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1. REVISION BIBLIOGRAFICA



La reduccidn relativa del flujo sanguineo coronario o isquemia coronaria es la
primera causa de mortalidad humana en el mundo occidental, y estd ademis

asociada con un alto indice de morbilidad (LEVY y col., 1988).

Las enfermedades que afectan al flujo sanguineo coronario se caracterizan
frecuentamente por la presencia de una estenosis debida a lesiones aterosclerdticas
en una, dos o tres de la arterias coronarias grandes o epicardicas. Cuando la
aterosclerosis progresa se ocluye la luz de la arteria epicdrdica y la pérdida de
presion debida a esta estenosis se incrementa de manera exponencial originando
una disminucion de la presion de perfusion distal a la estenosis. Cuando la presidn
de perfusion distal estd por debajo (punto critico} de la autorregulacion de la
circulacién coronaria, el flujo disminuye de forma brusca, y en esta situacion el
flujo depende exclusivamente de la presién sanguinea. El punto critico para la
presién de perfusion distal se alcanza cuando la estenosis ocluye el 85% de la luz
de la arteria coronaria proximal en condicion de reposo, mientras que en situacion
de ejercicio, este punto se alcanza cuando la estenosis ocluye la arteria en un 45%.
De este modo, tradicionalmente una estenosis se puede considerar como una
estenosis orgdnica o fija que impide el incremento del flujo sanguineo para el
miocardio y de esta manera causa isquemia (GOULD y col., 1974; MACALPIN y
col., 1980; JOST y col, 1993). Sin embargo, estd claro que otros factores
importantes intervienen en la patogénesis de la isquemia del miocardio (Figura I).
En primer lugar, las propiedades antitrombogénicas de la pared vascular estdn

reducidas a nivel de una estenosis, conduciendo con frecuencia a la formacién



Manifestaciones funcionales y estructurales de enfermedades que afectan la
circulacion coronaria.

/

Estenosis coronaria Arterias de resistencia
Vasoconstriccion Estenosis Trombosis Vasoconstricecion
Inapropiada Inapropiada
Inhibicion de la Redistribucion del
vasodilatacion flujo intramiocédrdico
mediada por flujo

'

Isquemia

Figura 1. Esquema de posibles procesos implicados en la reduccién del flujo
sanguineo coronario (isquemia) en enfermedades que afectan a la circulacion
coronaria. En la mayoria de los casos se trata del desarrollo de una lesién
aterosclerGtica en una o mds de las arterias grandes o epicardicas que conduce a
la formacién de una estenosis en la pared de estas arterias, pero la afeccién
funcional también se extiende a las arterias de resistencia.



de un trombo y oclusion del flujo sanguineo coronario. Un segundo factor que se
asocia a una lesidn aterosclerdtica en las arterias coronarias grandes, es una
vasoconstriccion inapropiada (BERTRAND y col., 1982) causada por disfuncién
endotelial o por acumulacién en las lesiones aterosclerdticas de lipoproteinas
oxidadas, que probablemente potencian los efectos de vasoconstrictores endégenos
(GALLE vy col, 1990). La disfuncién endotelial también estd asociada a una
inhibicién de la vasodilatacion mediada por incrementos del flujo sanguineo
coronario en situaciones de ejercicio, que conduce a la isquemia coronaria

(NABEL y col., 1990, GORDON y col.,, 1989).

Ademas de una interrupcion de la autorregulacion causada por los factores
asociados a una estenosis proximal, se ha sugerido que la isquemia coronaria podria
atribuirse a una vasoconstriccion inapropiada debida a la disfuncion endotelial de
los vasos intramiocardicos o arterias de resistencia. Apoyando esta hipotesis estd
la observacion, mediante la inyeccidn de microesferas, de que se produce un
cambio en la relacién entre el riego sanguineo del subepicardio y el subendocardio
en situaciones de isquemia. En condiciones normales esta relacion es de 1-1.2,

mientras que en condicién de isquemia es de 0.3.

Junto con la serotonina, noradrenalina e histamina, se ha sugerido que la
acetilcolina podria ser un posible candidato que origine una vasoconstriccion
inapropiada o vasoespasmo en la circulacion coronaria. La mayoria de los estudios
de funcién de la circulacion coronaria bajo condiciones fisiopatoldgicas se han

hecho con infusion de un agonista y observacién mediante angiografia de las



arterias grandes o epicdrdicas. En la mayoria de los casos se ha utilizado
acetilcolina para investigar una posible alteracién de la funcién endotelial en las
arterias grandes. Se ha descrito que en diversas condiciones fisopatoldgicas la
respuesta a la acetilcolina estd modificado de un efecto vasodilatador o ningln
efecto, a un efecto vasoconstrictor. La inyeccion subcutdnea del agonista
colinérgico, metacolina, causd vasoespasmo en pacientes con Sindrome X o angina
variante de Prinz Metal (ENDO y col., 1976) y posteriormente se confirmd esta
observacion con la infusién de acetilcolina en el mismo grupo de pacientes
(HORIO vy col., 1986; YASUE vy col., 1986). La acetilcolina indujo vasodilatacién
después de su infusidn en la circulacion coronaria, que se convirtio en vasoespasmo
en pacientes con lesiones aterosclerdticas en las arterias coronarias (LUDMER y
col., 1986; ZEIHER vy col, 1991). La acetilcolina infundida produjo
vasoconstriccion en pacientes con cardiomiopatia dilatada (TREASURE vy col,
1990} y la vasodilatacion de las arterias grandes probablemente estd inhibida en
pacientes que sufren hipertension o diabetes (BRUSH y col., 1992; TREASURE
y col, 1992; NITENBERG vy col., 1993). En animales experimentales se ha
demostrado que muchas de las enfermedades cardiovasculares que afectan a la
circulacién coronaria lo hacen en forma global (CHILIAN y col., 1990; SELLKE
y col, 1990; SIMONSEN y col, 1992; KUO y col, 1992). La infusién de
acetilcolina en los estudios con angiografia mencionados anteriormente, fue
aplicada como test de la funcién endotelial bajo condiciones fisiopatolégicas. La
acetilcolina normalmente estd considerada como uno de los neurotansmisores
clasicos que median las funciones parasimpdticas del sistema nervioso autonomo

periférico. Todavia es un tema controvertido si la acetilcolina tiene un papel



funcional relevante bajo condiciones normales en la circulacion coronaria.

Se considera que el flujo sanguineo coronario estd regulado por cuatro factores
determinantes (FEIGL, 1983). Primero, la presion de perfusion que corresponde
a la presion sanguinea en la aorta. Segundo, la presién del miocardio extravascular
que casi detiene el flujo sanguineo coronario durante la sistole cardiaca. Tercero,
el control local metabdlico o consumo de oxigeno que a su vez se puede dividir en
4 fracciones: consumo bdsico o de mantenimiento, consumo dependiente de la
frecuencia cardiaca, consumo/metabolismo dependiente de la tension/presion del
ventriculo izquierdo y consumo dependiente del volumen sistolico. El cuarto factor
que regula el flujo sanguineo coronario es el control nervioso. Este dltimo factor
ha sido poco explorado y considerado de poca importancia, probablemente porque
los otros tres factores enmascaran el efecto de la infusién de agonistas o del
estimulo de los nervios autonomos. Ademaés de tener un posible efecto directo
sobre el sistema vascular del corazdn, el sistema nervioso auténomo regula la
frecuencia cardiaca (efecto cronotrdpico), el sistema de conduccién (efecto
dromotrdpico) y la contractilidad del misculo cardiaco (efecto inotropico). Un
cambio en uno de estos pardmetros, inevitablemente influye en el consumo de
oxigeno y por lo tanto causa un cambio indirecto del flujo sanguineo coronario,
ocultando el efecto directo del sistema nervioso autonomo sobre la circulacion
coronaria (YOUNG vy col., 1987). Los estudios in vitro evitan la influencia de la
presién de perfusion y de los cambios en la presion extravascular y el metabolismo
del corazén a la hora de investigar el efecto de un agonista o de la estimulacion

eléctrica de nervios auténomos, pero por otro lado, el uso exclusivo de técnicas in



vitro excluye obtener informacién sobre la influencia de dichos factores sobre el
flujo sanguineo coronario. L.a gran mayoria de las investigaciones in vitro de
segmentos arteriales aislados se han concentrado en las partes proximales de la
circulacion coronaria debido a dificultades técnicas para obtener segmentos distales,
y existe, por tanto, poca informacién sobre la regulacién de las arterias
intramiocardicas o arterias de resistencia. Sin embargo, la utilizacién de técnicas
microvasculares desarrolladas inicialmente por Bevan y Osher (1972) y modificadas
posteriormente por Mulvany y Halpern (1976), ha permitido el estudio de
segmentos aislados de estas arterias tanto con métodos para medir la presion
intraluminal en un segmento aislado como para medir la fuerza isométrica o
isotonica (MULVANY y HALPERN, 1976; MULVANY y NYBORG, 1980;

HALPERN, 1991; NILSSON y SJOBLOM, 1985).
1.1 Inervacion de la circulacién coronaria

El corazdn recibe inervacion tanto del vago como de nervios simpdticos, de
naturaleza eferente y aferente. Los nervios cardiacos postganglionares simpéaticos
utilizan noradrenalina como neurotransmisor y ademds contienen el neuropeptido
Y (NPY) (VON EULER, 1946; LUNDBERG vy col., 1982). Los nervios cardiacos
postganglionares parasimpéticos son colinérgicos, pero algunas células ganglionares
parasimpdticas contiepen polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), somatostatina y
oxido nitrico (NO) (DELLA vy col.,, 1983; CAMPELL y col., 1982; FRANCO-

CERECEDA y col., 1986; TANAKA y col., 19933, b).



Las fibras nerviosas sensoriales o aferentes son de calibre fino y pueden ser
mielinicas (fibras A-delta} o amielinicas (fibras C). Las dos tipos tienen tanto un
origen vagal como espinal. Las (ltimas, o fibras aferentes simpdticas tienen sus
cuerpos celulares en los ganglios espinales. Las fibras nerviosas aferentes tienen
terminaciones en el corazén de naturaleza polimodal, y consecuentamente
responden tanto a estimulos quimicos como mecénicos. Las fibras aferentes han
sido identificadas a través de estudios electrofisioldgicos, pero las fibras det tipo
C, tanto las vagales como los espinales, también se pueden identificar mediante
métodos inmunocitoquimicos, ya que contienen una variedad de péptidos tales
como sustancia P, neurokinina A y el péptido relacionado con el gen de la

calcitonina (CGRP),.

La oclusion del flujo sanguineo coronario y la isquemia del miocardio activan
los aferentes simpéticos y parasimpdticos, y parece ser que la respuesta refleja
provocada por la obstruccion del flujo sanguineo coronario depende de la
Jocalizacion de la isquemia. Asi, un infarto anterior induce actividad simpdtica con
taquicardia e hipertensién, mientras que un infarto en la pared inferior causa
actividad vagal con bradicardia e hipotensién (BISHOP y col, 1983). La
estimulacion de las fibras aferentes simpdticas del tipo A no tiene efecto sobre el
flujo sanguineo coronario, mientras que la estimulacion de las fibras C causa una
vasodilatacion de la circulacion coronaria similar al efecto de la noradrenalina en

el gato (BROWN, 1986).

A principios de siglo se sugirid que la circulacién coronaria recibia una



inervacidn dual simpdtica-parasimpética y que esta circulacion tenia la inervacion
mds abundante observada en el cuerpo (WOOLARD, 1926). Esta observacion
podria ser equivoca, especialmente en el caso de las arterias grandes, dado que las
fibras nerviosas que inervan el miocardio y vasos distales siguen un recorrido
perivascular (SCHIEBLER y WINCKLER, 1971}). Sin embargo, mediante técnicas
inmunocitoquimicas aplicando anticuerpos para el producto del gen de la proteina
9.5 (PGP 9.5) que se encuentra en el citoplasma neuronal, estudios recientes han
confirmado que la circulacidn coronaria tiene una inervacién densa
(GULBENKIAN y col., 1987). Mientras que esta generalmente aceptado que existe
una inervacidn adrenérgica, la evidencia de una inervacién colinérgica de la
circulacidn coronaria es mas controvertida (FEIGL,1989). Aparte de estos sistemas,
se ha demostrado una inervacion peptidérgica con fibras que contienen NPY, VIP,
CGRP y taquininas (WHARTON y GULBENKIAN, 1989). Por otro lado, existe
escasa informacion sobre una posible inervacidn serotoninérgica, purinérgica o

nitrérgica de la circulacién coronaria.

1.1.1 In i0n adrenérgi la cir idn coronari

L.a inervacion simpdtica del corazén y los vasos periféricos tiene su origen en
las neuronas situadas en las partes laterales de la formacion reticularis, en la parte
bulbar del tronco encefélico (centro vasomotor). Los axones de estas neuronas
forman el tracto bulboespinal y descienden en las columnas anterolaterales.
Contienen dos tipos de neuronas, unas excitadoras que liberan noradrenalina y

otras que liberan serotonina para inhibir las células preganglionares (SHEPHERD



y VANHOUTTE, 1980). Las fibras simpdticas preganglionares para el corazon
tienen origen en el cuarto y quinto segmento tordcico de la médula espinal y
forman conexiones con las fibras postganglionares en los ganglios cervicales y
tordcico-cervical (ganglio estellar) y ganglios del plexo cardiaco, utilizando ACh
como neurotransmisor. Las fibras simpdticas inervan los nddulos sinoatrial y
atrioventricular y sistema de conduccién, el miocardio de la aurfcula y ventriculo

y los vasos sanguineos.

Mediante la técnica de histofluorescencia descrita por FALCK y col. (1965), que
utiliza paraformaldehido para localizar el contenido de aminas bidgenas en los
tejidos, se ha demostrado la presencia de un complejo nervioso adrenérgico
perivascular tanto en arterias grandes como pequefias de la circulacién coronaria
(DENN y STONE, 1976; DOLLEZEL y col., 1978; HOLMGREN, 1985). La técnica
mds especifica de localizacién inmunocitoquimica de la enzima tirosina-hidroxilasa
ha confirmado la presencia de una inervacién adrenérgica de la circulacion

coronaria en el cobaya (GULBENKIAN vy col.,, 1990).

Por otra parte, estudios de microscopia electrénica han descrito terminaciones
varicosas con vesiculas densas, de naturaleza adrenérgica, en la unién adventicia-
media sin penetracién en el miisculo liso coronario (DENN y STONE, 1976;
DOLEZEL y col., 1978). Las terminaciones varicosas se acercan a las células del
misculo liso hasta una distancia de 0.1-0.5 gm. Se ha sugerido que la
neurotransmision en arterias musculares o arterias pequefias ocurre como resultado

de un transmisor liberado de conexiones neuromusculares especializadas, mientras

10



que en arterias eldsticas el neurotransmisor se libera de terminaciones varicosas

distantes (LUFF, 1991).

Las arterias coronarias epicdrdicas caninas contienen 0.4 ug de noradrenalina por
gramo de tejido (RORIE y SHEPHERD, 1980}, contenido menor que el observado

en las arterias mesentéricas o cerebrales del perro (TODA vy col., 1978).

La liberacion de noradrenalina de nervios simpéticos tiene una influencia
importante en el tono vascular coronaric y la perfusion del miocardio. La
circulacion coronaria estd caracterizada por tener una distribucién heterogénea de
receptores alfa- y beta-adrenérgicos, con dominio de los primeros en las arterias
grandes o epicdrdicas y de los receptores beta-adrenérgicos en las arterias pequefias
o intramiocérdicas (FEIGL, 1983; TODA y MIYAZAKI, 1987, NYBORG, 1990).
El efecto de la noradrenalina en las arterias coronarias grandes es una
vasoconstriccién directa mediada por receptores a-adrenérgicos (ZUBERBUHLER
y BOHR, 1965; FEIGL, 1967; HOLTZ y col, 1977, VATNER y col,, 1980;
COHEN vy col, 1983; YOUNG y VATNER, 1986). En estudios in vivo usando
estimulacion de los nervios simpéticos o infusion de noradrenalina, se ha observado
un incremento de la resistencia vascular coronaria y reduccion transitoria del flujo
sanguineo coronario mediada por receptores alfa-adrenérgicos (MCRAVEN y col,,
1971; MARK vy col.,, 1972; KELLEY y FEIGL, 1978; VATNER vy col, 1980,
MORELAND y BOHR, 1984). En presencia de un bloqueo de los receptores alfa-
adrenérgicos, se observé una vasodilatacion con infusién de noradrenalina. Sin

embargo en estudios realizados in vitro, la constriccién mediada por receptores

11



alfa-adrenérgicos es minima o nula, mientras que se ohserva relajacion a través de
receptores beta-adrenérgicos (ZUBERBUHLER y BOHR, 1965; ANDERSON y
col., 1973; NAKAYAMA y col, 1988). La falta de vasoconstriccion mediada por
receptores alfa-adrenérgicos, observada en estudios de segmentos aislados de
arterias coronarias pequefias, en contraste con los estudios hechos in vivo, se puede
atribuir a diferentes factores. Asi, los factores metabdlicos y la influencia
autorreguladora podrian complicar los resultados obtenidos en animales vivos a
pesar de los intentos de controlar estos efectos. Ademds, la vasoconstriccidn podria
OcurTir en vasos mas grandes que las arterias analizadas in vitro, y parece existir
una distribucion heterogénea de los receptores alfa-adrenérgicos en la circulacion
coronaria (CHILIAN vy col,, 1989). En todos los estudios realizados con al:terias
coronarias pequefias, se ha utilizado noradrenalina exdgena para investigar las
respuestas adrenérgicas y esto causa una estimulacion tanto de los receptores
inervados como no-inervados, mientras que una estimulacién de los nervios
simpdticos probablemente solo activa los receptores inervados (HIRST y NIELD,
1980). Finalmente, otros neurotransmisores vasoconstrictores tales como el NPY
y el ATP se pueden liberar de los nervios simpaticos (BURNSTOCK, 1986,

LUNDBERG y HOKFELT, 1986).

