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Introducción al problema objeto de 
estudio 

 

Durante los últimos años hemos asistido al desarrollo y aprobación de dos fármacos, 

pirfenidona y nintedanib, para el tratamiento de la Fibrosis Pulmonar Idiopática (FPI)(1-

3). Ambos han mostrado capacidad para ralentizar la pérdida de función pulmonar o lo 

que sería lo mismo evitar la progresión de la fibrosis. Si bien, la disponibilidad de estos 

agentes ha sido un gran avance, sabemos que ambos tienen un efecto limitado, pues 

sigue habiendo muchos problemas sin solucionar en estos pacientes (4) y sigue siendo 

necesario el uso de otras terapias en situación de excepción (4, 5). 

Más allá del componente fibrótico de la enfermedad, en la FPI con frecuencia se 

producen cambios fisiopatológicos que dan lugar a hipertensión pulmonar (HP) (6). 

Dicha patología, que complica la evolución de los pacientes con FPI, se relaciona 

claramente con el deterioro funcional y con una mala evolución. La probabilidad de 

desarrollar HP aumenta con el tiempo y, en las fases terminales de la enfermedad, la 

mayoría de los pacientes han desarrollado en algún grado HP(7). Por lo tanto, en los 

pacientes con enfermedades más avanzadas con HP establecida o que estén en alto 

riesgo de desarrollarla, los agentes vaso activos pulmonares pueden representar una 

posible vía terapéutica. La orientación del tratamiento de la HP en la FPI tiene sentido 

intuitivo, pero los retos consisten en no sólo elegir la población de pacientes más 

apropiada, sino también la medicación o clase de medicamentos correcta. 

 

Existen datos que sugieren que la vía del oxido nítrico (NO) pudiera ser una diana 

terapéutica para estos pacientes (8, 9). El estudio Step-IPF de sildenafilo dio un 

resultado negativo si nos fijamos en su objetivo primario (proporción de pacientes con 

un aumento en la distancia de 6 minutos marcha de 20% o más), pero sí demostró de 

forma significativa efectos beneficiosos en otros puntos como: la calidad de vida, el 

grado de disnea, la capacidad de difusión del monóxido de carbono y la oxigenación 

arterial(8, 10). Basándose en un análisis de subgrupos, parece que los pacientes que 

presentan disfunción ventricular derecha son el fenotipo que más probablemente pueda 



4 
 

beneficiarse de esta terapia(11). Sin embargo, siempre hay que ver los análisis de 

subgrupos con cierta circunspección, especialmente cuando se trata de números 

pequeños.  

No está claro en este momento si las terapias específicas frente a la hipertensión 

pulmonar primaria (HPP) tiene algún valor clínico en la enfermedad pulmonar 

intersticial complicada por HP. Ensayos clínicos en FPI utilizando vasodilatadores 

como los antagonistas de los receptores de la endotelina no han dado resultados 

positivos(12, 13). Parece, sin embargo, que el sildenafilo tiene propiedades 

pleiotrópicas más allá de sus efectos vasodilatadores tradicionales que pueden hacer que 

sea especialmente atractivo como un tratamiento complementario para la FPI. Aunque 

existen estudios, observaciones anecdóticas y análisis de subgrupos que han sugerido un 

beneficio con el uso del sildenafilo en FPI, también hay estudios negativos que hacen 

decaer el entusiasmo en su empleo (14, 15). Curiosamente, un reciente meta análisis de 

19 ensayos clínicos aleatorizados que compararon 10 intervenciones diferentes 

(incluidas las terapias específicas utilizadas para HP) con placebo y un período de 

seguimiento medio de un año, sin comparaciones directas entre las intervenciones de 

tratamiento, sugirió que el tratamiento con nintedanib , pirfenidona y sildenafilo 

ofrecían una posible mejora de la supervivencia en pacientes con FPI (16). 

En última instancia, el sildenafilo puede resultar beneficioso para los pacientes con FPI 

con HP desproporcionada (17) y podría ser el siguiente "paso" hacia adelante en la 

búsqueda de una terapia multimodal eficaz para la FPI.  

En esta tesis, estudiaremos “ex vivo” e “in vitro” las propiedades vasodilatadoras y anti-

remodelado de sildenafilo sobre arterias pulmonares humanas con hipertensión 

pulmonar asociada o no a FPI. Valorando el efecto primario vasodilatador sobre anillos 

vasculares pulmonares en un sistema de baño de órganos. Posteriormente estudiaremos 

in vitro su influencia en el remodelado, lo que podría implicar opciones terapéuticas 

más allá de los pacientes con FPI que asocien hipertensión pulmonar. Por último 

evaluaremos el efecto del sildenafilo sobre el cociente V/Q en un modelo animal con 

fibrosis inducida con bleomicina. De este modo podremos valorar el posible efecto 

deletéreo que pudiera tener el fármaco sobre el cociente V/Q, provocando hipoxemia, 

como hacen otros fármacos vasodilatadores.  
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Con todo ello exploramos en el laboratorio el comportamiento global que tendrá el 

sildenafilo ex vivo e in vitro. Pudiendo así disponer de una base fisiopatológica que nos 

permita establecer nuevas hipótesis sobre las que diseñar futuros ensayos clínicos en 

pacientes con FPI. 
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Fibrosis pulmonar idiopática como 
enfermedad intersticial pulmonar 
que puede condicionar hipertensión 
pulmonar 

 

Las enfermedades pulmonares intersticiales (EPIs) son un grupo variado de patologías 

condicionadas por la inflamación y la fibrosis del parénquima pulmonar(18). La 

hipertensión pulmonar (HP) se ha descrito en la mayoría de estas condiciones.  

 

Tabla 1.   Clasificación de las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) (18) 
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La hipertensión pulmonar se define como un aumento en la presión arterial pulmonar 

media (PAPm) ⩾25 mmHg en reposo, evaluada mediante cateterismo cardíaco 

derecho(19). Los datos disponibles han demostrado que la PAPm normal en reposo es 

de 14 ± 3 mmHg con un límite superior de la normalidad de aproximadamente 20 

mmHg(20). La importancia clínica de una PAPm entre 21 y 24 mmHg no está 

suficientemente aclarada. Es obligado seguir cuidadosamente a los pacientes que 

presentan una presión arterial pulmonar (PAP) en este rango cuando están en riesgo de 

desarrollar HP, por ejemplo, pacientes con la enfermedad del tejido conectivo (CTD) o 

miembros de la familia de los pacientes con HP heredable (HPH). 

 

Características fisiopatológicas de la circulación pulmonar 

La vascularización pulmonar sigue un trayecto aproximadamente paralelo al de la vía 

aérea, con un patrón análogo de ramificación. Esta ramificación progresiva se acompaña 

de una disminución exponencial del diámetro de los vasos sanguíneos, según el cual 

(entre otras características) pueden diferenciarse 3 tipos de vasos arteriales: arterias, 

arteriolas precapilares y capilares (que muestran continuidad con vénulas postcapilares 

y venas pulmonares). Esta ramificación y reducción exponencial del diámetro luminal 

del vaso se correlaciona con un aumento exponencial del número de ramificaciones 

arteriales (Fig. 1 A y B). 

A 

 

B 

 

Fig. 1. Patrón de ramificación bronquial y vascular.  A: anatomía de las vía aérea y vascular que muestra de forma 

esquemática la ramificación respiratoria y vascular, con un trayecto vascular prácticamente paralelo al bronquial. 

B: Angio-TC y correspondiente reconstrucción en 3D que ilustra el patrón respiratorio y vascular pulmonar. 

Puede observarse la reducción exponencial del diámetro vascular y aéreo, así como el aumento exponencial del 

número de ramificaciones que la acompaña. 
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 Con respecto a su constitución, las arterias pulmonares son arterias elásticas, en las que 

pueden distinguirse tres capas histológicas en su estructura: íntima (más interna), 

constituida por células endoteliales; media (formada por células musculares lisas); 

adventicia (más externa), formada por tejido conjuntivo y fibroblastos (Fig.2 A). Esta 

estructura histológica muestra continuidad en las arteriolas, cuya media tiene menos 

capas de células musculares lisas (Fig. 2 B). Además, las arteriolas muestran en su 

porción terminal la denominada metaarteriola o esfínter precapilar, que regula el flujo 

sanguíneo que alcanza el lecho capilar. 

A 

 

B 

 

Fig. 2. Estructura histológica arterial. A: Corte transversal de una arteriola que muestra dos capas de 

células musculares lisas en la túnica media (flechas negras). También se distingue el endotelio (flechas 

amarillas). H-E.   B: Corte longitudinal de la pared de una arteria elástica. Se muestra el aspecto 

característico, con túnica íntima (flecha negra), media (flecha amarilla) y adventicia (flecha roja). H.E. 

(Imagen tomada de Geneser, F. 2006. Histología 3º ed.  Madrid: Panamericana). 

 

Los pulmones se caracterizan por ser el único órgano que recibe la totalidad del gasto 

cardíaco, por lo que la circulación pulmonar supone un sistema de alto flujo, baja 

presión y baja resistencia, en condiciones fisiológicas. Por otro lado, en esas mismas 

condiciones, el tono muscular de las arterias pulmonares es significativamente inferior 

al tono que se observa en los vasos arteriales sistémicos. Estas dos premisas justifican 

que el aparato respiratorio constituya un sistema de alto flujo y de baja presión y 

resistencia (21). 
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La presión arterial pulmonar (PAP) se correlaciona inversamente con la cuarta potencia 

del radio luminal de las arterias pulmonares (PAP = 1/r4). Esta relación condiciona que 

mínimos cambios en el radio arterial van a condicionar grandes cambios (inversos) en la 

PAP.  

Todos los vasos pulmonares contribuyen a la determinación de la PAP; no obstante, son 

las arterias pulmonares de mediano y pequeño calibre (arteriolas y capilares) las que 

ostentan una mayor relevancia a la hora de condicionar la PAP. En relación con ello, el 

aumento del gasto cardíaco o flujo sanguíneo pulmonar se sigue de una vasodilatación y 

reclutamiento de vasos colapsados con la finalidad de mantener una PAP dentro de 

valores más o menos constantes. Con ello, en condiciones fisiológicas, el valor de PAP 

media (mPAP) en un adulto sano es de 10 a 20 mmHg. 

En aquellas situaciones patológicas en las que estos mecanismos reguladores no 

funcionan adecuadamente o sean insuficientes (alteraciones contráctiles o aumento del 

espesor parietal arterial) pueden establecerse valores de PAP anormalmente altos, dando 

lugar a la Hipertensión Pulmonar. 

 

 Clasificación de la Hipertensión Pulmonar 

La hipertensión pulmonar se clasificó desde un inicio en 2 categorías:  

1) la hipertensión pulmonar primaria 

2) Hipertensión pulmonar secundaria de acuerdo con la presencia de causas o factores 

de riesgo identificados. 

Desde el segundo Simposio Mundial sobre hipertensión pulmonar realizado en Evian, 

en 1998, se estableció una clasificación clínica con el fin de individualizar las diferentes 

categorías de  hipertensión pulmonar que compartían hallazgos  patológicos, 

características hemodinámicas y manejo similares. Cinco grupos de trastornos que 

causan PH fueron identificados:  

1) la hipertensión arterial pulmonar.  

2)  hipertensión pulmonar debida a enfermedad del corazón izquierdo. 

3) Hipertensión pulmonar debida a enfermedad crónica pulmonar y/o hipoxia. 

4) Hipertensión por enfermedad pulmonar tromboenbólica crónica. 
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5) Hipertensión por mecanismos multifactoriales inespecíficos. 

 

Dicha clasificación sufrió cambios posteriores pero su arquitectura general y filosofía 

no ha variado. Siendo una clasificación utilizada en múltiples guías clínicas de 

diferentes sociedades científicas. Finalmente en el 5º Simposio Mundial llevado a cabo 

en Niza en 2013 se consensuó mantener dicha clasificación pero planteando alguna 

posible modificación en el grupo 1 y en relación a la hipertensión pulmonar en edad 

pediátrica: 

1. Hipertensión arterial pulmonar 

1.1 HAP idiopática 

1.2 HAP Hereditaria 

1.2.1 Mutación BMPR2 (Receptor tipo II de proteína morfogenética de 

hueso) 

1.2.2 ALK-1, Endoglina, SMAD9, Caveolin-1, KCNK3 

1.2.3 Desconocida 

1.3 Inducida por fármacos y tóxicos 

1.4 Asociada a: 

1.4.1 Enfermedad del tejido conectivo 

1.4.2 Infección VIH 

1.4.3 Hipertensión portal 

1.4.4 Enfermedades cardíacas congénitas 

1.4.5 Esquistosomiasis 

1´ Enfermedad pulmonar veno-oclusiva y/o hemangiomatosis capilar pulmonar 

1´´ Hipertensión pulmonar persistente del recién nacido 

 

2. Hipertensión pulmonar debida a cardiopatía izquierda 

2.1 Disfunción sistólica ventricular izquierda  

2.2 Disfunción diastólica ventricular izquierda  
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2.3 Enfermedad valvular 

2.4 Obstrucciones adquiridas o congénitas del tracto de entrada/salida  del 

ventrículo izquierdo y miocardiopatías congénitas 

 

3. Hipertensión pulmonar debido a patología pulmonar y/o hipoxemia 

3.1 Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

3.2 Patología pulmonar intersticial 

3.3 Otras enfermedades pulmonares con patrón mixto restrictivo-obstructivo  

3.4 Trastornos respiratorios del sueño 

3.5 Hipoventilación alveolar 

3.6 Exposición crónica a la altura 

3.7 Anormalidades del desarrollo pulmonar 

 

4. Hipertensión pulmonar por tromboembolismo  

5. Hipertensión pulmonar por mecanismos multifactoriales o no establecidos 

5.1 Enfermedades hematológicas: anemia hemolítica, trastornos 

mieloproliferativos, esplenectomía 

5.2 Enfermedades sistémicas: sarcoidosis, histiocitosis pulmonar, 

linfangioleiomiomatosis, neurofibromatosis 

5.3Trastornos metabólicos: enfermedad de almacenamiento del glucógeno, 

enfermedad de Gaucher, trastornos tiroideos 

5.4 Otros: obstrucción tumoral, mediastinitis fibrosante, insuficiencia renal 

crónica, hipertensión pulmonar segmentaria 

 

Simoneau publicó en 2013 una actualización recogiendo las últimas modificaciones del 

grupo 1 y la edad pediátrica(22) que quedarán reflejadas en la última Guía Europea  (ver 

Figura3)(17) : 
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Fig. 3 Clasificación guía Europea(17) 
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En el grupo 3 de la HP que incluye enfermedades pulmonares crónicas y/o hipoxia están 

implicados otros mecanismos fisiopatológicos mas allá de la vasoconstricción producida 

por la hipoxia, como: el estrés mecánico en pulmones hiperinflados, la pérdida de 

capilares, la inflamación, los efectos tóxicos del humo de cigarrillos, y también se ha 

descrito un desequilibrio entre factores constrictores o relajadores derivados del 

endotelio. 

En el examen histológico de estas enfermedades pulmonares crónicas se encuentran 

hallazgos patológicos que incluyen la hipertrofia de la capa muscular y la proliferación 

de la capa íntima de arterias pulmonares distales; así como, distintos grados de 

destrucción del lecho vascular tanto en el enfisema como en la fibrosis pulmonar(23-25)  

 

 

Fisiopatología de la Hipertensión 
Pulmonar 

 

La hipertensión arterial pulmonar (HAP) tiene una fisiopatología multifactorial. La 

vasoconstricción, la remodelación de la pared vascular pulmonar y la trombosis 

contribuyen a un aumento de la resistencia vascular pulmonar en la HAP. El proceso de 

remodelado vascular pulmonar implica todas las capas de la pared del vaso y se 

complica por la heterogeneidad celular dentro de cada compartimento de la pared 

arterial pulmonar. En efecto, cada tipo de célula (endotelial, músculo liso y 

fibroblastos), así como las células y plaquetas inflamatorias, pueden jugar un papel 

significativo en la HAP.  

La vasoconstricción pulmonar se cree que es un componente temprano del proceso de 

hipertensión pulmonar. La vasoconstricción excesiva se ha relacionado con la 

disfunción o expresión anormales de los canales de potasio y a la disfunción endotelial. 

Dicha disfunción endotelial crónica conduce a la alteración en la producción de 

vasodilatadores como el óxido nítrico y la prostaciclina. Por el contrario lleva a la 

sobreexpresión de vasoconstrictores como la endotelina 1 (ET-1).  
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Muchas de estas anormalidades no sólo elevan el tono vascular y promueven la 

remodelación vascular sino que se convierten en posibles dianas para el tratamiento con 

fármacos. Los estudios genéticos y fisiopatológicos recientes han enfatizado la 

relevancia de varios mediadores sobre los que se puede actuar: la prostaciclina, óxido 

nítrico, ET-1, angiopoyetina-1, serotonina, citocinas, quimiocinas, y miembros de la 

superfamilia del factor de crecimiento transformador-beta   GFβ). También es 

evidente, en la hipertensión pulmonar, una proteólisis desordenada de la matriz 

extracelular (26). 

A nivel anatomopatológico la hipertensión pulmonar se caracteriza por cambios 

celulares y estructurales en las paredes de las arterias pulmonares. Es frecuente observar 

engrosamiento y fibrosis de la íntima, hipertrofia de la media y proliferación de 

fibroblastos en la adventicia. Del mismo modo, es frecuente detectar la extensión del 

músculo liso a vasos que previamente no tenían capa muscular. La mayoría de estos 

cambios se asocian con la mayor presencia de células α-actina de músculo liso  α-SMA) 

y  de células inflamatorias (26-29)  

También se describe la abundancia, atípica, de células endoteliales con funcionalidad 

distinta, en particular en la capa íntima (lesiones plexiforme) así como en las regiones 

peri vasculares(30, 31)(figura 4).  Ni el origen de estas células ni los mecanismos 

moleculares responsables de su acumulación en cualquiera de los tres compartimentos 

está completamente estudiado (32) 

Los  cambios estructurales y funcionales de los vasos pulmonares provocan un  aumento 

de la resistencia vascular pulmonar. Se trata de un proceso multifactorial y complejo 

que implica diferentes vías patológicas y múltiples mediadores. El proceso de 

remodelado se acompaña de disfunción endotelial, activación de fibroblastos y células 

musculares lisas e interacciones entre diferentes tipos celulares en la pared vascular (24, 

33-36). 
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FIG. 4  Pulmones control con histología normal (A) o con arteria pulmonar remodelada con 

engrosamiento de la media (B). Pulmones con hipertensión pulmonar primaria con engrosamiento de la 

media y la íntima (C), obliteración de la íntima (D), y lesiones plexiformes con inflamación (E). 

Hematoxilina-eosina con los siguientes aumentos A, B: 10X; C, D:20; E: 40x(31) 

 

 

Entre los mecanismos moleculares que intervienen en dicha patología, tanto el factor de 

crecimiento tumoral beta 1 (TGF-β ), el factor de crecimiento de tejido conectivo 

(CTGF), la endotelina 1 (ET-1) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF) contribuyen en el proceso fibrótico mediante la transformación y activación de 

fibroblastos a miofibroblastos, así como la transformación de células epiteliales que se 

asocian al desarrollo de hipertensión pulmonar en la fibrosis pulmonar. 
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 Por el contrario, otros mediadores celulares como el oxido nítrico (NO), BMPR2, y la 

prostaciclina median efectos protectores antiproliferativos y anti remodelado vascular y 

pulmonar (36, 37). El incremento del estrés oxidativo contribuye al remodelado 

pulmonar característico de la fibrosis pulmonar (38, 39). En este sentido, se sabe que la 

generación de radicales libres del oxígeno da lugar al desacoplamiento de la óxido 

nítrico sintasa endotelial (eNOS) reduciendo la liberación de NO,  al paso de células 

alveolares tipo II o células epiteliales bronquiales a miofibroblastos, a la transformación 

de musculo liso bronquial y vascular a miofibroblastos así como a la transformación de 

células endoteliales de arteria pulmonar a miofibroblastos, lo cual contribuye a la 

progresión de la fibrosis pulmonar y a la hipertrofia de la capa intima de la arteria 

pulmonar. Todo este proceso se denomina remodelado pulmonar y está directamente 

relacionado con el endotelial. Esta reducción de la liberación endotelial de oxido nítrico 

generalmente cursa con un aumento en la liberación de ET-1, Tromboxano A2 (TXA2) 

y TGF-β  dando lugar a la disfunción endotelial, transformación de fibroblastos, células 

endoteliales o musculares a miofibroblastos y contribuyendo así al remodelado vascular 

pulmonar y a la producción de hipertensión pulmonar en el contexto de fibrosis 

pulmonar.  

 

Hipertensión pulmonar en la 
patología intersticial difusa 

La hipertensión pulmonar como complicación de las enfermedades intersticiales se 

incluye en la Organización Mundial de la Salud (OMS) como Clase 3 (hipoxia asociada 

a HP) (17, 23) 

La detección de hipertensión pulmonar en estas enfermedades es marcador de mal 

pronóstico. En un estudio de 99 pacientes con fibrosis pulmonar idiopática (FPI), la 

mediana de supervivencia de los pacientes en los que se calculó, con ecocardiografía 

transtorácica (ETT), una presión sistólica de la arteria pulmonar estimada (SPAP)  

mayor de 50mmHg fue menor de un año(Figura 5) (25). 

