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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue comparar el efecto de dos inhibidores de la PDE-5, sildenafil y
vardenafil, sobre la respuesta vasoconstrictora de la NE en condiciones de normoxia e hipoxia.
Cuando los  anillos  fueron  pretratados  con  sildenafil  y  vardenafil,  la  contracción  de  la  AP
inducida por la NE se disminuyó de una manera dosis-dependiente atenuó en condiciones de
normoxia e hipoxia. Solo el sildenafil modificó la curva dosis-respuesta a la NE, potenciando su
efecto (DE50 normoxia= 1 x 10-5 M; DE50 hipoxia= 6,4 x 10-4 M, p < 0,05). Con vardenafil los



valores de DE50 fueron 1 x 10-4 M en normoxia y 6,4 x 10-5 M en hipoxia (p > 0.05).  En
conclusión,  la  hipoxia  potencia  la  acción  del  sildenafil,  posiblemente  debido  a  un  mayor
aumento de la recaptación de calcio, asociado a un incremento de la vía del ON/GMPc. El
vardenafil, aunque produce una relajación significativa tanto en normoxia como en hipoxia, no
alteraría esta vía del calcio.
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EFFECT OF TWO PHOSPHODIESTERASE 5 INHIBITORS, SILDENAFIL AND VARDENAFIL ON THE MAIN
PULMONARY ARTERY OF THE RAT SUBJECTED TO HYPOXIC CONDITIONS

SUMMARY
The  aim of  this  study  was  to  compare  the  effect  of  two  PDE-5  inhibitors,  sildenafil  and
vardenafil, on the vasoconstrictor response of NE under conditions of normoxia and hypoxia.
When rings were pretreated with sildenafil  and vardenafil,  NE-induced PA contraction was
decreased  in  a  dose-dependent  manner  attenuated  under  conditions  of  normoxia  and
hypoxia. Only sildenafil modified the dose-response curve to NE, potentiating its effect (DE50
normoxia= 1 x 10-5 M; DE50 hypoxia= 6.4 x 10-4 M, p < 0.05). With vardenafil DE50 values were
1  x  10-4  M  in  normoxia  and  6.4  x  10-5  M  in  hypoxia  (p  >  0.05).  In  conclusion,  hypoxia
potentiates the action of sildenafil,  possibly due to a greater increase in calcium reuptake,
associated  with  an  increase  in  the  ON/GMPc  pathway.  Vardenafil,  although  producing
significant relaxation in both normoxia and hypoxia, would not alter this calcium pathway.
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EFECTO DE DOS INHIBIDORES DE LA FOSFODIESTERASA 5, SILDENAFIL Y
VARDENAFIL  SOBRE  LA  ARTERIA  PULMONAR  PRINCIPAL  DE  LA  RATA
SOMETIDA A CONDICIONES DE HIPOXIA

INTRODUCCIÓN

Los nucleótidos cíclicos intracelulares (AMPc y GMPc) están implicados en el control del tono

del músculo liso vascular incluyendo la arteria pulmonar(1). Aquellos agentes que incrementan
los  niveles  intracelulares  de  AMPc  o  de  GMPc  relajan  los  anillos  de  arteria  pulmonar

previamente contraídos con agonistas(2,  3).  Asimismo, el Óxido nítrico (ON) liberado por las
células endoteliales induce un incremento en la concentración intracelular de GMPc y una
relajación de la arteria pulmonar. En las células del músculo liso vascular la concentración del
GMPc es dependiente principalmente de un equilibrio entre la producción de guanilciclasa
(GC) y su degradación por la fosfodiesterasa (PDE), que representa la única vía de degradación

de este segundo mensajero intracelular(4, 5, 23, 47). Como consecuencia de esto, la PDE está
también implicada en el control del tono del músculo liso vascular. (Figura 1). En la arteria