Los receptores adrenérgicos y endoteliales, gue normalmente estan considerados
como extrajuncionales o no-inervados, podrian ser activados por noradrenalina o
adrenalina circulantes. En la circulacién coronaria se ha demostrado la presencia
de receptores alfa,-adrenérgicos en el endotelio, gue median la liberacion del factor

relajante derivado del endotelio (EDRF) (COCKS y ANGUS, 1983) y de una
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fraccion de beta-adrenoceptores que causan relajacion a través del endotelio en las
arterias grandes (RUBANYI y VANHOUTTE, 1985). Sin embargo, en las arterias
coronarias de resistencia se ha sugerido recientemente que una parte de la
vasodilatacion beta-adrenérgica en perros conscientes se realiza a través de la
liberacién de EDRF (PARENT y coi., 1993), pero los estudios in vitro de arterias
coronarias pequeitas no confirman que la liberacion de EDRF esté mediada a

través de receptores beta-adrenérgicos (QUILLEN y col., 1992).

1.1.2 Inervacién colinérgica de la circulacidn coronaria

La inervacién parasimpética del corazdn tiene un origen ipsilateral en los
nicleos eferentes de la médula oblongada, como se ha descrito usando la técnica
de la peroxidasa de rdbano y estimulacion eléctrica de los nticleos de la méduta
(LOFFELHOLZ y PAPANOQ, 1985). En aves, los somas celulares se encuentran
en los nicleos dorsales, pero por ejemplo, en mamiferos como el gato el nicleo
ambiguus contiene la mayoria de somas (72%) seguido por los niicleos dorsales
motores (19%) y la zona intermedia (9%) (NOKOSA y col., 1979). Las fibras
parasimpdticas con origen en estos niicleos del tronco del encéfalo, alcanzan el
corazdn a través del nervio vago, de sus partes cervicales y toracicas. Estas fibras
preganglionares proporcionan una inervacién bilateral a los ganglios parasimpaticos
intracardiacos. En la rata y en el gato, la parasimpatectomia bilateral de las fibras
preganglionares redujo el contenido de ACh, mientras que una vagotomia
unilateral fue totalmente ineficaz (BROWN y col., 1980; LUND y col., 1979). Los

ganglios cardiacos intrinsecos, a partir de los cuales se originan las fibras vagales
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postganglionares para el corazon, estdn situados en el subendocardio del septo
auricular, en la parte posterior de la auricula, en el tejido conectivo subepicirdico,
y en el sulcus atrioventricular (RICKENBACHER y MULLER, 1979). Las fibras
postganglionares parasimpéticas colinérgicas se distribuyen en el nédulo sinoatrial,
el nédulo atrioventricular, el sistema de conduccidn, las auriculas y los ventriculos.
Las escasas fibras parasimpéticas que inervan el ventriculo y probablemente los
vasos ventriculares, proceden de ganglios atrioventriculares de la superficie
subendocardial (MARTINS y ZIPES, 1980; BARBER vy col., 1984). La aplicacion
de fenol a la pared anterior libre del ventriculo izquierdo interrumpid los nervios
eferentes simpdticos, pero no las fibras vagales eferentes para el epicardio y
endocardio, mientras que un infarto de miocardio transmural inhibié tanto la
transmision eferente simpdtica como la parasimpdtica para la zona del miocardio
sin infarto, y situada apicalmente al infarto. Eso se debe probablemente a una
destruccion de los nervios eferentes que atraviesan la zona de infarto (BARBER
y col., 1984). Estos autores demostraron también que ocurria lo mismo en el caso
de las fibras aferentes activadas por nicotina y que discurren en el nervio vago

(BARBER vy col., 1984).

La sintesis de ACh se realiza a través de la acetilacion de la colina, a partir del
acetil coenzima A (acetil CoA), en una reaccién catalizada por la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT) (Figura ) que tiene lugar en el citoplasma de la

terminacién nerviosa {WHITTAKER vy col.,, 1986):

Acetil Coenzima A + Colina = > Acetilcolina + Coenzima A
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La regulacion de la sintesis de ACh depende de la captacion especifica de colina
a través de un transporte de alta afinidad saturable (1-5 uM) y un transporte de
baja afinidad (40-50 uM) para colina. La actividad ChAT no parece representar un
paso regulador en la formacion de ACh ya que la actividad maxima (V) de la

ChAT es muy superior a la velocidad de produccion de ACh (TUCEK, 1984).

La determinacion bioquimica de la actividad ChAT con el método de FORNUM
(1975} se ha usado como indice de ia inervacion parasimpdtica tanto en el corazén
como en la circulacidon cerebral (LUND y col., 1979; ESTRADA vy col., 1988). En
el corazén, la actividad neuronal ChAT puede derivar de dos fuentes: (1) Las
fibras preganglionares parasimpaticas y (2) la inervacion postganglionar
parasimpdtica que incluye aquellos nervios que se originan y terminan en el propio
corazdm, puesto que no existe evidencia de que las células miocardicas tengan

actividad ChAT (ROSKOSI y col., 1977).

En el corazdon de rata, la vagotomia a nivel cervical dnicamente produjo
reducciones de la actividad ChAT en las regiones del ndédulo sinoatrial y
atrioventricular, mientras que la actividad de este enzima no estuvo alterada en las
auriculas, el septo interventricular o ventriculos, 9 dias después de una vagotornia
bilateral a nivel cervical (LUND vy col, 1979). El método bioquimico para la
determincaion del ChAT no ha sido aplicado a la circulacidon coronaria aislada, y

por lo tanto, no se sabe si existe actividad ChAT en esta circulacion,

En el sistema nervioso central y la circulacién cerebral se ha desarrollado un
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método inmunocitoquimico para la demostracion del ChAT que ha permitido una
localizacion maés especifica de los nervios colinérgicos {(SAITO y col., 1985; MIAO
y LEE, 1991), pero este método no se ha aplicado con éxito en la localizacion de
fibras colinérgicas en el sistema auténomo peritérico, probablemente debido a la
existencia de diferentes isoenzimas del ChAT. Otra aproximacién para la
localizacion de nervios colinérgicos ha sido el desarrollo de un método
histoguimico del ChAT en el sistema nervioso central (KASA y col. 1970), pero la
especifidad de este método no fue suficientemente alta para garantizar que todos

los precipitados correspondieran a fibras colinérgicas (BURT, 1970).

El endotelio podria ser otra fuente de formacién de ACh, como indican
observaciones ultraestructurales de ChAT en células endoteliales de arterias
cerebrales (PARNAVELAS y col,, 1985; KAWASHIMA y col., 1990) y en arterias
coronarias de rata (MILLNER vy col., 1988), y el hecho de que se encuentra AChE
en ¢l corazén de aves en un estado embrionario antes de que llegue la inervacion

parasimpatica al 6rgano (JO y col,, 1992).

Las indicaciones de una inervacidn colinérgica de la circulacion coronaria
proceden mayoritariamente de la determinacion histoquimica con microscopia
Optica de la acetilcolinesterasa (AChE). La AChE metaboliza la ACh para dar
colina y acetato, los cuales pueden ser recaptados por la neurona y reutilizados en

la sintesis de ACh (Figura II).

Acetilcolina «———— Colina + Acetato
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Figura II. Representacidn de los procesos implicados en la neurosecrecion
colinérgica (modificado de WHITTAKER, 1986). Vesicula sinaptica sintetizada en
el cuerpo neuronal (V,), vesiculas de reserva {Vy) y vesiculas de liberacion (V).
ACS, acetil-CoA sintetasa; ChAT, colina acetiltransferasa; AChE,
acetilcolinesterasa; AcT, transportador para el acetato; ChT, transportador de alta
afinidad para la colina.
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La AChE se encuentra en concentraciones muy altas en fibras nerviosas
colinérgicas. No obstante estos resultados se deben interpretar con precaucién
puesto que la enzima también se ha encontrado en fibras nerviosas adrenérgicas,

dopaminérgicas y peptidérgicas (KOELLE y col., 1955; BARAJAS y WANG, 1975).

l.a evidencia de una inervacién colinérgica de la circulacidn coronaria procede
de la demostracion de fibras AChE positivas en las arterias coronarias grandes de
larata (BURNSTOCK, 1980), gato (SCHENK y BADAWI, 1968), perro (SCHENK
y BADAWI, 1968; DENN y STONE, 1976; GEROVA y col,, 1979), primates no-
humanos (PILLAY y REID, 1982) y del hombre (AMENTA y col,, 1981). La
presencia de una inervacidn colinérgica de las arterias grandes y pequeflas de
primates fue demostrada mediante la determinacion de la AChE en monos,
después de la destrucién de los nervios simpaticos con guanetidina (PILLAY y
REID, 1982). Sin embargo, estos estudios no confirman definitivamente la
presencia de una inervacion colinérgica, puesto que la AChE puede estar presente
en fibras sensoriales descritas en la circulacion coronaria (GULBENKIAN vy col,,
1993), y en contraste, otros autores no han encontrado fibras AChE positivas en
las arterias coronarias pequefias, sino Gnicamente en las arterias de gran calibre
{(AMENTA vy col, 1981). DENN y STONE (1976} desarrollaron varios
procedimientos para determinar la fuente de las fibras AChE positivas encontradas
en las arterias grandes de la circulacién coronaria del perro. La secci6én del nervio
vago a nivel cervical, no indujo una pérdida de la actividad AChE en las arterias
coronarias, y estos autores sugierieron que las fibras colinérgicas probablemente

tienen su origen en células ganglionares situadas en la base del corazon
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(JACOBOVITZ, 1967, NAVARATNAM y PALKAMA, 1965; NAVARATNAM
y col,, 1968; DENN y STONE, 1976), y siguen un recorrido similar al de las fibras

gue inervan el miocardio del ventriculo (BARBER y col., 1984).

En estudios ultraestructurales realizados con microscopia electrdonica, donde los
nervios colinérgicos han sido identificados como varicosidades nerviosas con
vesiculas claras, dichas vesiculas han sido observadas a una distancia de 500 nm de
las células musculares lisas y distribuidas en la adventicia de las arterias coronarias
de conduccion (KRISTEK y GEROVA, 1987), pero se ha sugerido que las arterias
y arteriolas aparentemente tienen m4s terminaciones nerviosas que las arterias mas
grandes en la circulacidn arterial de las auriculas (LEVER y col., 1965; MALDOR
y col., 1978). En secciones de auricula de cobaya se han observado fibras nerviosas

con vesiculas claras lo que sugiere que los capilares cardiacos tienen inervacion

colinérgica {MALDOR vy col., 1978).

Ademads de la inervacién cldsica adrenérgica y colinérgica, el corazdn recibe una
rica inervacion peptidérgica (GULBENKIAN y col, 1993}, mientras que la
existencia de una inervacion purinérgica, serotoninérgica o nitrérgica es mds
controvertida. Estos neurotransmisores no-adrenérgicos no-colinérgicos (NANC)
localizados en fibras nerviosas pueden tener las siguientes funciones fisiologicas:
(1) Actuar como hormonas, (2) Actuar como neurotransmisores sobre sus propios

receptores, {3) Actuar como neuromoduladores con influencia sobre ia liberacion
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y/0 accion de otros transmisores y (4) Actuar con efectos troficos a largo plazo. En
general, estos neurotransmisores (NANC) se pueden dividir en dos grupos: (1)
Neurotransmisores o moduladores de los nervios auténomos simpaticos (NPY,
ATP, encefalinas), parasimpéticos (VIP, somatostatina, NO, galanina) o
independientes (serotonina, VIP, neurotensina) y (2) neurotransmisores liberados
de fibras sensoriales aferentes por accién antidrémica (CGRP, SP y neuroquinina

A)

En diversas circulaciones se ha demostrado que el ATP es co-liberado con la
noradrenalina de nervios simpéticos (BURNSTOCK, 1988; BAO y col. 1993). El
ATP exdgeno infundido en el corazdn aislado de rata puede inducir constriccion
a través de receptores P,z en el musculo liso o vasodilatacion a través de
receptores P,, en el endotelio o milsculo liso (HOPWOOD y BURNSTOCK, 1987).
Los receptores endoteliales probablemente no se activan con el ATP liberado de
los nervios, sino que podrian mediar los efectos del ATP liberado de plaquetas o
del propio endotelio. En lo que respecta a la circulacidn coronaria, se ha observado
en segmentos aislados de arterias coronarias de conejo y cobaya un efecto
vasodilatador del ATP mediado a través de receptores P,y localizados tanto en el
endotelio como el miisculo liso vascular, pero los purinoceptores P, solo han sido
localizados en el miisculo liso (KEEF y col., 1992). Un efecto vasorelajante similar
mediado a través de receptores beta-adrenérgicos, se ha obtenido con
noradrenalina en la misma preparacion y los autores han sugerido que el ATP y
la noradrenalina podrian ser co-transmisores (CORR y BURNSTOCK, 1991). Sin

embargo, queda por demostrar una co-liberacién de ATP y noradrenalina en la
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circulacion coronaria. Ademads, existe evidencia de que el ATP puede ser liberado

de forma antidrémica a partir de fibras sensoriales {BURNSTOCK vy col., 1987).

El NPY se ha encontrado en nervios cardiacos de tejido humano, en
concentraciones especialmente altas alrededor de los vasos coronarios (GU y col,,
1983; CORR y col, 1990; GULBENKIAN vy col, 1993); el doble marcaje
inmunocitoquimico para este péptido y la enzima tirosina-hidroxilasa ha
demostrado la coexistencia del NPY y la noradrenalina en nervios adrenérgicos de
la circulacion coronaria (CORR vy col., 1990; GULBENKIAN vy col,, 1993). Asi
mismo, la retirada quirirgica del ganglio estrellado o destruccién de los nervios
simpdticos con guanetidina origina una pérdida casi completa de las fibras
inmunoreactivas para la tirosinahidroxilasa y el NPY en el corazdn de cobaya
(DALSGAARD y col,, 1986; CORR y col., 1990). Por dltimo, la estimulacién de
los nervios cardiacos simpéticos para el corazon aislado de cobaya o cerdo sugiere
que la noradrenalina y el NPY también se liberan juntos (RUDEHILL y col. 1986).
La infusidn intracoronaria del NPY produce vasoconstriccion de la circulacién
coronaria (FRANCO-CERECEDA y col,, 1985a). El NPY tiene un efecto directo
como vasoconstrictor a través de receptores en el misculo liso que predomina en
las arterias coronarias pequeflas y un efecto indirecto incrementando la
vasoconstriccion alfa-adrenérgica e inhibiendo la vasodilatacion beta-adrenérgica,
efecto que es mds marcado en las arterias coronarias proximales o de conduccion
(FRANCO-CERECEDA y col., 1985a; HAN y ABEL, 1987; PRIETO y col,, 1991a;

GULBENKIAN vy col., 1992),

21



No se ha encontrado inmunoreactividad para el NPY en fibras AChE positivas
en la circulacién coronaria (GULBENKIAN vy col., 1993) y su posible efecto de
modulacidn de las respuestas colinérgica estd poco estudiado, pero se ha
demostrado que inhibe la relajacion dependiente del endotelio causada por la ACh

(HAN y ABEL, 1987; GULBENKIAN vy col,, 1993).

En el corazén de cobaya se ha localizado inmunoreactividad para encefalina
asociada a los nervios simpaticos y el tratamiento con 6-hidroxidopamina reduce

la cantidad de encefalina (LANG y col., 1983).

El péptido VIP de 28 amino 4cidos es homoélogo al PHI-27 (péptid.o con
histidina en ¢l terminal N e isoleucina en el terminal C) y derivado de la misma
promolécula que la forma humana, PHM (metionina en el terminal C). Ei VIP
también comparte propiedades de homologia y funcién con el péptido pituitario
que activa la adenilato ciclasa (PACAP) (HUANG vy col, 1993). La
inmunoreactivdad para el VIP es mucho mas escasa que la inmunoreactividad para
el NPY hallada en fibras nerviosas tanto en las partes proximales como distales de
la circulacion coronaria (GULBENKIAN vy col.,, 1993). La inmunoreactividad para
el VIP se ha localizado en el corazén humano, de mono, cobaya y rata, donde
aparte de estar localizado en fibras nerviosas para los vasos coronarios se ha
encontrado en fibras nerviosas para la auricula y el sistema de conduccién
(WEIHE y col, 1984; BRUM vy col, 1986). El VIP ejerce un efecto directo
cronotrdpico e inotrépico positivo (DE NEEF y col., 1984; UNVERFERTH vy col.

1985; FRANCO-CERECEDA vy col, 1987a) y se ha demostrado que €s un
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vasodilatador potente en la circulacion coronaria in vivo e in vitro a través de una
activacion de la adenilato ciclasa independiente del endotelio (BRUM y col., 1986;
FORSMANN y col., 1988; ITOH vy col., 1990). El PHI y PHM son menos potentes
como vasodilatadores, mientras que el PACAP tiene igual potencia que el VIP en

la circulacion coronaria (ITOH y col. 1990; HUANG y col., 1993).

En la rana se ha localizado inmunoreactividad para la somatostatina en nervios
parasimpaticos y probablemente este neuropéptido se almacena con la ACh en
nervios parasimpaticos postganglionares, se liberan juntos con la estimulacién vagal
y tienen un efecto inotrdpico negativo tanto en la rana como en el corazén humano
(CAMPELL y col., 1982; DIEZ y col., 1985; FRANCO-CERECEDA vy col., 1986,
1987). La somatostatina tiene un efecto relajante similar al efecto del VIP en

arterias coronarias humanas (FRANCO-CERECEDA y RUDEHILL, 1989).