 



17 
 

 

FIG. 5 Curva de supervivencia Kaplan-Meier de 88 pacientes con FPI estratificados conforme a la 

presión arterial pulmonar sistólica.(25) 

 

En otro estudio, pacientes con FPI remitidos a trasplante pulmonar, a los que se les hace 

en el estudio pre trasplante  un cateterismo cardíaco derecho y por tanto era conocida la 

presión arterial pulmonar real, se vio que: cuando la presión media de la arteria 

pulmonar fue mayor de 25 mmHg se asoció con una supervivencia media de dos 

años(40) . Por ello los pacientes con fibrosis pulmonar idiopática que desarrollan 

hipertensión pulmonar consideraban que debían ser remitidos a Unidades de Trasplante 

Pulmonar. En el estudio de Shorr, publicado en 2007 se estudian los pacientes ya 

incluidos en lista de trasplante pulmonar afectos de FPI y se comprueba que con los 

mismos parámetros de función respiratoria, unos pacientes desarrollan hipertensión y 

otros no, siendo esta una variable independiente de mortalidad (Figura 6). 
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Fig. 6  Tabla obtenida del estudio de Shorr de 2007 la comparación de diversas 

variables entre los grupos de pacientes con diferentes grados de presión arterial 

pulmonar.  (41) 

 

 

La prevalencia de la hipertensión pulmonar en las patologías intersticiales difusas varía 

entre el 8% y el  80%, dependiendo del método de detección empleado y del estadio de 

la enfermedad (7, 40, 42, 43). Debido al mal pronóstico y la gravedad de la hipertensión 

pulmonar en la patología intersticial pulmonar, la investigación farmacológica en este 

campo puede ser de interés potencial para mejorar su progresión. 

La etiología de la HP en la patología intersticial pulmonar (ILD) no está del todo 

aclarada, pudiendo ser el resultado del proceso fibrótico en sí, de las anomalías 

vasculares intrínsecas, del proceso subyacente, o de la presencia de comorbilidad 

añadida. 
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Biopatología de la hipertensión pulmonar en la patología intersticial difusa 

 

La biopatología de la HP en ILD refleja un proceso multifactorial y complejo que 

implica varias rutas diferentes y mediadores. Como los capilares pulmonares atraviesan 

el intersticio del pulmón, la inflamación y fibrosis del intersticio puede afectar al lecho 

vascular. Al iniciarse el patrón en panal pulmonar, se observa enfermedad vascular 

consistente, en gran parte, en la muscularización. Conforme se desarrolla el pulmón en 

panal, llega una etapa de atrofia vascular fibrosa y ablación. Ésta se caracteriza por la 

fibrosis pronunciada de la íntima y la recanalización de trombos. Se genera así una 

atrofia fibrosa de la media y finalmente la ablación fibrosa de los vasos afectados(44). 

La ablación vascular reduce el calibre global del lecho vascular, aumenta la resistencia 

vascular pulmonar, y genera hipertensión pulmonar. Además, la fibrosis perivascular 

puede influir en la distensibilidad de los vasos pulmonares, posiblemente aumentando la 

resistencia vascular y con ello también la presión arterial pulmonar. La ubicación del 

proceso fibrótico también puede jugar un papel en la génesis de la hipertensión 

pulmonar; por ejemplo, en la FPI, el proceso fibrótico se produce principalmente en una 

distribución subpleural con una predilección por las bases pulmonares. 

Los vasos sanguíneos en sí mismos pueden participar en la génesis de la HP a través de 

un mecanismo independiente del proceso fibrótico. Por ejemplo, la neovascularización 

aberrante en la FPI puede alterar la distensibilidad vascular o aumentar la resistencia 

vascular de los vasos pulmonares que conducen a HP. Investigaciones en  humanos y en 

animales de lesión pulmonar y fibrosis demuestran la regulación positiva de los 

inhibidores de la proteasa(45), que conduce a la hipercoagulabilidad, la supresión de la 

fibrinolisis, y, posiblemente, eventos trombóticos; por lo tanto, los pacientes con 

fibrosis pulmonar tienen una tendencia protrombótica con una propensión a formar 

microtrombos que a su vez puede contribuir a la génesis de HP (45, 46). 

Se han descrito trastornos en las citocinas similares en la fibrosis pulmonar y la 

hipertensión  pulmonar primaria  por ejemplo, factor de crecimiento tumoral β   GF-β), 

factor de crecimiento del tejido  conectivo (CTGF), endotelina-1 (ET-1)), lo que sugiere 

que estos trastornos comparten características patogénicas y que uno puede influir, 

generar o perpetuar la otra. La disfunción de la célula endotelial pulmonar en ILD puede 

manifestarse como una mayor síntesis de ET-1, TGF-β y el factor de crecimiento 
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derivado de plaquetas (PDGF) (34), o disminuyendo la síntesis de vasodilatadores y 

moléculas anti-proliferación de las células musculares lisas (SMC), tales como el óxido 

nítrico (NO) o prostaciclina(36). Análisis con microarray realizados en 13 pacientes con 

FPI e HP revelaron que los genes infra expresados incluyen factores angiogénicos tales 

como factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y moléculas de adhesión 

endotelial de plaquetas, así como factores que afectan el tono de los vasos tales como la 

enzima conversora de angiotensina y ET-1 . Entre los genes sobreexpresados se 

encontraron fosfolipasa A2 y otros factores que median la remodelación. La 

disminución de los factores angiogénicos y el aumento de los genes inflamatorios y de 

remodelación pueden reflejar una alteración fundamental en el fenotipo de células 

vasculares en la FPI que puede contribuir al desarrollo de HP (37). Entre los diferentes 

procesos celulares característicos del remodelado que se produce en la hipertensión 

pulmonar asociada a las enfermedades intersticiales podemos encontrar la disfunción 

endotelial, la transición de endotelio a mesénquima, la proliferación de células 

musculares lisas y fibroblastos en la arteria pulmonar y la transición de fibroblastos a 

miofibroblastos.  

  

Papel del  TGF-β en la Hipertensión pulmonar asociada a patología intersticial 

 

Los estudios que demuestran la relación de la superfamilia TGF-β y el daño vascular 

sugieren la posible conexión entre la superfamilia TGF-β y la Hipertensión pulmonar 

asociada a patología intersticial. 

La reestenosis vascular tras colocación de stents ha demostrado que TGF-β estimula la 

hiperplasia de la nueva íntima y la acumulación de matriz extracelular por interacción 

directa o indirecta con las células endoteliales, células inmunes, fibroblastos y SMCs 

(33). El disbalance por el aumento de señal de TGF-β  considerado el acelerador del 

remodelado vascular) comparado con el descenso de activación de señal del Bone 

morphogenetic protein receptor type 2 (BMPR2) (considerado el inhibidor del 

remodelado vascular) finalmente produce Hipertensión Pulmonar.  
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Papel de la PDE5 en la Hipertensión Pulmonar asociada a patología intersticial 

  

Los pacientes con FPI severa presentan anomalías del circuito vascular pulmonar  

marcados por la presencia de niveles bajos tanto en reposo como la inducida por 

ejercicio de la producción de Óxido Nítrico.  Puesto que el óxido nítrico es un potente 

vasodilatador pulmonar, los niveles reducidos se asocian con la vasoconstricción 

pulmonar y la alteración del intercambio gaseoso. 

El Sildenafilo es un inhibidor de la fofodiesterasa-5 (PDE5) que estabiliza el segundo 

mensajero del óxido nítrico, guanosin monofosfato cíclico (GMPc), que conduce a la 

vasodilatación pulmonar. Dicha vasodilatación podría mejorar el cociente ventilación-

perfusión  y por lo tanto el intercambio gaseoso en pacientes con FPI. Sildenafilo parece 

reducir la disfunción endotelial y la apoptosis (47), y también se ha descubierto que 

sildenafilo reduce la fibrosis inducida por bleomicina en estudios con ratas (48). Más 

recientemente, sildenafilo se ha ensayado en humanos con FPI mostrando una mejoría 

del grado de disnea y calidad de vida. Por todo ello sildenafilo podría ser un potencial 

tratamiento de la Hipertensión Pulmonar asociada a patología intersticial. 

 

Descubrimiento del papel del NO 

La investigación sobre un nuevo mecanismo de señalización que involucra NO se inició 

a finales de 1970, cuando Robert Furchgott, Presidente del Departamento de 

Farmacología de la Universidad Estatal de Nueva York Health Science Center en 

Brooklyn, NY, describió por primera vez el papel de las células endoteliales en la 

regulación del tono vascular. Furchgott observó un hallazgo paradójico. Consciente de 

que la acetilcolina (ACh) era un potente dilatador in vivo y en órganos ex vivo, observó 

sorprendentemente que la ACh provocaba una respuesta contráctil de la tira aórtica 

(Furchgott y Bhadrakom, 1953). Este efecto anómalo de ACh siguió siendo un enigma 

hasta 1978, cuando debido a un error involuntario hecho por su técnico, Furchgott 

encontró que los agonistas muscarínicos provocaban la relajación si la preparación era 

pretratada con un agente contráctil tal como norepinephrine. Furchgott pareció resolver 

la aparente paradoja cuando observó que eliminando el endotelio de los vasos abolió la 

respuesta de relajación inducida por ACh tras el pretratamiento con norepinefrina. 

Determinó además por análisis microscópico que el raspado de la superficie intimal 
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causaba la anulación de la respuesta de relajación por la pérdida de células endoteliales 

de la tira aórtica. Utilizando el denominado "procedimiento en sándwich", Furchgott 

reforzó sus conclusiones demostrando que una tira transversal de aorta desprovista de 

células endoteliales se relajaba después de la exposición a ACh si estaba montada con 

su superficie libre de endotelio colocada contra una superficie íntima de una segunda 

tira con células endoteliales 

Sobre la base de estos experimentos, Furchgott propuso en 1982 que ACh interactuaba 

con los receptores muscarínicos en la superficie de las células endoteliales para 

provocar la liberación de una sustancia desconocida del endotelio. Esta sustancia se 

difundiría entonces a las células musculares lisas cercanas para inducir la relajación. Él 

nombró a este relajante del músculo liso Factor relajante endotelial (EDRF). Furchgott 

amplió estos hallazgos determinando que la histamina, la serotonina y la bradiquinina 

también podrían servir como agentes relajantes dependientes del endotelio en el 

músculo liso vascular. 

Basándose en el conocimiento de que en ciertas preparaciones de músculo liso había 

una relación positiva entre los niveles de GMPc y la relajación, Furchgott propuso 

eventualmente una vía en la que la liberación de EDRF inducida por ACh estimulaba la 

guanilil ciclasa del músculo liso vascular, causando un aumento de GMPc. Esta 

secuencia de eventos de alguna manera proporcionaba la señal para provocar la 

relajación del músculo liso. Esta teoría iba a ganar en importancia a medida que pasaba 

el tiempo, y la evidencia en su favor fue creciendo gradualmente. El vínculo entre 

GMPc y la relajación del músculo liso también derivó del apoyo de estudios realizados 

por varios grupos, incluyendo los de Ferid Murad y Louis Ignarro. Utilizaron arteria 

coronaria y pulmonar bovina, así como aorta de conejo, para proporcionar la evidencia 

que daba un papel causal para el GMPc en la relajación de la musculatura lisa vascular. 

Sin embargo, la identidad de EDRF seguía sin ser conocida. 

 

En 1976, Louis Ignarro y sus asociados en la Universidad de California en los Ángeles 

proporcionaron una importante contribución al papel que el NO juega en la relajación 

del músculo liso. Demostraron que la nitroglicerina liberaba el NO como parte de su 

acción y que la relajación inducida por NO de una preparación de arteria coronaria 

bovina estaba asociada con un aumento en los niveles de GMPc. Cuando en 1979 
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Ignarro y su equipo confirmaron la hipótesis de trabajo hecha por Murad y compañeros 

de que los compuestos del nitrógeno provocaban una relajación de la célula muscular 

lisa en relación al GMPc mediante la liberación de NO, llegaron a la conclusión de que 

el efecto relajante de la ACh fue farmacológicamente similar a la del NO(49). Se llevó a 

cabo otra serie de experimentos para probar la hipótesis aún no publicada de que el 

factor relajante derivado del endotelio podría ser el NO. Utilizando una preparación en 

cascada de bioensayo similar a los utilizados por Gaddum, Burn y Vane, Ignarro y sus 

colegas compararon las propiedades químicas y farmacológicas del factor relajante 

derivado del endotelio y  el NO. Estos experimentos revelaron sorprendentes similitudes 

entre las dos sustancias, lo que indujo a Ignarro en julio de 1986 a proponer 

independientemente de Furchgott que el Factor Relajante Endotelial era el NO. 

Un experimento adicional realizado por el grupo de Ignarro proporcionó la prueba final 

de la identidad del factor relajante derivado del endotelio. Encontraron que producía un 

cambio espectral en la hemoglobina reducida que era idéntico al cambio producido por 

el NO auténtico (50). A pesar de su indeleble influencia en los descubrimientos 

asociados al NO como mediador celular, Ignarro admitió que él y su grupo iniciaron su 

investigación de la relajación dependiente del endotelio en 1983, no porque creyeran 

que el EDRF podría ser NO, sino debido a la suposición de que GMPc desempeñaba un 

papel en el proceso de relajación muscular. Por lo tanto, una vez más, la serendipia jugó 

un papel clave en un descubrimiento de gran importancia. 

El trabajo de Furchgott, Murad e Ignarro tuvo ramificaciones de gran alcance tanto 

desde una perspectiva heurística como terapéutica. El descubrimiento del NO como 

vasodilatador representó la aparición de un nuevo proceso biológico. Este proceso 

implicaba un gas producido endógenamente que servía como una molécula de 

señalización. La generación de NO conduce a la activación o inhibición de múltiples 

efectores, incluyendo relajación muscular, neurotransmisión, función renal, reacciones 

de defensa del huésped y función cerebral. Además, la utilización del NO como agente 

terapéutico ha dado a los médicos la oportunidad de realizar avances significativos en el 

diagnóstico, tratamiento y prevención de los trastornos cardiopulmonares en los 

pacientes neonatos y pediátricos. En los adultos, la producción alterada de NO está 

asociada con una variedad de trastornos cardiovasculares crónicos, así como con 

enfermedades metabólicas, inflamatorias y neuronales. Como resultado, la investigación 

dedicada a dirigir la entrega de fármacos al endotelio está disfrutando actualmente de 
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una ola de interés. A este respecto, el comentario profético de Furchgott a principios de 

los años ochenta merece el siguiente relato: "... una vez que se ha dilucidado la fuente, 

la identidad química y el mecanismo de acción de la sustancia (o sustancias) relajante 

derivada del endotelio, deberemos tener, por fortuna, una nueva base para el desarrollo 

de fármacos que son útiles en el tratamiento de ciertos trastornos circulatorios 

"(Furchgott, 1981).(51) 

Además, los estudios de Ignarro y sus colegas arrojaron luz sobre una vía de 

transducción de señal que es modulada por fármacos para controlar la impotencia. Un 

enfoque muy exitoso para tratar este trastorno con Sildenafilo basada en la mejora de los 

efectos del NO mediante la inhibición selectiva de la fosfodiesterasa-5 en el cuerpo 

cavernoso (músculo liso) del pene. Como resultado, GMPc se deja acumular, causando 

la vasodilatación del cuerpo cavernoso. Por ello, Robert Furchgott, Ferid Murad y Louis 

Ignarro recibieron conjuntamente el Premio Nobel de Medicina en reconocimiento a sus 

inestimables logros científicos, que proporcionaron grandes avances conceptuales en 

nuestra comprensión de los mecanismos cardiovasculares básicos y al mismo tiempo 

aumentaron las oportunidades para el desarrollo de fármacos.(51) 

 

Descripción del NO 

El óxido nítrico (NO) es una molécula gaseosa resultante de la combinación de un 

átomo de oxígeno y otro de nitrógeno. Se sintetiza en la mayoría de células del 

organismo a partir del aminoácido L-arginina y participa en la regulación del tono 

vascular, actúa como neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico, y 

media la citotoxicidad del macrófago en la defensa inmunitaria inespecífica. También se 

ha relacionado con la regulación bioenergética celular por su actuación sobre la 

mitocondria. Esta diversidad de funciones biológicas reguladas por el NO resulta difícil 

de relacionar con la simplicidad de su molécula; sin embargo, está en proporción tanto 

con su elevada reactividad, por presentar un electrón desemparejado,  como por la 

complejidad de la óxido nítrico sintasa (NOS), enzima responsable de su síntesis. 

Óxido nítrico sintasa: es una flavoproteina con estructura dimérica. El dominio 

oxigenasa tiene lugares de unión para la L-arginina, el grupo hemo y la 

tetrahidrobiopterina (BH4), y está conectado a través de un lugar de reconocimiento 
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para la calmodulina al dominio reductasa, que contiene lugares de unión para el flavín 

adenín dinucleótido (FAD), Flavín mononucleótido (FMN) y Nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH). Se han descrito tres isoenzimas de la NOS que proceden 

de genes distintos. La NOS endotelial (NOSe), la NOS neuronal (NOSn) y la NOS 

inducible (NOSi). 

Las NOSe se expresa preferentemente de forma constitutiva y sintetiza pequeñas 

cantidades de NO de forma continua. Se localiza en las células endoteliales, plaquetas y 

células mesangiales renales. Está implicada en la regulación de la homeostasia vascular. 

La actividad de la ONS se regula mediante modificaciones postranscripcionales, y se 

considera que la más importante es su unión a la calmodulina. Dicha unión en el caso de 

la NOSe depende de la concentración de Ca2+, siendo este ión el principal regulador de 

su actividad. Otro mecanismo de regulación lo constituye la fosforilación de la ONSe 

por una proteincinasa en respuesta al flujo pulsátil y que conduce a un incremento de la 

actividad enzimática. Por último se ha sugerido que el propio NO, a través de un 

mecanismo de retroalimentación negativa, regula su propia síntesis inhibiendo  la 

actividad de la NOS 

 

La NOS  cataliza la producción de NO a partir de la oxidación de un nitrógeno 

guanidino terminal de la L-arginina, en una compleja reacción en la que el O2 y el 

NADPH actúan como cosustratos; el FAD, El FMN, el BH4 y el grupo hemo actúan 

como cofactores redox. Inicialmente y tras oxidación del NADPH, los electrones son 

transferidos hacia las flavinas en el dominio reductasa, donde la unión de la calmodulina 

permite la transferencia de electrones al dominio oxigenasa. La interacción de los 

electrones con el ión hierro del grupo hemo en el lugar catalítico de la enzima permite la 

reacción de la L-arginina con el O2 dando lugar a NO y citrulina. 

La vida media del NO es muy corta (segundos) en sistemas biológicos. En condiciones 

fisiológicas reacciona con el oxígeno, dando lugar a la formación de nitritos, principal 

vía de eliminación de este mediador. A su vez, la rápida reacción del NO con grupos tiol 

actúa como mecanismo de transporte y de inactivación. En algunas circunstancias 

también es capaz de interaccionar con diversos radicales libres de O2 formando especies 

reactivas de nitrógeno. 
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Mecanismo acción NO 

A diferencia de la mayoría de las moléculas que transmiten información entre células, el 

NO no es almacenado ni transportado de forma especializada. Se sintetiza en respuesta a 

un estímulo y, gracias a sus propiedades fisicoquímicas, se difunde a través de las 

membranas biológicas,  tras lo cual reacciona con diversas dianas intracelulares, como 

son metales de transición, grupos tiol y amina, oxígeno, superóxido y otros radicales 

libres. En condiciones fisiológicas las células sintetizan bajas cantidades de NO en un 

ambiente pobre en radicales libres, por lo que la acción directa del NO determina la 

respuesta celular funcional. En particular debemos destacar la activación de la guanilil 

ciclasa soluble por unión con el ión hierro en forma de hemo de la enzima, con el 

consiguiente incremento en los niveles de guanosín monofosfato cíclico (GMPc) y la 

activación de proteincinasas, fosfodiesterasas y canales iónicos. 

 

Efectos cardiovasculares ONe 

El ON de origen endotelial desempeña un papel fundamental como relajante vascular, 

participando en la vasodilatación inducida por estímulos mecánicos, como el estrés por 

cizallamiento, o estímulos químicos, como la acetilcolina o la bradicinina. Una vez 

sintetizado, difunde al músculo liso vascular activando la guanilil ciclasa soluble e 

incrementando los niveles de GMPc. Además, el NO inhibe la proliferación de células 

de músculo liso vascular y previene la adhesión de los leucocitos y monocitos al 

endotelio vascular. En las plaquetas el NO inhibe su adhesión y agregación, y modula la 

función del plasminógeno.  Estas acciones, unidas al hecho de que la disfunción 

endotelial y el desarrollo de enfermedades presenta como factor común concentraciones 

bajas de NO, sugieren un papel crítico de este mediador en el mantenimiento de la 

homeostasis vascular.  
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Fig. 7 Síntesis fisiológica NO y posibilidades actuación farmacológica 

 

Inhibidores de la fosfodiesterasa 5 

 Las concentraciones intracelulares de GMPc vienen determinadas por el balance entre 

la actividad guanilil ciclasa y de las fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos que 

catalizan su degradación. Se han identificado 11 encimas fosfodiesterasas de entre las 

cuales, la fosfodiesterasa 5 es la principal responsable de la degradación del GMPc 

generado por la actuación del NO. Aunque esta enzima se expresa en diferentes 

órganos, desempeña un papel fundamental en las células del cuerpo cavernoso del pene, 

así como en células del músculo liso vascular, especialmente en el lecho pulmonar. Este 

grupo incluye tres principios activos cuya estructura química deriva del GMPc: el 

citrato de sildenafilo, vardenafilo y tadalafilo. Todos ellos comparten un mismo 

mecanismo de acción y difieren en algunas propiedades farmacocinéticas. 
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Mecanismo de acción y efectos farmacológicos inhibidores PDE5: 

Inhiben la enzima PDE5 de forma reversible y competitiva con el GMPc. Como 

consecuencia inducen relajación de la musculatura cavernosa y vascular con la 

consiguiente vasodilatación y erección peneana. De forma paralela se produce una 

ligera vasodilatación sistémica. Además, reducen la resistencia vascular pulmonar,  de 

ahí el uso del sildenafilo como tratamiento de la hipertensión pulmonar. 