pulmonar de ratas y humanos, se han identificado cuatro tipos de PDE (PDE 1, 3, 4 y 5) (6, 7). Es
por esto que la modulación de la actividad de las mismas, utilizando inhibidores selectivos
puede ser un medio efectivo para controlar el tono de la vasculatura pulmonar. La isoforma
PDE-5 se expresa abundantemente en el lecho vascular pulmonar, lo que ha generado interés
en  el  uso  de  inhibidores  de  la  PDE-5  para  la  hipertensión  pulmonar  y  otras  patologías



vasculares [7].  La circulación pulmonar desarrolla una respuesta específica a la hipoxia, por
ejemplo, vasoconstricción, que puede ser mantenida en pacientes que presentan enfermedad

pulmonar obstructiva crónica (EPOC),  bronquitis  crónica,  entre otras (8,  9),  lo  que a su vez
induce una elevación sostenida  en la  presión arterial  pulmonar.  Esta  hipertensión arterial
pulmonar  (HP)  conduce a  hipertrofia ventricular  derecha,  insuficiencia  cardíaca derecha y

muerte (10). Se ha observado en la circulación pulmonar que: 1) el GMPc cumple un papel

importante en la resistencia vascular pulmonar (11); 2) La PDE5, es la enzima que hidroliza

específicamente  al  GMPc  (12)  y  se  expresa  abundantemente  en  pulmón  completo,

predominando en las células musculares lisas pulmonares (13); 3) tanto la actividad como la
expresión  de  la  PDE5  se  incrementan  en  arteria  pulmonar  de  ratas  con  hipertensión

pulmonar (14, 25) y existe una correlación directa entre la actividad de la PDE5 y la resistencia

vascular pulmonar (15,  48).  Actualmente se la propuesto el uso del citrato de sildenafil  y el
vardenafil, potentes inhibidores selectivos de la PDE5, de uso común para el tratamiento de la
disfunción eréctil para el tratamiento de la hipertensión pulmonar, tanto en animales como

en humanos (16, 17, 18, 19). Asimismo el sildenafil ha probado ser útil en hipoxia en las altitudes
al mejorar la hipertensión pulmonar y edema intersticial asociado a ella con la consiguiente

mejora en la relación ventilación perfusión(20, 49). Sin embargo, poca información se conoce
con respecto a los mecanismos moleculares relacionados con las vías de señalización en las

células del músculo liso vascular y la hipoxia(46), aunque el efecto relajante de los IPDE-5 se
relaciona con el  GMPc, que produce la relajación vascular a través de la activación de las
proteÃncinasas  dependientes  del  GMPc,  lo  que  conduce  a  una  disminución  del  calcio
intracelular.



Figura 1. Mediadores derivados del endotelio: la vasodilatadores prostaciclina (PGI2) y el óxido
nítrico (NO) [vasodilatadores] y la endotelina (ET-1) [vasoconstrictora]. La ciclooxigenasa (COX)
y  la  prostaciclina  sintasa  (IGP)  están  involucrados  en  la  producción  de  prostaciclina.  La
prostaciclina  actúa  sobre  su  receptor  (IP)  en  la  célula  del  músculo  liso  y  estimula  la
adenilciclasa  (AC)  para  producir  monofosfato  cíclico  de  adenosina  (AMPc).  El  AMPc  se
descompone por la fosfodiesterasa 3A (PDE3A). La milrinona inhibe la PDE3A y aumenta los
niveles  de AMPc en las  células  del  músculo liso arterial  y  cardiomiocitos.  Actúa sobre los
receptores  de  endotelina  ET-A  que  causan  la  vasoconstricción.  Un  segundo  receptor  de
endotelina (ET-B) estimula la liberación de NO y la vasodilatación en la célula endotelial. La
óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) produce NO, lo cual estimula la enzima guanilciclasa
soluble (SGC) para producir monofosfato de guanosina cíclico (GMPc). El GMPc es degradado
por la enzima PDE5. El sildenafil inhibe la PDE5 y aumenta los niveles de cGMP en las células
del músculo liso arterial pulmonar. El AMPc y GMPc reducen las concentraciones de calcio
citosólicas e inducen en las células de músculo liso vascular,  la relajación y vasodilatación
pulmonar. El NO es un radical libre y se puede combinar con avidez con aniones superóxido
para  formar  el  peroxinitrito  vasoconstrictor  tóxico.  Los  medicamentos  utilizados  en  la
hipertensión pulmonar persistente se muestran en cajas negras. [Tomado De Golombek, S;
Sola,  A;  Lemus,  L.  y  col.  Recomendaciones  del  VI  Consenso  Clínico  de  SIBEN  para  la
Hipertensión Pulmonar Persistente del Recién Nacido. NeoReviews 2017; 2017; 18: e327-344
(49)

