata, observándose un desplazamiento de la curva hacia la derecha en presencia del
vasodilatador de 138 veces (p<0,01) y una disminución del efecto máximo de un 16,72%.
(p<0,05) (Figura 2)

Figura 2. Curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de
nitroprusiato de sodio en anillos de aorta de la rata (n= 4). Todos los valores fueron expresados
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como la media ± el error estándar. La DE50 control fue de 2,2 x 10-9 M y en presencia de
nitroprusiato de sodio de 3 x 10-7 M, con una disminución del efecto máximo de un 16,72% 
(p<0,05).

Curva de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de nitroprusiato
de sodio (1 x 10-8 M) en anillos de arteria pulmonar principal de la rata:

Se realizaron curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en un rango de concentraciones de 1
x 10-10 a 1 x 10-5 M en ausencia y en presencia de nitroprusiato de sodio (1 x 10-8 M) en la
arteria pulmonar principal de la rata, observándose un desplazamiento hacia la derecha en
presencia del vasodilatador de 7,6 veces con una disminución del efecto máximo de 10 veces.
Cuando se comparan ambos lechos vasculares se observa un mayor desplazamiento en la aorta
(p < 0,05), (Figura 3).

Figura 3. Curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y presencia de nitroprusiato
de sodio en anillos de arteria pulmonar principal de la rata (n= 4). Todos los valores fueron
expresados como la media ± el error estándar. La DE50 control fue de 3,02 x 10-9 M y en
presencia de nitroprusiato de sodio (1 x 10-8 M) de 2,3 x 10-8 M, con una disminución del efecto
máximo de un 10% (p<0,05).

Efecto del azul de metileno sobre anillos de arteria pulmonar principal de la rata en
ausencia y en presencia de endotelio:

Se realizaron curvas de dosis-respuesta al NTPNa (1 x 10-10 a 1 x 10-6 M) en ausencia y en
presencia de endotelio y en ausencia y en presencia de azul de metileno (MB) 1 x 10-5 M. Se
observó que el azul de metileno disminuyó la respuesta vasodilatadora del NTPNa en un 46,2%
en la a. pulmonar con endotelio intacto y en un 50% en las desprovistas del mismo, no
observándose diferencias significativas en cuanto al efecto vasodilatador al NTPNa en arterias
desprovistas de endotelio o con endotelio intacto. (Figura 4)
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Curva de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de sildenafil en
arteria pulmonar principal de la rata:

Se realizaron curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en un rango de concentraciones d e 1
x 10-10 a 1 x 10-5 M en ausencia y en presencia de sildenafil (1 x 10-6 M) en arteria pulmonar
principal de la rata, observándose un desplazamiento hacia la derecha en presencia del
vasodilatador de 5,13 veces con una disminución del efecto máximo de un 36,7%. (p<0,05)
(Figura 5)

Figura 5.Curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y presencia de sildenafil (1 x
10-6M) en anillos dearteria pulmonarprincipal de ratas macho (n= 4). Todos los valores fueron
expresados como la media ± el error estándar. La DE50control fue de 2,27 x 10-8 M y en
presencia de sildenafil de 1,16 x10-7M, desplazándose 10 veces a la derecha (p<0,05) con una
disminución del efecto máximo de un 40% (p<0,05).

Curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de sildenafil en
aorta de la rata:

Se realizaron curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en un rango de concentraciones de 1
x 10-10 a 1 x 10-5 M en ausencia y en presencia de sildenafil (1 x 10-6 M) en aorta de la rata,
observándose un desplazamiento hacia la derecha en presencia del vasodilatador de 7,1 veces
con una disminución del efecto máximo del 30,29% (p<0,05). Cuando comparamos el efecto en
ambas arterias observamos un comportamiento similar, por lo tanto decidimos realizar el próximo
ensayo comparativo con tres inhibidores de la fosfodiesterasa 5; sildenafil, vardenafil y tadalafil
sólo en la arteria pulmonar principal de la rata. (Figura 6)

Figura 6.Curvas de dosis-respuesta a la norepinefrina en ausencia y presencia de sildenafil (1 x
10-6M) en anillos deaortade la rata (n= 4). Todos los valores fueron expresados como la media ±
el error estándar. La DE50control fue de 6,14 x 10-9 M y en presencia de sildenafil de 4,31 x10-

8M, desplazándose 7,1 veces hacia la derecha (p<0,05) con una disminución del efecto máximo
de un 30,29% (p<0,05).