 

 

Fibrosis Pulmonar Idiopática 

 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI), es la enfermedad intersticial pulmonar de peor 

pronóstico, ya que no existe ningún tratamiento suficientemente eficaz que mejore el 

pronóstico de forma significativa. La terapia habitual mediante corticoides e 

inmunosupresores no resulta eficaz para frenar la progresión de la enfermedad(52). El 

enfoque terapéutico en la FPI empezó a cambiar a partir de la nueva hipótesis 

fisiopatológica de la enfermedad en la que se planteó el desarrollo del proceso como una 

alteración reparativa epitelio-mesenquimal que podía iniciarse sin una inflamación 

previa y donde el tratamiento anti-inflamatorio e inmunomodulador no habían 

demostrado modificar el curso evolutivo de la enfermedad.(53, 54) Actualmente 

Nintedanib y Pirfenidona abren un futuro prometedor en el tratamiento de la FPI. 

La hipertensión pulmonar, como hemos visto,  es una complicación frecuente en 

pacientes con FPI y supone un grave empeoramiento del pronóstico.  Aunque incluida 

en  el  grupo 3 (HP inducida por hipoxia) en la clasificación de  la OMS, se postula, 

como hemos descrito anteriormente, que en ella también participan mecanismos de 

remodelado de las arterias pulmonares, similares a los de la HP  idiopática. 

 La fibrosis pulmonar idiopática se caracteriza por la inflamación y cicatrización de los 

alvéolos y del intersticio, produciéndose una pérdida de las unidades funcionales 

alveolares y una reducción en la transferencia de oxígeno a la sangre.  
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La clínica y el diagnóstico de la FPI está bien consensuada y establecida(55, 56). Por el 

contrario, se desconocen las causas precisas que la provocan, pero se sabe que la lesión 

pulmonar y el exceso de tejido fibrótico tienen un papel clave en la patogénesis de la 

enfermedad. 

La FPI afecta a 5 millones de personas en todo el mundo de edades comprendidas entre 

40 y 75 años, siendo más frecuente en hombres que en mujeres, con una incidencia de 

10,7/100.000 y 7,4/100.000 y una prevalencia de 20,2/100.000 y 13,2/100.000 

respectivamente, considerándose una enfermedad rara (57). Todavía no existe ningún 

tratamiento que consiga un aumento significativo de la supervivencia, siendo 

pirfenidona y nintedanib los dos únicos fármacos aprobados  que han logrado mejorar el 

pronóstico de la enfermedad, siendo la supervivencia media de 2,8 años (58, 59), peor 

que la mayoría de los cánceres (35). La evolución y gravedad de la fibrosis pulmonar 

idiopática está condicionada por diferentes causas. Entre estas, la hipertensión pulmonar 

asociada a la fibrosis pulmonar es un factor de mal pronóstico y de rápida evolución de 

la enfermedad. La prevalencia de hipertensión pulmonar en la fibrosis pulmonar varía 

entre el 8% y el 80% según el método utilizado (40). Debido al mal pronóstico y 

severidad de la hipertensión pulmonar asociada a la fibrosis pulmonar, la investigación 

farmacológica en este campo se considera de especial interés.  

La etiología de la hipertensión pulmonar asociada a la fibrosis pulmonar puede 

sobrevenir por el mismo proceso fibrótico, por anomalías vasculares intrínsecas o por la 

presencia de comorbilidades (44). 

Entre los mecanismos moleculares que intervienen en dicha patología, tanto el factor de 

crecimiento tumoral beta 1 (TGF-β ), el factor de crecimiento de tejido conectivo 

(CTGF), la endotelina 1 (ET-1) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF) contribuyen en el proceso fibrótico mediante la transformación y activación de 

fibroblastos a miofibroblastos, la transformación de células epiteliales alveolares tipo II 

o células epiteliales bronquiales a miofibroblastos, la transformación de musculo liso 

bronquial y vascular a miofibroblastos así como a la transformación de células 

endoteliales de arteria pulmonar a miofibroblastos, lo cual contribuye a la progresión de 

la fibrosis pulmonar y a la hipertrofia de la capa intima de la arteria pulmonar (34). 

Todo este proceso se denomina remodelado pulmonar y está directamente relacionado 

con el desarrollo de la hipertensión pulmonar asociada a la fibrosis pulmonar. Por el 
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contrario, otros mediadores celulares como el oxido nítrico (NO), BMPR2, y la 

prostaciclina median efectos protectores antiproliferativos y antiremodelado vascular y 

pulmonar (36, 37). El incremento del estrés oxidativo contribuye al remodelado 

pulmonar característico de la fibrosis pulmonar (38, 39). En este sentido, se sabe que la 

generación de radicales libres del oxígeno da lugar al desacoplamiento de la óxido 

nítrico sintasa endotelial (eNOS) reduciendo la liberación de oxido nítrico endotelial. 

Esta reducción de la liberación endotelial de oxido nítrico generalmente cursa con un 

aumento en la liberación de ET-1, Tromboxano A2 (TXA2) y TGF-β  dando lugar a la 

disfunción endotelial, transformación de fibroblastos, células endoteliales o musculares 

a miofibroblastos y contribuyendo así al remodelado vascular pulmonar y a la 

producción de hipertensión pulmonar en el contexto de fibrosis pulmonar. Por tanto, el 

hecho de inhibir el desacoplamiento de eNOS en las células endoteliales de las arterias 

pulmonares de pacientes con fibrosis pulmonar, podría mejorar el pronóstico y la 

evolución de dicha enfermedad. 

Papel del TGFβ  en la Fibrosis Pulmonar Idiopática 

La hipótesis prevalente de la génesis de la FPI sugiere que los eventos iniciales 

implicados en la patogénesis serían lesiones microscópicas del epitelio alveolar que 

provocarían daño celular y una reepitelización y reparación posterior anormales (60) así 

como un incremento de la producción de mediadores fibrogénicos en particular el TGF-

β por células inflamatorias y epiteliales.(61) 

Como consecuencia las células epiteliales y endoteliales adquieren fenotipos de 

mesénquima(53), se reclutan fibrocitos circulantes y células madre procedentes de 

médula ósea, los fibroblastos del mismo tejido pulmonar se activan, migran y proliferan 

diferenciándose en miofibroblastos activados, lo que promueve el excesivo aumento de 

matriz extracelular y el anormal acumulo de colágeno. 

 GFβ es una de las citocinas profibróticas más estudiadas.  n los pulmones,  GFβ es 

producido por una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo macrófagos 

alveolares, neutrófilos, células epiteliales alveolares activadas, células endoteliales, 

fibroblastos y miofibroblastos.  uando se activa,  GFβ es un factor de crecimiento 

pleiotrópico con propiedades quimiotácticas y proliferativas.  l  GFβ induce el 

reclutamiento de macrófagos y fibroblastos, así como la proliferación de fibroblastos a 

través de la expresión del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). En estas 

células, el  GFβ también estimula la expresión de varias citocinas proinflamatorias y 
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fibrogénicas, tales como TNF-α, PDGF, IL-1b o IL-13, incrementando y perpetuando de 

ese modo la respuesta fibrótica. 

 

Fig. 8  Esquema hipotético sobre el papel del TGF-β en la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopática  FPI) y las 

fuentes potenciales de miofibroblastos activados. Las múltiples microlesiones presuntas del epitelio alveolar inducen 

apoptosis de células de tipo alveolar (AT) I y ATII, disrupción de la membrana basal y producción de TGF-β en 

macrófagos, células epiteliales o miofibroblastos activados. Esto perpetúa el proceso aberrante de curación de heridas 

al inducir la producción de matriz extracelular, promoviendo el reclutamiento y activación de miofibroblastos por 

parte de fibroblastos pulmonares residentes, células epiteliales y endoteliales sometidas a cambios de tipo 

mesenquimal (EMT y EndoMT), fibrocitos derivados de médula ósea o pericitos de los vasos circundantes e 

intersticio.(62) 

TGF-β  es un miembro de la superfamilia  GFβ, un grupo altamente conservado de 

citocinas, de las cuales hay tres isoformas en mamíferos (TGF-β ,  β  y β ).  GF-β  es 

una citocina pleiotrópica que se expresa de forma ubicua en todas las células y tejidos 

del cuerpo. La isoforma que se ha relacionado de forma más estrecha  con el desarrollo 

de la FPI es la  GFβ1  (63) 

 

El TGF-β1 tiene profundos efectos sobre las células epiteliales, promoviendo la 

apoptosis epitelial(64), la transición epitelio-mesénquima (65) y la migración de células 

epiteliales (66) e inhibiendo la proliferación epitelial. El papel de TGF-β  se ha descrito 
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ampliamente en FPI. TGF-β  está aumentado en muestras de tejido tanto de modelos 

animales de FPI (67) como en pacientes con FPI (68). La sobreexpresión de TGF-β1 

activo conduce a la fibrosis pulmonar persistente(69), incluso en animales que son 

resistentes a la fibrosis(70), mientras que el bloqueo de la señalización de TGF-β mejora 

la fibrosis pulmonar en modelos de roedores  (71, 72). 

TGF-β  se sintetiza como un pequeño complejo latente que consiste en  GF-β  activo 

asociado no covalentemente con el péptido asociado a latencia (LAP), y éste se secreta 

a su vez en asociación con las proteínas de unión a TGF-β latentes como un gran 

complejo latente. La síntesis de  GFβ latente puede aumentarse mediante mediadores 

inflamatorios tales como TNF-α(73) (74)  sin embargo, queda secuestrado como una 

molécula inactiva, que se almacena en la matriz extracelular y necesita activarse antes 

de que ejerza un efecto biológico. La activación (escisión y liberación del complejo 

peptídico asociado a latencia y la proteína de unión  a TGF-β latente) puede ocurrir a 

través de procesos físicos como la acidificación, los cambios extremos de temperatura y 

la oxidación, que pueden explicar el mecanismo por el cual el asbesto puede promover 

la fibrosis pulmonar (75).  l  GFβ también puede ser activado por proteasas como 

plasmina, triptasa, trombina, elastasa, metaloproteinasa de matriz 2 y 9 (76) y por 

interacciones con trombospondina-1(77) o integrinas  aVb3, aVb5, aVb8 y aVb6(78). 

La mayoría de los mecanismos de activación de TGF-β descritos son omnipresentes  sin 

embargo, las integrinas han mostrado un papel importante sobre el que pivota la 

activación del TGF-β en los procesos fibróticos(79). 

 

TGFβ en la lesión epitelial 

Se cree que la lesión repetitiva del epitelio alveolar es un evento importante 

desencadenante del proceso aberrante de cicatrización de las lesiones que se ven en la 

FPI(80).  La alteración de las células epiteliales inicia la activación plaquetaria con 

formación de coágulos ricos en fibrina y una cascada fuerte antifibrinolítica, 

caracterizada por el aumento en epitelio del inhibidor del plasminógeno 1 ( PAI-1), un 

proceso que es impulsado por TGF-β1/Smad3(81). La inactivación de PAI-1 usando 

ARN pequeño de interferencia (siARN) limita el desarrollo de la fibrosis en un modelo 

de ratón con bleomicina(82), lo que sugiere que limitar la coagulación alveolar vía  

PAI-1-siRNA puede tener efectos antifibróticos directos. Los experimentos in vitro 

mostraron que PAI-1-siRNA inhibía la transición epitelio-mesenquimal  mediada por 
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 GFβ en líneas de células epiteliales de pulmón, lo que apoya PAI-1 como un posible 

objetivo terapéutico en FPI. Otra línea de evidencia apoya la asociación entre la 

apoptosis de células epiteliales alveolares y la fibrosis pulmonar. Aunque los 

mecanismos que causan la muerte celular epitelial alveolar no se conocen por completo, 

se sabe que el  GFβ juega un papel fundamental como potente inductor de la apoptosis 

en las células epiteliales alveolares (83), modula la apoptosis mediada por Fas a través 

de la activación de caspasa-8 y regulación a la baja de p21. La proteína quinasa asociada 

a la muerte es esencial para la apoptosis inducida por  GFβ de las células epiteliales del 

pulmón. La señalización vía Smad3 mediada por  GFβ es necesaria para la regulación 

positiva de la proteína quinasa asociada a la muerte y la inducción de TIEG y Daxx, que 

es una proteína asociada al receptor Fas que interactúa con  GFβ  II, activa la 

señalización vía JNK/MAPK y media la apoptosis a través de Fas. Durante la lesión, las 

células epiteliales están expuestas a una variedad de factores de estrés que promueven 

desequilibrios oxidantes-antioxidantes. Las especies de oxígeno reactivo promueven un 

microambiente profibrogénico al alterar el equilibrio entre las metaloproteasas y sus 

inhibidores (inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP)) y al activar directa o 

indirectamente  GFβ.  

 GFβ produce especies reactivas de oxígeno como parte de su ruta de señalización(84). 

Está demostrado que la NADPH oxidasa 4 está expresada en gran cantidad en focos de 

fibroblastos de pacientes con FPI(85). Además, se han aislado células de pacientes con 

FPI que mostraban como  GFβ inducía la expresión de N DPH oxidasa 4, necesaria 

para la inducción por  GFβ de la diferenciación a miofibroblastos, la producción de 

matriz extracelular excesiva y la contractilidad. 

 

En condiciones normales, se cree que las células del epitelio alveolar tipo II se 

diferencian en tipo I. En situaciones de estrés y lesión como las descritas anteriormente, 

ambos tipos de células responden con una muerte celular aumentada, con hiperplasia 

posterior para re-epitelizar áreas dañadas y denudadas o con matriz extracelular 

aumentada, sirviendo así como una posible fuente de miofibroblastos activados en el 

subepitelio pulmonar. El papel fundamental de las células alveolares tipo II en el 

desarrollo de la fibrosis se propuso al revelar que una pérdida de señalización del 

receptor  GFβ en Las células alveolares tipo II proporciona una protección espectacular 

contra la fibrosis inducida por bleomicina induciendo apoptosis epitelial, disminuyendo 

la activación de los miofibroblastos y previniendo un desequilibrio de proteasas. Este 
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enfoque respalda la idea de que la señalización de  GFβ en el epitelio pulmonar es un 

iniciador clave del proceso fibrótico(86). 

 

 

La transición epitelio-mesenquimal y endotelio-mesenquimal inducidas por TGFβ 

como fuentes de miofibroblastos activados 

 

Los focos fibroblásticos son el sello anatomopatológico de la FPI y se caracterizan por 

miofibroblastos muy activos en las regiones subepiteliales, principalmente en las 

proximidades de las células alveolares tipo II lesionadas o hiperplásicas. El origen de 

estos miofibroblastos contráctiles positivos para α-actina de músculo liso  α-SMA)  

sigue siendo controvertido. Sin embargo, estos miofibroblastos activados se consideran 

los protagonistas clave en el aumento de la matriz extracelular en FPI(87). Cuatro 

teorías buscan explicar el origen de estas células: que los miofibroblastos activados 

dentro de los focos de fibroblastos  derivan de los mismos fibroblastos del tejido 

pulmonar que proliferan y se activan, de las células alveolares tipo I o II mediante el 

proceso de transición de endotelio a mesénquima o fibroblastos procedentes de la 

médula ósea o pericitos del intersticio pulmonar (88). Otra teoría propone que una 

fuente de estas células pueden ser las células endoteliales que, después de ciertos 

estímulos, pierden sus marcadores endoteliales característicos para adquirir un fenotipo 

de tipo mesenquimal al expresar α-SMA y/o  la proteína específica de fibroblastos-1. 

 

La mejor explicación para el aumento de miofibroblastos en el área subepitelial 

lesionada y en los focos fibroblásticos se deriva del hecho de que los fibroblastos 

residentes quiescentes se activan, proliferan y se diferencian en un miofibroblasto 

altamente contráctil en respuesta a factores de crecimiento profibróticos, como TGF-β y 

PDGFs(89). El objetivo de la activación de fibroblastos se ha considerado una opción 

terapéutica importante en FPI.  

 

Otra fuente del miofibroblasto activado son las células ATI o ATII, que, para escapar 

del lugar de la lesión, pierden marcadores de células epiteliales y polaridad y 

simultáneamente regulan al alza los marcadores mesenquimales y aumentan su 

motilidad, un proceso llamado transición epitelio-mesenquimal. Willis et al.(90) 

inicialmente demostraron que el TGF-β  indujo transición epitelio-mesenquimal en 
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células del epitelio alveolar tipo II  in vitro, lo que ha sido confirmado por varios grupos 

que usan enfoques in vitro e in vivo. Además, los modelos in vivo han demostrado un 

papel central de TGF-β en la en la transición epitelio-mesenquimal de la fibrosis 

pulmonar. Kim y sus colegas demostraron, mediante la sobreexpresión de TGF-β1 

activo en el pulmón utilizando un vector adenoviral (ad-TGF-β), la presencia de 

transición epitelio-mesenquimal al mostrar que las células intersticiales α-SMA-

positivas conservan, en un cierto porcentaje, un marcador celular de epitelio en los 

pulmones lesionados, demostrando transición epitelio-mesenquimal in vivo(65). Las 

vías de activación mediadas o no por Smad se ha visto que están implicadas en la 

transición epitelio-mesenquimal inducida por TGF-β. La activación de la señalización 

de Smad da como resultado la inducción de los genes diana α-SMA, colágeno, proteína 

específica fibroblastos 1 (PAI-1) o Factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), 

mientras que la inhibición de los genes epiteliales durante la transición epitelio-

mesenquimal está mediada por los factores de transcripción Snail1, Snail2, Notch o 

Twist. La activación de la señalización de Smad también puede conducir a la activación 

de Akt y posterior translocación nuclear de la β-catenina, lo que conduce a un aumento 

de la expresión de α-SMA. Kim et al. (91)demostraron en 2009, mediante delección 

específica de la expresión α β1 de epitelio pulmonar en ratones, que se requería la 

asociación de Smad y β-catenina dependiente de α β1 para la regulación positiva de α-

SMA, la diferenciación de miofibroblastos y la inducción de transición epitelio-

mesenquimal. Aquí, los ratones que carecían de epitelio pulmonar α β1 estaban 

protegidos contra la fibrosis inducida por bleomicina. Por otro lado, las rutas de 

señalización no Smad inducidas por TGF-b conducen a la activación de las rutas PAR6, 

RhoA y PI3 / Akt, que se traducen en un desarmado de los sistemas de unión, el 

reordenamiento citoesquelético, la motilidad celular incrementada y la translocación 

nuclear de β-catenina (92). 

 

Los fibrocitos son una fuente adicional de miofibroblastos durante el desarrollo de la 

FPI; estas células se definen como un grupo de células precursoras de fibroblastos 

derivadas de médula ósea que expresan simultáneamente marcadores estromáticos y 

hematológicos (CD45, CD34, colágeno 1, colágeno 3 y fibronectina)(93). De forma 

similar a las células epiteliales residentes y los fibroblastos, los fibrocitos responden a la 

diferenciación guiada por TGF-β en miofibroblastos a través de la activación de las 

rutas Smad2/3 y SAPK / JNK y MAPK, que estimula la expresión de α-SMA(94). 
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Fig. 9 Diagrama esquemático resumido que demuestra las diferentes vías de señalización que participan 

en la diferenciación de fibrocitos ya sea en miofibroblastos que expresan αSM  o diferenciación en 

adipocitos que expresan aP . Las rutas de señalización activadas por  GFβ , que incluyen Smad /  y 

SAPK / JNK MAPK, colaboran para inducir la transcripción de αSM , mientras que la activación de 

PP  γ mediada por  GZ conduce a la inducción de la expresión de aP . La intercomunicación y el 

equilibrio complejo de  GFβ con señalización de PP  γ, en el contexto del nicho microambiental local, 

impulsa la selección de vías de diferenciación definidas.(94)  

 

 

Hashimoto y su equipo(95) describieron un potencial y novedoso contribuyente para el 

pool de miofibroblastos activados al demostrar que las células endoteliales tenían la 

capacidad de regular negativamente los marcadores endoteliales específicos (CD31) y 

adquirir marcadores similares a los fibroblastos, como α-SMA o Col I, mediante la 

activación cooperativa de las rutas de señalización TGF-b y Ras/ERK/MAPK. Este 

concepto de transición endotelial-mesenquimal (EndoMT), similar a la transición 

epitelio-mesenquimal, se ha propuesto como una fuente adicional de miofibroblastos 

activados. Aunque EndoMT se ha descrito en procesos fibróticos experimentales del 

corazón y el riñón, se requieren investigaciones detalladas para validar estos hallazgos 

en el pulmón en general y en un contexto humano en particular. 
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La teoría más reciente del origen de los miofibroblastos en las enfermedades fibróticas 

se deriva de la observación de que los pericitos, células estromales que se encuentran 

generalmente en el entorno de las arterias precapilares, en el exterior de la membrana 

basal pueden ser una fuente de miofibroblastos activados según lo informado por Rock 

y cía.(96). Mediante el seguimiento específico del destino celular de las células ATII y 

pericitos, mostraron que los derivados de pericitos, y no las células ATII, se localizaban 

en focos fibroblásticos de ratones lesionados. Aquí, las células ATII pudieron 

transdiferenciarse en células ATI después del tratamiento con bleomicina, pero la 

expresión de α-SMA no se detectó en estas células, argumentando que las células 

epiteliales pueden no constituir una fuente de miofibroblastos. Humphreys y cía.(97)  

describieron hallazgos similares en un modelo de fibrosis renal, destacando el pericito 

como una célula hasta ahora infravalorada en la fibrogénesis. 