Se ha localizado inmunoreactividad para la galanina en el corazén de cobaya
pero su funcién no se conoce. En el sistema nervioso central la galanina coexiste
con la ACh y su principal efecto es la inhibicidbn presindptica de los nervios

colinérgicos a altas frecuencias de estimulacion eléctrica (HOKFELT y col., 1989).

Recientemente, se ha sugerido que el NO podria ser un neurotransmisor no-
adrenérgico, no-colinérgico. Es posible localizar las células que sintetizan NO
mediante la tincidn histoquimica de la NADPH-diaforasa (NADPH-d) o mediante
la localizacién inmunocitoquimica de la sintasa del oxido nitrico. De este modo, se

han localizado ademas de en las células endoteliales y endocérdiacas, neuronas
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positivas para la NADPH-d y sintasa del NO en ganglios intracardiacos del septo
atrial del corazdn de cobaya (TANAKA vy col. 1993a, 1993b). Sin embargo, algunos
de estos procesos neuronales podrian tener un origen extrinseco representando
fibras parasimpdticas preganglionares, fibras simpaticas postganglionares o nervios
sensoriales aferentes. Sin embargo, la actividad NADPH-d en neuronas del nicleo
ambiguus, nicleo motor dorsal del vago, ganglio cervical superior y ganglio celiaco
es muy escasa o nula (GONZALEZ y col. 1987; GROZDANOQVIZ, 1992,
VINCENT y KIMURA, 1992), pero algunas subpoblaciones de neuronas
sensoriales en el ganglio nodoso o dorsal contienen una alta actividad NADPH-d
(AIMI y col. 1991; MORRIS y col, 1992). EI NO podria actuar como
neurotransmisor y contribuir a los efectos ya descritos sobre el corazén y
vasculatura del NO liberado del endocardio o células endoteliales (mirar seccion
1.4.2).

El CGRP es un péptido de 37 aminodcidos y existe en dos formas estructurales,
alfa-CGRP y beta-CGRP, que se han localizado en la rata y en tejido humano
{AMARA vy col.,, 1985; FISHER y BRON, 1987). Se ha encontrado abundante
inmunoreactivdad para el CGRP en el endocardio, pericardio y arterias coronarias,
con menor densidad en el miocardio y epicardio (MULDERRY vy col., 1985;
WHARTON y col., 1986; GULBENKIAN y col.,, 1993). La inmunoreactividad para
el CGRP coexiste con inmunoreactividad para sustancia P (SP) y taquininas tales
como neuroquinina A (NKA), en un 90% de las neuronas con inmunoreactividad
para el CGRP (GIBBINS y col., 1985). Estos péptidos son sensoriales y estdn
localizados en fibras cardiacas no-mielinicas y aferentes del tipo C. La activacién

de las fibras C utilizando capsaicina, nicotina, bradiquinina, ouabaina o induciendo
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isquemia causa la liberacién de inmunoreactividad para el CGRP, SP y NKA
(HOOVER, 1987, FRANCO-CERECEDA vy col., 1988, 1989), y el tratamiento
sistémico con capsaicina conduce a la pérdida tanto de inmunoreactividad para el
CGRP caomo para la SP en el corazén (MULDERRY vy col,, 1985; URBAN y
PAPKA, 1985). Mediante experimentos farmacologicos se ha sugerido que el
CGRP y no los taquininas estd involucrado en el efecto cronotrépico positivo y
vasodilatacién coronaria inducidos por la capsaicina (FRANCO-CERECEDA y
LUNDBERG, 1985; FRANCO-CERECEDA y col., 1987b; MANZINI y col. 1989).
El CGRP tiene un efecto cronotropico e inotropico positivo (FRANCO-
CERECEDA y LUNDBERG, 1985) y una accién vasodilatadora potente in vivo
e in vitro en la circulacién coronaria de diversas especies animales (HOLMAN vy
col,, 1986; FRANCO-CERECEDA vy col,, 1987b; GREENBERG Yy col., 1987;
SHOIJI y col., 1987; BENY vy col., 1989) y del hombre (MCEWAN vy col., 1986;
THOM vy col,, 1987, FRANCO-CERECEDA y RUDEHILL, 1989; FRANCO-
CERECEDA, 1991). E} CGRP causa una vasodilatacion dependiente del endotelio
en las arterias coronarias proximales mientras que en las arterias intramiocérdicas
relaja a través de receptores localizados en el musculo liso vascular de la rata
(PRIETO y col., 1991b), aunque en arterias coronarias proximales porcinas, el
péptido solo actiia a través de un receptor en el misculo liso activando la enzima
adenilato ciclasa (KAGEYAMA y col, 1993). La sustancia P relaja las arterias
coronarias a través de la liberacién de un factor hiperpolarizante del endotelio
(BENY vy col., 1989), mientras que el efecto vasodilatador de la neurokinina A en
la circulacién coronaria es menos potente (EZRA y col, 1986; FRANCO-

CERECEDA y RUDEHILL, 1989).
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También se han encontrado en vasos coronarios otros posibles
neurotransmisores como la serotonina, neurotensina y dinorfina entre otros, aunque
los efectos de los ltimos sobre la circulacién coronaria no han sido clarificados y

precisan mayor investigacion (Burnstock, 1990).

1.2 Regulacién colinérgica de la circulacién coronaria

El papel del sistema nervioso parasimpdtico en la regulacion de la circulacion
coronaria es todavia controvertido, a pesar de las extensas investigaciones Hevadas
a cabo en este campo. Este hecho puede ser atribuido a lo siguiente:

(1) Los cambios en la presion de perfusidn de la circulacién coronaria y cambios
en el metabolismo que tienen lugar con la estimulacién parasimpdtica.

(2) Las diferencias potenciales entre el control neural frente al control humoral
parasimpdtico de la circulacién coronaria.

(3) Las diferencias potenciales entre la regulacién de arterias grandes frente a
arterias coronarias pequefias.

(4) Las diferencias entre especies. La mayoria de estudios in vivo se han realizado
en el perro, donde el efecto de la estimulacién parasimpatica y estimulacion
exdgena con agonistas causa vasodilatacion de la circulacion coronaria (FEIGL,
1969; VAN WINCKLE y FEIGL, 1989). Debido a las diferencias entre especies en
lo referente al control colinérgico, este aspecto de la regulacion coronaria no se ha
clarificado lo suficiente para entender la regulacién colinérgica de la circulacion

coronaria humana.
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La estimulacion neural o humoral del sistema nervioso parasimpatico origina una
reduccion de la frecuencia cardiaca {efecto cronotrépico negativo), disminucién de
la conduccion del impulso (efecto dromotrépico negativo), reduccion de la
contractilidad del ventriculo izquierdo (efecto inotrépico negativo) y de la presion
arterial sistémica. Estos efectos disminuyen el trabajo del corazén y conducen a
una reduccion del metabolismo miocéardico, seguida de una reduccion del consumo
de oxigeno y de la presién de perfusion. De este modo, estos efectos pueden
enmascarar una accion directa vasodilatadora, vasoconstrictora o ningiin efecto de
la estimulacion parasimpitica sobre la circulacién coronaria { YOUNG y col., 1987).
Depués de controlar los factores metabdlicos que podrian influir en el flujo
sanguineo coronario (frecuencia cardiaca, presion ventricular), se ha demo.strado
una vasodilatacién colinérgica inhibida por atropina en la circulacion coronaria
canina, tras la infusion de ACh o tras la estimulacidon de los nervios vagales
(FEIGL, 1969, 1975), del reflejo de Bezold-Jarish (ITO y col.,, 1985) y de los
quimioceptores (HACKETT y col., 1972; ITO y col., 1985). No obstante, este tipo
de estudios no se han llevado a cabo en especies donde la respuesta predominante
de 1a ACh infundida sea vasoconstriccidon. Ademas, se ha sugerido anteriormente
que la circulacidon coronaria canina reacciona a la ACh solamente con
~ vasodilatacion, aunque PELC y col. (1986, 1988) describieron tanto una
vasodilatacion como una vasoconstriccion mediadas por receptor para la ACh
infundida. En lo referente a las diferencias entre especies, 1a estimulacion eléctica
del vago en una preparcion de Langendorff produjé vasoconstriccion de la
circulacién coronaria de la rata (VAN CHARLDORP y col,, 1987; BOGNAR y

col., 1990), la estimulacién eléctrica periarterial en el corazdn de ternera
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perfundido también causé vasoconstriccion {KALSNER vy col., 1979), e igualmente,
se ha descrito en el miocardio humano una vasoconstriccion inducida con

estimulacion eléctrica sensible a la atropina (KALSNER, 1989).

Aparentemente, existen también diferencias entre el control neural frente al
control humoral parasimpético en la circulacién coronaria. Asi, la infusion
intracoronaria de ACh causa un mayor incremento del flujo sanguineo coronario
en el subendocardio comparado con el subepicardio (GROSS y col., 1979; REID
y col., 1985; PELC y col. 1986, 1988), mientras que la estimulacién eléctrica del
vago induce una vasodilatacion uniforme a través de la pared ventricular izquierda

en el perro (REID y col., 1985).

Los estudios in vitro excluyen la influencia de factores metabdlicos en las
preparaciones coronarias y permiten comparar la reactividad de segmentos aislados
proximales (vasos de distribucion) y distales (vasos de entrega), por separado con
el fin de revelar diferencias fisiologicas potenciales entre arterias coronarias
grandes y pequefias. [.a observacion inicial de que la estimulacion adrénergica
causa contraccidn en las arterias grandes o epicérdicas y relajacion en las arterias
pequefias o intramiocardicas del corazon de ternera (ZUBERBUHLER y BOHR,
1965), fue posteriormente confirmada en estudios in vitro comparando la
reactividad de arterias coronarias grandes y pequefias de rata (NYBORG, 1990).
Un efecto farmacodindmico heterogéneo también se ha demostrado con la
estimulacién serotoninérgica y peptidérgica comparando segmentos proximales y

distales de la circulacién coronaria de la rata y el conejo (NYBORG y col., 1991;
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PRIETO y col., 1991a, 1991b; SIMONSEN vy col., 1992). En este mismo tipo de
estudios, se ha observado que mientras la magnitud de la respuesta relajante a la
ACh es similar en arterias coronarias proximales y distales, las primeras fueron més
sensibles al agomista colinérgico; en contraste, en la circulacién coronaria del
conejo, se observé una menor relajacion para la ACh en arterias pequefias
precontraidas con potasio comparadas con arterias grandes o epicéardicas
(SIMONSEN vy col., 1992). Estas diferencias podrian atribuirse a la presencia de
una poblacién mayor de receptores contractiles en las arterias pequefias, 0 a una
inhibicion del factor hiperpolarizante derivado del endotelio en arterias
precontraidas con potasio. Por tanto, parece necesario clarificar las diferencias
potenciales en la respuesta para la ACh en las arterias grandes y pequeidias de la
circulacion coronaria, no solo en lo referente a las relajaciones a la ACh
dependientes del endotelio, sino también en lo que respecta a las respuestas

contractiles.

A pesar de las grandes diferencias encontradas entre especies, se cree que la
inervacion colinérgica tiene un papel importante en la distribucion del flujo
sanguineo miocardico (KALSNER y col, 1985). La infusién de ACh en la
circulacién coronaria en animales vivos reveld que la ACh podria tener un efecto
dual, causando vasodilatacion a concentraciones bajas y vasoconstriccion a
concentraciones altas en la circulacion del babuino (VAN WINCKLE y FEIGL,
1989; KNIGHT vy col, 1991), la ternera y el hombre (KNIGHT y col, 1991;
HODGSON y MARSHALL, 1989), vasodilatacion en el perro (VAN WINCKLE

y FEIGL, 1989; KNIGHT y col.,, 1991), y solo vasoconstriccién en la circulacion
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coronaria porcina (KAWAMURA y col,, 1989; COWAN y MCKENZIE, 1990). En
segmentos de arterias grandes o proximales aislados de pacientes, la ACh no
produjo relajacion de arterias precontraidas y aparentemente contrajo arterias
coronarias normales a pesar de que otros agentes como la histamina, sustancia P
0 bradiquinina causaron relajaciones dependientes del endotelio
(FORSTERMANN vy col., 1986; TODA y OKAMURA, 1989). En base a estas
investigaciones, se ha postulado una respuesta normal para la ACh tanto relajante

(LUSHER, 1990) como vasoconstrictora (KALSNER, 1989).

En arterias coronarias humanas de resistencia existen actualmente dos estudios
publicados. En la primera investigacion de arterias coronarias humanas llevada a
cabo por ANGUS vy colaboradores (1991a) examinando arterias aisladas de la
auricula, obtenidas de operaciones de bypass, se observo que et efecto de la ACh
en arterias de 6 pacientes era vasoconstriccion, cuando era afiadida sobre una
preconstriccidn inducida con potasio. Todas las arterias tenian el endotelio intacto,
como indicé la relajacién para la sustancia P (ANGUS y col, 1991a). En el otro
estudio, se encontrd un efecto relajante para la ACh en arterias humanas aisladas
del ventriculo izquierdo de corazones explantados (COOPER y HEAGERTHY,
1992). En resumen, la ACh causa constriccion en arterias de algunos pacientes y
relajacién en arterias de otros, pudiendo atribuirse estas diferencias probablemente
a factores como el estado patoldgico, la edad de los pacientes y el tipo de anestesia
utilizado cuando las arterias fueron extraidas. Este tema estd abierto a una mayor
investigacién, pero el problema principal hasta el momento ha sido definir un

grupo de pacientes "normales” en los estudios hasta ahora publicados (ANGUS y
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col,, 1991a; COOPER y HEAGERTHY, 1992).

En los estudios con modelos animales experimentales es mas facil controlar que
el animal se encuentre en un estado fisiolégico o normal. No obstante, la
investigacion de la respuesta para la ACh tanto a nivel de arteries grandes como
pequefias de la circulacién coronaria de diferentes especies tiende a incrementar
la controversia. I.a ACh induce contraccion en arterias grandes aisladas del cerdo,
cordero y ternera (BRINEN y col., 1979; KALSNER, 1985; DUCKLES y col., 1988;
TSCHUDI y col., 1991), mientras que relaja las arterias coronarias del perro, rata,
mono y conejo (COCKS y ANGUS, 1984; OKAMURA vy col., 1989; SIMONSEN
y col., 1992; PRIETO y col., 1991b). Lo mismo ocurre en el caso de las arterias de
resistencia o intramiocardicas, donde se ha observado relajacion en arterias de rata,
conejo y perro (MYERS y col,, 1989; PRIETO y col., 1991b; SIMONSEN vy col.,
1992) mientras se ha descrito que las respuestas para la ACh son contractiles en
las arterias coronarias de resistencia porcinas (NAKAYAMA y col., 1988; TSHUDI
y col., 1991; ANGUS y col., 1991b). En las arterias porcinas no se encontrd ninggn
efecto relajante para la ACh afiadida sobre una preconstriccion (NAKAYAMA y
col.,, 1988; TSCHUDI y col., 1991), a pesar de que la inhibicion de la sintasa del
6xido nitrico produjo una cambio en la sensibilidad de las curvas concentracion-
respuesta para la ACh (TSCHUDI y col., 1991). Este altimo efecto se atribuy6 a
una inhibicién de la liberacion basal o espontdnea de NO. Sin embargo, no se
puede excluir que este ultimo efecto esté mediado a través de receptores

colinérgicos endoteliales.
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1.3 Receptores colinérgicos

Los efectos de fa ACh fueron clasificados como muscarinicos y nicotinicos por
DALE en 1914. Los efectos de la muscarina eran similares a la estimulacion de los
nervios parasimpaticos en la pupila, la glandula salivar, el corazén, los bronquios,
el estébmago y la vejiga urinaria. No obstante, DALE observé que la muscarina
estimulaba las glandulas sudoriparas a pesar de que su inervacién es simpatica y
que producia dilatacion de todos los vasos incluyendo aquellos sin inervacién
parasimpatica y donde la inervacién era puramente constrictora. Desde los
observaciones iniciales realizadas por DALE, una gran cantidad de receptores
muscarinicos y nicotinicos han sido identificados gracias al desarrollo de ag.onistas
y antagonistas selectivos y se ha asumido que la ACh media sus efectos a través de
receptores clasificados en subtipos muscarinicos y micotinicos. Los receptores
colinérgicos pueden localizarse presindpticamente en los nervios colinérgicos
(autorreceptores), en nervios de otra naturaleza (heteroceptores), o
postsindpticamente pudiendo estos Gltimos localizarse en el endotelio o en el

miisculo liso de los vasos sanguineos.
1 m ipi

La primera evidencia de heterogeneidad de los receptores muscarinicos fue
obtenida en 1951 por RIKER y WESCOE quienes observaron que ¢l bloqueante
neuromuscular, gallamina, en el gato causaba reversidn de los efectos inotrépicos

negativos de la metacolina en concentraciones que no alteran la accién hipotensiva
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de este agonista. Evidencia adicional de la existencia de diferentes subtipos de
receptores muscarinicos vino de la observacion que el agonista muscarinico, McN-
A-343, tiene la propiedad de estimular selectivamente receptores muscarinicos de
ganglios simpaticos mientras que tiene escaso efecto sobre receptores muscarinicos
en el corazdn y en el yeyuno (ROSZKOWSKI, 1961), y a diferencias de la ACh,
este agonista solamente causa hiperpolarizacidn en neuronas del caracol mientras
que la ACh induce tanto hiperpolarizacién como despolarizacién. En base a estas
observaciones, se sugiri$ inicialmente que los receptores estimulados por el McN-
A-343 podrian clasificarse como M,, y como M, aquellos receptores no afectados

por el McN-A-343 (WOODRUFF y WALKER, 1971).