Efecto vasodilatador de los IPDE5 en la arteria pulmonar principal de la rata:
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Como se muestra en la figura 7, el vardenafil, tadalafil y sildenafil relajaron la arteria pulmonar
principal de la rata de una manera dosis dependiente, siendo el vardenafil 25,4 veces más
potente que el sildenafil (p<0,05) y 10 veces más potente que el tadalafil, mientras que el
tadalafil fue más potente que el sildenafil, 2,51 veces.

Figura 7.Curvas de dosis-respuesta al sildenafil, vardenafil y tadalafil en anillos de arteria
pulmonar principal de la rata (n= 5). Todos los valores fueron expresados como la media ± el
error estándar. Con los tres agentes se utilizó un rango de concentración de 1 x 10-7 a 1 x 10-
4M, observándose una mayor potencia con el vardenafil(DE50= 3 . 10-7M)> tadalafil (DE50= 1,18 .
10-6M) > sildenafil (DE50= 1,8 x10-5M). En la arteria pulmonar principal de la rata el vardenafil es
más potente que el tadalafil 3,89 veces y más que el sildenafil, 60 veces (p<0,05).

 

  

  

  

  

  

  

Discusión

Nuestros resultados muestran que todos los agentes utilizados relajan las arterias pulmonar y
aorta de la rata de una manera dosis dependiente. La mayor potencia se observa con el
nitroprusiato de sodio, seguido por el vardenafil, tadalafil y sildenafil, respectivamente, tanto en
las arterias pulmonar como en la aorta de la rata. Este efecto es debido a un incremento en los
niveles de GMPc dentro del músculo liso vascular, lo que estimularía a una proteíncinasa
dependiente de GMPc y un mayor almacenamiento de calcio en los sitios intracelulares y otros
sistemas efectores (19, 20, 21, 22, 23).

La entrada de calcio extracelular se debe principalmente a dos canales iónicos presentes en la
membrana celular de las arterias: Canal de calcio operado por receptor (ROC) y canal de calcio
voltaje dependiente (VOC). Al utilizar soluciones con alto potasio, se despolariza la célula y se
presenta la entrada de calcio por los VOC. Al estimular con norepinefrina, dependiendo de la
concentración utilizada se activan los VOC o los ROC, estos últimos al unirse el agonista a los
receptores alfa 1 adrenérgicos presentes en la membrana de las células del músculo liso
vascular. Esta activación conduce a la formación de trifosfato de inositol (IP3), que se une a un
receptor de IP3 presente en la membrana del retículo sarcoplásmico, causando una contracción
fásica pasajera cuando se estimula. Asímismo, la NE activa a los ROC que inducen la entrada
de calcio del medio extracelular causando una contracción sostenida, tónica. Es así que
cualquier agente vasodilatador a estudiar mudula los niveles intracelulares de calcio para
producir su efecto relajante como mecanismo final común (24)