A pesar del creciente número de publicaciones en los últimos años acerca de la 

transición de epitelio a mesénquima en la patogénesis de los trastornos fibróticos, la 

traducción de dicha transición a FPI humana es un desafío. Yamada y cía.(98) buscaron 

detectar coexpresión de marcadores epiteliales y mesenquimales (E-cadherina, ICAM1, 

LEA, CD44v9, proteína surfactante (SP)- , α-SMA y vimentina) en secciones de 

pulmón de pacientes con FPI y en un modelo de ratones con bleomicina, y no pudieron 

detectar la tinción doble de ambos marcadores en ninguno de los dos. Se requieren más 

estudios para dilucidar si la transición epitelio a mesénquima o la transición de 

endotelio a mesénquima es un fenómeno robusto en las enfermedades fibróticas 

humanas. 

TGF-β en la regulación de matriz extracelular 

 

Después de las presuntas  lesiones del epitelio alveolar, se acepta que las células 

alveolares tipo II lesionadas secretan una variedad de mediadores fibrogénicos (por 

ejemplo TGF-β, PDGF, Wnt o proteína de señalización 1 Wnt-1-inducible) que, en 

concierto, promueven la diferenciación de fibroblastos quiescentes residentes a 

miofibroblastos. Estos miofibroblastos secretan TGF-β, que induce la apoptosis de la 

células alveolares tipo II, perpetuando así el proceso aberrante de curación de heridas. 

Los miofibroblastos también expresan altos niveles de inhibidores de tejido de las 

metaloproteasas de la matriz (TIMP) y proteínas MEC, principalmente colágenos y 

fibronectina, promoviendo la deposición de colágeno y contribuyendo a la fibrosis. 
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TGF-b, a través de las vías de señalización de Smad, aumenta directamente la 

activación transcripcional de los genes de colágeno, en particular colágeno 1A1, -A2 y -

A3; colágeno 5; y colágeno 6 (36). 

Otra característica importante de TGF-β en el aumento de la deposición de la matriz 

extracelular es la creación de un microambiente que favorece la deposición de dicha 

matriz (por ejemplo, induciendo un desequilibrio entre las enzimas que degradan la 

matriz y sus inhibidores). Aunque su papel en la fibrosis no se ha dilucidado debido a su 

actividad pleiotrópica en los componentes de la matriz extracelular y receptores de 

superficie celular o factores de crecimiento inactivos, se ha demostrado que las 

metaloproteasas de la matriz contribuyen de forma importante en el desarrollo de FPI en 

estudios preclínicos y en animales (99). El efecto de las metaloproteasas de matriz 

extracelular está controlado por una familia de inhibidores (TIMPs inhibidores de las 

metaloproteasas de la matriz). Algunos grupos han sugerido que la MMP-7 puede tener 

efectos reguladores sobre la reparación epitelial al liberar TGF-β preformado de la MEC 

(100). Zuo y compañía (101) mostraron que la expresión de MMP-7 aumenta en 

pacientes con FPI y que los ratones MMP-72/2 están protegidos contra la fibrosis 

inducida por bleomicina. Además, Rosas y compañía (102) encontraron niveles 

elevados de MMP-1 y MMP-7 en el suero de pacientes con FPI, que se han confirmado 

en una cohorte de validación independiente.  
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Fig. 10 Los niveles de expresión del gen y la proteína MMP-7 aumentan significativamente en los 

pulmones fibróticos. La distribución de Gauss para MMP-7 revela una superposición mínima 

(puntuación de 0,00625) entre los pulmones normales (línea verde, A) y los pulmones fibróticos (línea 

roja, A). Todos los niveles de expresión real de MMP-7 en pulmones fibróticos (marcas X rojas, A) 

fueron más altos que en pulmones normales (marcas verdes X, A) y ninguna muestra se clasificó 

erróneamente (TNoM e información = 0). El eje y en la figura de Gauss (A) es la densidad estimada del 

nivel de expresión. Esta densidad se calcula en función de la suposición de normalidad del nivel de 

expresión (para cada clase). La tinción con MMP-7 verificó las predicciones de expresión génica y 

demostró tanto la MMP-7 asociada a células como la matriz en espacios aéreos distales (B) y en la vía 

aérea proximal (C)  de los pulmones fibróticos. No se observó inmunorreactividad a MMP-7 en 

pulmones normales (D). (Ampliación: B-D, × 40).(101) 

 

Recientemente, Wilson y compañía (103) descubrieron un nuevo papel sinérgico de IL-

17A y TGF-β en el desarrollo de fibrosis inducida por bleomicina e IL-17A. Los autores 

demostraron que el contenido de hidroxiprolina y colágeno disminuía en la fibrosis 

mediada por IL-17A cuando se administró anti-TGF-β. Además, la producción de IL-

17A disminuyó cuando se bloqueó el TGF-β, lo que indica un nuevo jugador, IL-17A, 

en la respuesta al factor de crecimiento profibrótico. 
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Papel de la señalización vía TGF-β y Smad3 

Como hemos visto los efectos profibróticos del TGF-β son numerosos, incluyendo la 

inducción de miofibroblastos, incremento de la síntesis de matriz extracelular y la 

inhibición de la descomposición del colágeno. La mayoría de dichos efectos se ha visto 

que está mediada a través de la vía de señalización Smad3. Pues los modelos animales 

con ratones sin Smad3 se vio que estaban protegidos frente al desarrollo de fibrosis 

mediada por la sobreexpresión de TGF-β(71, 104), no desarrollan fibrosis pulmonar 

inducida por bleomicina(105) e incluso están protegidos contra la fibrosis cutánea 

inducida por radiación(106). 

Smads son una familia de proteínas citoplasmáticas transmisoras de señal. Smad2 y 

Smad3 median de forma predominante la señalización procedente de la activación de 

los receptores TGF-β(107) e interactúan con numerosos promotores de respuesta a 

TGF-β(108). 

 La transmisión de la señal de TGF-β se inicia mediante la unión del ligando de TGF-β a 

 βRII.  βRI se recluta luego en el complejo receptor, seguido por la estabilización de 

los complejos heterotetraméricos TLRI / TLRII y la fosforilación de los dominios 

quinasa de  β I por la  βRII quinasa constitutivamente autofosforilada. El Tβ I 

fosforilado  recluta  después y fosforila las moléculas Smad2/3, las cuales, después de la 

disociación de  βRI, forman dímeros con Smad4. Los heterodímeros Smad2/3-Smad4 

se trasladan al núcleo donde reclutan cofactores para activar o reprimir la transcripción 

génica. La regulación de la actividad de TGF-β puede ocurrir en múltiples niveles, 

como se muestran enumerados en la figura 11 que representa la transmisión de señal  de 

TGF-β: 

1) Disponibilidad de ligando activo a través de proteínas de unión a TGF-β o 

receptores solubles. 

2) Formación de complejos receptores activos a través de la interacción con 

betaglicano, endoglina o el pseudoreceptor BAMBI . 

3) Fosforilación de Smad /  a través de la competencia por  β I mediante la 

inhibición de Smads 7 y 8. 

4) Formación de dímeros Smad2/3-Smad4 a través de mutaciones en Smad4.  

5) La actividad y reclutamiento de activadores o represores 

transcripcionales.(108)  
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Fig. 11 Vía de señalización  GFβ- Smad3 con los niveles de posible regulación.  1) Disponibilidad de 

ligando activo a través de proteínas de unión a TGF-β o receptores solubles  2) Formación de complejos 

receptores activos a través de la interacción con betaglicano, endoglina o el pseudoreceptor BAMBI ; 3) 

Fosforilación de Smad /  a través de la competencia por  β I mediante la inhibición de Smads 7 y 8; 4) 

Formación de dímeros Smad2/3-Smad4 a través de mutaciones en Smad4; 5)La actividad y reclutamiento 

de activadores o represores transcripcionales(108).  

 

 

Hipertensión en FPI: opciones terapéuticas 

La patogénesis de la HP en pacientes con FPI se caracteriza por el aumento de la capa 

muscular vascular en las primeras etapas, seguido por la atrofia vascular fibrosa y 

pronunciada fibrosis intimal (44). Los vasos sanguíneos por si mismos pueden 

participar en la génesis de la FPI, encontrando alteraciones similares en las citocinas de 

pacientes con FPI y HP. Nos sugiere que estos trastornos comparten características 

patogénicas y que uno puede influir, generar o perpetuar  la otra. Diferentes procesos 

celulares se han descrito durante la remodelación de la arteria pulmonar de la 

hipertensión pulmonar asociada a FPI, incluyendo la disfunción endotelial (109), la 
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transición endotelial a mesénquima como fuente de miofibroblastos (95), así como la 

proliferación de las células musculares lisas y su transición a miofibroblastos (110). 

 Aunque la Hipertensión Pulmonar está claramente asociada con un peor pronóstico 

cuando se asocia a la FPI,  no se ha probado que el tratamiento con terapias 

vasodilatadoras lo mejore. Aunque el uso de los antagonistas del receptor de endotelina-

1 (ET1) son eficaces en el tratamiento de la Hipertensión primaria han fracasado en los 

ensayos clínicos con FPI.    Los efectos nocivos de los vasodilatadores en la HP 

hipóxica, como la asociada a FPI, podría atribuirse  a la mayor desaturación de oxígeno 

mediada por la tendencia  a empeorar el cociente  ventilación / perfusión (V/Q) por la 

dilatación de los vasos que perfunden áreas pulmonares mal ventiladas (111). En este 

sentido, el Sildenafilo, inhibidor de la fosfodiesterasa 5 (PDE5) mostró mejoría de la 

hemodinámica pulmonar manteniendo el índice V/Q en una cohorte corta de pacientes 

con HP secundaria a fibrosis pulmonar. Sugiriendo el perfil beneficioso del sildenafilo 

en el tratamiento de la IPF (112).  

En el ensayo STEP-IPF, trataron pacientes con IPF severa (DLCO < 35%) con 

sildenafilo. Pero no se logró una mejora en el test 6 minutos marcha del global de los 

pacientes en  comparación con placebo que era el objetivo principal; Sí se observó 

beneficio estadísticamente significativo en otros parámetros secundarios, incluyendo la 

mejora de DLCO, la oxigenación arterial, la disnea y la calidad de vida en comparación 

con el placebo(8). Sin embargo, Sildenafilo mejoró significativamente el test de marcha 

(99,3 m) en un subgrupo de pacientes con FPI y la disfunción sistólica del ventrículo 

derecho que se asoció con un incremento en la calidad de vida. El sildenafilo pudo 

haber actuado en este grupo  a través de una mejora de su Hipertensión Pulmonar (11).  

 

En modelos animales en los que se induce fibrosis asociada a Hipertensión  Pulmonar 

con Bleomicina, sildenafilo mejoró la hipertrofia del ventrículo derecho y la fibrosis, así 

como la remodelación vascular pulmonar, mediante la mejora del acoplamiento de la 

óxido nítrico sintetasa y la reducción de la señalización reactiva al oxígeno (113, 

114).Por otro lado, en modelos celulares,  Sildenafilo redujo la disfunción endotelial e 

inhibió la proliferación de las células musculares lisas de la arteria pulmonar humana 

(HPASMC) (115, 116).  
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Desafortunadamente, como ya hemos visto, no existen terapias específicas aprobadas 

para la HP en pacientes con FPI, a pesar de la creciente evidencia que sugiere efectos 

beneficiosos del sildenafilo en la HP asociada a la FPI. Es necesario mejorar el 

conocimiento sobre los efectos directos del Sildenafilo en las arterias pulmonares de 

pacientes con hipertensión pulmonar asociada a fibrosis pulmonar idiopática. 
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Hipótesis 

La hipótesis de la presente tesis doctoral está basada en las siguientes consideraciones, 

expuestas anteriormente, y resumidas a continuación:  

o Los pacientes con FPI avanzada suelen tener hipertensión pulmonar que 

condiciona en gran medida el pronóstico de la enfermedad. 

o Dicha HP no va siempre ligada de forma directamente proporcional a un mayor 

deterioro de la función pulmonar.  

o Este último punto apoya las teorías que atribuyen el desarrollo de hipertensión 

pulmonar a mecanismos diferentes a las ya conocidas alteraciones estructurales 

de la circulación pulmonar debidas al patrón de fibrosis. 

o La disminución de los niveles de óxido nítrico puede jugar un papel importante 

vista la respuesta obtenida con los fármacos que actúan en esta vía(9, 10). 

o Sildenafilo es un inhibidor de la fosfodiesterasa-5 (PDE5) que estabiliza el 

segundo mensajero del NO, el GMPc, que conduce a la vasodilatación 

pulmonar. Dicha vasodilatación podría mejorar el cociente ventilación-perfusión 

y, por lo tanto, el intercambio de gases en pacientes con FPI. 

o En los pacientes con fibrosis pulmonar con hipertensión pulmonar asociada se 

produce un remodelado endotelio-mesenquimal y de célula muscular lisa a 

miofibroblasto similar al que presentan los pacientes con hipertensión pulmonar 

idiopática. 

o Sildenafilo parece reducir la disfunción endotelial(115) y en modelos con ratas 

reduce la fibrosis inducida por bleomicina(48). 

Con todo, postulamos que: en las arterias pulmonares de pacientes con fibrosis 

pulmonar idiopática e hipertensión pulmonar se producen cambios de reactividad 

vascular, celulares y moleculares dependientes de una disminución de NO y que por 

tanto se atenúan con el inhibidor de la PDE5 sildenafilo.  
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Objetivos 

 

1.-  nalizar “in vitro” la reactividad vascular de arterias pulmonares humanas 

procedentes de trasplantes pulmonares de pacientes con fibrosis pulmonar e 

hipertensión y compararla con la de sujetos control y la de pacientes con hipertensión 

pulmonar idiopática y fibrosis pulmonar sin hipertensión pulmonar.  

 

2.- Estudiar el remodelado vascular de las arterias pulmonares de pacientes con FPI e 

HP y compararlo con controles y pacientes con FPI sin HP. 

 

3.- Analizar los mecanismos moleculares del remodelado vascular. 

 

4.- Analizar los cambios inducidos por sildenafilo en la reactividad vascular pulmonar y 

en el remodelado vascular.  

 

5.- Utilizando un modelo animal de fibrosis, analizar si sildenadilo induce alteraciones 

en la relación ventilación/perfusión. 

  



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiales y métodos 

 

  



  



49 
 

Para la realización de este estudio se han empleado preparados de arteria pulmonar 

humana procedentes de piezas de resección quirúrgicas obtenidas de pacientes 

sometidos a trasplante pulmonar a los que del pulmón extirpado se tomaba una muestra 

para el estudio. 

Las muestras quedaron distribuidas del siguiente modo: 

 -8 Pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopática e Hipertensión Pulmonar. 

 -9 Pacientes con Fibrosis Pulmonar sin Hipertensión Pulmonar. 

 -4 Pacientes con Hipertensión Pulmonar Idiopática 

Por otro lado se obtuvieron muestras control de donantes en muerte encefálica sin 

patología previa pulmonar que no se usaron para trasplante. 

 -18 Piezas obtenidas de donantes en muerte encefálica sin patología pulmonar 

conocida. 

El protocolo de recogida de muestras para esta tesis fue aprobado por el Comité ético de 

investigación  del Consorcio Hospital General de Valencia (CEIC26/2013). 

Se obtuvo consentimiento informado específico de los pacientes con criterios de 

inclusión que firmaron el día de su inclusión en lista para trasplante pulmonar. Debo 

destacar la predisposición de dichos pacientes a participar en el estudio. De forma 

espontánea suelen ya plantear si sus órganos pueden servir a otros pacientes incluso en 

caso de su propio éxitus. 

Por otro lado, a los familiares de los donantes también se les solicita consentimiento 

informado para la donación de los órganos y/o tejidos del fallecido para su implante o 

estudio en su defecto. 

De las piezas obtenidas para estudio se remitió muestras para confirmación histológica 

del diagnóstico. 

Dichas piezas una vez extraídas se introducen en un medio de cultivo celular tipo 

Krebs-Henseleit (mM: NaCl, 118, NaCO3H 24, KCl 4.7, KH2PO4 12, MgSO4 1.2,  

CaCl2 2.5 y glucosa 11.1; pH 7.35–7.45) y se mantienen en frio aproximadamente a 

unos 4°C y se perfunden por vena observando la correcta perfusión retrógrada del 
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circuito vascular. Se mantiene en frio en torno a 4-6 grados centígrados. Pudiendo 

quedar en fresco hasta iniciar el experimento en 8 horas si fuera necesario.  

Se diagnosticó la FPI de acuerdo con los criterios del consenso publicado por la 

American Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS)(55, 56).  

Después de la selección basada en los criterios diagnósticos, todas las muestras de tejido 

fueron revisadas histológicamente comprobando que no cumplían los criterios de 

exclusión siguientes: presencia de tumor y/o infección del tracto respiratorio. 

Los pulmones obtenidos de donantes “sanos” mostraron arquitectura normal con edema 

y algunos macrófagos intralveolares. 

1. Obtención de los anillos 
vasculares para los estudios 
funcionales ex vivo: 

Para los estudios de reactividad vascular in vitro, los vasos pulmonares se diseccionan 

cuidadosamente del tejido parenquimatoso adyacente y se cortan en anillos de 2-3 mm 

de ancho con un diámetro también de 2-3mm.  En los casos en los que se realizará la 

prueba sin endotelio se retira éste frotando suavemente la superficie luminal con una 

torunda de algodón húmeda (117). 

 

Fig. 12  Disección de lóbulo pulmonar humano para obtención de anillos de arteria pulmonar 

previamente bañado en  solución Krebs-Henseleit para su mejor conservación mientras se realiza la 

disección.  



51 
 

 

Las preparaciones se sitúan en un sistema de baño de órganos en el cual se registrará la 

tensión isométrica mediante un transductor conectado a un ordenador con el software de 

adquisición de datos PowerLab ®.  

Los anillos vasculares se sumergen en una copa con solución fisiológica de Krebs-

Henseleit, a 37ºC y burbujeado con carbógeno, sometiéndose  a una tensión inicial de 

1g que se mantiene durante un periodo de equilibrio de 90min. Seguidamente se obtiene 

curvas concentración respuesta a diferentes agonistas previa incubación o no con 

diferentes fármacos. Las curvas concentración respuesta pueden ser contráctiles o 

relajadoras en función de del protocolo a desarrollar(115, 118-121) 

 

Fig. 13  Anillos de arteria pulmonar en  solución Krebs-Henseleit preparados para su colocación en baño 

de órganos. 

 

1.1. Descripción del sistema de baño de órganos 
 

El sistema de baño de órganos empleado está formado por una doble copa de vidrio que 

consta de: 

1. Una cámara externa, parte de un circuito cerrado, el cual mantiene constante la 

temperatura de la cámara interna mediante una rápida circulación de agua a una 

temperatura de 37
o
C gracias a un termocirculador (Thermocirculator Harvard). 
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2. Una cámara interna de 5 ml de capacidad donde se coloca la solución nutricia de 

Krebs-Henseleit tamponada. Esta solución ha de estar continuamente burbujeada 

con carbógeno (95% O2 y 5% CO2) a través de un filtro o conexión conectado al 

fondo de la cámara donde, además, existe una salida para el drenaje del líquido 

nutricio. En su interior se aloja una varilla de acero inoxidable acodada donde se 

fijará por uno de sus extremos la muestra de arteria pulmonar.  

 

Todo el sistema se encuentra sujeto al banco de laboratorio mediante un emparrillado 

vertical reforzado, quedando así aislado de las vibraciones y posibles impactos en el 

suelo o en la misma mesa donde están colocados los aparatos de registro, habida cuenta 

de la extrema sensibilidad necesaria para el registro de las contracciones o relajaciones 

del músculo liso. Las copa de vidrio del baño, las varillas de sujeción  y el transductor 

isométrico se hallan sujetos mediante pinzas y nueces al emparrillado. Habitualmente se 

trabaja en cada experiencia con 8 copas de baños.  

 

Fig. 14  Sistema de baño de órganos en el banco del laboratorio 
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Fig. 15 Doble copa de vidrio del baño de órganos con el anillo vascular posicionado  para estudio. 

 

1.2. Montaje del preparado. 
 

El preparado de arteria pulmonar empleado se introduce en la cámara interna de la copa 

del baño, la cual está llena de solución nutricia de Krebs-Henseleit mantenida a 37
o
C a 

través del  termocirculador antes mencionado (Thermocirculator Harvard) y burbujeada 

con carbógeno. A lo largo del experimento, se toman muestras del líquido nutricio para 

medir el pH y comprobar si se mantiene dentro de los límites razonables (no debe 

exceder 7.6 al final del experimento). 

 

Los preparados están sujetos por un extremo a un punto fijo en el interior del baño 

(varilla acodada) mediante un anudado con seda, y por el otro extremo se anudan a un 

hilo de seda, el cual está conectado a un transductor isométrico modelo Grass FT-03 

(Grass Instruments, Quincy, MA) provisto de un tornillo micrométrico de precisión que 

permite transmitir pequeños cambios de tensión del tejido. El transductor isométrico, a 

su vez, se halla conectado a un amplificador PowerLab 800 (ADInstruments, Grand 

Junction, CO)  provisto de un mecanismo de supresión cero y señal interna de 

calibración. Los cambios en la tensión isométrica de los anillos vasculares procesados 

por el amplificador quedan registrados en un ordenador que emplea el programa Chart 

para Windows versión 3.4 (ADInstruments) que permite obtener un registro gráfico 
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sobre el que podremos hacer un análisis posteriormente. Los cambios de fuerza se 

expresan en gramos (ver figura 16). 