El hecho de que los receptores muscarinicos en el auricula y en el ileo podrian
ser diferentes como indicaban las investigaciones con gallamina (RIKER vy
WESCOE, 1951) fue reforzado por la observacion de que el antagonista
muscarinico 4-DAMP (4-diphenylacetoxy-N-methylpiperidine methiodide) fue 11
veces mas selectivo para los receptores del ileo comparado con los receptores
muscarinicos de la auricula (BARLOW y col., 1976). La existencia de dos subtipos
de receptores fue confirmada cuando se demostré que la pirencepina, que tiene
una accién selectiva inhibidora de la secrecién géstrica, ethbia una unién
heterogénea a nivel de la corteza cerebral, ligindose a diferentes tejidos con
distinta afinidad (HAMMER vy col., 1980) y antagonizaba la accion hipertensiva del
estimulante ganglionar, McN-A-343, en animales vivos, mientras que la potencia
sobre los receptores que median la bradicardia vagal era baja (HAMMER vy

GIACHETTI, 1982). Los receptores M, fueron definidos como receptores con alta
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afinidad para la pirencepina, estimulados selectivamente por el McN-A-343 y
situados en el tejido neuronal y gldndulas secretoras, mientras que los receptores
M, fueron caracterizados como receptores con baja afinidad para la pirencepina
y localizados tanto en tejido neuronal como efector (WATSON vy col,, 1985). Sin
embargo, el desarrollo de los antagonistas muscarinicos, AFDX 116, con
preferencia por los receptores cardiacos comparados con los del misculo liso
(GIACHETTI y col., 1986; DUCKLES y col., 1987) y et HHSIiD con mds afinidad
por los receptores del ileo comparados con los del corazén de rata (FUDER y col,,
1985), pronto condujo a la clasificacién de los receptores muscarinicos en tres
subtipos identificables farmacolégicamente M;, M,, M; en base a una afinidad
diferente de los antagonistas muscarinicos por dichos receptores. De este modo, la
pirencepina y la telencepina tienen alta afinidad por el subtipo M,, el AFDX 116,
la gallamina y la methoctramina por el M,, el 4-DAMP y el HHSID tanto por los
subtipos M, como M,, y el pFHHSID por el subtipo M; (LAMBRECHT vy col,,
1988, HULME vy col, 1990). Se ha sugerido recientemente la clasificacion
farmacoldgica de un cuarto subtipo de receptores muscarinicos con alta afinidad
para la himbacina y tropicamida y afinidad intermedia para la pirencepina
(LAZARENO y col., 1990; GARCIA-VILLALON y col,, 1991; HERNANDEZ y
col., 1993). Sin embargo, hay que tener en cuenta que ninguno de los antagonistas
muscarinicos descritos es altamente selectivo para un determinado subtipo de
receptor por encima de dos 6rdenes de magnitud, por lo que el estudio funcional
para caracterizar un determinado subtipo en un tejido debe basarse en el espectro
de afinidades que presentan una serie de antagonistas muscarinicos, incluyendo por

lo menos un antagonista con preferencia por cada subtipo de receptor.
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Estudios de clonacién del genoma (ADN) han identifcado 5 productos
distintos de genes relacionados con los receptores muscarinicos, denominados m,-ms
(BONNER y col., 1987, PERALTA vy col., 1988; BUCKILEY y col., 1989) donde los
m,, m,, m, y m, son equivalentes a los subtipos farmacoldgicamente caracterizados
M, M, M; y M, mientras que no se ha encontrado equivalente para el dltimo

subtipo genético {(BONNER y col., 1989).

El ARNm de los m, y m, se encuentra en el cerebro y glandulas exocrinas
mientras que el ARNm de los m, y m,; abunda en el musculo liso vascular y
cardiaco. El transcripto del m, tiene una distribucion menos extensa y se encuentra
mayoritoriamente en tejido neural, mientras que la presencia de los mg parece
coincidir con las regiones cerebrales de los m,, m; y m, (BONNER Yy col,, 1989;
HULME y col., 1990). En células endoteliales frescas aisladas de aorta bovina, se
ha identificado el ARNm de m,, m, y m, y en células del misculo liso vascular el
ARNm de m, y m,;, mediante el uso de sondas de ADNc¢ complementario para las
regiones no-conservadas de los receptores m-im; (TRACEY y PEACH, 1992). Por
otro lado, solo se ideatifico el ARNm para los receptores m, en cultivos de células

endoteliales (TRACEY y PEACH, 1992).

El efecto cronotrdpico negativo de la ACh sobre la aunricula, se ha usado como
un modelo para dessarrollar antagonistas muscarinicos selectivos para los
receptores M, (EGLEN y WHITING, 1986). En contraste, la respuesta contractil
para la estimulacién colinérgica en arterias grandes o epicdrdicas bovinas y

porcinas estd mediada a través de un receptor del subtipo M, (DUCKLES, 1988,
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Tabla I Caracteristicas de los subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos. Modificado de "Receptor

Nomenclature supplement”, TIPS, 1994 y de HULME y col., 1990.

RECEPTORES COINERGICOS MUSCARINICQOS

Nomenclatura M,

Nomenclatura M

Ta

previa

Gen m,

Agonista -

selectivo

Antagonistas  pirencepina
selectivos *  telencepina
Radio-ligandos [*H]-

pirencepina

Acoplamiento [P;/DAG 1t

M,

Mza

M, cardiaco

m;

AFDX 116
metroctraming

himbacina

AMPc {
Canal K (G) *

M,

MZB
M, glandular

et

pFHHSID
HHSID
4-DAMP

IP,/DAG !

M,

Tropicamida

AMPc

IP,/DAG

Hay que destacar el hecho de que no existen agonistas selectivos para los receptores muscarinicos.

* Ninguno de los antagonistas tiene una potencia 10 veces mayor para un subtipo de receptores que

para los demas.

El acoplamiento indica el mecanismo predominante aunque los receptores pueden acoplarse con otros

mediadores.



1990; DUCKLES y GARCIA-VILILALON, 1990; BRUNNER y col,, 1991a; VAN
CHARLDORP y VAN ZWIETEN, 1989; ENTZEROTH y col, 1990} y la
respuesta relajante muscarinica dependiente del endotelio en las arterias coronarias
bovinas también parece estar mediada por un receptor del subtipo M, (BRUNNER
y col, 1991b). La mayoria de los estudios sobre caracterizacion de receptores
muscarinicos en la circulacién coronaria se han concentrado en las arterias grandes
o proximales. Recientemente, se ha sugerido que existe una distribucion
heterogénea de los receptores muscarinicos en el lecho vascular cerebral
(GARCIA-VILLALON y col, 1990) y a pesar de que se ha demostrado que
diferentes receptores muscarinicos intervienen en la redistribucién del flujo
sanguineo coronario {PELC y col., 1988), no existen estudios funcionales acerca de

los receptores muscarinicos en las arterias intramiocdrdicas.

En base a la afinidad de los diferentes antagonistas selectivos de los receptores
muscarinicos para desplazar radioligandos del misculo liso coronario porcino, se
ha descrito una poblacion homogénea de receptores con valores para los
antagonistas distintos a los que anteriormente se habian descrito como selectivos
para M;, M, o M, (RINNER vy col., 1988). Por otro lado, otros autores encontraron
una poblacion heterogénea de receptores muscarinicos con caracteristicas similares
a los subtipos M, y M, (YAMADA y col., 1988). Finalmente, se han publicado dos
estudios realizados en el miisculo liso coronario demostrando una poblacién mixta
de receptores M, y M,. Los experimentos funcionales en las mismas preparaciones
solo indican una contribucién de los receptores M; en la respuesta contrictil

(ENTZEROTH vy col., 1990; BRUNNER col., 1991a). Aparte de los receptores
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muscarinicos en el miusculo liso y endotelio de la circulacién coronaria,
probablemente existan receptores muscarinicos que regulan la liberacién
presinaptica de ACh (autorreceptores) o la liberacion de otros neurotransmisores
(heterorreceptores). De este modo, se ha descrito una inhibicidn de la liberacion
de ACh marcada en corazones aislados perfundidos de rata y se ha sugerido que
la autoinhibicidn podria estar mediada por un receptor muscarinico del subtipo M,,
en contraste con el efecto facilitador de los receptores nicotinicos (BOGNAR vy
col., 1990), pero no existen estudios de este tipo en la circulacidn coronaria aislada.
Sin embargo, en arterias coronarias proximales caninas se ha descrito la inhibicion
por ACh de la liberacion de noradrenalina tritiada mediante estimulaciéon eiét?trica,
pero no se ha identificado el subtipo de receptor muscarinico (COHEN y col,,
1984a). En la auricula aislada y estimulada eléctricamente, se han observado tanto
autorreceptores inhibitorios del subtipo M, como receptores M, que facilitan la
liberacién de noradrenalina tritiada. El Gltimo efecto fue antagonizado por atropina
(COSTA y MAJEVSKI, 1991). En otros lechos vasculares, se ha descrito que tanto
la autoinhibicién como 1a inhibicion de noradrenalina por receptores muscarinicos
. estd mediada a través de receptores de los subtipos M, y M; (ALONSO y col. 1991;
FERRER vy col. 1992). Sin embargo, en los ultimos estudios también hay que tener
en cuenta que factores liberados de los células endoteliales podrian influir en la
liberacién de neurotransmisores, y no necesariamente existe una poblacion mixta

de receptores muscarinicos presinapticos.
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1.3.2 Receptores nicotinicos

Los receptores nicotinicos de los ganglios autdnomos y del misculo esquelético
son diferentes. La nicotina estimula los dos subtipos de receptores mientras que el
dimetilfenilpiperazinium (DMPP) es un agonista selectivo para los ganglios
autonomos 2 6 3 veces més potente que la nicotina (CHEN vy col., 1951), y el
tetractilamonio (TEA), el trimetafan y el hexametonio son bloqueantes selectivos
de los ganglios. La transmision ganglionar es complicada por la presencia de

receptores muscarinicos ademads del receptor principalmente nicotinico.

Inicialmente, la respuesta vasopresora observada con la inyeccion de nicotina fue
atribuida a la estimulacidon de los ganglios simpdaticos, pero mas tarde se ha
considerado que la liberacién de noradrenalina como vasoconstrictor podria ser
debida a un efecto mds periférico que la accién de la nicotina en los ganglios
simpaticos. La nicotina causé vasoconstriccion en la mayoria de las preparaciones
vasculares, a través de un efecto presindptico liberando noradrenalina de los
terminaciones nerviosas simpdticas. De este modo, se ha demostrado que en la
arteria de la oreja y en las arterias pulmonar y mesénterica, la nicotina a
concentraciones entre 1y 100 uM causa contracciones sensibles a la fentolamina
y libera noradrenalina tritiada (*H-NA) (NEDERGAARD, 1988). Este dltimo
efecto fue inhibido por el antagonista hexametonio. La accién de la nicotina es
estereoselectiva, dado que en contraste con la forma isomérica negativa, la forma
positiva no causé contraccion o liberacion de noradrenalina tritiada en la arteria

pulmonar de conejo (IKUSHIMA vy col., 1982).
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La incubacidn en un medio libre de calcio o con antagonistas de calcio bloqued
la liberacién de *H-NA, sugiriendo que el efecto inducido por la nicotina depende
de la entrada de calcio extracelular, seguida de la liberacién exocitdtica de
noradrenalina (NEDERGAARD, 1988). La tetrodotoxina (TTX), inhibidor
selectivo de los canales de sodio voltaje-dependientes de los nervios, gue suprime
sus potenciales de accidn, bloqued las contracciones inducidas por la nicotina en la
arteria de la oreja del conejo y en las arterias femoral y mesentérica del perro
(BELL, 1968; TODA y col., 1976), mientras que la TTX no tuvo ningiin efecto
sobre las contracciones inducidas por la nicotina en la arteria pulmonar del conejo
(IKUSHIMA y col,, 1981). El hecho de que el mecanismo de la nicotina puede ser
diferente en distintas preparaciones, se ha confirmado por la observacidon de que
la 4-aminopiridina, que es un agente que inhibe la conductancia de potasio y
prolonga el potencial de accién en células excitables, no alterd la respuesta

contractil para la nicotina en la arteria pulmonar.

La nicotina induce una respuesta transitoria postsindptica simpaticomimética en
muchos vasos sanguineos, y a pesar de su presencia continua en la solucién del
baiio, la respuesta no es mayor al incrementar la concentracion de nicotina. Este
estado se denomina desensibilizaciéon (STEINSLAND y FURCHGOTT, 1975) y
no es debido a la depleccién de noradrenalina, ya que la estimulacién eléctrica
persiste y ademds estd aumentada. Sin embargo, cuando se cambia la solucién del
bafio, los vasos recuperan poco a poco su sensibilidad para la nicotina

(STEINSLAND y FURCHGOTT, 1975).
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En arterias cerebrales y coronarias caninas, 1a nicotina no causd contraccion sino
una relajacion sensible al hexametonio (TODA y HAYASHI, 1982; TODA y col.,
1993). En las arterias cerebrales se ha demostrado recientemente que dicha
relajacion se debe al NO liberado de nervios nitrérgicos (TODA y col., 1993). En
arterias coronarias epicdrdicas, una parte de la relajacién puede ser debida a la
liberacion de noradrenalina de terminaciones nerviosas simpaticas (TODA y
HAYASHI, 1982), mientras que la parte residual de esta relajacion transitoria en
preparaciones de animales tratados con reserpina fue potenciada por fisostigmina
e inhibida por atropina, sugiriendo que la nicotina causa liberacion de una sustancia
con caracteristicas de ACh liberada de nervios de las arterias corenarias (TODA
y HAYASHI, 1982). Por otro lado, en perros anestesiados, la infusién de nicotina
caus$ una vasodilatacion seguida de vasoconstricciOn en los vasos coronarios de
resistencia, mientras que solo indujo vasodilatacidn en las arterias coronarias
grandes. El bloqueo de los receptores muscarinicos no alterd la respuesta para la
nicotina, mientras que el bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos inhibid la
vasodilatacién. La respuesta vasoconstrictora fue inhibida por antagonistas de los
receptores alfa, y alfa, (WOODMAN, 1990). En terneras conscientes, la infusién
de nicotina causé una respuesta bifésica, constituida por una vasoconstriccion
seguida de vasodilatacién que no fue alterada por la presencia de bloqueantes alfa-
y beta-adrenérgicos. Sin embargo, las dos respuestas fueron antagonizadas por la
presencia de atropina o hexametonio, sugiriendo que en esta especie, la nicotina
localmente estimula los nervios parasimpaticos y causa constriccién de la
circulaciéon coronaria (YOUNG vy col., 1988). En conjunto, los estudios sobre la

accién de la nicotina en la circulacion coronaria indican que este agente es capaz
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de liberar noradrenalina o ACh mediante una accion presindptica sobre nervios
simpdticos (heterorreceptores) o parasimpaticos {autorreceptores), respectivamente.
En arterias coronarias aisladas, sin influencia del miocardio, existen pocos datos

sobre los efectos de la nicotina.

1.4 Mecanismos que intervienen en las respuestas a la acetilcolina

Como se ha descrito anteriormente, se han observado dos efectos postsindpticos
de la ACh en preparaciones vasculares. En primer lugar, la ACh puede inducir una
contraccidén directa activando receptores muscarinicos en el mdsculo liso, o
indirecta a través de la liberacién de factores contractiles del endotelio
(eicosanoides, factor contractil derivado del endotelio). En segundo lugar, la ACh
puede producir vasodilatacién del misculo liso a través de la liberacidn de factores
relajantes del endotelio (eicosanoides, factor relajante derivado del endotelio,
factor hiperpolarizante derivado del endotelio). También se ha observado una
vasorrelajacidén directa del misculo liso inducida por la ACh, aunque el mecanismo
es desconocido (BRAYDEN y BEVAN, 1985; BRAYDEN y LARGE, 1986;

NEILD y col., 1990).

Tanto las respuestas contractiles como las relajantes inducidas por la ACh en
preparaciones vasculares estan mediadas por receptores muscarinicos acoplados a
distintos tipos de proteinas G, que fijan los nucle6tidos de guanina y constituyen
una unidad de transduccion a través de la membrana. Los receptores m, y m, estan

acoplados a la proteina G, o G, sensible a la ADP-ribosilacion por la toxina det
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Pertussis, que induce inhibicién de la enzima adenilato ciclasa y reduce las
concentraciones de AMPc (Tabla I). Los receptores m,, m, y m; estdn acoplados
a la proteina G, insensible a la accién de la toxina del Pertussis. La occupacion de
un receptor acoplado a la proteina G, induce un cambio en la conformacion de la
proteina G que se transmite a las lazos intracelulares donde éstos se disocian en las
subunidades Gy, y Gy, que podrian activar diferentes isoenzimas de la fosfolipasa
C, que a su vez activa la hidrélisis del inositol bifosfato en fosfoinositol trifostato
(IP;) y diacilglicerol (1,2-DAG) (Peralta y col,, 1987). La subunidad G,
intercambia GDP por GTP antes de activar la fosfolipasa C. El proceso se detiene
cuando el GTP es hidrolizado a GDP por una GTPasa asociada a la subunidad alfa
que se recombina con la subunidad Bu para formar un complejo inactivo

(BERRIDGE, 1993).