Con respecto al nitroprusiato de sodio (NTPNa), ha sido reportado que su efecto vasodilatador
es debido, por lo menos en parte a la activación de un grupo intermediario S-nitrosotiol presente
en el músculo liso vascular que incrementa la síntesis de óxido nítrico, activando a una
guanilciclasa de membrana, con incremento en el GMPc. La relajación mediada por el GMPc
también se relaciona con una disminución en la concentración intracelular de calcio en el
músculo liso vascular inducido por el NTPNa debido a la activación de muchas proteínas por
fosforilación (25). En este punto, Bonaventura y col.(26) propusieron que en la arteria aorta de la
rata estimulada con NTPNa, parte de la disminución en los niveles intracelulares de calcio luego
de incrementar la concentración de este vasodilatador era debida a la activación de la NOS, ya
que la L-NAME reducía el efecto del NTPNa. Ellos confirmaron estos resultados por el aumento
de la concentración intraendotelial de calcio que incrementaría la expresión de la NOS y con
esto el efecto relajante de los nitrovasodilatadores. Ellos destacaron que el aumento de calcio
intraendotelial era debido a su entrada por la membrana y no a su salida por las organelas
intracelulares y, a diferencia de lo observado por Moncada y col, (27) quienes demostraron en
aorta de rata que la relajación inducida por el NTPNa era potenciada por el endotelio vascular
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debido a la activación de sintasas constitutivas de óxido nítrico. Unido a esto se asocia este
efecto con una activación metabólica en el músculo liso vascular por una proteína asociada a la
membrana, con actividad generadora de óxido nítrico. Ferrer y col, reportaron en arteria femoral,
mesentérica y aorta torácica de conejo una diferencia interarterial en cuanto a la sensibilidad al
óxido nítrico. En experimentos preliminares no observamos diferencias significativas en cuanto a
la respuesta vasodilatadora del NTPNa en ausencia de endotelio (datos no mostrados).

Resultados similares a los nuestros fueron reportados por Bonaventura y col. (26) quienes en
arteria aorta de rata estimulada con fenilefrina, observaron una pD2 al nitroprusiato de sodio con
el endotelio intacto de 8,92, sin observarse diferencias significativas en aquellos anillos de aorta
desprovistos de endotelio. Esto difiere a lo observado por Shirasaki y Su, (28) quienes
demostraron en anillos de aorta de rata que el efecto vasodilatador del NTPNa y del nitrito de
sodio no eran independientes del endotelio. Este observó un incremento en la acción relajante
del nitroprusiato de sodio en ausencia de endotelio, Asímismo, Moncada y col. (27) observaron
en anillos de aorta de rata un incremento tanto en la potencia vasoconstrictora como en la
tensión desarrollada cuando se utilizaba fenilefrina como contracturante. También observaron un
incremento en la potencia en ausencia de endotelio en las mismas preparaciones, cuando
utilizaron una concentración de NTPNa de 1 . 10-6 M, por lo que sugirieron que esto estaba
relacionado con una supersensibilidad de los nitrovasodilatadores al óxido nítrico luego de la
remoción del endotelio a nivel de su sitio blanco, la guanilciclasa soluble.

El efecto inhibitorio del azul de metileno (MB) sobre el efecto relajante al NTPNa en la arteria
pulmonar principal de rata es debido a que el MB inhibe selectivamente la GC soluble, siendo
demostrado esto por Gruetter y col, 1981 (41) quienes observaron una acumulación de GMPc
luego de utilizar el MB. Así mismo produce una inactivación del NO y un efecto inhibidor directo
de la óxido nítrico sintasa y otras enzimas que contienen hierro (44). Debido a que la relajación
inducida por dadores de ON no está relacionada con la NO sintasa arterial, podemos asumir que
la inhibición del MB sobre el efecto vasodilatador del NTPNa es debido a la inactivación del ON
o a la inhibición de la GC, que se correspondería con nuestros resultados ya que ni en ausencia
ni en presencia de endotelio se alcanzó un efecto vasodilatador del 100% cuando se incubaba
las arteria pulmonar con azul de metileno.

Salom y col, 1999 (42) observaron resultados diferentes a los nuestros en cuanto al modo de
estimulación de la arteria carótida de conejo donde mostraron un mayor efecto relajante cuando
estimulaban con agonistas que cuando estimulaban por despolarización, según nuestros
resultados ni en la aorta ni en la pulmonar de la rata hubo diferencias significativas en cuando a
la respuesta vasodilatadora cuando se estimulaba con NE o por despolarización, posiblemente
estos nitrovasodilatadores como consecuencia del aumento de los niveles de GMPc, permiten
independientemente de la manera de preestimular la arteria, un almacenamiento del calcio en
los sitios de almacenamiento intracelular. Bolotina y col, (43) reportaron resultados similares a los
nuestros en aorta de conejo donde observaron que los nitrovasodilatadores una vez liberados,
producen ralajación arterial no sólo por la estimulación de la GC, sino por una vía independiente
relacionada con la activación directa de canales de K+, dependientes de Ca+2 (KCa).