La tensión inicial o basal  a la que se sometieron los preparados arteriales fue de 2g y el 

tiempo de estabilización o equilibrado fue de 40-60min, durante los cuales se realizan 

lavados o cambios periódicos de la solución nutricia de Krebs-Henseleit del interior de 

la copa del baño cada 10-15 min. La composición de la solución de Krebs-Henseleit 

empleada se detalla en la tabla 2. 

 

Componente Concentración en solución de Krebs-Henseleit (mM) 

NaCl   8’  

KCl 4’7  

CaCl2  ’5 

NaHCO3  5’  

D(+)-Glucosa   ’  

KH2PO4  ’  

MgSO4 7H2O  ’6 

Agua bidestilada c.s.p 1000 ml, pH 7-7.4 
Tabla 2. Composición de la solución nutricia de Krebs-Henseleit 

 

1.3. Fármacos utilizados. 
 

Las soluciones de todos los fármacos se prepararon de modo extemporáneo 

disolviéndolos a temperatura ambiente en agua desionizada, en solución salina 

fisiológica o solución de Krebs-Henseleit,  excepto aquellos que requieren otro solvente 

como dimetilsulfóxido (DMSO) o etanol. La concentración final tanto de DMSO como 

de etanol en el baño fue inferior a 0.1% y no tuvo efecto sobre la respuesta del tejido. 

Los fármacos empleados se añaden al baño, dependiendo de los experimentos, bien 

concentraciones aditivas crecientes, siguiendo la técnica acumulativa de Van Rossum o 

bien en concentraciones únicas.  

Los productos utilizados y el laboratorio de procedencia son los siguientes: 

- Bicarbonato sódico (NaHCO3): procedencia E. Merck Darmstadt. 

- Bifosfato potásico (KH2PO4): procedencia E. Merck Darmstadt. 

- Cloruro de calcio (CaCl2): procedencia E. Merck Darmstadt. 

- Cloruro de potasio (KCl): procedencia E. Mecrk Darmstadt. 
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- Cloruro de sodio (NaCl): procedencia E. Mecrk Darmstadt. 

- D(+)-Glucosa: procedencia Panreac. 

- Dietilmetilsulfato (DMSO): procedencia Sigma-Aldrich Química S.A. 

- Sulfato de magnesio (MgSO4): procedencia E. Merck Darmstadt. 

- Thapsigargina (TG) 

- 2-aminoetildifenil borato (2-APB) 

 

 

1.4. Protocolos experimentales 
 

Tras llevar a cabo el montaje de los preparados de arteria pulmonar humana con las 

condiciones experimentales antes descritas y una vez obtenida una línea basal estable de 

contracción espontánea durante al menos 15 minutos, se añade al baño de órganos KCl 

en una concentración de  80mM como estímulo  de contracción.  Tras alcanzar la 

máxima contracción producida por el KCl, se procede a lavar los preparados hasta la 

recuperación del tono inicial. Con la línea basal inicial restablecida y tras, al menos 15 

minutos, se continúa con el protocolo correspondiente. 

Este proceder tiene por objeto evidenciar la viabilidad o inviabilidad de cada uno de los 

preparados, de forma que si la muestra responde con una contracción adecuada se 

considera útil para realizar la prueba, mientras que, si no es así, se desecha y se 

reemplaza por otra muestra(122). 

Los datos estadísticos y gráficos son procesados mediante el programa informático 

GraphPad Prism
®
  versión 6 (GraphPad Software, Inc.). 
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Fig. 16 Registro gráfico de la fuerza que ejercen los anillos vasculares en el baño de órganos. 

 

Se realizaron dos tipos de protocolos:  

A. Protocolo vasodilatador:  

Los  anillos vasculares control (no expuestos a sildenafilo) se mantienen en un nivel de 

tono meseta del 10-15% de la contracción inducida por 5-HT 1µM durante un intervalo 

de tiempo de unos 90minutos. Dicho tiempo es el necesario para realizar las curvas de 

respuesta a sildenafilo  incrementando progresivamente su concentración. Se incrementa 

la concentración de sildenafilo sólo cuando el tejido alcanza su máxima relajación que 

normalmente  tarda unos 5-10 minutos. Al final del experimento, se añade papaverina 

0.1nM a cada muestra para establecer la referencia de máxima relajación(123).  El 

incremento progresivo de concentración de sildenadilo desde 0,1Nm a 10µM se realizó 

con incrementos de 0.5 unidades logarítmicas. 

Por otro lado se realizó el mismo experimento en anillos vasculares a los que se les 

había extraído el endotelio, para analizar la contribución de éste a la relajación obtenida 

con el sildenafilo. 
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Los resultados de ambos experimentos se expresaron como porcentajes de relajación 

con sildenafilo respecto de la máxima relajación que se alcanzaba con la papaverina 

0.1mM. 

 

B. Protocolo contráctil:  

 

Para determinar el efecto del sildenafilo en la contractilidad, se añadió  éste con 

concentraciones basales de 0,1µM a 10µM en un baño de órganos durante 30 minutos 

antes de iniciar tratamiento con dosis acumulativas de 5-HT. Conforme se introducen 

dosis acumulativas de 5-HT que aumentan la concentración de 0,1nM a 10µM se 

mantiene la misma concentración basal del sildenafilo y se observa la respuesta 

contráctil producida por 5-HT. 

 

 

 

 

2. RT-PCR en tiempo real. 

 

Se obtuvo RNA global  de arterias pulmonares de cada grupo. Se hizo cuantificación 

relativa de las diferentes transcripciones mediante el método de  2
-ΔΔCt 

 usando 

gliceraldehido fosfato 6-deshidrogenasa (GAPDH) como control endógeno normalizado 

sobre el grupo control(124). 

Seleccionamos la expresión mRNA de genes que nos permitirán caracterizar  las 

transformaciones celulares. La transición de endotelio a mesénquima se caracteriza por 

la pérdida de marcadores de expresión del endotelio como la óxido nítrico sintasa 

endotelial (eNOS), cadherina vascular endotelial (VE-cadherina; proteína de adhesión 

expresada en las células endoteliales que mantiene la integridad de la barrera celular 

endotelial), receptor del factor de crecimiento vascular endotelial  (VEGFR; proteína 

expresada en las células endoteliales que promueve la regeneración celular endotelial) y 
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el factor VIII (FVIII; factor de coagulación expresado en las células endoteliales cuya 

expresión disminuye cuando se pierde el fenotipo endotelial.) y el incremento de 

marcadores de miofibroblastos como el colágeno tipo I de la matriz extracelular 

(expresado por los miofibroblastos), vimentina y alfa actina de músculo liso  αSM   

proteína del citoesqueleto que median la contracción celular para permitir migrar a las 

células mesenquimales)(125). 

 

Para aislar el ARN total de células endoteliales de arteria pulmonar y células musculares 

lisas de arteria pulmonar se procedió a la lisis celular utilizando el tampón de lisis para 

la purificación de ácidos nucleicos. El ARN total se aisló mediante el sistema de 

extracción ABI PrismTM 6100 Nucleic Acid Prep Station (Applied Biosystems, 

Darmstadt, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para aislar el RNA total de las muestras obtenidas en las biopsias de vaso pulmonar se 

utilizó el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics), que es una solución 

monofásica de fenol y tiocianato de guanidina (Trizol), que permite separar ARN, ADN 

y proteínas. Se tomaron 20mg de pulmón conservado a -80
o
C, se añadió 1 ml de 

reactivo Tripure y se lisó con el sistema Tissuelyser II (Qiagen). A continuación, se 

separaron las fases con cloroformo y se precipitó  el ARN total de la muestra con 

isopropanol.  A fin de facilitar dicha precipitación se le añadió  a la fase acuosa  μl de 

glicógeno. Tras una centrifugación de 5 minutos a 7500 rpm, se re suspendió el ARN en 

  μl de agua D P . A continuación se determinó la concentración del ARN extraído 

mediante el espectrofotómetro NanoDrop 2000C (ThermoFisher Scientific, Waltham, 

MA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permitió 

determinar la concentración del   N total  ng/μL) mediante medidas de absorbancia a 

260 nm (A260) y 280 nm (A280), a partir del espectro de absorción de las muestras. 

También se obtuvo el valor de la pureza de las muestras, determinado por el ratio 

A260/A280. 
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Fig. 17 Extracción de ARN total y cuantificación. A. Sistema ABI Prism TM 6100 Nucleic Acid Prep 

Station para la extracción de ácidos nucleicos. B. Espectrofotómetro NanoDrop 2000C para la 

cuantificación de ácidos nucleicos. 

 

La integridad del ARN extraído fue confirmada con el sistema electroforético capilar 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EEUU), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El ARN extraído se almacenó a -80ºc hasta su utilización. 

 

2.1 Retrotranscripción inversa (RT) 

En la reacción de retrotranscripción inversa (RT), la enzima retrotranscriptasa inversa 

sintetiza ácido desoxirribonucleico (ADN) complementario (ADNc) partir de un ARN 

molde. Tomando en consideración la cuantificación del ARN extraído, se transformó un 

total de    ng de   N en  DNc utilizando el kit “ aq Man para la retrotranscripción 

inversa”. Se realizó este proceso en un termociclador 9800 Fast Thermal Cycler 

(Applied Biosystems, Perkin-Elmer Corporation, CA, EEUU) con los siguientes pasos: 

incubación durante 10 minutos a 25
o
C, ciclo de 30 minutos a 42

o
C e inactivación de la 

enzima durante 5 minutos a 95
o
C. El ADNc sintetizado se almacenó a -20

o
C hasta su 

utilización. 
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Fig. 18  Retrotranscripción inversa.   A. Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler para realizar la 

reacción de retrotranscripción inversa. B. Etapas de la reacción. En la figura se muestran temperaturas 

(
o
C) y tiempos (minutos) de los distintos pasos de la reacción. 

 

 
 

2.2 RT-PCR a tiempo real: 

 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificación selectiva de 

una región de ADN de interés utilizando oligonucleótidos como cebadores de la síntesis 

de ADN. Los cebadores se unen específicamente a secuencias que flanquean la región 

que se pretende amplificar. La reacción de amplificación consiste en la repetición de un 

ciclo integrado por tres etapas: 

 Desnaturalización del ADN molde. 

 Hibridación de cebadores. 

 Elongación. 

La repetición de este ciclo un determinado número de veces produce un aumento 

exponencial en la cantidad de ADN de la región de interés. La variante denominada 

PCR a tiempo real (RT-PCR) constituye una forma precisa de detectar y cuantificar los 

niveles de ARN mensajero (ARNm). Los equipos de RT-PCR permiten la detección 

directa del producto de amplificación durante la fase exponencial de la reacción 

empleando lectores de fluorescencia que permiten medir la fluorescencia emitida 

durante la reacción. Para ello se utilizaron ensayos de Expresión Génica TaqManR, que 

son mezclas pre formuladas de sondas y cebadores específicos para el gen de interés 

marcadas con fluorocromos. Los reactivos TaqMan utilizan una sonda fluorogénica y la 



61 
 

actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa de ADN para detectar un producto de PCR 

especifico a medida que se acumula durante la reacción, tal y como se detalla en la 

figura 19. 

 

Fig. 19 Los reactivos TaqMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa de la  aq 

polimerasa de ADN para detectar un producto específico de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

a medida que se acumula durante la reacción  Figura extraída de “ pplied Biosystems StepOne™  eal-

Time PCR System: Guía de reactivos”   6,     ). 

 

La existencia de estas sondas fluorogénicas permite la detección en tiempo real 

únicamente de los productos de amplificación específicos. En la tabla 3 se enumeran los 

Ensayos de Expresión Génica TaqManR utilizados para el estudio de la expresión de los 

genes de interés. 

 

Gen Referencia 

αSM  Hs00559403_m1 

α  I)-collagen Hs00164004_m1 

vimentin Hs 

00958116_m1 

 GFβ  Hs00998133_m1 

PDE5 Hs00153649_m1 

eNOS Hs01574659_m1 

VE-cadherin Hs00170986_m1 

VEGFR1 Hs01052961_m1 

factor (F)VIII Hs00252034_m1 

GAPDH 4310884E 

Tabla 3 Ensayos de Expresión génica TaqManR utilizados en la RT-PCR a tiempo real (Applied 

Biosystems) 
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Cada reacción de PCR contenía los siguientes componentes: 

   μL de  DNc sintetizado en la transcripción inversa 

 5 μL de  aqMan  Gene  xpression Master Mix 

  ,5 μL de la sonda y cebadores correspondientes 

  ,5 μL de agua dietilpirocarbonato  D P ). 

 

La PCR se desarrolló en un termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems) con las siguientes condiciones: un paso inicial de 2 minutos a 

0
o
C, un ciclo de 10 minutos a 95

o
C y 40 ciclos de 15 segundos a 95

o
C seguidos de 1 

minuto a 60
o
C. 

 

Fig. 20  RT-PCR a tiempo real. A. Termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System para la 

realización de la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR). B. Software RQ 

Manager utilizado para el análisis de las curvas de amplificación obtenidas y la cuantificación de la 

expresión génica. 

 

A partir de los datos de fluorescencia registrados se obtuvieron curvas de amplificación 

en las que se representaba el logaritmo de la intensidad de fluorescencia frente al 

número de ciclos transcurridos. Para medir la expresión de un determinado gen se 

utilizó el ciclo umbral (Ct), ciclo en el que se alcanza el nivel prefijado de fluorescencia. 

Cuantas más copias haya de ARNm de partida del gen estudiado, mas ADNc se 

obtendrá en la retrotranscripción inversa y antes comenzará la amplificación a ser 

exponencial. La cuantificación relativa de los distintos genes se realizó con el método 

de comparación de Ct, utilizando el gliceraldehido 6-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) 

como control endógeno y normalizando los resultados al grupo control. 
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En este método se utiliza la siguiente ecuación: 

Siendo: 

Δ t  = (Ct gen problema – Ct gen referencia) de la muestra 1 

Δ t  =   t gen problema – Ct gen referencia) de la muestra 2 

 

Para que la determinación a través de esta fórmula aritmética sea válida, debe cumplirse 

que la eficiencia de la reacción para el gen problema y para el gen de referencia sea   

aproximadamente igual. El proveedor de las sondas utilizadas en los experimentos 

garantiza que la eficiencia en las reacciones es de 1. Se estudió cada muestra por 

duplicado, se corrigieron los valores frente al gen referencia y se normalizaron frente al 

grupo control. Se calculó el valor 2-ΔΔ t de los distintos grupos y se representó junto al 

grupo control, cuyo valor de 2-ΔΔ t es igual a  .  l valor  -ΔΔ t equivale a la 

expresión relativa de ARNm de un determinado gen.  

 

 

 

3. Inmunofluorescencia y Western 
blotting 

 

Con el fin de valorar las diferencias obtenidas en los estudios de reactividad vascular se 

extraen proteínas y RNA de los tejidos procedentes de pacientes con y sin HP, con el fin 

de realizar estudios relacionados con el proceso de remodelado vascular. 

De los anillos arteriales del tejido pulmonar humano de los distintos grupos, se analizó 

mediante inmunofluorescencia o Western blot: Colágeno tipo I   ol I), α-actina de 

célula muscular lisa  α-SMA),  señal extracelular regulado por kinasas 1 y 2 (ERK1/2), 

fosfo-SMAD3, S100A4 y  PDE5. Comparando vasos control y patológicos(125). 
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3.1 Inmunofluorescencia 

Analizamos Colágeno tipo I, αSMA y PDE5 de tejido pulmonar humano o de anillos 

arteriales por inmunofluorescencia. Para este fin se fijó en paraformaldehido(4%) 

durante 48h y se incluyó en Tissue-Tek® OCT
TM

 cryosectioning compound (Sakura  

Finetek Europe BV, Leiden) parénquima pulmonar periférico de todos los pacientes 

estudiados en esta tesis. Dichos bloques se cortaron en secciones de 10µm de grosor, se 

permeabilizaron con Triton X 100 (0,1% en PBS) durante 5min, fijados en suero de 

cabra 10% en PBS y se tiñeron con anticuerpo  de conejo frente a  colágeno tipo I 

humano (Col I)  (cat. nº: PA1-26204; Affinity Bioreagents), anticuerpo de ratón anti α-

SMA humana (cat. nº: A5228; Sigma Aldrich, Madrid, Spain) y anticuerpo de conejo 

anti PDE5 humana (cat. nº: P434; Cell Signalling, Boston, Massachusetts, USA). Se 

mantuvieron durante 24horas a 4ºC. Posteriormente se utilizó FITC o anticuerpos 

conjugados con rodamina anti IgG de ratón y conejo y finalmente 4',6-diamino-2-

fenilindol (DAPI) (2µg/ml) para marcar los núcleos (Molecular Probes, Leiden, The 

Netherlands). El tejido pulmonar se inspeccionó con una excitación/emission de 

485/525nm (FITC), o 570/590nm (rhodamine), o 350/470nm (DAPI) con microscopio 

de epifluorescencia TE-200 con magnificación 400x (Nikon Eclipse-TE-200, Tokyo, 

Japan).  

 

3.2 Western blot 

 

Se utilizó el análisis de Western blot para detectar fosfo-ERK1/2, Colágeno tipo I, 

proteína específica de fibroblasto 1 (S100A4) y fosfo-Smad3  en arterias pulmonares de 

los diferentes pacientes a estudio y en los experimentos in vitro de células primarias de 

endotelio y células musculares lisas de arterias pulmonares. Las células o el tejido, 

según el caso, se homogeneizaron y lisaron en hielo con un tampón para ello compuesto 

de 20mM Tris, 1mM ditiotreitol y 1μg/ml pepstatin   suplementado con cóctel 

completo de inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich). El ensayo Bio-Rad (Bio-Rad 

Laboratories Ltd., Herts, UK) se utilizó para cuantificar el nivel de proteínas en cada 

muestra y asegurar la misma carga proteica. Se utilizó un gel de electroforesis de 

poliacrilamida dodecil sulfato de sodio para separar las proteínas por su peso molecular. 

Brevemente, 20μg de proteína desnaturalizada mezclada con  x del tampón de carga 
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 compuesto por  6 mM  ris H l  pH 6.8), 4% SDS,   % glicerol,  .4mM β-

mercaptoetanol, 0.04% azul de bromofenol) junto con un marcador del peso molecular 

de las proteínas (Bio-Rad Kaleidoscope marker, Bio-Rad Laboratories), se cargaron en 

un gel de acrilamida compuesto de 5% acrilamida apilado en la parte superior de un gel 

de resolución de acrilamida al 12% y se pasó por el gel mediante la aplicación de 100V 

durante 1 hora. Las proteínas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de 

vinilideno (PVDF) mediante el método wet blotting. La membrana se bloqueó con un 

5% de Marvel en PBS que contenía un 0,1% de Tween 20 y posteriormente se probó 

con los siguientes anticuerpos como patrones internos seguidos por el correspondiente 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (1: 10.000): 

 Anticuerpo de ratón anti fosfo-ERK1/2 humano (cat. nº: M-9692; Sigma 

Aldrich) 

 Anticuerpo de conejo anti colágeno tipo I humano(cat. nº: PA1-26204; Affinity 

Bioreagents) 

  Anticuerpos de conejo anti  S1004A humana (cat. nº Ab27957, abcam) 

  Anticuerpos de conejo anti fosfo-Smad3 humana (cat. nº: PS1023; Calbiochem) 

 Anticuerpo total de conejo anti ERK1/2 humano (Cell Signalling, Boston, 

Massachusetts, USA; catalogue no. 4695)  

 Anticuerpo total de conejo anti  Smad3 humana (cat nº: 566414; Calbiochem) 

 

Se utilizó el método mejorado de quimioluminiscencia de detección de proteínas con 

ECL-plus (GE Healthcare, Amersham Biosciences, Reino Unido) para identificar las 

proteínas marcadas. La cuantificación de la expresión de la proteína se realizó mediante 

densitometría en relación  a la expresión de ERK1/2 o Smad3 usando el software 

GeneSnap versión 6.08. 
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4. Experimentos de arteria 
pulmonar “ex vivo” 

 
 
 

Las arterias de pacientes control y con FPI se disecaron para obtener anillos pequeños 

de 2 a 3 mm de diámetro y de longitud. Se cultivaron en un medio para células 

endoteliales EGM-2 suplementado con Single Quotes (Clonetics, UK), 10% FCS, 1% 

fungizona y 2% streptomicina/penicilina durante 4 horas en un incubador con 5%CO2 a 

37ºC. 

Posteriormente esos anillos se incubaron con y sin sildenafilo   nM a   μM durante una 

hora seguido del estímulo con  GFβ  5ng/mL  durante 7  horas.  GFβ  es uno de los 

factores de remodelado de arteria pulmonar mejor conocidos que incrementa la 

muscularización de dichas arterias por diferentes mecanismos. Primero,  GFβ  

promueve la diferenciación de células endoteliales a fenotipo de 

mesénquima/miofibroblasto caracterizado por el incremento de expresión de la 

maquinaria del citoesqueleto (incluyendo alfa actina de musculo liso y vimentina) que 

permite a la célula migrar a la íntima y la adventicia, junto al incremento de los 

componentes de la matriz extracelular como el colágeno tipo I que favorece la 

migración celular y el depósito de tejido conectivo. Por otro lado,  GFβ  aumenta la 

proliferación de células musculares lisas y su transformación a miofibroblastos que 

incrementan la capacidad migratoria de los miofibroblastos a la íntima y la adventicia. 

Estas alteraciones aumentan el remodelado arterial reduciendo el diámetro de la luz y 

aumentando la capacidad contráctil induciendo así hipertensión pulmonar. Por todo ello 

hemos seleccionado el  GFβ  como estímulo para inducir cambios a mesénquima en 

las arterias pulmonares(110, 124, 126). 