Los distintos subtipos de receptores muscarinicos estan acoplados a diferentes
sistemas efectores. Sin embargo, se ha demostrado que un inico subtipo de
receptores puede mediar varias respuestas intracelulares independientes. Asi, los
. receptores m, pueden inhibir la adenilato ciclasa, abrir canales de potasio y
estimular la hidrélisis de inositol bifosfato (PFAFFINGER vy col, 1985;
ASHKENAZI y col., 1987; NATHANSON, 1987). Otro ejemplo que indica varios
efectos de un mismo subtipo de receptor, es el estudio del receptor muscarinico M,
en el musculo circular del estomago de cobaya, donde dicho receptor esta
probablemente conectado a tres diferentes mecanismos de transduccion. Causa
liberacion de calcio por la via de la fosfolipasa C e inositol trifosfato (IP,), influjo

de calcio a través de canales voltaje-dependientes (sensibles a nifedipina) e influjo
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de calcio a través de una via no sensible a la nifedipina (PAREKH y BRADING,

1992).
141 R lacion contraccion del mi lis TOHAri
APARATO CONTRACTIL

En el masculo liso vascular, como en el misculo esquelético, la contraccion o
desarrollo de tensidon estd producido por un incremento de la concentracion
citosOlica de calcio libre (ITOH y col., 1985; KAMM y STULL, 1989; JENSEN y
col,, 1993a,b), seguido del deslizamiento interconectado de los filamentos de

miosina y actina (LOWY y col.,, 1970; ASHTON y col.,, 1975).

Los haces de miofilamentos tienen cuerpos densos de alfa-actina, anclados por
una red de fibras de un tamafio intermedio, constituyendo asi un citoesqueleto. Los
cuerpos densos probablemente juegan el mismo papel que las lineas Z en el
miisculo esquelético. Cada unidad contréctil contiene varios filamentos de miosina,
cada uno de ellos interconectado con varios filamentos de actina (10-15). Los
filamentos de actina orientados diagonalmente estin insertados en los cuerpos
densos de alfa-actina o en la membrana plasmética, en puntos especializados que

conectan varios grupos de células.

Un molécula de miosina consta de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras de

miosina (MLC). La fosforilacion de la MLC por la quinasa de la cadena ligera de
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miosina (MLCK), permite la combinacion de actina-miosina mediante puentes
cruzados ciclicos ("cross-bridges”), la expresién de la actividad de la actomiosin-
ATPasa y llevar a cabo el deslizamiento (Fig. IIl, KAMM y STULL, 1985;
HARTSHORNE, 1987). La MLCK es activada por el complejo calcio-calmodulina
y empieza cuando la concentracion citosdlica de calcio supera 107M, mientras que
la contraccién méxima se observa con una concentracion de 10°M. La fosforilacién
de la miosina ¢ hidrolisis de ATP es mucho mds lenta en el miisculo liso vascular,
comparado con el musculo liso esquelético, dando lugar a un ciclo de puentes
cruzados mas lento. Cuando la concentracion de calcio citosdlico disminuye por
debajo de 10'M, la MLCK se inhibe y la miosina es defosforilada originando una
inhibicion de la miosina-ATPasa. La defosforilacion es llevada a cabo por la
enzima fosfatasa de la miosina (MLCP), que es activa constantemente e

independiente de la concentracion de calcio (DISALVO vy col., 1983).

Parece ser que el desarrollo de la fuerza y la actividad de la ATPasa pueden
estar regulados por la fosforilacién/defosforilacion, mientras que los mecanismos
implicados en el mantenimiento de una fuerza sostenida actualmente no estdn
claros, debido a las observaciones de que una fuerza puede ser sostenida durante
tiempo prolongado a pesar de que el incremento en la concentracion de calcio
intracelular es transitorio con cambios en la relacion fuerza/[Ca’*}; sin cambios en
el tono vascular (MORGAN y MORGAN, 1984). Igualmente, se ha observado que
los niveles de fosforilacion de la miosina vuelven a valores bajos poco después
de la estimulacion, a pesar de que el tono vascular se mantiene (RUEGG, 1992).

Para explicar estas observaciones se han propuesto varios teorias:
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Figura HI. Ciclo contraccion-relajacion en el misculo liso vascular. (a) La
fosforilacién de la miosina regula la contraccion del mdsculo liso vascular. La
activacion es iniciada mediante la accidon del complejo constituido por calcio,
quinasa de las cadenas ligeras de miosina (MLCK) y calmodulina (CM) que
fosforila las candenas ligeras de miosina (MLC). (b) Cuando disminuye la
concentracién de calcio por debajo de 0.1 um, el complejo calmodulina-MELCK se
descompe y la miosina es desfosforilada por la fosfatasa de la cadenas ligeras de
miosina (MLCP). MLCK también puede ser inactivada por la protein kinasa A
dependiente de AMPc que forma la MLCK-P (la ML.CK fosforilada en dos sitios).
Modificado de KAMM y STULL (1985).
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(1) A través de una proteina G, un agonista puede incrementar la contractilidad det
miusculo liso por medio de una sensibilizacién de la respuesta al calcio, sin alterar
las concentraciones citosolicas de calcio libre. El mecanismo es independiente de
la concentracién de calcio y podria ser atribuido a una inhibicién de la MLCP
induciendo un incremento de la fosforilacion de la MLC y de la contraccién

(KITAZAWA y col,, 1991; RUEGG, 1992; GONG y col., 1992).

(2) La hipétesis de los "latch-bridges" propone que tras un incremento de {Ca’*}; y
tosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC) seguidos de un desarrollo de
fuerza, después de la defosforilacion de las cabezas de miosina (puentes cruzados),
algunos de los complejos de actomiosina siguen copectados y sostienen la
contraccidn y eso explica porqué la fuerza se mantiene a pesar de que los niveles
de [Ca**), y fosforilacién bajan (DILLON vy col,, 1981; HAI y MURPHY, 1988).
Recientemente, se ha observado en preparaciones permeabilizadas con la alfa-
toxina de estafilococos, que este estado podria ser debido a una inhibicién del la
liberacion de ADP del complejo de actomiosina, que causa un incremento en la
sensibilidad para el calcio de los miofilamentos y explica asi que la contraccion se
sostiene a pesar de que la concentracion citosélica de calcio estd disminuida

(NISHIMURA y VAN BREMEN, 1991).

(3) Un tercer mecanismo que se ha sugerido en ausencia de fosforilacion adicional
de la miosina, puede estar regulado por las proteinas tropomiosina, caldesmon y
calponina que han sido encontradas ademds de la actina en los filamentos finos. El

caldesmon y la calponina inhiben la actividad de la ATPasa de la actomiosina, pero

47



la inhibicién cesa si estas proteinas son fosforiladas (SUTHERLAND y WALSH,
1989; TAKAHASHI y col., 1988). Asi, un incremento en el reciclaje de calcio a
través de un influjo de calcio por canales voltaje-dependientes, y la activacién de
la bomba de calcio en la membrana y de la proteina quinasa C seguida de la
fosforilacion de los componentes proteicos del filamento fino pueden conducir a
un tono sostenido sin fosforilacion adicional de la miosina. Sin embargo, la
fosforilacion de la tropomiosina por una proteina quinasa dependiente de la
calmodulina incrementa la sensibilidad para el calcio de los miofilamentos y mejora

el acoplamiento fosforilacién-contraccion (RUEGG, 1992).

Actualmente, la mayoria de los mecanismos sobre la contraccion se han
obtenido de datos procedentes de células de misculo liso de vasos de gran tamaiio
y existe escasa informacion sobre los proteinas aisladas de células del miisculo liso

de arterias de resistencia.

HOMEOSTASIS DEL CALCIO INTRACELULAR

Las concentraciones de calcio citosdlico libre dependen de un balance entre la
entrada o liberacién y recaptacion de calcio. Las concentraciones de calcio medidas
con Fura-2 o microelectrodos sensibles al calcio, indican que las concentraciones
intracelulares, [Ca®*}, estdn en el rango de 10'M en el misculo liso vascular en
reposo (WILIAMS vy col., 1985; HIMPINS y col,, 1988; FUJINO y col., 1991;
JENSEN vy col, 1992), mientras que las concentraciones extracelulares estan

alrededor de 1.5x10°M; por tanto, existe un gradiente quimico y eléctrico (el
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potencial de equilibrio estd cerca de -60 mV) del calcio con orientacién hacia el

interior de la célula (VAN BREMEN vy col., 1985).

Tanto en arterias de resistencia sistémicas como coronarias, diversos agonistas
solo causan una respuesta transitoria en un medio libre de calcio y el desarrollo de
respuestas sostenidas es dependiente de la presencia e influjo de calcio extracelular
(MULVANY y NYBORG, 1980; CAUVIN y col., 1984; NYBORG y MIKKEILSEN,

1987).

La concentracion intracelular de calcio, [Ca’*], en las arterias de resist_encia
como en otros tipos de musculo vascular puede ser incrementada por el influjo de
calcio a través de canales de calcio dependientes del potencial de membrana (PDC)
que son bloqueados selectivamente con antagonistas de calcio de la familia de las
dihidropiridinas (tipo L) o con cloruro de cadmio (tipc T) (MULVANY y
NYBORG, 1980; PRIETO vy col., 1993), por el influjo de calcio a través de canales
de calcio operados por receptor (RDC) (BOLTON, 1979) o por el influjo de calcio
. activado por segundos mensajeros, como el calcio liberado de depdsitos
intracelulares por IP; (BERRIDGE, 1993). La liberacidn de calcio de depdsitos
intracelulares como el reticulo sarcoplasmdtico, la membrana plasmadtica o las
mitocondrias también puede contribuir al incremento de la [Ca’*}. La liberacién
de calcio del reticulo sarcoplasmatico se lleva a cabo mediante la accion de
segundos mensajeros como el IP; o el propio calcio ("liberacién de calcio inducida

por calcio”) (IINO, 1990; BERRIGDE, 1993).
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La reduccidn de la [Ca®*); después de la estimulacién, se lleva a cabo por una
bomba de calcio-ATPasa de la membrana plasmética dependiente de la
calmodulina, que expulsa el calcio al espacio extracelular (KWAN y col., 1979,
1984; WUYTACK y CASTEELS, 1980), o bien el calcio es devuelto al reticulo
sarcoplasmdtico por medio de bombas de calcio (RAEYMAKERS y col.,, 1980;
WUYTACK y col., 1984; GROVER y KWAN, 1984). En casos de concentraciones
elevadas de calcio intracelular, el calcio también puede ser expulsado a través del
intercambiador sodio/calcio por el gradiente de sodio que se mantiene con la
bomba de sodio-potasio-ATPasa (OZAKI y URAKAWA, 1981). La recaptacién de
calcio por las mitocondrias solo se produce a concentraciones muy elevadas (10°M)

y no fisiolégicas de [Ca®'}; (MISSIAEN y col., 1991).

EL POTENCIAL DE MEMBRANA Y LA CONTRACCION

El potencial de membrana (E,,) en el misculo liso de vasos coronarios intactos
se ha descrito ser en un rango de -44 a -55 mV en arterias coroparias de cobaya
(ITO y col., 1979; KEEF y BOWEN, 1989), de -44 a -51 mV en el cerdo (ITOH y
col., 1982; BENY y BRUNET, 1988b), de -49 a -55 mV en el perro (ILLIANO y
col., 1992), de -40 mV en monos y -62 mV en humanos (ANGUS y col., 1991b).
Parece ser que no existen diferencias en el potencial de membrana entre partes
proximales y distales de la circulacién coronaria, en presencia o ausencia de la capa

endotelial (FELETEU y VANHOUTTE, 1988; KEEF y BOWEN, 1989).
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Figura IV. Resumen de la homeostasis del calcio en el misculo liso vascular. Los
niveles de calcio dependen del balance entre la liberacién y recaptacion. La entrada
de calcio del espacio extracetular ocurre a través de canales operados por voltaje
o receptor (1,2) y la liberacion del reticulo sarcoplasmatico contribuye también al
incremento del Ca*" citoplasmatico (3). La retirada de calcio del citoplasma es
efectuada por una bomba en el reticulo sarcoplasmatico (6) 0 membrana plasmdtica
(4) o el intercambiador sodio-calcio (5), mientras que la recaptacion de calcio por
las mitocondrias no es considerada de importancia fisioldgica (7). Modificado de
RUEGG (1992).
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En contraste con el misculo esquelético y tejido nervioso, el influjo de corriente
durante un potencial de accion en el misculo liso se debe al influjo de iones de
calcio (HOLMAN, 1958; BULBRING y KURIYAMA, 1963). En vasos de
resistencia, existen canales de calcio voltaje-dependientes que se abren con la
despolarizacion, originando potenciales de accion (HIRST, 1977; ANGUS vy col,,
1988; HIRST y EDWARDS, 1989), Sin embargo, la activacién de los canales de
calcio en arterias de resistencia, en muchos ocasiones sélo da lugar a pequefios
cambios en el potencial de membrana que no son comparables con potenciales de
accion, a pesar de que inducen contraccién. Esto puede ser debido a los siguientes
hechos:

(1) Existe una activacion simultdnea de los canales de potasio, inducida por el
incremento en la concentracion de calcio intracelular, que limita los cambios en el
potencial de la membrana (HIRST y col., 1986; BOLTON y LARGE, 1986).

(2) No existe un umbral para la activacidn de los canales de caicio. El influjo de
calcio a través de un canal de calcio voltaje-dependiente es determinado, y una
despolarizacion pequefia (10-20 mv} sin generacion de potenciales de accion puede
conducir & un influjo de calcio suficiente para llevar a cabo la contraccion
(NELSON y col., 1991).

(3) Las células del midsculo liso estdn acopladas eléctricamente a través de "uniones
estrechas”, lo cual permite flujos de iones entre las células con pequefios cambios
en el potencial de membrana en lugar de transporte transmembrana (HIRST y

EDWARDS, 1989).

La ACh produce constriccion acompafiada de un incremento en la descarga de
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espigas o despolarizacion lenta de la membrana, en la mayoria de las preparaciones
de misculo liso vascular (FUNAKI y BOHR, 1965; SU y BEVAN, 1965). Sin
embargo, la accidn directa de la ACh sobre el misculo liso vascular depende de la
especie animal y el tipo de vaso estudiado. La ACh induce contraccion sin cambios
en el potencial de membrana en arterias coronarias grandes porcinas (ITO y col,,
1979; ITOH y col, 1982), mientras que una concetracion de 10°M causa
despolarizacidn sostenida (20 mV) en arterias coronarias porcinas pequeiias aisladas
de la auricula o del ventriculo izquierdo (ANGUS y col., 1991b) y también en aorta
de conejo en ausencia del endotelio (BENY y BRUNET, 1988a). En arterias
coronarias humanas pequenas, la ACh también causa una despolarizacion rdpida
del potencial de membrana, seguida de una repolarizacion, acercdndose al potencial

de membrana en reposo, E_, antes de que el vaso se despolarizare otra vez y

m?»

produciendo asi oscilaciones en el potencial de membrana (ANGUS y col., 1991b).

La naturaleza del mecanismo que induce la despolarizacién en respuesta a la
ACh en arterias coronarias pequefias del cerdo o del hombre no se conoce y
contrasta con la falta de cambios en el potencial de membrana observada en las
arterias coronarias grandes. Sin embargo, HIRST y EDWARDS (1989} sugirieron
que una despolarizacion pequeia podria ser debida a la sumacidn de potenciales
postsinapticos excitadores durante la actividad de nervios vasoconstrictores y asi dar

lugar al influjo de calcio a través de los canales voltaje-dependientes.

La ACh no origina cambios en el potencial de membrana en arterias coronarias

proximales porcinas, pero induce una contraccién que persiste en una solucion libre
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de calcio (ITO y col., 1979; ITOH vy col., 1982). Esto sugiere que la contraccion
inducida por la ACh no depende del influjo de calcio extracelular. Sin embargo, en
la misma preparacion otros investigadores han descrito que los antagonistas de
calcio de los canales voltaje-dependientes inhiben la respuesta contréctil a la ACh,
aunque las concentraciones de antagonistas usadas fueron muy elevadas (10°-10°M
de nifedipina} (FLECKENSTEIN y col., 1983) y la inhibicién observada podria ser
debida a un efecto intracelular de los antagonistas (CHURCH y ZOSTER, 1980).
Ademas, la ACh causa hidrdlisis del fosfoinositol bifosfato (PIP,) en arterias
coronarias de cerdo (ITOH y col, 1988) y liberacion de caicio del reticulo
sarcoplasmatico (KATSUYAMA y col., 1991). Considerando también los estudios
de caracterizacion de receptores muscarinicos, todo indica que la ACh induce
contraccion a través de un receptor muscarinico del subtipo M, acoplado a una
proteina G con activacién de la fosfolipasa C e hidrdlisis del PIP, a IP;; el IP,
induce la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmatico y el diacilglicerol activa
la proteina quinasa C (ITOH y col, 1988; ENZTEROTH y col, 1990;

KATSUYAMA y col., 1991).

El mecanismo de contraccién inducido por la ACh en arterias coronarias
pequefias no ha sido estudiado, y como indican las medidas de potencial de
membrana, podrian existir marcadas diferencias en el acoplamiento excitacidn-

contraccioén con respeto a las arterias proximales o de conduccion.
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MECANISMOS DE RELAJACION DE LAS ARTERIAS CORONARIAS A

NIVEL DE MUSCULO LISO

Siguiendo el modelo sobre los mecanismos implicados en la contraccion del
musculo liso vascular (Figura III), upa inhibicién de la activacién de estos
mecanismos o relajacion del misculo liso, hipotéticamente se puede producir de las
siguientes maneras:

(1) Interaccion con el aparato contrdctil y, especificamente, una disminucion de la
fostorilacion de la cadena ligera de misosina (MLC).

(2) Interaccion con los mecanismos que regulan la concentracion citosélica de _calcio
libre. Se han descrito varios mecanismos fisiologicos para explicar la relajacidn. En
primer lugar, una reduccién en los niveles de oxigeno, hipoxia, inducida por la
inhibicién del metabolismo oxidativo, que reduce la excitacion de la membrana y
la fosforilacidn de las cadenas ligeras de miosina sin causar cambios sustanciales
en la [Ca®'}, probablemente debido a la dependencia energética de ATP de estos
procesos (SWARD y col., 1993). En segundo lugar, se ha demostrado que la
_ hiperpolarizacion de la membrana induce relajacion, en la mayoria de los vasos a
través de la apertura de canales de potasio, lo que cierra los canales voltaje-
dependientes y disminuye la [Ca*"). En el misculo liso vascular se han
caracterizado por lo menos dos tipos de canales de potasio con importancia en la
hiperpolarizaciéon (NELSON y col., 1991): (1) Canales de potasio sensibles al ATP,
Kars, que se abren especificamente con cromakalina, pinacidil, diazoxide y
nicorandil y que se inhiben con glibenclamida (10°M) y bario (10*M). (2) Canales

de potasio activados por el calcio intracelular y que son inhibidos por
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charibdotoxina y bajas concentraciones de tetraetilamonio (10*M).