En  la  figura  2  se  muestra  un  esquema  que  relaciona  los  diferentes  canales  únicos  que

contribuyen con la respuesta vasoconstrictora y vasodilatadora en el músculo liso vascular (21).



Es de importancia el papel determinante del Ca+2 en la respuesta a la hipoxia, modulando
este a su vez la acción de algunos canales de K+, como es el caso de los canales de potasio
dependientes de voltaje (KV). Es importante destacar que existe una respuesta diferencial a la
hipoxia, especie y dependiente del lecho vascular. En resultados anteriores mostramos una
inhibición de la respuesta contráctil en hipoxia en la arteria pulmonar principal de la rata,
pero un incremento de la misma en la misma preparación de cobayo.

Figura 2. Representación esquemática de los mecanismos de homeostasis y movilización de
Ca+2 en el músculo liso vascular. El calcio almacenado en el retáculo sarcoplásmico (RS) es

liberado en respuesta al trifosfato de inositol (IP3) o al Ca+2 vía mecanismos de liberación de

Ca+2 por Ca+2 (CICR). El Ca+2 extracelular entra a la célula a través de un canal no específico
para este ión (NSC), operado por receptor o por ligando (LGC), por los canales de calcio tipo L,
voltaje dependientes (VGC) y los canales operados por almacenamiento (SOC). El incremento

del Ca+2 intracelular es tomado por la CaATPasa del RS o sacada por la bomba de Ca+2 del
plasmalema.  Cuando  se  encuentran  altas  concentraciones  intracelulares  de  Ca+2  el

intercambiador  Na+-Ca+2  y  la  mitocondria  contribuyen  con  la  homeostasis  del

Ca+2.A:Agonista,R:receptor,G:proteína unidora de guanosín trifosfato, PIP2: bifosfato de inositol,
PLC: fosfolipasa C. (Tomado de Regulation of Vascular Smooth Muscle Function Raouf A. Khalil
2010 by Morgan & Claypool Life Sciences Colloquium Series on Integrated Systems Physiology.
http://www.fishpond.com.au/Books/RegulationofVascularSmoothMuscle
functionColloquiumSeriesonIntegratedSystemsPhysiologyRaoufKhalil‐

DNeilGrangerSeriesedited by/9781615041800 [21]

En estudios  más  recientes  se  ha  involucrado a  los  inhibidores  de  la  fosfodiesterasa  5  en
producir una mayor angiogénesis en aquellas situaciones clínicas cardiovasculares que cursen
con isquemia, por lo tanto podría ser un excelente blanco terapéutico para el tratamiento de

la enfermedad isquémica cardíaca y enfermedad arterial periférica (44, 45)

http://www.fishpond.com.au/Books/Regulation
http://www.fishpond.com.au/Books/Regulation