 

 

Tanto sildenafilo como el  GFβ  se reemplazaron cada 24h. Los anillos arteriales se 

usaron para analizar la expresión de los marcadores endoteliales y de mesénquima. El 

tiempo de incubación para el estímulo con   GFβ  se seleccionó basándose en curvas 

tiempo dependientes  (24-96h) que mostraron una producción máxima de colágeno tipo 

I tras 72h de exposición. 
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5. Aislamiento y cultivo de células 
endoteliales de arteria 
pulmonar humana y células 
musculares lisas. 
Experimentación in vitro. 

 
 
 

A partir de los vasos disecados y del parénquima pulmonar obtenido se procede al 

aislamiento y cultivo primario de células endoteliales y de músculo liso de arterias 

pulmonares. 

En estas poblaciones celulares se estudiarán la expresión de las proteínas y kinasas 

citadas en el apartado anterior en condiciones basales y tras la estimulación con 

fármacos o factores de crecimiento como TGF-β, implicados en el proceso de transición 

mesenquimal de células endoteliales y transformación a miofibroblastos de células 

musculares lisas. Todo ello estableciendo comparaciones en células procedentes de 

pacientes con y sin HP(33, 127, 128). 

 

Los experimentos celulares se realizaron con células endoteliales de arteria pulmonar 

humana (HPAECs) y células musculares lisas de arteria pulmonar humana (HPASMCs) 

aisladas de arterias pulmonares de pacientes con FPI.  Se disecaron segmentos de arteria 

pulmonar de 2-3 mm de diámetro luminal liberándolos del parénquima pulmonar que 

los rodea. Se cortaron longitudinalmente y se aplicó colagenasa al 1% (Gibco, UK) en 

medio de cultivo RPMI-1640 durante 30minutos a 37ºC. Tras la digestión con 

colagenasa se neutralizó añadiendo RPMI-1640  complementado con 20% de suero fetal 

de ternera (FCS), y el homogeneizado se separó por centrifugación a 100rpm. Se 

recultivaron las células en medio de cultivo endotelial EGM-2 suplementado con Single 

Quotes (Clonetics, UK), 10% FCS, 1% fungizona y 2% streptomicina/penicilina. La 

selección de las células endoteliales se realizó utilizando los kits para células 

endoteliales Dyanbeads CD31 (Dynal Biotech, Germany).  Se les aplicó brevemente 

tripsina 0.25% y la mezcla celular se incubó con CD-31-coated Dynabeads durante 

30min a 4ºC con rotación termino terminal. Tras la incubación, las células endoteliales 
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de arteria pulmonar humana se recuperaron mediante el uso de un concentrador de 

partículas magnético (MCP-1; Dynal) y enjuagadas cuatro veces con salino tamponado 

con fosfato (PBS)/albumina sérica bovina (BSA). Los clusters de células endoteliales de 

arteria pulmonar humana retenidas en los CD-31coated Dynabeads fueron 

resuspendidas a parte en EGM-2 suplementado con 10%FCS, 1% fungizona y 2% 

estreptomicina/penicilina. 

Las células que no quedaron retenidas en CD-31-coated Dynabeads se cultivaron en 

DMEM suplementado con FCS 10%, fungizona 1% y estreptomicina/penicilina 2% 

para poder separar selectivamente las células musculares lisas de arteria pulmonar 

humana. Para confirmar la identificación de las células musculares lisas de arteria 

pulmonar humana se subcultivaron y se examinó la expresión de α-actina usando un 

anticuerpo monoclonal contra α-actina de músculo liso (dilución 1: 100; Sigma); más 

del 95% de las células se tiñeron positivamente. Las células se incubaron durante 16 h 

en medio de cultivo FCS al 1% antes de cada experimento y se devolvieron al medio de 

cultivo FCS al 10% al comienzo de cada prueba experimental. 

 

Para los estudios in vitro, ambos tipos de células se estimularon con TGF-β    -

10ng/ml; Sigma Aldrich) las veces necesarias, cambiando el medio de cultivo y el 

estímulo cada 24h. Posteriormente se realizó pero añadiendo Sildenafilo (10nM-1µM; 

Pfizer) 30 minutos antes del estímulo para ver su efecto en la respuesta al TGF-β . Se 

recuperaron células para analizar la expresión de marcadores de  mesénquima y 

endotelio así como de las vías de señalización.  

 

 

6. Ensayo de proliferación celular 

 
 

La proliferación de células musculares lisas se midió con inmunoensayo de color 

basado en la medida de la incorporación de BrdU durante la  síntesis del DNA de las 

células,  se utilizó el kit de proliferación celular por inmunoabsorción Brdu (Roche, 

Mannheim, Germany) según el protocolo del vendedor. Se sembraron las células con 

una densidad de 3x103 células por pocillo en placas de 96 pocillos y se incubó durante 

24h. Se incubaron las células con sildenafilo a las concentraciones deseadas durante 30 
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minutos seguido por el estímulo con  GFβ  durante 48h. Se cuantificó la absorción de 

luz a 490nm usando un espectrofotómetro de microceldas (Victor 1420 Multilabel 

Counter, PerkinElmer). Los datos de proliferación se refieren a los valores del nivel de 

BrdU en el DNA celular por celdilla. La respuesta a estímulo con  GFβ  se expresó en 

relación al crecimiento basal de las muestras control no tratadas. 

 

 

 

7. Modelo animal 

 

En modelos animales de fibrosis pulmonar, asociada a Hipertensión pulmonar,  inducida 

por bleomicina, sildenafilo mejoró la hipertrofia del ventrículo derecho y la fibrosis 

pulmonar, así como la remodelación vascular pulmonar a través de la mejora de la 

óxido nítrico sintasa (NOS) y la reducción de la señalización por especies reactivas de 

oxígeno (ROS)(113, 114). En modelos celulares, sildenafilo reduce la disfunción 

endotelial e inhibe la proliferación en la arteria pulmonar humana de células de músculo 

liso(47, 116). 

La experimentación y manipulación de los animales se realizaron de acuerdo con las 

directrices del Comité de Ética  y Bienestar  Animal de la Universidad de Valencia. Se 

instiló una sola dosis de bleomicina a 3,75 U/kgr vía endotraqueal. Por otro lado se 

utilizó un grupo control instilado con solución salina. 21 días después se administró una 

sola dosis de sildenafilo a 1mg/kg vía parenteral. Tras 2h de la administración se evaluó 

la relación Ventilación/Perfusión utilizando una tomografía computarizada por emisión 

de fotón único (Albira micro –CT-PET-SPECT Imagin System (Oncovision, España)). 

Obteniendo imágenes con el radio isótopo diethyleno-tiramina-pentaacetato 10mCi 

(DTPA-Tc99m) para la ventilación y 0.5-1 mCi del MAA-Tc99m para la 

perfusión(129).  
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7.1 Instilación bleomicina 
 
 

La fibrosis pulmonar en rata se indujo mediante instilación intratraqueal. Con la ayuda 

de un otoscopio (Riestar®) y de un fiador, se introdujo por la tráquea una cánula de 16G 

a través de la  cual se instiló un volumen de solución salina de sulfato de bleomicina en 

dosis única de 3.75UI/kg según se indica en la tabla 4. La administración de BLM se 

realizó mediante jeringas estériles de  insulina (BD Plastipak® 1 mL). Previa a la 

administración, para verificar la correcta canulación intratraqueal, se insuflaron 2mL de 

aire y se comprobó la insuflación pulmonar. Tras la administración se insufló 1mL de 

aire para facilitar el arrastre del producto y asegurar la correcta administración del 

antibiótico. Los animales del grupo control recibieron el mismo volumen de solución 

salina libre de bleomicina (Tabla 4). La inducción de fibrosis en este estudio se realizó  

siempre el día 1 del experimento. 21 días después se administró una sola dosis de 

sildenafilo a 1mg/kg vía parenteral. 

 

BLEOMICINA 3,75 UI/kg 
BLM[ ]i 15 UI/2mL 

 

PESO g     UI/peso       μL  Intratraqueales 

200 0.75 100 
210 0.79 105 
220 0.83 110 
230 0.86 115 
240 0.9 145 
250 0.94 125 
260 0.98 130 
300 1.13 150 
310 1.17 155 
320 1.21 160 
330 1.25 165 
340 1.29 165 

 
Tabla 4: Dosificación de la administración intratraqueal de bleomicina o suero. 
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Fig 21  Administración intratraqueal de bleomicina empleada en la inducción de fibrosis pulmonar. Rata 

Wistar Han® (Harlan®) administración intratraqueal de 3.75 UI/Kg de bleomicina. 
 

 
 
 

7.2 Estudio Ventilación-Perfusión 
 

Los radiofármacos empleados para la adquisición de imágenes de SPECT fueron 

provistos por la empresa de medicina nuclear Molypharma: 

• Macroagregados de albúmina unidos a tecnecio99m (MAA-Tc99m): a cada sujeto se 

le administran aproximadamente 5   μ i vía intravenosa de radiofármaco para las 

pruebas de perfusión pulmonar. 

• Dietilen-triamino-pentaacético (DTPA-Tc99m): Aproximadamente 9 mCi de DTPA 

fueron inhalados por sujeto en las pruebas de ventilación pulmonar. 

 

Los ensayos de perfusión y ventilación pulmonar se realizaron mediante el sistema 

multimodal de adquisición de imágenes PET/SPECT/CT.  

 

• Perfusión: 

Previa a la instauración de la enfermedad, se realizaron pruebas de perfusión pulmonar a 

día 0. Para ello se anestesiaron los animales previamente mediante anestesia inhalada 

con Isoflurano (Arreane®). Se canuló la vena de la cola mediante una cánula de 24G y 

se introdujeron aproximadamente 5  μ i vía intravenosa de M  -TC99m. La jeringa 

que contiene el radiofármaco se midió en el activímetro tras la administración para 

calcular la dosis exacta de radiofármaco inyectado y se anotó junto con la hora de 

administración. El ratón se posicionó decúbito esternal en la camilla de rata estándar del 

Albira®, equipo multimodal de adquisición PET/SPECT/CT, y se mantuvo anestesiado 



72 
 

con isoflurano mediante un sistema de inhalación “nose-only” con una tasa de flujo del 

2,5% durante la adquisición. Todas las ratas fueron sometidas a las pruebas de 

SPECT/CT a día 0, 21 y post-tratamiento. 

 

Fig 22  Cámara de inducción de anestesia. 

 

 

• Ventilación: 
 

En este caso los animales se anestesiaron con ketamina/medetomidina 75/0,5 mg/kg y 

se introdujeron en la cámara de inhalación, un pletismógrafo de doble compartimento 

con restricción cónica (emka TECHNOLOGIES SA ®). 

Se midieron aproximadamente 9mCi de DTPA-Tc99m y se depositaron en la cámara de 

nebulización. La jeringa que contiene el radiofármaco se midió en el activímetro tras la 

administración para calcular la dosis exacta de radiofármaco administrado y se anotó 

junto con la hora de administración. El procedimiento de ventilación se realizó mediante 

ciclos de flujo continuo del 0.4mL/min durante 15 min, alternando la nebulización con 

aire ambiente en intervalos de 30-45 segundos. Una vez realizada la ventilación, se 

posicionó decúbito esternal en la camilla de rata estándar del Albira® para la 

adquisición SPECT/CT. Las pruebas de ventilación se realizaron el día previo a la 

perfusión. 

Una vez finalizadas las adquisiciones, las ratas fueron retiradas de las camillas y 

depositadas en sus jaulas bajo observación. Las ratas  permanecieron estabuladas en la 
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instalación radioactiva con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas hasta el decaimiento del 

radiofármaco. 

 

Fig 23  Ventilador animal y administración inhalatoria de fármacos 

 

 

Fig 24 Albira® Equipo multimodal micro SPECT/PET/CT 

 

 
  

7.2.1 ADQUISICIÓN Y RECONSTRUCCIÓN DE IMÁGENES 

Tanto para las capturas de ventilación como perfusión, las adquisiciones se realizaron 

con un offset de la camilla de 115mm de longitud para capturar pulmón. La captura 
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mediante CT-rayos-X (Carestream Molecular Imaging, Woodbridge, CT) de alta 

calidad se realizó con la modalidad Step&Shoot de 600 proyecciones. Los rayos X se 

programaron con 400μ  de intensidad de corriente, 45kV de voltaje y un filtro de 

atenuación de 0,5mm. Dicha intensidad equivale a una dosis equivalente de 220mSv y 

dosis efectiva de 357,4mSv. Estas dosis son 20 veces inferiores a las dosis reportadas de 

DL50(130)  

La calibración de las unidades de medida de las imágenes CT, Unidades Houndsfield 

(HU) se realiza diariamente escaneando un tubo con agua y otro con aire. En la 

modalidad de SPECT, los estudios se programaron con un campo de visión (Field Of 

View (FOV)) de 80mm, un tiempo de captura de 30min, 60 proyecciones por segundo y 

un colimador Pinhole. Las imágenes fueron reconstruidas mediante el algoritmo FBP 

(Filtered Back Projection) utilizándo parámetros de reconstrucción estándar del Albira 

Suite 5.0 Reconstructor. La combinación de la adquisición y la reconstrucción dan lugar 

a una imagen final de matriz de 255*255*255 y tamaño de pixel de 0.25*0.25*0.25mm. 

Las imágenes de alta calidad del CT se emplearon para el procesamiento y análisis de la 

ventilación/perfusión (V/Q) para proporcionar información estructural basada en la 

correlación con las imágenes SPECT, así como para ensayos densitométricos del 

entorno pulmonar. 

 

7.2.2 ANÁLISIS DE IMÁGENES 

 

Las imágenes fueron analizadas y cuantificadas mediante el software de análisis PMOD 

versión 3.2 (PMOD Technologies LTD, Zurich, Switzerland). Una vez adquiridas, las 

imágenes de SPECT/CT fueron reconstruidas y fusionadas. Las imágenes fueron 

corregidas mediante el algoritmo OSEM. 

Para las imágenes SPECT se seleccionaron volúmenes de interés (VOI) que 

comprenden la región captada en pulmón y se procedió a su cuantificación. La 

cuantificación de imágenes proporcionó el número de cuentas adquiridas por unidad de 

pixel. Dicho valor se relativizó por la dosis inyectada. 

En las imágenes CT se analizaron tres regiones de interés (ROI) comprendiendo el 

lóbulo superior, medio e inferior. El mismo plano fue analizado para cada sujeto para 

sus distintos días de adquisición. Se calculó la media de unidades HU por unidad de 
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pixel. La adquisición y procesado de las imágenes de ventilación y perfusión se 

resumen en la tabla 5. 

 

Tabla 5  Esquema de adquisición y procesado de imágenes. Protocolo de ventilación y perfusión animal 
 

7.3 Tratamiento con sildenafilo 
 

Sobre las ratas instiladas con bleomicina o con Suero (grupo control) el primer día para 

inducir la fibrosis pulmonar. El estudio V/Q se inició 2 horas después de la 

administración del sildenafilo 1mg/kg por vía intraperitoneal. Las imágenes fueron 

tomadas después de la ventilación de DTPA-Tc99m, y se tomaron imágenes de 

perfusión  tras la administración parenteral de MAA-Tc99m.  

 

Para cada grupo  a estudio se analizaron 10 animales. Se obtuvo el análisis estadístico  

mediante el modelo de una via de ANOVA y posteriormente el tets de Bonferroni post 

hoc.   



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis estadístico y resultados 
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Análisis estadístico  

El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante tests paramétricos (animales 

y celulares) o no paramétricos (estudios en humanos) según corresponde. P <0,05 fue 

considerado estadísticamente significativo.  

Se utilizaron tests no paramétricos para comparar los resultados de las muestras 

humanas de pacientes control y de pacientes con FPI, HP e FPI + HP. En este caso, los 

datos se mostraron como medianas, rango intercuartílico y valores mínimos y máximos. 

Cuando las comparaciones se referían a más de dos grupos, se realizó primero un 

análisis de varianza (test de Kruskal-Wallis). En el caso de una diferencia significativa 

global, las comparaciones entre grupos se evaluaron mediante el test post-hoc de Dunn, 

que generaliza el procedimiento de ajuste de Bonferroni. Cuando las comparaciones se 

referían sólo a 2 grupos, las diferencias entre ellos se analizaron mediante el test de 

Mann Whitney. Los resultados de los experimentos animales y de los experimentos 

mecánicos con células exvivo e invitro se expresaron como media ±  desviación 

estándar  ya que la n con  distribución normal para cada conjunto de datos se confirmó 

mediante análisis de histograma y prueba de Kolmogorov-Smirnov. En este caso, el 

análisis estadístico se realizó mediante análisis paramétrico. Las comparaciones de dos 

grupos se analizaron utilizando el test t de Student pareada de dos colas para muestras 

dependientes, o el test t no pareado para muestras independientes. Las comparaciones 

múltiples se analizaron mediante un análisis de varianza unidireccional o bidireccional 

seguido por el test post hoc de Bonferroni. 
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Resultados 

 

Efectos del sildenafilo relajantes y anti-contráctiles sobre arterias pulmonares de 

pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopática. 

Basados en las características clínicas definimos cuatro grupos que describimos en la 

tabla 5: 

 

Características clínicas 

 
Pacientes 

control 
FPI   

FPI  

+ 

 Hipertensión 

pulmonar 

Hipertensión 

pulmonar 

Nº pacientes 18 9 8 4 

Edad 59 (42–71)  61 (56–75) 65(52–73) 45 (42–52) 

Sexo 15/3 12/5 25/11 3/1 

Habito tabáquico     

No 

fumadores/fumadores 
7/11 3/6 4/4 4/0 

Años/paquete 26 (0–32) 28.3 (6–35) 31 (9–38) 0 

VEMS % 
No 

determinada 

72.8 (58–

101) 
73 (53–98) 92 (91–95) 

CVF% 
No 

determinada 

70.2 (63–

79) 
71 (48–76) 

No 

determinada 

CV % No 73.5 (45– 66 (43–90) No 
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determinada 89) determinada 

DLCO% 
No 

determinada 

50.1 (34–

61) 
40.8 (20–61) 

No 

determinada 

% Vidrio deslustrado 0 19 (8 –39) 22 (9–35) 0 

% Patrón en panal 0 28 (15–40) 26 (12–39) 0   

PaO2 mmHg basal 94 (88–96) 65 (45–88) 60 (40–85) 62 (48–75) 

mPAP mmHg 
No 

determinada 

20.5 (16–

22) 
43 (36–48) 69 (42–74) 

N-acetil cisteína 

(si/no)
1
 

0/21 4/5 5/4 0/4 

Pirfenidona 

(si/no)
1
 

0/21 2/7 1/7 0/4 

Tabla 5 Características clínicas.  Los datos se presentan como medianas (rango intercuartílico), salvo que 

se indique lo contrario. VEMs%: porcentaje del volumen espiratorio máximo respecto al predicho; 

CVF%: porcentaje de la capacidad vital forzada respecto al predicho; CV%: porcentaje de la capacidad 

vital respecto a la predicha; PaO2: presión arterial de oxígeno; mPAP: presión arteria pulmonar media; 
1
: 

pacientes que recibían dicho tratamiento al tomar muestra. 

 

Como ya hemos visto en materiales y métodos se realizaron dos tipos de protocolo. Uno 

relajante y otro de vasoconstricción.  

En el protocolo relajante (se añade Sildenafilo sobre arterias precontraidas con 5-HT). 

Sildenafilo tuvo un efecto relajante dependiente de su concentración sobre los anillos de 

la arteria pulmonar. Dicho efecto vasodilatador fue mayor en el grupo control y de FPI 

(máximo efecto de relajación de 41,3 ± 11,6% y 37,22 ± 15%, respectivamente) que los 

grupos de FPI con Hipertensión e Hipertensión primaria (9,8 ± 5,8% y 9,46 ± 4,23%) 

diferencia estadísticamente significativa con  p <0,05 en comparación con los grupos 

control y FPI, (figura 25 A-D). 
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A 

 

B 
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C 

 

D 

 

Fig 25 Resultados protocolo relajante. Curvas de relajación con dosis crecientes de sildenafilo sobre 

arterias precontraidas con serotonina de muestras control (n=10), FPI (n=6), FPI+HP (n=6) e HP (n=4). 

Se realizó con 4 anillos arteriales por paciente. Se marca con E + o – según si el anillo vascular 

conservaba su endotelio o se había eliminado respectivamente. Se marcan  con * la p<0.05  comparando 

con la curva de arteria sin endotelio y con # p<0.05 respecto a tensión basal. 
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Cuando se eliminó el endotelio, el efecto de relajación máxima del sildenafilo 

disminuyó en los anillos de la arteria pulmonar control y FPI a 20,8 ± 10% y 20,19 ± 

10,5%, respectivamente, mientras que el efecto relajante máximo del sildenafilo 

permaneció similar en FPI+HP e HP (Figura 25 C y D.  on endotelio: “  +)”, sin 

endotelio “  -)”).  

El segundo protocolo fue vasoconstrictor. Como vimos en materiales y métodos los 

anillos de la arteria pulmonar se incubaron inicialmente con sildenafilo (0,1-   μM) y 

30 minutos después se administraron dosis acumulativas de 5-H    ,  nM a    μM). 

Viendo así el efecto anticontráctil en las arterias tratadas con sildenafilo. Los resultados 

se muestran en la tabla 6. 