El tercer mecanismo que puede causar relajacion arterial estd mediado por el
adenosin 3",5 monofosfato (AMPc). El AMPc se forma a partir del ATP por una
reaccidn catalizada por la enzima de membrana, adenilato ciclasa. La activacion de
la adenilato ciclasa estd regulada por dos proteinas G: (1) Una proteina G,
estimuladora de la enzima y acoplada a un receptor. El ejemplo cldsico de este
acoplamiento es el receptor beta-adrenérgico. (2) Una proteina inhibidora, G,, de
la adenilato ciclasa también acoplada a un receptor, por ejemplo la del receptor
muscarinico del subtipo M,. Las concentraciones de AMPc también estan reguladas
por fosfodiesterasas que metabolizan el AMPc en AMP. La forskolina activa la
adenilato ciclasa mientras que la papaverina inhibe las fosfodiesterasas. El AMPc
activa una proteina quinasa dependiente det AMPc (proteina-kinasa A), discociando
la enzima en una unidad reguladora y otro catalitica que causa fosforilacién
(NIMMO y COHEN, 1977; SILVER y col., 1982). El efecto principal de la proteina
quinasa dependiente del AMPc es la fosforilacion de la MLCK, y por tanto, la
inhibicion de este enzima disminuye la fosforilacién de la MLC (ADELSTEIN y
HATHAWAY, 1979; DELANEROLLE vy col.,, 1984); sin embargo la quinasa
dependiente del AMPc, también a través de fosforilacién, puede reducir la [Ca*'};
por una de las siguientes vias: (1) Inhibicion del influjo de calcio a través de
canales voltaje-dependientes (MEISHERI y VAN BREMEN, 1982). (2}
Estimulacion de la sodio-potasio-ATPasa con incremento en el intercambio de
sodio-calcio (SCHEID vy col., 1979), (3) Estimulacion de la bomba de calcio en el

reticulo sarcoplasmatico (MUELLER y VAN BREMEN, 1979).
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Otro segundo mensajero que también media fa relajacion del misculo liso
vascular es el guanosin monfosfato ciclico, GMPc. El GMPc se forma a partir de
GTP por una reaccion catalizada por la hemoproteina, guanilato ciclasa soluble, en
el citoplasma, o por la guanilato ciclasa particulada en la membrana. La primera
enzima es activada por el factor relajante derivado del endotelio y por
nitrovasodilatadores (GRUETER y col., 1981a,b; HOLZMAN, 1982; RAPOPORT
y MURAD, 1983), mientras la enzima de la membrana es activada por el factor
natriurético auricular (ANF) (WINQUIST y col., 1984). El GMPc es metabolizado
por fosfodiesterasas y activa una proteina quinasa dependiente del GMPe, que al
igual que ocurre con el AMPc, ejerce sus acciones a través de la fosforilacion de
proteinas, aunque todavia no estd claro a través de qué mecanismos induce la
relajacion. En ausencia de calcio y calmodulina, la quinasa dependiente del GMPc
causa la fosforilacidn de la MLCK (DRAZNIN y col,, 1983; NISHIKAWA y col,,
1984), pero en presencia de Ca®* /calmodulina esta fosforilacién es inhibida, lo que
sugiere que el GMPc no causa relajacidn a través de la fosforilacion de la MLCK
(KAMM y STULL, 1989). Sin embargo, incrementos en la concentracion de GMPc
pueden inducir relajacion a través de la dismiucién de las concentraciones de
calcio: (1) El GMPc estimula la recaptacion de calcio por la bomba de calcio en
el reticulo sarcoplasmitico (POPESCU y col., 1985; TWART y VAN BREEMEN,
1988). (2) Estudios con “Ca** en preparaciones vasculares o células aisladas, han
demostrado que agonistas que estimulan el GMPc también incrementan el eflujo
de calcio a través de un incremento en la actividad de la bomba Ca’"-ATPasa de
la membrana plasmatica, y no a través del intercambio sodio-calcio (ITOH y col.,

1985; POPESCU y col., 1985; FURUKAWA y col., 1988).
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1.4.2 Regulacion endotelial de la circulacién coronaria

El revestimiento vascular del endotelio como una capa monocelular en todo el
sistema circulatorio, no solo representa una barrera de difusién sino también un
organo (1-1.5 kg) con una variedad de funciones que incluyen propiedades
antitrombogénicas, metabolismo de noradrenalina, serotonina, nucledtidos de
adenina, la conversion de angiotensina I y la metabolizacién de la bradiquinina por
la enzima de conversion de angiotensina (ECA} y otras peptidasas con importancia
en el metabolismo de la sustancia P (FURCHGOTT y VANHOUTTE, 1989).
Ademas, con el descubrimiento hecho por FURCHGOTT y ZAWADAZKI (1980)
de la dependencia del endotelio de la relajacion para la ACh, se reconocié que el
endotelio juega un papel importante en la modulacion del tono vascular local, no
solo a través de la liberacion del factor relajante derivado del endotelio (EDRF),
sino también de un factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), ademas
de la liberacion de eicosanoides vasodilatadores y vasoconstrictores
(BOEYNAEMS, 1988) y péptidos vasoconstrictores y vasodilatadores como las
endotelinas (YANAGISAWA vy col.,, 1988), sustancia P (MILLNER y col., 1989;

LOESCH vy col., 1993) y vasopresina (LOESCH y col., 1993).

Se piensa que el endotelio juega un papel importante en la distribucién del flujo
sanguineo miocédrdico, a través de la regulacidn paracrina que ejerce sobre el tono
muscular vascular (ANGUS y COCKS, 1989; BASSENGE y HEUSCH, 1990) y el

control de la contractilidad del propio miocardio a través de factores endoteliales
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liberados por el endocardio (BRUTSAERT vy col., 1988; BRUTSAERT, 1989; KAI
y col,, 1993). Debido al "shear stress” mecéanico (rozamiento ejercido por el flujo
sanguineo en la pared vascular), o a la activacion de receptores, se liberan tanto
factores relajantes como contrictiles de la capa endotelial y asi puede regularse el

tono de los células musculares.

EICOSANOIDES

Los eicosanoides constituyen una familia heterogénea de derivados con 20
carbonos (eico) como son las prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y
lipoxinas. Tienen en comiin que todos estdn sintetizados a partir de Acidos grasos
esenciales y tienen tres, cuatro o cinco uniones dobles. En el hombre el principal
precursor, el dcido araquidénico, se libera de fosfolipidos de la membrana como
la fosfatidiicolina y el fosfatidilinositol por la accion de la fosfolipasa A, y es el
paso limitante en la sintesis de estas hormonas derivadas de lipidos. Las vias de la
ciclooxigenasa, que da lugar a la sintesis de las prostaglandinas y tromboxanos, de
la lipooxigenasa que da lugar a la formaciéon de los leucotrienos y de la
monooxigenasa que da lugar a la formacidén de lipoxinas, estdn todas presentes en
las células endoteliales, a pesar de que la evidencia de la dltima via no esta tan
bien documentada, ya que se ha encontrado actividad de la sintetasa de
prostaciclina y no de la monooxigenasa asociada con las enzimas microsomales de

P450 en las células endoteliales (DEES y col., 1982; ABRAHAM y col., 1985).

El principal producto de la via de la ciclooxigenasa en células endoteliales de
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arterias es la prostaciclina (PGI,), al menos en células de arterias grandes o de
conduccién, mientras que los productos principales de células endoteliales
microvasculares son la PGE, y la PGF,,;, (MARCUS vy col., 1978; GERRITSEN
vy CHELI 1983; SCHROR, 1985). Asi, en cultivos de células endoteliales
microvasculares aisladas del miisculo cardiaco del conejo, la produccion y liberacion
de PGE, fue mayor que la liberacion del metabolito estable de la PGL,, 6-keto-
PGF,,;, (GERRITSEN y CHELLL, 1983). El tromboxano A, (TXA,), es sintetizado
mayoritariamente en la media de la pared vascular, (BRUNKWALL y col., 1987),
aunque probablemente también puede ser sintetizado en células endoteliales
(INGERMAN-WOJENSKI y col., 1981; LIN y col., 1993), a pesar de que se ha
descrito recientemente que no habia actividad de la sintetasa de tromboxano en
células endoteliales, sino Gnicamente en células sanguineas adheridas a la pared
vascular (BUZZARD y col.,, 1993). Diversos estudios han sugerido una sintesis de
prostaglandinas tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras en células del misculo
liso (GOLDSMITH, 1982; TODA vy col.,, 1987). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que in vivo la mayor produccién de tromboxano viene de plaquetas y que
« la mayor produccién de PGI, procede de la pared vascular (MONCADA y col,,

1976).

El sistema prostaglandinas-tromboxano, probablemente no juega un papel
fundamental en la regulacion del flujo sanguineo coronario bajo condiciones
fisiologicas (BASSENGE y HEUSCH, 1990}, a pesar de que se observa un
incremento en la resistencia vascular coronaria después de la inhibicidn de la

ciclooxigenasa (SAKANASHI y col., 1980; EDLUND y col., 1985; HOLTZ y col,,
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1984). Parece ser que las prostaglandinas pueden tener un papel en la respuesta
vasodilatadora dependiente del endotelio en la condicién de hipoxia (BUSSE y col.,
1984). La PGI, y la PGE, tienen una acciéon vasodilatadora potente en
preparaciones aisladas de arterias coronarias, causando un incremento en los
niveles intracelulares de AMPc (GORMAN vy col., 1977; TATESON vy col., 1977;
SHIMOKAWA y col., 1988). El TXA, y la PGF,,, tienen un efecto potente como
vasoconstrictores en arterias coronarias grandes y pequefias (SIMONSEN y col,,

1992).

La sintesis de prostaglandinas inducida por estimulacién de los nervios
parasimpadticos del corazén o por la infusién de agonistas colinérgicos en la
circulacion coronaria estd mediada a través de receptores muscarinicos (JUNSTAD
y WENNMALM, 1974; JAISWAL y MALIK, 1988; JAISWAL vy col., 1988). En el
corazon aislado perfundido de conejo pueden obtenerse incrementos de la PGE,
y la 6-keto-PGF,,;, después de la estimulacidon colinérgica (JUNSTAD vy
WENNMALM, 1974; JAISWAL y MALIK, 1988; JAISWAL y col., 1988), pero solo
se han estudiado los receptores muscarinicos implicados en la formacién de PGI,
en preparaciones de Langendorf (JAISWAL y MALIK, 1988; JAISWAL y col.,
1988). Estos autores concluyeron que receptores muscarinicos de los subtipos M,
y M, estan mediando el incremento de salida de 6-keto-PGF,,,, de corazones
aislados de conejo y, mientras los receptores M, inducen una disminucion de la
trecuencia cardiaca, el efecto inotrdpico negativo y el efecto vasoconstrictor de la
ACh, los receptores M, probablemente median la vasodilatacion de la ACh

infundida (JAISWAL y MALIK, 1988; JAISWAL y col., 1988). En arterias
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coronarias proximales de primates no humanos, la inhibicién de la ciclooxigenasa
no afecta la relajacion para la ACh, pero inhibe la respuesta contractil en

segmentos sin endotelio (OKAMURA y col., 1989).

La mayor parte de la sintesis de leucotrienos probablemente deriva de la via de
la lipoxigenasa en granulocitos, macréfagos y mastocitos (FAULER y FROHLICH,
1989), a pesar de que la enzima 5-lipooxigenasa también se encuentra en células
endoteliales (CHAND y ALTURA, 1981; NOLAN y col., 1990; KAHLER vy col.,
1993). Los leucotrienos posiblemente no estdn involucrados en la regulacién
fisiologica del tono vasomotor coronario, pero parecen jugar un papel en los
procesos inflamatorios, como en el caso de la infiltracion de leucocitos del
miocardio en el desarrollo de un infarto de miocardio (EVERS y col.,, 1985;
BASSENGE y HEUSCH, 1990). Los leucotrienos C, y D, son constrictores
potentes de las arterias coronarias de cerdo in vivo y en el corazdn de cobaya
aislado in vitro (TOMOIKE y col., 1987; KAHLER vy col., 1993), mientras que se
ha observado vasoconstriccion y vasodilatacién en arterias coronarias de perro y

gato (TRACHTE vy col,, 1979; TAKAHASHI y col., 1985).

Existe escasa informacion sobre el papel de la via monooxigenasa P-450 en las
arterias coronarias. La sintesis de dcidos epoxieicosatrienoicos (EET) por la via de
la citocromo P-450 epoxigenasa, estuvo incrementada en arterias coronarias
estendticas comparadas con arterias coronarias caninas normales (ROSOLOWSKY
y col, 19903). Estos derivados del acido araquidénico inducen una relajacion

independiente del endotelio probablemente debida a la inhibicién de la bomba
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sodio-potasio ATPasa (SCHWARTZMAN vy col.,, 1985} y de mayor magnitud que

las relajaciones para la PGI, en arterias coronarias caninas (ROSOLOWSKY vy col.,

1990).

El papel vasomotor de los metabolitos oxigenados del dcido araquiddnico
tormado en el endotelio arterial coronario es pocoe conocido y, en especial, la via

monooxigenasa P-450 ha sido poco investigada.

FACTOR RELAJANTE DERIVADO DEL ENDOTELIO (EDRF)

Las células endoteliales contribuyen al control local del diametro vascular a
través de la formacion del factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
(FURCHGOTT y ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1984; FURCHGOTT vy
VANHOUTTE, 1989) que es una sustancia no-prostanoide y que en la actualidad
se identifica como 6xido nitrico (NO) (PALMER vy col., 1987; IGNARRO y col,,
1987) o un andlogo que libera NO en las células del misculo liso (MYERS y col,,
1990). Actualmente se reconoce que este sistema actia con un mecanismo de sefial
célula-a-célula como neurotransmisor (SNEDDON y GRAHAM, 1992; AYAJIKI
y col. 1993) o con una funcién paracrina (MONCADA vy col., 1988; IGNARRO,
1990). También se ha sugerido que el EDRF podria actuar como segundo
mensajero en neuronas cerebrales (GARTHWAITE vy col, 1988; HU y EL-
FAKAHANY, 1993) y en tejido vascular mediante liberacién fotosensibie

(VENTURINI y col., 1993).
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El EDRF se libera de células endoteliales por mecanismos mediados por
receptor o mecanismos no-mediados por receptor, como son incrementos del flujo
sanguineo (FUJI y col., 1991) o de la presion de CO, (TTIAN vy col., 1993; CARR
y col., 1993). La presencia de receptores endoteliales muscarinicos, alfa y beta
adrenérgicos, serotoninérgicos, histaminérgicos y para angiotensina i, se descubrio
por primera vez en cultivos de células endoteliales vasculares, mediante la medida
de los niveles de nucleétidos ciclicos (BUONASSISI y VENTER, 1976).
Posteriormente, otros tipos de receptores han sido localizados en células
endoteliales en cultivo, como los purinoceptores-P,, (BURNSTOCK y KENNEDY,
1985; HOUSTON vy col., 1987) y receptores para taquininas (COCKS y col., 1985).
El mecanismo de transduccion que conduce a 1a liberacion de EDRF de los células
endoteliales  depende probablemente del influjo de calcio extracelular
(LUCKHOFF y BUSSE, 1986; COLDEN-STANFIELD y col, 1987) y/o la
liberacion del calcio de reservas intracelulares (LUCKHOFF y BUSSE, 1986;
MULSCH y col, 1989). ANGUS y COCKS (1989) indicaron que hay que
considerar las células endoteliales como otro tipo de células secretoras que utilizan
una sistema dual de segundos mensajeros para regular diversos procesos celulares.
De este modo, depués de la estimulacién de la liberacién de EDRF con un
agonista, se activa la fosfolipasa C originando la formacién de 1P, y diacilglicerol
(DAG); el 1P, podria causar la liberacion de calcio de reservas intracelulares,
mientras que el DAG activa la proteina quinasa C en la membrana plasmaética,
conduciendo esto ultimo al influjo de calcio extracelular. De acuerdo con esta
teoria, se ha demostrado que la bradiquinina libera EDRF e incrementa los niveles

de IP, en células endoteliales de aorta (LAMBRECHT vy col., 1986), y el IP,
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afladido a células endoteliales permeabilizadas quimicamente vacia las reservas

intracelulares de calcio (JOHNS y col., 1988).