MATERIALES Y MÉTODOS

Utilizamos ratas hembras SpragueDawley provenientes del bioterio del Instituto de Medicina
Experimental,  Universidad Central  de Venezuela (Caracas),  con un peso de 295 ± 34 g las
cuales  se  mantuvieron  con  comida  (RatarinaÂ®)  y  agua  a  voluntad.  Los  animales  fueron
inyectados  intraperitonealmente  con  tiopental  sódico  (NesdonalÂ®,  Specia,
RhonePoulencRorer,  París)(50mg/Kg  de  peso  del  animal).  Se  les  realizó  una  toracotomía
media donde se expuso el corazón y la arteria pulmonar principal que se cortó en anillos
(34mm de longitud) y se retiró el tejido conectivo. Estos fueron colocados en una cápsula de
Petri con solución de Kreb`sHenseleit (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 37ºC, pH=7, en normoxia y 95% N2, 5% CO2 en hipoxia. Los anillos se montaron
en dos estribos de acero inoxidable en un un baño para órgano aislado (20 ml). Uno de los
estribos se unió al fondo del baño y el otro 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 a una velocidad de 2,5 mm/min.  A cada anillo,  se le aplicó una tensión basal  de dos
gramos (la cual fue escogida en experimentos preliminares). Se estabilizó cada segmento de
arteria por dos horas,para luego inducir una primera contracción con solución despolarizante
(esta  contiene  40  mEq  de  KCl  que  sustituirá  una  cantidad  equivalente  de  NaCl).  Para
determinar la integridad funcional del endotelio en las preparaciones, se añadió acetilcolina a

una concentración de 1 x 10-6 M a la arteria pulmonar principal contraída con NE (1 x 10-6 M)

según el método de Furchgott y Zawadzki (22).  Todos los anillos se utilizaron una sola vez.
Posterior a dos horas de estabilización de la arteria pulmonar, se procedió a estimularse con

NE (1  x  10-6M)  en  una  solución  Krebs-Henseleit  hasta  alcanzar  la  fase  de  meseta  de  la
contracción;  la  amplitud de esta será utilizada como referencia.  El  sildenafil  se  añadió en
concentraciones crecientes de una manera acumulativa en un rango de concentraciones de 1

x 10-7 a 3 x 10-4 M. Luego, se lavó la preparación y se repitió el procedimiento luego de treinta

minutos  de  hipoxia.  Con  vardenafil,  se  utilizó  (1  x  10-6  a  3  x  10-4  M).  Los  resultados  se
expresaron  como  la  media  ±  el  error  estándar  (X  ±  EEM).  La  significancia  estadística  se
determinó por  la  prueba no pareada de t-student  para  dos  grupos  de  comparación con
corrección de Welch's  con una significancia  de p<0,05.  Una regresión no lineal  simple,  se
realizó en cada curva de dosis respuesta, donde se obtuvo la DE50. Esta se expresó como el
log de la concentración molar del agonista, siendo calculada mediante el programa Graph
Pad SofwareÂ®, version 6.01. Se utilizaron las siguientes drogas: L-arterenol (norepinefrina) y
acetilcolina obtenidas  de Sigma Chemical  Co,  St.  Louis,  SA.  El  sildenafil  fue  obtenido por
Pfizer,  Inc.,  y  vardenafil  (Levitra,  tabletas de 10 mg de vardenafil)  fueron preparadas de la
presentación  comercial.  El  vardenafil  se  disolvió  en  dimetilsulfóxido,  el  resto  en  agua
deionizada. La NE se preparó como una solución stock (1 X 10-3M) que se disolvió en ácido
ascórbico al 1% para prevenir su oxidación y se almacenó a 4ºC. Las diluciones respectivas
fueron realizadas en la solución de Kreb's-Henseleit.



RESULTADOS

Como se muestra en la figura 3, en condiciones de normoxia comienza a relajarse los anillos
de arteria pulmonar de rata a una concentración de sildenafil de 1 x 107 M, alcanzándose la
relajación total (100%) a una concentración de 3 x 104 M, con una DE50 de 1 x 105 M. En
condiciones de hipoxia, se desplazó la curva de dosisrespuesta hacia la izquierda 2,5 veces con
un valor de DE50 de 4 x 106 M (p