Tratamiento Pacientes 

control 

Fibrosis 

pulmonar 

Fibrosis    + 

hipertensión 

Hipertensión 

pulmonar 

Control 84.0±7.6 

n=7 

80.1±12.1 

n=3 

77.8±6.1 

n=4 

80.3±3.8 

n=4 

Sildenafilo 

0.1µM 

88.7±2.3 

n=7 

75.2±5.1 

n=3 

64.6±7.7 

n=6 

67.5±10.0 

n=3 

Sildenafilo 

1µM 

76.0±4.8 

n=7 

66.5±5.8 

n=3 

42.3±3.8 

n=3 

50.3±3.1 

n=3 

Sildenafilo 

10µM 

79.3±4.3 

n=7 

34.9±3.1 

n=3 

24.7±8.6 

n=6 

21.2±3.9 

n=4 

Tabla 6 Resultados del efecto vasoconstrictor de la serotonina expresado en porcentaje respecto a la 

contracción máxima con KCl 80mM. 

 

El sildenafilo no inhibió significativamente las contracciones inducidas por 5-HT en las 

muestras control (figura 26A). En contraste, la contracción inducida por 5-HT fue 

significativamente inhibida por el sildenafilo de forma directamente relacionada a su 

concentración en: 

 Los anillos de arteria pulmonar humana de FPI: inhibición máxima, 54,3 ± 3%, 

p <0,05 frente a control (figura 26B) 
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 Anillos de arteria pulmonar humana de FPI+HP. Con una inhibición máxima de 

68,3% P <0,05 versus control (figura 26C) 

 Anillos arteriales de HP. Con una inhibición máxima de 73,6%, p <0,05 frente a 

control, (figura 26D). 

A 

 

B 
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C 

 

D 

 

Fig 26  Protocolo vasoconstrictor: contracción con dosis crecientes de serotonina sobre arterias 

preincubadadas con sildenafilo (0,1µM; 1 µM; 10 µM) de pacientes control (n=12), FPI (n=6), FPI+HP 

(n=6) e HP (n=4). Se utilizaron 4 añillos arteriales por paciente. Se identifica con *: p<0.05 comparado 

con pacientes control; con #: p<0.05 comparado con los pacientes de FPI+HP e HP 
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Es importante destacar que el efecto inhibidor del sildenafilo sobre la contracción 

inducida por la 5-HT fue significativamente mayor en los anillos arteriales de FPI+HP e 

HP que en los pacientes con FPI (p <0,05). 

 

Caracterización de los marcadores de remodelación en arterias pulmonares del 

grupo control  y de pacientes con FPI con o sin HP 

 

Con los resultados de los experimentos funcionales realizados en el baño de órganos 

hemos visto cómo sildenafilo tenía diferentes efectos relajantes/anti-contráctiles en la 

arteria pulmonar de  todos los grupos estudiados: control, FPI y FPI+HP e HP. Dichas 

diferencias deberían tener su explicación en los procesos de remodelación de la arteria 

pulmonar.  

Para ello se realiza el estudio de los marcadores de mesénquima y de miofibroblastos en 

las arterias pulmonares conforme se describe en materiales y métodos. Seleccionando la 

expresión mRNA de genes que nos permitirán caracterizar  las transformaciones 

celulares y detectándolos por RT-PCR en tiempo real. Se aislaron arterias pulmonares 

del grupo control (18 muestras), de 9 pacientes con FPI y de 8 pacientes con FPI más 

hipertensión pulmonar. Primero describiremos los resultados del análisis de la expresión 

del mRNA de los marcadores de remodelado endotelial. Posteriormente se muestra la 

expresión proteica de las kinasas reguladoras extracelulares 1 y 2 fosforiladas y la 

SMAD3 también fosforilada. En este segundo caso se analizan la expresión proteica con 

Western blot. Posteriormente se mostrará el estudio por inmunofluorescencia de la 

fosfodiesterasa tipo 5 y la alfa actina de musculo liso. 

La expresión basal de: α-SMA, vimentina, Col I, receptor 5-HT 2A y factor de 

crecimiento transformante β  (TGF)-β  estaba incrementada significativamente en las 

arterias pulmonares de pacientes con FPI y FPI+HP  en comparación con los controles 

(figura 27 A-E), lo que sugiere un aumento de la muscularización, un aumento del 

depósito en la matriz extracelular y fibrosis. Por otra parte la expresión de vimentina, 

Col I, 5-HT receptor 2A y TGF-β   fueron mayores en las arterias pulmonares de 

pacientes con FPI+HP en comparación con los de los pacientes con IPF (figura 27 

B,C,D,E), lo que indica su papel en el desarrollo de hipertensión pulmonar.  
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Fig 27 Expresión de genes basal. Gráficas que muestran el aumento de α-SMA, vimentina, Col I, 

receptor 5-HT 2A y TGF-β  en arteria pulmonar humana de pacientes con FPI y FPI+H P respecto a los 

pacientes control y entre ambas (no existiendo diferencias significativas entre FPI y FPI+HP con α-SMA 

p=0,24). Se muestra la p de cada comparación en caso de ser significativa, realizado con test de Mann-

whitney. 

 

 

 

Los marcadores endoteliales: Óxido nítrico sintetasa endotelial (eNOS), (VE)-cadherina 

de endotelio vascular, receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) y 

el factor VIII (FVIII) estaban menos expresados en las arterias pulmonares de los 

pacientes con FPI y FPI+ HP (figura 28 A-D), lo que indica el deterioro de la función 

endotelial o un cambio en el fenotipo del endotelio. 
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Fig 28 Expresión de genes basal de marcadores endoteliales. Se muestra la infraexpresión de todos los 

marcadores en los pacientes con FPI y FPI+HP. Se muestra la p de cada comparación en caso de ser 

significativa, realizado con test de Mann-whitney. 

 

 

La fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 fue mayor en las arterias pulmonares de 

pacientes con FPI + HP; Sin embargo esta mayor fosforilación respecto a los grupos 

control fue inferior en las arterias pulmonares de los pacientes con FPI  (p<0.05) (figura 

29 A-B). 

A 
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Fig. 29 Expresión proteica por western blot de las kinasas reguladoras extracelulares 1 y 2 fosforiladas y 

de SMAD3 en arterias pulmonares de pacientes control, FPI y FPI+HP.  Los datos se expresan como ratio 

del total ERK1/2 y SMAD3 respecto al grupo control. Se utilizó el ANOVA de una via seguido del test 

post hoc de Bonferroni mostrando con * si p<0.05 comparado con el grupo control. 

 

La expresión de la PDE5 (figura 30) estudiada por inmunofluorescencia se incrementó 

en las arterias pulmonares de pacientes con FPI y FPI+HP. Localizándose  

principalmente en las células endoteliales y en  la íntima. Mientras que la PDE5 se 

expresó débilmente en las arterias pulmonares de los grupos control. Estos datos se 

corroboran con el estudio de expresión del mRNA de PDE5 con diferencia significativa 

entre FPI y FPI+HP con los grupos control. 
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Fig 30  Inmunofluorescencia de fosfodiesterasa5  y α-SMA de anillos arteriales de parénquima pulmonar 

control, FPI y FPI+HP. Escala 200µm. Se utiliza DAPI para marcar los núcleos celulares. Se marca el 

endotelio con flechas blancas. 

 

 

Fig 31 Expresión de genes basal de PDE5. Se muestra la p de comparación entre grupos en caso de ser 

significativa, realizado con test de Mann-whitney. 
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Efectos anti-remodelación del sildenafilo en las arterias pulmonares humanas de 

pacientes con FPI 

En los experimentos ex vivo se cultivaron anillos de arteria pulmonar con y sin fibrosis 

pulmonar idiopática y se estimularon con 5ng/mL de TGF-β1 durante 72 h en presencia 

o ausencia de sildenafilo (10 nM-  μM). En el caso del estudio con sildenafilo, previo al 

estímulo con TGF-β1 se incubaron con la concentración de sildenafilo marcada durante 

una hora. Posteriormente como hemos visto en materiales y métodos, se 

homogeneizaron para extraer mRNA y realizar el estudio de expresión génica, o bien se 

incluyeron muestras en parafina para realizar análisis por inmunofluorescencia.  

En anillos vasculares de  4 pacientes  control (sin FPI) el tratamiento con TGF-β  

(5ng/mL) dio como resultado una disminución de la expresión de los marcadores 

endoteliales VE-cadherina y eNOS (figura 32 A). En contraste, este tratamiento 

aumentó la expresión de PDE5 y los marcadores mesenquimales Col I y vimentina, pero 

no significativamente de α-SMA o TGF-β  (figura 32 B y 33 A). 

Estos cambios también se observaron en las arterias pulmonares de los 4 pacientes con 

FPI, donde la pérdida de endotelio y el aumento de los marcadores mesenquimales 

fueron más elevados, incluyendo en este caso, al contrario de lo que sucedía con los 

casos control, la elevación significativa de α-SMA y TGF-β  (figura 32 D y C; 33 B). 
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Fig 32   Expresión genética de anillos arteriales en cultivo ex vivo. Se muestran datos de control y tras 

estímulo con 5ng/mL de TGF-β  durante 7  h en presencia o ausencia de sildenafilo. Estadístico: Test de 

dos vías ANOVA seguido del test Bonferroni post hoc. *: p<0.05 en comparación con el control. #: 

p<0.05 en comparación con los valores estimulados con TGF- β  antes del tratamiento con sildenafilo. 
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Fig 33  Inmunofluorescencia de anillos arteriales de pacientes control (A) y pacientes FPI (B) estimulados 

ex vivo con  GFβ , con y sin sildenafilo. Las flechas blancas indican la localización de la adventicia y el 

músculo liso vascular pulmonar. Las flechas amarillas apuntan a la posición de las células endoteliales. 
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El sildenafilo en arteria pulmonar inhibió las transiciones de endotelio a 

mesenquima y de células del músculo liso a miofibroblastos  inducidas por TGF-

β1. 

Los experimentos siguientes fueron diseñados para explorar los efectos anti-

remodelación del sildenafilo en células endoteliales de arteria pulmonar humana 

aisladas y cultivadas (HPAEC) y células musculares lisas de arteria pulmonar humana 

(HPASMCs) de pacientes con FPI (n=4). 

Como hemos visto en materiales y métodos, se aislaron células endoteliales de arteria 

pulmonar humana y células musculares lisas de arteria pulmonar humana de 4 pacientes 

con FPI. Se incubaron con diferentes concentraciones de sildenafilo (10nM a 1µM) 

durante 30minutos y después se estimularon con 5ng/ml TGF-β  durante 7  horas en el 

caso de las células endoteliales y 48 horas en las células de músculo liso. 

Posteriormente se analizaron los marcadores de expresión del mRNA endoteliales y 

mesenquimales mediante el ensayo BrdU ya explicado en métodos. Los resultados en 

las graficas se muestran como medias de los 4 pacientes y se analizaron con el test de 

ANOVA seguido del test post hoc de Bonferroni, se muestra con asterisco los 

resultados significativos (p<0.05) cuando se comparan con la media de los controles 

(sin estímulo ni sildenafilo) y con almohadilla cuando existe significación respecto al 

grupo con estímulo  GFβ  sin sildenafilo. 

La incubación de las células endoteliales con TGF-β  cambió su fenotipo de endotelial 

a un fenotipo mesenquimal/miofibroblastico caracterizado por la pérdida de la expresión 

mRNA de los marcadores endoteliales VE-cadherina, VEGFR1, FVIII y eNOS (Figura 

34 A, B, C y D). Y por otro lado determinó un aumento en los marcadores 

mesenquimales  ol I, α-SMA y vimentina (figura 34 E-F-G), así como la expresión de 

los factores profibróticos TGF-β  y PD 5 (figura 34 H-I). 

Y como vemos en las gráficas de la figura 34 la incubación con Sildenafilo impidió los 

cambios resultantes del estímulo con  GFβ en su mayoría desde una concentración 

baja (10 nM) permitiéndoles mantener a las células su fenotipo endotelial.  
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Fig 34  Efecto modulador de sildenafilo a la respuesta frente a estimulo con  GFβ1 en la expresión de 

marcadores  de células endoteliales cultivadas de arteria pulmonar humana con FPI. Expresando las 

medias de los 4 pacientes que se analizan con el test de ANOVA seguido del test post hoc de Bonferroni.  

*: p<0.05 cuando se comparan con la media de los controles (sin estímulo ni sildenafilo); #: p<0.05 

respecto al grupo con estímulo  GFβ  sin sildenafilo. 
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En el caso de las células de músculo liso de arteria pulmonar humana con FPI, TGF-β  

aumentó la expresión del mRNA de Col I y vimentina (Figura 35 A y B). Siendo 

significativo en todas las dosis de  GFβ  para colágeno tipo I respecto a control y en 

las dosis de 5ng/ml y 10ng/ml para Vimentina. 

Cuando se incubaron las células musculares lisas con sildenafilo el efecto producido por 

 GFβ fue inhibido tanto para vimentina como para colágeno tipo I, salvo en la 

concentración más baja de sildenafilo en el caso de la vimentina (figura 35 C y D) 

Por otro lado células musculares lisas de arterias pulmonares humanas de pacientes con 

FPI se incubaron como hemos descrito en materiales y métodos con sildenafilo durante 

  minutos para posteriormente estimularlas con 5ng/ml de  GFβ  durante 48h en los 

96 pocillos del test de proliferación celular con bromodeoxiuridina (BrdU). Se muestran 

los resultados como medias más menos desviación típica de las poblaciones celulares de 

cuatro pacientes con FPI. Sildenafilo inhibió la proliferación inducida por  GFβ  de las 

células musculares lisas de arterias pulmonares de pacientes con FPI. Aunque no 

significativamente en la dosis de sildenafilo de 10nM.  

 

A 

 

B 

 



103 
 

C 

 

D 

 

E 

 

Fig. 35   fecto modulador de sildenafilo a la respuesta frente a estimulo con  GFβ  en la expresión de 

marcadores  de células musculares lisas cultivadas de arteria pulmonar humana con FPI. A y B: curvas 

dosis respuesta a  GFβ durante 48h. C,D: efecto de sildenafilo. E: proliferación celular. ABCyD: 

Expresando las medias de los 4 pacientes que se analizan con el test de ANOVA seguido del test post hoc 

de Bonferroni;  E media mas menos desviación típica de las poblaciones celulares.   *: p<0.05 cuando se 

comparan con la media de los controles (sin estímulo ni sildenafilo); #: p<0.05 respecto al grupo con 

estímulo  GFβ  sin sildenafilo. 
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Por último se incubaron por separado células endoteliales y células musculares lisas de 

arterias pulmonares humanas de pacientes con FPI y se midió la expresión proteica por 

Western blot de fosfo-ERK1/2, de fosfo-SAMD3, de colágeno tipo I y de S100A4 en 

casos control, en casos tras estimulo con 5ng/ml de  GFβ  y tras dicho estímulo pero 

con incubación, o de dosis crecientes de sildenafilo o de PD98059 (inhibdor de 

ERK1/2) o de SIS3 (inhibidor SMAD3) (figura 36). Los datos se expresan como ratio 

del total de ERK1/2 y SAMD3 en las dos proteínas y sus respectivas fosforiladas; y 

respecto al total de β-actina para el colágeno tipo I y la proteína S100A4, normalizando 

según el grupo control. Los resultados se muestran como media más menos desviación 

típica de las 4 muestras estudiadas y se comparan con el test ANOVA de dos vías 

seguido del test post hoc de Bonferroni. Como en casos anteriores se identifica en las 

gráficas con asterisco cuando p<0.05  comparado con el control y con almohadilla 

cuando se compara con el estímulo con  GFβ  basal. 

El estímulo con  GFβ   en las células endoteliales y musculares lisas de arterias 

pulmonares humanas con FPI determinó un incremento en la fosforilación de ERK1/2 y 

SMAD3. Dicha fosforilación se inhibe con el sildenafilo (figuras 36 y 37). 

Endoteliales Musculares lisas 

 

Fig. 36 Imagen Western blot de   GFβ  de células endoteliales y células musculares lisas de arteria 

pulmonar humana con FPI. Vemos control, estimulo con 5ng/ml de  GFβ  y tras dicho estímulo pero con 

incubación o de dosis crecientes de sildenafilo o de PD98059 o de SIS3. 

 

 

                                                               



105 
 

 Celulas endoteliales de arteria pulmonar humana con FPI 

 

 Células musculares lisas de arteria pulmonar humana con FPI 

 

Fig. 37 Western blot con medición de la expresión proteica de la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 en 

respuesta a  GFβ  sin y tras dicho estímulo, así como la tras incubación previa con: o dosis crecientes de 

sildenafilo o de PD98059 o de SIS3. Expresado como media más menos desviación típica de las 4 

muestras estudiadas. Comparación con test ANOVA de dos vías seguido del test post hoc de Bonferroni.   

*:p<0.05  comparado con el control;  #: p<0.05 comparando con  GFβ  basal. 

 

De forma paralela las células endoteliales y musculares lisas de arteria pulmonar 

humana con FPI al ser estimuladas con  GFβ  aumentaron la expresión de los 

marcadores de fibrosis: Colágeno tipo I y S100A4. Siendo también su efecto inhibido 

por el sildenafilo, el PD98059 y el SIS3 (figuras 38 y 39). 
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Con estos resultados se puede deducir que el sildenafilo media al menos parcialmente 

en el efecto antiremodelado de las arterias pulmonares de pacientes con FPI mediante la 

inhibición de ERK1/2 y SMAD3. 

 

 Células endoteliales de arteria pulmonar humana con FPI 

 

 Células musculares lisas de arteria pulmonar humana con FPI 

 

Fig. 38 Western blot con medición de la expresión proteica de colágeno tipo I y de S100A4 con y sin 

estímulo  GFβ , así como respuesta al  GFβ  tras incubación previa con: o dosis crecientes de 

sildenafilo o de PD98059 o de SIS3. Expresado como media más menos desviación típica de las 4 

muestras estudiadas. Comparación con test ANOVA de dos vías seguido del test post hoc de Bonferroni.   

*:p<0.05  comparado con el control;  #: p<0.05 comparando con  GFβ  basal. 
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Efectos del sildenafilo en modelo animal con fibrosis e hipertensión pulmonar 

inducidas con bleomicina. 

Conforme se describe en materiales y métodos se indujo fibrosis pulmonar e 

hipertensión en ratas instilando en vía aérea bleomicina para estudiarlas 21 días 

después. Las imágenes de ventilación se obtuvieron tras respirar DTPA-
99m

Tc  y las de 

perfusión tras perfundir MAA-
99m

Tc.   El estudio de ventilación perfusión se realizó dos 

horas después de administrar 1mg-kg
-1

 intraperitoneal de sildenafilo.  

Este experimento se analizó en 10 animales por condición experimental y se realizó un 

análisis estadístico con el test ANOVA de una vía seguido del test post hoc de 

Bonferroni. La significación (p<0.05) respecto a control en las gráficas se muestra con 

asterisco y comparada con los animales tratados con bleomicina se muestra con 

almohadilla. 

Como se esperaba la Ventilación y la perfusión, así como el cociente diferían 

significativamente (p<0.05) en las ratas tratadas con bleomicina respecto al grupo 

control.  En las ratas con fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, sildenafilo, aunque 

aumentó discretamente la perfusión (p<0,05), las relaciones de V/Q no se modificaron 

de forma significativa.  

Endoteliales Musculares lisas 

 

Fig. 39  Imagen Western blot de   GFβ  de células endoteliales y células musculares lisas de arteria 

pulmonar humana con FPI. Vemos control, estimulo con 5ng/ml de  GFβ  y tras dicho estímulo pero con 

incubación o de dosis crecientes de sildenafilo o de PD98059 o de SIS3. 
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Fig. 40  Estudio ventilación perfusión en modelo animal con fibrosis inducida por bleomicina y posterior 

tratamiento con sildenafilo por SPECT. Arriba: Imagen SPECT.  Abajo: Graficas de V(ventilación), Q 

(perfusión) y V/Q (cociente V/Q).  Estadístico empleado: test ANOVA de una vía seguido del test post 

hoc de Bonferroni. *: P<0.05 respecto a control; #: p<0.05 respecto a los animales tratados con 

bleomicina. 
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Como hemos visto en el resto del estudio, el sildenafilo media sobre la respuesta anti-

contráctil ante mediadores vasoactivos en FPI y FPI asociada a HTP, pero no se vió 

efecto relajante directo sobre las arterias precontraidas de dichos pacientes. Dicha 

hipótesis viene confirmada con este último estudio animal pues el sildenafilo no induce 

vasodilatación directa sino que solo previene la vasoconstricción. Y por ello el 

sildenafilo no recupera la alteración de la Ventilación-Perfusión. 

 

 

 

Resultados respecto a hipótesis 
inicial 

En esta tesis se ha investigado los efectos del sildenafilo, inhibidor de la fosfodiesterasa 

5 (PDE5), sobre la vasoconstricción y el remodelado de las arterias pulmonares de 

sujetos control y de pacientes con FPI (con o sin hipertensión pulmonar), así como 

pacientes con hipertensión pulmonar aislada. También se ha examinado el efecto del 

sildenafilo sobre la ventilación/perfusión en un modelo animal de fibrosis pulmonar 

inducida por bleomicina.  

Los estudios funcionales relacionados con los anillos de arteria pulmonar han incluido 

un protocolo "relajante" en el que se agregaron dosis acumulativas de sildenafilo a los 

anillos arteriales pulmonares precontraidos con serotonina (5-hidroxitriptamina (5-HT)) 

y un protocolo de "contracción" donde  sildenafilo estaba presente en el baño de 

órganos antes de que se añadieran concentraciones acumulativas de 5-HT. En el 

protocolo relajante, se ha visto que sildenafilo induce relajación concentración 

dependiente,  principalmente en los anillos vasculares  de las muestras control  y FPI y 

en menor grado en las muestras de FPI con HP y las de HP. Este efecto es sólo 

parcialmente dependiente del endotelio. En el protocolo contráctil, sin embargo, 

sildenafilo disminuye la respuesta contráctil de los anillos arteriales de pacientes con 
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FPI y de forma más acusada en los procedentes de pacientes con FPI + HP y los de HP, 

sin presentar efecto en las muestras control. 