El incremento del calcio intracelular de las células endoteliales causa la
activacidn de la sintasa de oOxido nitrico que genera NO y citrulina a partir del
grupo guanidino de la L-arginina (BREDT y col., 1991). La enzima, ademas de
calcio, necesita otros cofactores como calmodulina, NADPH y oxigeno para
catalizar los dos procesos dando tugar a la formacién de NO. La sintesis de NO se
puede inhibir con bloqueantes del transportador de L-arginina en las células
endoteliales (BOGLE y col., 1992) y también con el uso de analogos de L-arginina,
N¢-monometil-L-arginina (L-NMMA) o L-NC-nitro arginina {LNNA), caus.ando
inhibicion de la sintasa del 6xido nitrico (MOORE y col,, 1990; REES y col.,
1989a). Igualmente, los inhibidores del metabolismo oxidativo, inhiben
selectivamente la liberacion de EDRF de las arterias coronarias de conejo
(GRIFFITH y col., 1986). Después de su formacion, el NO que es altamente
difusible, va al espacio extracelular como EDRF en forma de NO puro o como un
_ constituyente con NO, como es la S-nitroso-L-cisteina (IGNARRO, 1990; MYERS
y col., 1990; KONTOS, 1993)." Después de difundir al miisculo liso, el NO se
~combina con el componente hemo de la enzima guanilato ciclasa y activa este
enzima. La guanilato ciclasa activada genera guanosin monfostato ciclico (GMPc)
a partir de guanosin trifosfato de magnesio (MgGTP). El GMPc activa la proteina
quinasa dependiente del GMPc¢ (RAPOPORT y MURAD, 1983) y conduce a la
desfosforilaciéon de las cadenas ligeras de la miosina, causando relajacion del

miisculo liso (BRENNER vy col., 1989). Debido a la afinidad del NO por los grupos
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hemo, se puede usar oxihemoglobina como "scavenger” (secuestrador) de NO y de
este modo causar inhibicidn de la relajacién vascular (MARTIN y col., 1985). Se
ha demostrado también que otros antagonistas del NO como el azul de metileno,
tienen un efecto directo inhibitorio de la guanilato ciclasa {(GRUETTER vy col.,
1981a,b; MARTIN vy col,, 1985). Se ha sugerido que el EDRF puede inducir
relajacién a través de mecanismos independientes del GMPc como son el
incremento de la conductancia de potasio (GORDON y MARTIN, 1983), alteracién
de la actividad de la bomba de sodio-potasio-ATPasa (FURCHGOTT vy
ZAWADZKI, 1980), efecto sobre el influjo de calcio (EGLEME vy col., 1984;
GRIFFITH vy col., 1986; MALTA y col., 1986) o un efecto directo inhibitorio sobre
el mecanismo de contraccion del misculo liso (GREENBERG y DIECKE, 1988).
Actualmente, continiia la controversia sobre la existencia de uno o dos factores
relajantes no-prostanoides derivados del endotelio, uno que causa relajacién a

través del GMPc (EDRF) y otro hiperpolaricion (EDHF).

La conversion de L-arginina a NO en las células endoteliales estd mediada por
la sintasa constitutiva de 6xido nitrico dependiente de calcio y calmodulina, pero
se ha identificado la via L-arginina-NO en el misculo liso de aorta después de la
induccién por 1a interleuquina-1 (IL-1) o el lipopolisacarido bacteriano (LPS), un
fendémeno que requiere la sintesis de novo de proteinas y estd catalizado por la
enzima NO sintasa que es independiente del calcio y la calmodulina (FLEMING

y col., 1991; BEASLY col., 1991; SCHINI y col., 1991).

La infusién intravenosa de analogos de la L-arginina produce un incremento de
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la presion sanguinea arterial sistémica y un incremento de la resistencia vascular
de la circulacion cerebral y coronaria (REES y col., 1989b; GARDINER vy col.,
1990; HUMPHRIES v col., 1991). Los incrementos de la resistencia vascular
coronaria también se observan después de la infusién directa del andlogo, nitro-L-
arginina en el conejo (AMEZCUA vy col., 1989), perro (CHU y col,, 1991) y en la
cabra (GARCIA y col., 1992). En segmentos aislados de arterias coronarias grandes
y pequenias del cerdo, la inhibicion de la sintasa del NO causa un incremento en
el tono basal en presencia pero no en ausencia del endotelio, y esta respuesta se
revierte con L-arginina, mientras que la D-arginina no tiene efecto (RICHARD y
col,, 1990; TSCHUDI y col,, 1991). Estos resultados sugieren que existe una
liberacion basal de EDRF que controla el tono vascular coronario bajo condiciones
normales (KELM y SCHRADER, 1990), pero que también tiene un papel en la
fase inicial de la vasodilatacién obervada en la condicioén de hipoxia (PARK vy col,,

1992).

Los andlogos de la L-arginina como L-NMMA y L-NAME (inhibidores de la
sintesis de NO), también inhibieron la respuesta vasodilatadora a la ACh infundida
en la circulacién coronaria (AMEZCUA vy col., 1988, 1989; CHU vy col,, 1991;
GARCIA y col., 1992), mientras que in vitro la respuesta para la ACh estd inhibida
en arterias coronarias grandes y pequeiias del perro (MYERS y col., 1989). Por otro
lado, la retirada mecanica del endotelio no parece influir en la contraccion para la
ACHh en arterias coronarias grandes porcinas (GRASER y col., 1986; BENY y col,,
1986), a pesar de que la incubacién con LNNA incrementa la respuesta para ACh

en arterias coronarias grandes porcinas, si bien el ltimo efecto se puede atribuir
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a la inhibicion de la liberacion basal de EDRF (TSCHUDI y col., 1991). TSCHUDI
y col. (1991) observaron lo mismo en arterias coronarias pequefias del cerdo y
varios estudios han sugerido que no existen receptores muscarinicos endoteliales
en arterias coronarias porcinas, que medien la liberacién de EDRF, dado que la
ACh no relajo arterias precontraidas (NAKAYAMA vy col., 1988; KAWAMURA
y col, 1989; TSCHUDI y co., 1991). De lo descrito anteriormente, se puede deducir
que se necesita mds informacidn para clarificar el papel del endotelio en la

respuesta contréctil de la ACh en la circulacion coronaria.

HIPERPOLARIZACION DEL MUSCULO LISO VASCULAR Y DE LA

CAPA CELULAR ENDOTELIAL

Antes de que se descubriera el factor relajante derivado del endotelio, se sabia
que la ACh podia inducir hiperpolarizacion de la arteria coronaria del cobaya
(KITAMURA y KURIYAMA, 1979) y de las arterias mesentéricas (KURIYAMA
y SUZUKI, 1978). Estos autores sugirieron que el mecanismo de esta
hiperpolarizacion se debia al incremento de la conductancia de potasio, dado que
la ACh a una concentracidon de 0.1uM causé hiperpolarizacion del potencial de
membrana entre 44 y -67 mV en las arterias coronarias del cobaya, mientras que
el potencial de equilibrio de sodio y potasio fueron positivos comparados con el
potencial de reposo (KITAMURA y KURIYAMA, 1979). Por otro lado, estos
autores no pudieron explicar la observacion de que la ACh aparentemente
estuviera genmerando una contraccibn al mismo tiempo que causaba

hiperpolarizacion, mientras que la presencia de una conceantracidn externa en
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exceso de potasio produjo contraccién con o sin despolarizacién. Sin embargo,
después de la demostracion de que las relajaciones de la ACh dependen del
endotelio (FURCHGOTT y ZAWADZKI, 1980), se ha demostrado en segmentos
arteriales de diferentes lechos vasculares que la hiperpolarizacion inducida por la
ACh depende de la presencia del endotelio (CHEN vy col,, 1988; FELETOU y
VANHOUTTE, 1988; CHEN y SUZUKI, 1990). En vasos desprovistos de
endotelio es posible restablecer la hiperpolarizaciéon con una solucion de ACh que
anteriormente ha pasado por un segmento con €l endotelio intacto (FELETOU y
VANHOUTTE, 1988; CHEN vy col., 1991). Esto sugiere que la hiperpolarizacion
estd causada por un factor presente en la solucidon de perfusion en lugar de una

conexion directa entre el endotelio y el misculo liso.

Estudios en la arteria cerebral media de conmejo han sugerido que la
hiperpolarizacién dependiente del endotelio probablemente abre canales de potasio
dependientes de ATP, ya que la hiperpolarizacion se revierte con glibenclamida
(STRANDEN vy col., 1989; BRAYDEN, 1990). Por otro lado, estudios en la arteria
mesentérica de rata y arterias coronarias de cobaya han sugerido que la
hiperpolarizacion inducida por la ACh y la relajacion de estos vasos no estaba
afectada por la glibenclamida, pero era inhibida por tetraetilamonio, sugiriendo una
activacion de un canal de potasio activado por calcio (MCPHERSON y ANGUS,
1991; CHEN vy col., 1991; ECKMAN vy col,, 1992). De este modo, la liberacion
inducida por la ACh de distintos factores hiperpolarizantes derivados del endotelio
o EDREF, puede estar involucrada en las acciones de la ACh en distintos vasos, o

el efecto a nivel del misculo liso vascular puede estar mediado por mecanismos
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diferentes. Las propiedades del EDRF y del EDHF se distinguen por las siguientes
caracteristicas electrofisiologicas y farmacologicas:

(1) Las respuestas mecdnicas al EDRF son sostenidas, mientras que las
respuestas al EDHF son transitorias (KOMORI y SUZUKI, 1987 a,b; CHEN y col.,
1988; FELETOU y VANHOUTTE, 1988; CHEN y SUZUKI, 1989; RAND vy
GARLAND, 1992).

(2) El EDREF relaja el misculo liso con un incremento de la produccion de GMPc
(HOLZMAN vy col., 1982; IGNARRO y KADOWITZ, 1985}, y el azul de metileno
y la hemoglobina inhiben las acciones del EDRF y la acumulacién de GMPc
(MARTIN y col., 1985). Estos tratamientos no afectan la hiperpolarizacion inducida
por la ACh (CHEN vy col., 1988; HUANG y col., 1988). |

(3) El candidato a EDRF, NO, relaja algunas preparaciones arteriales sin cambiar
el potencial de membrana, mientras que la ACh causa hiperpolarizacion en las
mismas arterias (KOMORI y col., 1988). Ademas, en arterias coronarias caninas,
la hiperpolarizacién inducida por la ACh fue abolida por ouabaina mientras que
se mantuvo la relajacién (FELETOU y VANHOUTTE, 1988).

{4) El EDREF se libera continuamente en ausencia de estimulos, mientras que el
EDHF solo se libera después de la estimulaciéon con un agonista (CHEN vy
SUZUKI, 1989).

(5) En la arteria safena del conejo, se ha sugerido que el EDRF y el EDHF son
liberados por la ACh a través de la activacién de dos diferentes subtipos de
receptores muscarinicos (KOMORI y SUZUKI, 1987 ab). De este modo, la
atropina fue mds potente que la pirencepina en inhibir la relajaciéon de la ACh,

mientras que las dos sustancias fueron equipotentes en inhibir la hiperpolarizacién
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inducida por la ACh, sugiriendo que la hiperpolarizacion se activa a través de
receptores M, y la relajacién sostenida a través de receptores M, (KOMORI y
SUZUKI, 1987 a,b). Sin embargo, en arterias coronarias de cobaya no fue posible
distinguir la hiperpolarizacion y la relajacién inducida por la ACh con el uso de
pirencepina, dando asi lugar a evidencias en contra de la existencia de dos
poblaciones de receptores muscarinicos en el endotelio que selectivamente induzcan
la liberacidn de uno u otro factor (KEEF y BOWEN, 1989). Ademas, la separacion
del EDRF y EDHF se ha complicado con la demostracion de que el NO puede
causar una hiperpolarizacion de las arterias uterinas (TARE y col,, 1990). Sin
embargo, recientemente, se ha observado que la hiperpolarizacion inducida por el
NO y la ACh estda mediada por diferentes mecanismos en arterias mesentéricas
pequenas de rata (GARLAND y MCPHERSON, 1992). En las arterias coronarias
de cobaya, la ACh todavia relaja las preparaciones hasta un 70% del maximo,
después de que los niveles de GMPc fueron reducidos con L-NMMA o
hemoglobina a concentraciones no detectables (KEEF y col, 1993). Estos
resultados sugirieron que la ACh no solo libera NO para incrementar los niveles
de GMPc en el tejido, sino que también relaja a través de un segundo mecanismo
independiente del GMPc, probablemente involucrando al factor hiperpolarizante

derivado del endotelio (EDHF).

En resumen, el EDHF es una factor no-prostanoide probablemente diferente del
EDRF. El EDRF y el EDHF pueden ser el mismo compuesto en un estado
diferente o tener caracteristicas comunes en otros lechos vasculares. El EDHF

hiperpolariza y relaja el misculo liso coronario a través de la apertura de canales
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de potasio activados por calcio sin incrementos en la concentracién de GMPe.

En la arteria carotida de conejo, donde la ACh genera una hiperpolarizacion
transitoria seguida de una sostenida, la reduccion del calcio extracelular inhibe la
hiperpolarizacion sostenida y reduce el componente transitorio (BUSSE y col,
1988, CHEN y SUZUKI, 1990). Igualmente, se observé que el componente
sostenido de la hiperpolarizacién dependia del influjo de calcio extracelular a través
de canales sensibles al niquel (entrada de calcio inducida por un agonista), mientras
que las bloqueantes de los canales de calcio voltaje- dependientes, nifedipina y
verapamil, no tenian efectos sobre la respuesta inducida por la ACh en el endotelio
de aorta de rata (MARCHENKO y SAGE, 1993). La hiperpolarizacion mantenida
provocada por la ACh y medida en el endotelio de arterias coronarias intactas de
cobaya, también depende del calcio y en contraste con el endotelio de aorta de
rata, los bloqueantes de los canales de potasio, tetraetilamonio, charybdotoxina y
4-aminopyridina (4 AP) causaron despolarizacidon del endotelio y bloquearon la
hiperpolarizacion provocada por la ACh en esta preparacion (CHEN y CHEUNG,
1992). Esto sugiere la existencia de diferencias entre especies y entre distintos

lechos vasculares.

La proteina quinasa C no parace estar involucrada en la hiperpolarizacién de
las células endoteliales inducida por la ACh, ya que los antagonistas estaurosporina
y H-7 no alteraron la respuesta para este agonista (MARCHENKO y SAGE, 1993).
Se ha demostrado que el iondforo del calcio, A23187, es capaz de hiperpolarizar

las células endoteliales de la arteria cardtida de conejo y arterias coronarias
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caninas, en presencia pero no en ausencia del calcio extracelular (CHEN vy
SUZUKI, 1990; ILLIANO y col., 1992). Tanto la cafeina que facilita y la procaina
que inhibe la liberacién de calcio de las reservas intracelulares, bloguearon la
hiperpolarizacion sostenida inducida por la ACh en la arteria cardtida del conejo
(CHEN y SUZUKI, 1990). Ademds, el antagonista de la calmodulina,
calmidazolium, inhibid las relajaciones dependientes del endotelio y resistentes a
la nitro-L-arginina en la arteria coronaria canina, y las inducidas por la
bradiquinina y el A23187. Estos resultados sugieren que el incremento de calcio
citoplasmatico, al igual que ocurria con el EDRF, es un paso importante en la
produccion de EDHF y el complejo calcio-calmodulina tiene un papel importante
en la regulacion de la sintesis y liberacidon del factor (ILLIANO y col., 1992;

NAGAO y col., 1992).

En resumen, la liberacion de EDHF de las células endoteliales depende del
incremento intracelular de las concentraciones de calcio [Ca**}, mediante la entrada
de calcio a través de canales sensibles al niquel y la liberacion de calcio de las
reservas intracelulares. Alternativamente, los receptores muscarinicos activados por
la ACh estan acoplados a la hidrélisis del lipido derivado de la membrana, PIP, a
DAG e IP; por la fosfolipasa C. El segundo mensagero, IP,, conduce a la liberacion
de calcio de las reservas intracelulares y causa asi un incremento de [Ca’*}. El

ultimo podria activar los canales de potasio dependientes del calcio.
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FACTORES CONTRACTILES DERIVADOS DEL ENDOTELIO

La evidencia a favor de un papel para sustancias vasaconstrictoras derivadas
del endotelio (EDCF) fue obtenida a raiz de la observacion de que las respuestas
contractiles para la ACh y otros agonistas eran disminuidas con la retirada
mecanica del endotelio, y las siguientes observaciones que se exponen a
continuacidn indicaron que no se podia atribuir a un dafio del misculo liso vascular
(DEMEY y VANHOUTTE, 1982; GREENBERG y TANAKA, 1982; LUSCHER
y VANHOUTTE, 1986): (1) La sensibilidad del misculo liso no fue alterada, ya
que no habia cambios en la concentracién de agonista que induce el 50% de la
respuesta maxima. (2) La respuesta contractil para otros agonistas era incrementada
en las mismas preparaciones. (3) En algunas preparaciones vasculares no se obervo

una depresion de la respuesta méxima con la retirada del endotelio.

Los factores contrictiles se liberan del endotelio en respuesta al estiramiento
(KATUSIC y col,, 1987), distension (RUBANYI y VANHOTTE, 1986), anoxia y
agonistas como trombina, serotonina y ACh (ALTIERE y col., 1986; KATUSIC
y col.,, 1988; FURCHGOTT y VANHOUTTE, 1989). El acoplamiento estimulacion-
secrecidn en las células endoteliales parece ser calcio-dependiente, como indica la

liberacién inducida con el iondforo de calcio, A23187 (KATUSIC y col., 1988).

Se han identificado por lo menos tres diferentes EDCF que pueden ser liberados
del endotelio:

(1) EDCF,, esta liberado por estiramiento o estimulacion con ACh o A23187 y
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depende de la via de la ciclooxigenasa. El efecto del EDCF, es bloqueado con
indometacina e inhibidores de la sintetasa de tromboxano (KATUSIC y col., 1988),
pero también con secuestradores de los aniones superdéxido como la dismutasa del
superdxido. El dltimo se genera durante el metabolismo del acido araquidonico y
junto con el tromboxano A, puede inducir los efectos que se atribuyen al EDCF,
(FURCHGOTT y VANHOUTTE, 1989).