Según nuestros resultados se observa una importante diferencia en cuanto a la respuesta del
sildenafil según el modo de estimulación de la arteria pulmonar principal de la rata,
vasodilatando a menores concentraciones del sildenafil cuando se estimula con norepinefrina
con respecto a la estimulación por despolarización. Este efecto marcado no fue observado con
el NTPNa, posiblemente el sildenafil, como prototipo de los IPDE5, module los niveles
intracelulares de calcio a través de los ROC, necesitándose mayores concentraciones de
sildenafil para que se influya sobre la actividad de los VOC. Cuando se estimula con agonistas,
se produciría una contracción fásica inicial relacionada con la liberación del calcio almacenado
intracelularmente y una contracción tónica, para mantener la respuesta contráctil (29). El hecho
de observarse diferencias significativas en la respuesta al sildenafil cuando se estimula con
norepinefrina puede relacionarse al hecho que este agente actúa preferentemente en la vía de
señalización de calcio mediada por el trifosfato de inositol (IP3) que se encarga de activar los
mecanismos de liberación de calcio del retículo sarcoplásmico (Karaki y col, 1988) (30, 31, 32).
Güler y col, 2006 (33) encontraron resultados similares a los nuestros utilizando arteria pulmonar
y aorta de conejo, donde cuando estimulaban con fenilefrina (agonista alfa adrenérgico) y
realizar una curva de dosis respuesta al sildenafil (1 x 10-9 a 1 x 10-5 M) observaban un mayor
efecto relajante sobre ambas arterias, que cuando estimulaban con agonistas. Otra posible
explicación del efecto observado del sildenafil cuando se estimula con agonistas pudiera
relacionarse con una disminución en la entrada de calcio, lo que a su vez disminuiría la
liberación de calcio inducida por calcio, aunque este efecto adicional se ha observado más con
el vardenafil (34). Nuestros resultados in vitro sugieren que el vardenafil podría ser más efectivo
que el sildenafil y el tadalafil para el tratamiento de la hipertensión arterial pulmonar, aunque
sería importante evaluar cuál fuente de calcio está principalmente involucrada en sus
mecanismos vasodilatadores (45)

En cuanto a los inhibidores de la fosfodiesterasa 5, tadalafil, sildenafil y vardenafil, se observó
una mayor potencia con este último, que pudiese estar relacionada con un efecto adicional de
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bloqueo de los canales de calcio voltaje dependientes. Dicha actividad fue propuesta por Toque
y col, (2008) (35) y Mochida y col, 2002 (36) quienes demostraron en arteria pulmonar aislada de
conejo que el vardenafil, a diferencia del sildenafil y el tadalafil, presentaba actividad bloqueante
de los canales de calcio del plasmalema. En apoyo a esto, Corbin y col, 2004, (37) propusieron
que el vardenafil al presentar un grupo etilo en el anillo piperazina a diferencia del grupo metilo
observado en el sildenafil, podría ser el responsable de las diferencias observadas. Blount y col,
2004 (38) reportaron en una serie de ensayos la potencia y fuerza de unión de estos fármacos,
donde el vardenafil además de presentar mayor potencia posee un menor rango de disociación
en comparación con el tadalafil y el sildenafil. En apoyo a nuestros resultados, Texeira y col,
2006 (39) y Sáenz y col (40) utilizando arteria aorta de rata demostraron que el vardenafil era más
potente en dicha preparación, siendo relativamente equipotentes el sildenafil y el vardenafil y
que dicho mecanismo estaba relacionado con un incremento intracelular en los niveles de
GMPc. En conclusión, los agentes vasodilatadores utilizados producen el efecto vasodilatador
por la vía del óxido nítrico, con mayor efecto al estimular por despolarización, no haciendo falta
la presencia del endotelio intacto para observar la respuesta, siendo el vardenafil el más potente
de los agentes utilizados, posiblemente por su efecto adicional de bloqueo de los canales de
calcio.
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