Una vez vistas las diferencias funcionales en la respuesta vasomotora de los anillos de 

arteria pulmonar, se analizaron los marcadores de proliferación y remodelado celular 

con transición a mesenquima/miofibroblasto. Se ha visto que estas vías se activan tanto 

en FPI como en FPI + HP, pero con una expresión más pronunciada en FPI+HP, 

indicando una activación gradual de los procesos de transformación endotelio-

mesenquimal y fibrosis en FPI que eventualmente podría condicionar el desarrollo de 

HP. 

Se ha demostrado una disminución de la expresión de marcadores endoteliales (oxido 

nítrico sintetasa endotelial, cadherina endotelial vascular y receptor del factor de 

crecimiento de endotelio vascular)  en arterias pulmonares de FPI y FPI+HP, sugiriendo 

disfunción endotelial. A destacar, la expresión aumentada de la fosfodiesterasa5 en 

arterias pulmonares de FPI y FPI+HP, lo que se correlaciona con el resultado funcional 

detectado en el baño de órganos.  Además se ha examinado el papel de sildenafilo y la 

estimulación con TGF-β en anillos vasculares cultivados.  ncontrando que  GF-β 

disminuye la expresión de los marcadores endoteliales mientras incrementa la expresión 

de la fosfodiesterasa5 y los marcadores mesenquimales, efectos reversibles con el 

tratamiento con sildenafilo. Se han obtenido efectos similiares del TGF-β y sildenafilo 

en cultivos de células endoteliales y células musculares lisas  de las arterias pulmonares 

obtenidas de pacientes con FPI, donde sildenafilo inhibe la transición de endotelio a 

mesenquima y de célula muscular lisa a miofibroblasto inducida por la TGF-β, 

aparentemente vía inhibición de la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3. 

En la investigación de un fármaco vasodilatador pulmonar, debíamos tener en cuenta la 

posibilidad de que alterara el cociente V/Q y por tanto empeorara la hipoxemia. Por ello 

se estudió el efecto del sildenafilo en un modelo de ratas con fibrosis pulmonar inducida 

por bleomicina, pudiendo demostrar que este fármaco no empeora la relación 

ventilación/perfusión. Estos resultados van en la línea de los obtenidos en el estudio 

Step en pacientes con FPI avanzada en los que sildenafilo no empeoró su hipoxemia(10, 

112) 

En esta tesis hemos visto las propiedades anticontráctiles de sildenafilo en anillos 

vasculares pulmonares de pacientes con FPI y FPI+HP, así como sobre los marcadores 



111 
 

de proliferación y transición celular a mesenquima. Reforzando los hallazgos al haber 

detectado un incremento de la expresión de PDE5  en las arterias pulmonares de los 

pacientes con FPI y FPI+HTP que hasta ahora no se había descrito. Este hallazgo 

proporciona sentido al empleo de fármacos que tengan como diana la PDE5 en el 

tratamiento de pacientes con FPI complicada con HP. 

Respondiendo al planteamiento inicial, este estudio nos ha proporcionado datos que 

sugieren la conveniencia de seguir  analizando los mecanismos del remodelado vascular 

en pacientes con FPI y buscar fármacos, que como sildenafilo, frenen este proceso y 

retrasen el desarrollo de HP. 
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Actualmente no existe una  terapia específica para la HP asociada a las enfermedades 

pulmonares como la FPI. De acuerdo con las guías recientes, los vasodilatadores 

aprobados para la hipertensión arterial pulmonar (HAP) no se recomiendan para 

pacientes con HP secundaria a enfermedad intersticial pulmonar (17, 131). Sin embargo, 

se ha descrito que un pequeño grupo de pacientes con enfermedad intersticial pulmonar 

e HP asociada, habitualmente grave  “desproporcionada”), podría beneficiarse de la 

terapia específica para pacientes con HAP(17).  

Hasta ahora no se conoce bien la patogenia de la HP asociada a enfermedad intersticial 

y dado que con frecuencia precede al desarrollo de insuficiencia respiratoria, hace 

suponer que intervienen otros factores asociados directamente a cambios en la expresión 

de los reguladores del tono arterial pulmonar y el remodelado vascular. 

En esta tesis se han podido demostrar los efectos anticontracturante y antiremodelado de 

sildenafilo en arterias pulmonares de pacientes con FPI, Este hecho, unido a los 

resultados de estudios previos(10), permiten abrir una nueva vía de tratamiento de la HP 

en pacientes con FPI. 

En los estudios clínicos actuales se señala que el sildenafilo (50 mg por vía oral) causa 

vasodilatación pulmonar aguda en pacientes con FPI severa e HP (presión arterial 

pulmonar media, 42 mmHg), principalmente en áreas bien ventiladas con NO 

disponible, sin afectar la vasoconstricción hipóxica o la saturación de oxígeno, y por lo 

tanto sin alterar el cociente V '/ Q'  (112). El ensayo a largo plazo STEP-IPF demostró 

que el sildenafilo mejoró la distancia recorrida en el test de 6minutos marcha, en un 

subgrupo de pacientes con FPI severa y disfunción sistólica ventricular derecha medida 

por ecocardiografía (11). Estos resultados positivos corroboran los hallazgos previos en 

pequeñas cohortes de pacientes con HP asociada a la FPI grave (14, 132), pero no en 

pacientes con FPI e Hipertensión pulmonar leve a moderada (15).  

En este estudio, observamos un efecto vasodilatador directo del sildenafilo en las 

arterias pulmonares previamente pre-contraídas con 5-HT de pacientes sanos control y 

de pacientes con FPI, siendo este efecto parcialmente dependiente del endotelio (40% 

con endotelio versus 20% de relajación máxima sin endotelio). Un efecto vasodilatador 

de sildenafilo, muy bien descrito, implica la producción de NO desde  la eNOS  de las 

células endoteliales. La liberación de NO activa la guanilato ciclasa (GC) en las células 

del músculo liso de la arteria pulmonar para producir Guanosina monofosfato (cGMP) y 
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la proteína quinasa G (PKG), que inducen la vasodilatación(133). Sin embargo, se ha 

descrito un efecto vasodilatador del sildenafilo independiente del endotelio tanto en 

vasos de seres humanos(134), como de cerdos(135), como en arterias pulmonares de 

rata(136).  Además, el sildenafilo redujo significativamente la vasoconstricción 

pulmonar hipóxica aguda en la perfusión de pulmones de ratones deficientes en eNOS, 

lo que indica que los efectos del sildenafilo ocurren incluso cuando la eNOS está 

alterada(137).  

En la tesis se observó un pequeño grado de vasodilatación en las arterias pulmonares 

precontraídas 5-HT de pacientes con FPI+HP e HP, independiente de la presencia de 

endotelio, lo que sugiere que el eje endotelial eNOS-NO está alterado en pacientes con 

FPI+HP, como se describe anteriormente(138). La síntesis de cGMP también se 

produce en respuesta al péptido natriurético después de la activación de partículas 

guanilato ciclasa en las células del músculo liso vascular pulmonar(139). El péptido 

natriurético sérico se eleva como mecanismo de compensación en los pacientes con FP 

asociada con HP(140), lo que explica parcialmente el aumento de la vasodilatación 

pulmonar después de una única administración oral de sildenafilo en pacientes con 

FPI+HP(112). 

En el estudio ex vivo de arterias pulmonares de pacientes con hipertensión pulmonar y 

fibrosis se detectó un bajo grado de vasodilatación que podría atribuirse a la falta del 

péptido natriurético circulante y a la ausencia de tejido pulmonar rico en NO de las 

áreas bien ventiladas  donde el sildenafilo induce un incremento selectivo de la 

vasodilatación(112). Esta es la razón fundamental para el sinergismo recientemente 

observado entre el sistema del péptido natriurético y el sildenafilo en un modelo animal 

de fibrosis pulmonar asociada a HP(141). Aunque no exploramos el papel de los 

péptidos natriuréticos en este estudio, podemos especular que la pequeña producción 

local de arteria pulmonar del péptido natriurético podría ser parcialmente responsable de 

las acciones del sildenafilo que hemos observado. Propiedades vasodilatadoras similares 

se vieron en el modelo animal de fibrosis inducida por bleomicina asociado con HP, 

después de la administración aguda de sildenafilo cuando  la relación V '/ Q permanecía 

inalterada 

 La imagen SPECT de V/Q es una técnica de medicina nuclear bien establecida que 

proporciona información espacial de intercambio de gases respiratorios, ventilación de 
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las unidades alveolares y perfusión de los lechos capilares pulmonares. Las 

enfermedades crónicas que cursan con hipoxia pulmonar tales como la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC) o FPI tienen una ventilación y perfusión alteradas 

de las unidades pulmonares y pueden ser medidas por el análisis de la señal DTPA-

99mTc inhalado y del MAA-99mTc perfundido. Sin embargo, el uso de esta técnica en 

estudios preclínicos es limitado. Que conozcamos, hay sólo un estudio que detectó una 

alteración de la ratio V/Q por SPECT en un modelo animal con ratas afectas por 

enfermedad pulmonar obstructiva por tabaco detectada de 8 a 10 semanas tras la 

exposición continua al humo del tabaco(129).  En nuestra investigación observamos una 

alteración de la ratio V/Q medida por SPECT en los pulmones con fibrosis tras 21 días 

de la inducción con bleomicina. El sildenafilo incrementó débilmente la señal de 

perfusión, pero sin afectar a la ratio V/Q, confirmando los resultados previos 

observados  en humanos (112) y la utilidad de esta técnica para el estudio de 

vasodilatadores en enfermedades por hipoxia como la FPI. Sin embargo, la acción 

selectiva del sildenafilo en las áreas bien ventiladas debería demostrarse con 

administraciones repetidas de sildenafilo en un protocolo terapéutico y no en un 

experimento con una única administración, siendo esta una limitación de nuestro 

estudio que se debería revisar con futuros experimentos. 

En el protocolo anti-contráctil se observaron varios resultados. La administración 

crónica de sildenafilo es un escenario óptimo  en pacientes con Hipertensión Pulmonar 

asociada a Fibrosis pulmonar idiopática. En ese sentido la inhibición mantenida de la 

PDE5 previene de los efectos contráctiles de la elevación de marcadores vasoactivos, 

como la ET-1 y la 5-HT, entre otros. En nuestro estudio, la preincubación con 10µM de 

sildenafilo afectó mínimamente las curvas de respuesta a diferentes concentraciones de 

5-HT (10% de inhibición) en los anillos de arteria pulmonar sanos. De forma similar a 

como se había visto previamente en el artículo de Ried et al.(142) usando ET-1 como 

mediador vasoactivo. En contraste con los resultados obtenidos en las muestras de 

pulmones sanos, concentraciones de sildenafilo 10µM implicaron prácticamente la 

inhibición en un 50% de la contracción inducida por 5-HT en las muestras de pacientes 

con FPI; siendo significativamente mayor  el efecto del sildenafilo  en arterias 

pulmonares de pacientes con FPI + HP y los de HP. Las diferencias encontradas en el 

estudio anticontráctil del sildenafilo pueden ser parcialmente explicadas por los 

diferentes niveles de expresión de PDE5 en estos pacientes: PDE5 estaba sobre-



118 
 

expresada en las arterias pulmonares de pacientes con FPI+HP (en menor grado en los 

pacientes con sólo FPI) comparados con los anillos vasculares de los sujetos sanos. Sin 

embargo no podemos descartar que existan otros mecanismos implicados que lo 

expliquen. 

Seleccionamos 5-HT como agente vasoactivo porque se han descrito tanto niveles 

elevados de 5-HT como activación de su señal en pacientes con HP(24). Más 

recientemente, la sobreexpresión de receptores 5-HT se describió en pacientes con FPI 

comparado con los controles, particularmente el receptor 5-HT 2A en la capa de 

musculo liso de las arterias(143). En nuestro estudio, hemos detectado el aumento de la 

expresión del receptor 5-HT 2A en los anillos de arteria pulmonar de pacientes con FPI  

y la regulación positiva del receptor 5-HT 2A en los pacientes con FPI + HP. El 

receptor 5-HT 2A inicia la cascada de señalización, incluyendo la activación de la 

RhoA/RhoA Kinasa (ROCK) y consecuentemente la contracción de los vasos 

pulmonares. A este respecto, la vía GC/cGMP/PKG  de las células musculares lisas 

puede reducir la contractilidad vascular pulmonar mediante el descenso de la 

sensibilidad al Ca
2+

 y fosforilando e inactivando la proteína RhoA(144) . De este modo, 

la sobreexpresión de la PDE5 al disminuir la GMPc y la PKG puede aumentar la 

actividad de la vía RhoA / ROCK, la cual incrementa la sensibilidad vascular pulmonar  

a la 5-HT, como se sugirió previamente en células musculares lisas de los vasos 

pulmonares(145). Así, la sobreexpresión de la PDE5 en arterias pulmonares de 

pacientes con FPI y FPI+HP, debe explicar parcialmente porqué el sildenafilo reduce 

selectivamente el efecto contráctil de la 5-HT en las arterias pulmonares de estos 

pacientes. 

Recientemente se describió un perfil molecular similar en arterias pulmonares de 

pacientes con FPI+HP mediante la amplificación del perfil de expresión genómico(146). 

Dicho perfil reveló una reducción en el diámetro de la luz acompañado por el 

engrosamiento de las capas media e íntima mediante el incremento de los componentes 

de la matriz extracelular y αSM  en la íntima y la disminución del Factor von 

Willebrand localizado exclusivamente en el endotelio de los vasos pulmonares(146). En 

nuestro estudio detectamos además la regulación a la baja de los marcadores 

endoteliales típicos de la arteria pulmonar de pacientes con FPI y FPI+HTP, como VE-

cadherin, VEGFR-1 y FVIII mientras eNOS disminuyó solamente en arterias 

pulmonares de los pacientes con FPI + HTP, lo cual explicaría el efecto relajante 
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dependiente de endotelio producido por el sildenafilo en las arterias pulmonares de 

pacientes con FPI (figura 25B).  En un estudio previo realizado como en esta tesis en el 

laboratorio de farmacología de la Universidad de Medicina de Valencia se describió en 

las células endoteliales de arterias pulmonares de pacientes con FPI+HP la pérdida del 

fenotipo endotelial para adquirir un fenotipo mesenquimal(125). Datos recientes 

obtenidos in vivo en pacientes con fibrosis pulmonar demostraron que las células 

endoteliales capilares parecen ser una especie de fibroblastos mediante la transición de 

endotelio a mesénquima(95). Por lo tanto, un aumento en la biodisponibilidad del NO 

inducido por sildenafilo  en las células endoteliales de la arteria pulmonar podría 

mejorar su transformación  y remodelado. Anteriormente se observó que la adición de 

sepiapterin in vitro aumentó los niveles de tetrahydrobiopterina (BH4) acoplándose con 

la eNOS para producir NO, y de ese modo inhibía la transición de endotelio a 

mesenquima inducida por TGF-β (125). Otros estudios han demostrado que la 

inhibición crónica de la eNOS indujo la transición endotelial a mesenquima en las 

células endoteliales del riñón(147). 

En el estudio actual, TGF-β  incrementa la expresión de marcadores de mesenquima y 

PDE5, y redujo la expresión de marcadores endoteliales en los anillos de arterias 

pulmonares control. El cambio molecular en pacientes con FPI ha sido más marcado 

indicando sensibilización al remodelado vascular. En ambos casos, sildenafilo atenuó el 

incremento de la expresión de marcadores de mesénquima y la reducción de los 

marcadores de endotelio. Aislamos células musculares lisas  y células endoteliales de 

las arterias pulmonares de pacientes con FPI para analizar los posibles mecanismos. 

TGF-β  disminuyó la expresión de marcadores endoteliales y aumentó los de 

mesénquima en las células endoteliales, mientras incrementó Col I y vimentina en las 

células musculares lisas, representando la transición de miofibroblastos.  Sildenafilo 

inhibió tanto en células endoteliales como musculares lisas  la transición a mesénquima 

inhibiendo la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3, que son las principales señales de la 

cascada generada por TGF-β .  unque aparentemente no tenga relación, estudios 

previos mostraron que el NO inhibía la transactivación de genes regulados por TGF-β  / 

SMAD de una manera dependiente de cGMP / PKG dirigiendo la degradación 

proteasomal de SMAD3 activado(148)  o secuestrando SMAD3(149). La fosforilación 

de ERK1/2 puede también ser inhibida por PKG, lo que explica el efecto inhibitorio del 

sildenafilo observado(145). Estos hallazgos son particularmente relevantes, ya que 
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observamos hiperfosforilación de ERK1/2 y SMAD3 en arterias pulmonares de 

pacientes con FPI+HP. 

Esta tesis ha proporcionado la primera evidencia de efectos relajantes directos / anti-

contráctiles y anti-remodelación del sildenafilo en las arterias pulmonares de donantes 

sanos y pacientes con FPI o FPI+HP. Nuestros hallazgos pueden contribuir a 

comprender los efectos beneficiosos del sildenafilo en pacientes con FPI; 

particularmente en aquellos con HP grave. El siguiente paso sería realizar ensayos 

clínicos controlados y aleatorizados de sildenafilo en estos pacientes. 
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1- Sildenafilo tiene un efecto relajante directo sobre arterias pulmonares de sujetos 

control y de pacientes con FPI, precontraidas con 5-HT. Este efecto relajante fue menor 

en paciente con FPI e HP y pacientes con HP.  

2- Aproximadamente el 50% del efecto relajante de sildenafilo  es endotelio 

dependiente.  

3- Sildenafilo inhibe la contracción  inducida por 5-HT en mayor medida en pacientes 

con FPI + HP y pacientes con HP que en sujetos control o pacientes con FPI. 

4- En las arterias pulmonares de pacientes con FPI y FPI + HP está aumentada la 

expresión de marcadores mesequimales. A destacar, la expresión aumentada de la 

fosfodiesterasa5. 

5-  En anillos de arterias pulmonares de pacientes con FPI,  GFβ  induce   

sobreexpresión de marcadores mesenquimales  y disminuye la expresión de marcadores 

endoteliales en relación a sujetos control. Efecto reversible con sildenafilo. 

6- Sildenafilo  inhibe el proceso de trasformación endotelio-mesenquimal inducido por 

 GFβ  en células musculares y endoteliales de arteria pulmonar humana,  vía inhibición 

de la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 

7- Sildenafilo incrementó discretamente la perfusión pulmonar de los animales con 

fibrosis inducida por bleomicina sin afectar  a la relación ventilación/perfusión. 
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Índice de abreviaturas 

 
 
 
 

ACh  Acetilcolina 

ADNc  ADN complementario 

ATI  Células alveolares tipo I 

ATII  Células alveolares tipo II 

ATS  American Thoracic Society 

α-SMA α-actina de músculo liso 

BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor type II 

BH4  Tetrahidrobiopterina 

Ct  Ciclo humbral 

CTGF  Factor de crecimiento de tejido conectivo 

Col I  Colágeno tipo I 

DAPI  4',6-diamino-2-fenilindol  

DMSO  Dimetil sulfóxido 

EDRF  Factor relajante endotelial 

EMEA  Agencia Europea del medicamento 

EMT  Transición epitelial a mesénquima 

EndoMT Transición endotelial a mesénquima 

EPI   Enfermedad pulmonar intersticial  

ERS  European Respiratory Society 
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ERK ½ Señal extracelular regulada por kinasas 1/2 

ETT  Ecocardiografía trasntorácica 

ET-1   Endotelina 1  

FAD  Flavin adenin dinucleótido 

FCS  Suero fetal de ternera 

FPI  Fibrosis Pulmonar Idiopática  

GAPDH  Gliceraldehido fosfato 6-deshidrogenasa 

GMPc  Guanosin monofosfato cíclico 

HAP  Hipertensión arterial pulmonar    

HP  Hipertensión Pulmonar  

HPAEC Células endoteliales de arteria pulmonar humana 

HPASMC  Células musculares lisas de arteria pulmonar humana 

HPH  Hipertensión Pulmonar Heredable 

HPP  Hipertensión Pulmonar Primaria 

IL  Interleukina  

ILD  Patologia intersticial pulmonar 

MEC  Matriz extracelular 

mPAP  Presión arterial pulmonar media 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato  

NO  Oxido nítrico  

NOe  Oxido nítrico origen endotelial 

NOS  Oxido nítrico sintasa  

NOSe  Óxido nítrico sintasa endotelial 
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OMS  Organización Mundial de la Salud 

PAP  Presión arterial pulmonar 

PAI-1  Inhibidor del plasminógeno 1 

PDE5  Fosfodiesterasa 5 

PDGF  Factor de crecimiento derivado de plaquetas  

PVDF             Polifluoruro de vinilideno 

Q  Perfusión 

ROS  Especies reactivas del oxígeno 

RT  Retrotranscripción inversa 

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 

siRNA  Ácido ribonucleico pequeño de interferencia 

SMAD3 Madres contra decapentaplégico homólogo   

SMC  Células musculares lisas 

SPAP  Presión sistólica de la arteria pulmonar estimada 

TGF-β  Factor de crecimiento tumoral beta1 

TIMP  Inhibidor tisular de metaloproteasas 

TNF-α  Factor de necrosis tumoral alpha 

TXA2  Tromboxano A2 

V  Ventilación 

VEGF  Factor de crecimiento endotelial vascular 

V/Q  Cociente Ventilación Perfusión 
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