DISCUSIÓN

Se han sintetizado varios compuestos que inhiben potentemente la  PDE5 que se utilizan
clínicamente  para  el  tratamiento  de  la  disfunción  eréctil  masculina  y  la  hipertensión
pulmonar entre otras enfermedades pulmonares (6, 36). El sildenafil fue el primer compuesto
de esta clase que se comercializó para el  tratamiento de esta entidad clínica.  Los nuevos
inhibidores de la PDE5 que tienen el mismo mecanismo terapéutico que el sildenafil, como el
tadalafil  y  el  vardenafil  también  han  sido  aprobados  para  su  uso  en  muchos  países.  Las
estructuras del tadalafil y el vardenafil difieren significativamente de la del sildenafil y estos
tres  compuestos  tienen  potencias  inhibitorias  diferentes.  En  nuestras  condiciones
experimentales no observamos diferencias significativas en cuanto a la reactividad vascular
entre arterias pulmonares de ratas macho, cuando se comparan con las hembras (datos no
mostrados), lo que apoya lo reportado por Resta y col. (2001) en el sentido de que no ocurre
ninguna  disminución  en  la  expresión  de  la  eNOS  en  la  hipertensión  pulmonar  (24).  El
presente  trabajo  demostró  que  el  sildenafil  y  el  vardenafil  disminuyen el  tono vascular  y
relajan los anillos de arteria pulmonar principal de la rata precontraidos con norepinefrina en
condiciones de normoxia e hipoxia. Dicho efecto relajante está principalmente relacionado
con la acción inhibitoria de estos agentes sobre las vías de señalización de calcio. Debido a
que la respuesta inducida por agonistas actúa mediante la activación de receptores acoplados
a  la  proteína  G,  la  acción  del  sildenafil  y  vardenafil  podría  estar  relacionada  con  una
disminución de la entrada de calcio del plasmalema, un incremento en su salida o una mayor
recaptación  por  los  sitios  de  almacenamiento  intracelular  de  calcio.  En  anillos  de  arteria
pulmonar principal de la rata pretratados con agonistas (norepinefrina) los valores obtenidos
de DE50 para el sildenafil  y vardenafil  muestran una mayor potencia para el primero. Esto
contrasta  a  lo  encontrado  por  Blount  y  col,  (2004)(26)  quienes  demostraron  una  mayor
potencia del vardenafil con respecto al sildenafil asociada con una menor tasa de disociación
de la PDE5. Podríamos explicar estas diferencias por el hecho que existiría una selectividad
mayor del sildenafil en el lecho vascular pulmonar. Es importante destacar que en la arteria
pulmonar principal de la rata en condiciones de hipoxia se observa el efecto vasodilatador a
menores concentraciones del sildenafil, cuando se compara en condiciones de normoxia. Esta
potenciación  del  efecto  podría  ser  explicada  porque  en  aquellas  situaciones  donde  se
disminuya la presión parcial de oxígeno (pO2), el sildenafil podría inhibir la entrada de calcio
por el plasmalema o probablemente favorezca una mayor recaptación por los sistemas de
recaptación intracelular de este ion como es el caso del retículo sarcoplásmico. Asimismo,
Texeira y col, 2006 (27) no observaron este mecanismo en aorta de rata. Esto favorece la teoría
que existe una mayor selectividad y afinidad de estos agentes por la vasculatura pulmonar,
cuando se compara con la sistémica. Resultados diferentes a los nuestros fueron encontrados
por Pauvert y col, 2004 (28) quienes observaron en anillos de arteria pulmonar de rata que la



hipoxia desplazaba la curva de dosisrespuesta al sildenafil (0,1 nM a 1 uM) hacia la derecha.
Estas diferencias encontradas podrían deberse al hecho que midieron el efecto de la hipoxia
crónica de 21 días  y  en estas  condiciones  podría  incrementarse  la  expresión de la  PDE5
relacionada por sí misma con el efecto de la hipoxia. El desplazamiento hacia la izquierda de
la curva de dosisrespuesta al  sildenafil  en condiciones de hipoxia en nuestras condiciones
experimentales podría relacionarse además con que durante la hipoxia se activaría un canal
de  K+  sensible  al  Ca+2pudiendo  además  incrementarse  la  sensibilidad  de  la  maquinaria
contráctil  al  mismo, que estaría asociado a la vía de las RhoRho cinasas.  Este argumento
difiere al ofrecido por Nagaoka y col, (29) quienes sugirieron que esta vía puede ser un medio
importante para incrementar el tono y la reactividad a agonistas durante la HTP. La razón de
estas discrepancias para el mismo modelo animal no es evidente. Es interesante especular
con respecto al papel y la organización espacial de las diferentes vías biosintéticas en el árbol
vascular pulmonar. Diferentes segmentos de la vasculatura pulmonar varían en su respuesta a
factores  vasoactivos,  siendo  probablemente  más  importante  la  acción  de  los  péptidos
vasoactivos  en  regular  el  tono  vascular  en  la  hipertensión  pulmonar,  mientras  que  la  vía
derivada del eNOSON sería la utilizada para mantener la estructura normal de la vasculatura
pulmonar  distal  (30).  El  hecho  de  no  producirse  ninguna  modificación  en  la  respuesta
vasodilatadora al utilizar vardenafil, podría ser explicada por el hecho que este agente, aunque
es un potente vasodilatador, no contribuye a un mayor almacenamiento intracelular de calcio
en condiciones de hipoxia(42). Los inhibidores de la PDE5 incrementan la vía NO/GMPc ya que
disminuyen su respuesta luego de la remoción endotelial.  Este hallazgo corrobora trabajos
anteriores que reportan una relajación vascular mediada por inhibidores de la PDE5 en aorta
de rata (31, 33) y arteria intrapulmonar de rata (34). Pauvert y col, 2000 (35) sugirieron que los
efectos  del  sildenafil  y  sus  relación  con  la  vía  de  señalización  de  Ca+2es  muy  similar  al
observado  con  la  8-  bromoguanosina,  3’5’  monofosfato  cíclico  y  el  ON  de  la  misma
preparación, lo que les sugirió que el efecto del sildenafil es mediado vía GMPc. Esta hipótesis
se refuerza por el hecho que: i) el sildenafil es un potente inhibidor de la PDE5 purificada
(CI50= 3,4  nM) en células  musculares  lisas  pulmonares(36),  ii)  Isoenzimas de la  PDE5 son
expresadas en arteria pulmonar de rata (37, 38, 43), y iii) el sildenafil incrementa los niveles
séricos de GMPc y disminuye la resistencia vascular pulmonar en humanos con hipertensión
pulmonar (32, 39). Entre las alteraciones propuestas que producen el sildenadil y el vardenafil
en las vías de señalización de calcio relacionadas con el GMPc encontramos una fosforilación
del  receptor  de  IP3  (RIP3)  y  una  inhibición  de  la  PLC,  lo  que  disminuiría  la  formación
intracelular  de  IP3  y  la  activación  de  la  SERCA(40).  Este  último  mecanismo podría  estar
incrementado  durante  la  hipoxia  en  presencia  de  sildenafil  y  pudiera  explicar  nuestros
resultados. La vía de señalización NO cGMP es compensatoriamente regulada hacia arriba en
el modelo de HP de ratón y el sildenafil aumenta esta vía para mejorar funcionalmente la
vasoconstricción  pulmonar(41).  En  conclusión,  la  respuesta  vasodilatadora  en  hipoxia  se
potenció con el  sildenafil,  asociado este mecanismo con un incremento en los niveles de
GMPc como consecuencia de la inhibición de la PDE5. Posiblemente el sildenafil contribuya
en hipoxia a un mayor incremento de la recaptación de calcio, asociado con un incremento
independiente  en  la  vía  del  ON/GMPc.  El  vardenafil,  aunque  produce  una  relajación
importante tanto en normoxia como en hipoxia, no induciría un mayor almacenamiento de
calcio  durante  estas  condiciones,  posiblemente  se  requieran mayores  concentraciones  del
fármaco para poder ser observado este efecto potenciador.
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