(2) El EDCF, es un polipéptido sintetizado por las células endoteliales, sensible a
la destruccion por la tripsina e induce contracciones de arterias y venas {HICKEY
y col. 1985; GILLESPIE y col., 1986; O'BRIEN y col., 1987). El polipéptido ha sido
identificado como endotelina (YANAGISAWA y col., 1988) y forma parte de una
familia de péptidos (endotelina-1, endotelina-2 y endotelina-3) (INOVE y col.,
1989). La endotelina-1 tiene un efecto vasoconstrictor lento, potente y de larga
duracion en la circulacién coronaria humana (FRANCO-CERECEDA, 1989;
DASHWOOD y col., 1991, CHESTER y col, 1992; GODFRAIND, 1993),
probablemente activando receptores del subtipo ET, en las partes distales de la
circulacién coronaria y activando los dos subtipos en las arterias proximales
. (GODFRAIND, 1993). Sin embargo, la informacion sobre la liberacién y funcion
del EDCF, bajo circunstancias normales es escasa. El "shear stress” suprime la
expresion del gen de endotelina y como la contraccion de las endotelinas es lenta
y de larga duracion se podria sugerir que el péptido corrige situaciones con flujo
reducido.

(3) El EDCF, es una sustancia diferente del EDCF, y del EDCF, y es liberado en
arterias caninas, incluyendo la circulacién coronaria, en la situacion de anoxia

provocando una contraccion inmediata y dependiente del endotelio (RUBANYI y
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PAUL, 1986; RUBANYI y VANHOUTTE, 1986).

Parece ser que el EDCF, es el Gnico factor que puede mediar parte de las
respuestas para la ACh, mientras que la endotelina y el EDCF, probablemente solo
interfieran con la regulacidn colinérgica con un papel modulador, aunque no se ha

investigado en arterias intramiocardiacas.
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2. OBIETIVOS
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Una vasoconstriccion inapropiada en las arterias coronarias de resistencia podria
tener un papel fisiopatoldgico importante en enfermedades con un flujo sanguineo
coronario reducido (isquemia cardiaca). Se ha sugerido que el sistema nervioso
autdnomo y en especial, el control parasimpdtico, tiene una influencia bajo estas
circunstancias, pero todavia es controvertido si la circulacion coronaria recibe una
inervacion colinérgica, no conociéndose ademas los receptores implicados en las
respuestas para la ACh en la circulacién coronaria bajo condiciones fisiologicas

normales.

En el presente trabajo, los experimentos se han Hevado a cabo aislando arterias
coronarias de pequefio calibre de la zona de la pared ventricular anterior, a 3-4 cm
del apex del corazén, zona que es afectada con mayor frecuencia por la isquemia
coronaria y el infarto de miocardio. Con el objeto de conocer la respuesta de las
arterias coronarias de resistencia a la ACh en condiciones normales, se han
utilizado animales jévenes donde el riesgo de enfermedad isquémica es menor. Las
arterias han sido examinadas con una técnica microvascular in vitro que permite
conocer el didmetro interno de los segmentos y medir la fuerza isométrica bajo
circunstancias Optimas, sin influencia de factores metabdlicos o de la presion
extravascular del miocardio. Por Gltimo, mediante técnicas bioquimicas e

histoquimicas se ha investigado 1a presencia de fuentes para la ACh.

Los gbjetivos del presente trabajo han sido:

1) Determinar si los enzimas necesarios para la sintesis y metabolizacion de la
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ACh estan presentes en la circulacion coronaria del cordero y comprobar si juegan

un papel en la respuesta a la ACh exogena.
2) Con el uso de antagonistas preferenciales, caracterizar los receptores que
median la respuesta contrictil a la ACh en arterias coronarias de resistencia del

cordero.

3) Estudiar la funcién del endotelio en la respuesta a la ACh en las arterias

coronarias de resistencia de cordero.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 Material biol6gico, reactivos y soluciones

Matertial biolégico

En el presente trabajo se han utilizado arterias coronarias de diferentes tipos de
animales. Las arterias ovinas fueron obtenidas de animales sacrificados diariamente
en el Matadero Municipal de Madrid. Una vez extraidos los corazones se
trasladaron al laboratorio en una solucién de Krebs-Henseleit modificada, a 4°C.
En estudios comparativos utilizando arterias de rata, los animales fueron obtenidos
del animalario del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria. Los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y luego desangrados antes de
extraer el corazdn o las arterias intestinales. Las arterias coronarias humanas
fueron obtenidas de corazones de pacientes sometidos a trasplantes en el British

National Heart and Lung Institute (Harefield, Inglaterra).

Aparatos utilizados,
* Poligrafo Grass, modelo 79D de la Grass Medical Instrument con cuatro
canales intercambiables y contador de tiempo.
* Transductor isométrico Grass, modelo FT 03 C.
* Termostato de inmersion B. Braun, modelo Thermomix 1420.
* Bafios de Grganos aislados de tipo Hogestatt de 5 mi de capacidad (figura
3a) (HOGESTATT, 1983).
* Poligrafo Houston de dos canales.
* Midgrafos microvasculares dobles de 10 mi de capacidad con temperatura

regulada y con dos transductores, permitiendo montar y examinar dos
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segmentos vasculares al mismo tiempo (Figura 3b) (MULVANY y
HALPERN, 1977). |

* Generador de impulsos Cibertec (modelo (S26) con salida de corriente
constante.

* Osciloscopio Gould (Modelo 08255).

* pHmetro CRISON (Modelo digit 501).

* Balanza SARTORIUS.

* Ultracentrifuga Beckman.

* Contador de centelleo Beckman.

* Microtomo de congelacidn (LEITZ).

* Microscopio Diaplan (LEITZ) con sistema de camara fotografica, marca

Wild, modelo MPS12.

Reactivos
Los productos empleados en estos experimentos fueron:

* A23187, ionoforo de calcio (Sigma).
* Acetilcoenzima A (Sigma).
* [“Cl-acetilcoenzima A (New England Nuclear).
* Acetilcalina HCl (Sigma).
* Acido nordihidroguaiaretico (NDGA, Sigma).
*AF-DX116(11-[2[(dietilamino)metil]- 1-piperidiniljacetil]-5,11-dihidro-6H-
pirido [2,3-b] {1,4] benzodiazepin-6-ona} (Bohringer Ingelheim, Dr. Karl
Thomae).

* Albimina sérica bovina (Sigma).
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* L-arginina {Sigma).

* Atropina, sulfato de (Merck).

* Carbacol, cloruro de carbamil colina (Sigma).

* Cloruro de colina (Sigma).

*4-DAMP (4-difenil-acetoxi-Nmetilpiperidena) metilioduro. Cortesiadel Dr.
Barlow, (Bristol, G.B.).

* EDTA (Acido etilendiaminetetraacético disodico, Merck).

* EGTA (Acido etilenglicol-bis (B-aminoetil ester) N, N, N’ N’-tetraacético,
Merck).

* Fentolamina, chlorhidrato de (Sigma).

* Fisostigmina (Eserina Sulfato, Sigma).

* Formaldehido (35-40%) (Pancreac).

* HHSiD (hexahydrosiladifenidol-hydrochloride). Cortesia del Dr. Barlow
(Bristol, G.B.).

* Hemoglobina (Sigma)

* Hexametonio, bromuro de (SERVA).

* ISO-OMPA (tetraisopropilpirofosforamide) (Sigmaj.

* McN-A-343  (4-hidroxi-2-butinil-1-trimetilamonio m-clorocarbimilato
cloruro) (Sigma).

* Metacolina, cloruro de B-carbamil colina (Sigma).

* NADPH (Sigma)

* Neostigmina (Prostigmina, Roche)

* N%-nitro-L-arginina (LNNA, Sigma).

* Nicotina (SERVA).
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* Nitrito sddice (NaNQ,) (Probus, Barcelona).
* Nitroblue tetrazolium (Sigma).

* DL-noradrenalina, chlorhidrato (Sigma).

* Oxotremorina M (Sigma).

* pFHHSID (para-fluoro-hexahydrosiladifenidol hydrochloride) (RBI).
* Paraformaldehido (Merck).

* Pirencepina, chlorhidrato (Dr. Kar! Thomae).
* Poli-lisina (Sigma),

* Papaverina (Sigma).

* DL-Propranolol, chlorhidrato (Sigma).

* Sacarosa (Merck).

* Telencepina (RBI).

* U46619 (Sigma).

Todas las soluciones se prepararon inicialmente como soluciones madre a una
concentracion de 107- 10*°M y se almacenaron a -20°C; a partir de éstas se
realizaban diariamente las correspondientes diluciones. Las soluciones concentradas
se realizaron en agua destilada excepto las siguientes: A23187, que se prepard en
dimetilsulféxido (DMSQ) a una concentracion de 10°M; AF-DX 116, que se
prepard en una solucién ligeramente acida (0,05N de HCl), las catecolaminas en
agua destilada con 4cido ascorbico 10°M para prevenir la oxidacién del grupo

catecol, y el U46619 se prepard en etanol al 96%.

Los experimentos con las substancias fotosensibles (A23187 y papaverina) se
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prepararon y utilizaron limitando {a entrada de luz en el laboratorio.

L.a composicién de la solucion salina fisiologica (PSS) modificada de Krebs-

Henseleit y expresada en concentracion milimolar (mmol/1) fue la siguiente:

* Bicarbonato sédico (HCO,Na) 24.9

* Cloruro cilcico (CLCa) 1.5

* Cloruro magnésico (Cl,Mg) 1.2

* Cloruro potasico (CIK) 4.6

* Cloruro sédico (CINa) 119

* Fosfato monopdtasico (KH,PO,) 1.2

* Na,EDTA (C,,H,;N,Na,O,) 0.027
* Glucosa (C,H,,Os) 11

Estos reactivos fueron de mdxima pureza procedentes de los laboratorios Merck.
. La solucion de PSS se prepar6 diariamente y la adicién de Na,EDTA se hizo con
el fin de retrasar la oxidacién e impedir el crecimiento bacteriano. La solucidn fue

oxigenada con carbégeno (95% O,, 5% CQO,), dando un pH final de 7,4,

La solucién salina fisiolégica rica en potasio (KPSS) se preparé sustituyendo en

una solucién PSS normal, cantidades equimolares de NaCl por KCl dando una

solucion isotonica.
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La soluciones salinas fisiolGgicas carentes de calcio se prepararon omitiendo el
Cl,Ca y el Na,EDTA, PSS, , o afiadiendo Na,EGTA 0.1 mM como quelante de

Ca**, PSS,,.

En el estudio histoquimico se utilizaron las siguientes soluciones tampén, todas

ellas para el procesado del tejido a nivel de microscopio 6ptica.

Para la preparaciéon de! tampéo fosfato 0.2 M, pH=74 previamente se

prepararon las siguientes soluciones:

(1) Solucion de fosfato disodico (Na,HPO,, 12H,0) 0.2 M:
* Fosfato disodico 71.6 g.
* H,O destilada 1L

(2) Solucién de fosfato monosddico (NaH,PO,, H,O) 0.2 M:

* Fosfato monosddico 27.6 g.
* H,O destilada 1L
Para la preparaciéon del tampdép fosfato 0.2 M, pH=74 se mezclaron 8

volimenes de la solucion (1) y 2 voltimenes de 1a solucion (2) y se ajusto el pH.

El tampéa fosfato 0.1 M, pH = 7.2 se prepard a partir del tampén fosfato 0.2

M, pH = 7.4 afadiendo por cada volumen de esta solucion el mismo volumen de

H,O destilada y luego se ajusté el pH.

Para la preparacion del tampén NaOH - Maleato 0.1 M, pH =6.0, previamente
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Se prepararon las siguientes soluciones:
(1) Solucién de hidréxido sodico {(NaOH) 0.1 M:
* NaOH 1g.
* H,O destilada 250 ml.
(2) Solucién de maleato 0.1 M:
* Acido maléico 3g
* H,O destilada 250 mi.
Para la preparacién del tampon NaOH - Maleato 0.1 M, pH= 6 se mezclaron
250 ml de la solucién (1) y 150 ml de la solucién (2). Finalmente, se complementd

hasta un volumen final de 11 con H,O destilada.

El tampdn fosfato salino (PBS) 0.01 M, pH=_ 7.2 se prepard de la siguiente
forma: * Tampén de fosfato 0.2 M, pH = 74
* Cloruro sédico (NaCl) 174 g.
* Cloruro de potasio (KCl) 04 g.

* H,O destilada hasta 1 | de solucién final.

3.2 Metodologia de los estudios funcionales

Corazones de corderos de 3-6 meses fueron obtenidos en el Matadero Municipal
y sumergidos en un termo hermético, que contenia solucion PSS previamente
aireada con carbdgeno (95% O,, 5% CO,) a una temperatura de 4°C para reducir
el metabolismo cardiaco, siendo transportado al laboratoric en un tiempo

aproximado de 30 minutos.
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En el laboratorio, se elimind primero el pericardio y la pared anterior del
corazon fue extraida y limpiada varias veces con PSS, antes de situarla en una
placa de Petri, con solucion PSS aireada con carbdgeno donde se procedié a disecar

la arteria coronaria izquierda descendente (LDA).

Los segmentos proximales de la arteria coronaria izquierda descendente fueron
montados como anillos sobre dos ganchos metélicos en bafios de 6rganos aislados
(Fig. VA) del tipo Hogestatt (HOGESTATT y ANDERSON, 1983) de 5 ml de
capacidad con la temperatura regulada a 37°C y aireados con carbogeno. Uno de
los dos ganchos metdlicos se conectaba a un transductor isométrico GRASS
(FTo3C) para captar las variaciones de tension de la preparacion, las cuales eran
amplificadas y registradas en un poligrafo GRASS (modelo 79D). El otro gancho
metalico se encontraba unido a una unidad de desplazamiento, 1a cual podia ser
manipulada mediante un tornillo micrométrico, permitiendo un ajuste preciso de
la tensién, pero no el control del circunferencia de la preparacién. Durante un
periodo de estabilizacion se equilibraba ia tensi6n basal de las preparaciones a 7.5
N/m aproximadamente, ya que experimentos previos mostraron la tension pasiva
aplicada como la mds adecuada para las preparaciones, ya que permitia obtener las

méaximas respuestas con una alta reproductibilidad.

La solucién del bafio era renovada cada 10-15 minutos, mediante succion.
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Figura V. Esquema donde se muestran los lugares de diseccidn de los segmentos proximales de la arteria
coronaria izquierda descendente y las arterias coronarias de resistencia, asi como el montaje de las
preparaciones en un bano de Hogestatt (A) y en un midgrafo microvascular de Mulvany y Halpern (B},
respectivamente.
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Después de ser equilibrados, 1a contractilidad de los segmentos fue examinada
activando el anillo dos veces con KPSS. Todas las respuestas para la ACh fueron
realizados en PSS normal. En primer lugar, se obtuvo una curva control
concentracion-respuesta para la ACh incrementando la concentracién de la

sustancia en el bafio en medias unidades logaritmicas. Las preparaciones fueron
lavadas cambiando la solucién del bafio varias veces y se dejaron los vasos
equilibrar durante 2 horas antes de ser incubados con los diversos tratamientos
durante 30 min y de repetir la curva concentracién-respuesta para 1la ACh. Al final
del experimento, se determind 1a presencia o ausencia del endotelio mediante una
preconstriccion con una mezcla de U46619 (107M) y serotonina (10°M) y cuando
la contraccion se estabilizé, se afadié el iondforo de calcio, A23187, a una

concentracién de 3x10°M. Las relajaciones mayores del 50% fueron consideradas

como evidencia de la integridad de las células endoteliales.

Después de disecar el pericardio, se realizé un corte 5-6 centimetros sobre el
apex del corazon y se extrajo una pieza de la pared del ventriculo izquierdo con
una rama diagonal de la arteria coronaria izquierda descendente. Ramas
intramiocédrdicas de tercer a cuarto orden de la arteria coronaria izquierda
descendente, localizadas cerca del apex del ventriculo izquierdo, fueron disecadas

usando material de microdisecién normalmente utilizado en operaciones de cirugia
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oftdlmica por el procedimiento anteriormente descrito (SIMONSEN y col., 1992).
Se disecé en primer lugar el miocardio que cubre la terminacion de la rama
diagonal de la arteria coronaria izquierda siguiendo el recorrido de ésta y sus
ramificaciones, y posteriormente el miocardio adyacente de la rama intramiocardica
de tercer a cuarto orden que se quiere disecar. Se cortd un segmento de
aproximadamente 2 mm de longitud, y un alambre de 40 pum fue introducido en la
luz de la arteria. Después se liberd el segmento del miocardio subyacente adherido
a la arteria y fue traslado al baiio del midgrafo microvascular. Segmentos arteriales
de 2 mm de longitud fueron montados como preparaciones en anillo en dos
alambres de 40 4m en un midgrafo isométrico doble (Fig. VB), fijando uno de los

alambres a un transductor de fuerza isométrico y el otro a un tornillo micrométrico

(MULVANY y NYBORG, 1980).

Normalizacidon de ias arterias de resistencia

Las arterias fueron equilibradas en PSS, 37°C, pH 74, durante 30 min. Se
determing la relacidn entre la tension de reposo de la pared vascular y la
circunferencia interna del vaso, y a partir de aqui, la circunferencia interna L,o
correspondiente a una presion transmural de 100 mmHg para un vaso relajado in
situ (MULVANY y HALPERN, 1977; MULVANY y WARSHAW, 1979). Las
arterias fueron colocadas a una circunferencia interna L, siendo L,=0.9xL,,
circunferencia a la cudl el desarrollo de fuerza es méximo. El didmetro luminal

interno efectivo fue determinado como 1, =L,/.
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Retirada mecinica del endotelio vascular

En los segmentos de la arteria coronaria izquierda descendente, las células
endoteliales fueron retiradas mecdnicamente siguiendo el procedimiento descrito

por FURCHGOTT y ZAWADZKI (1980). Antes de montar el segmento, se pasd

una pinza por la luz del segmento, friccionando ligeramente la intima.

En las arterias coronarias de resistencia, el endotelio también fue retirado
mecdnicamente. En una serie de experimentos, las células endoteliales fueron
retiradas con el segmento todavia adherido al miocardio, pasando un cabello
humano por la luz del segmento y luego friccionando durante 5 minutos la parte
interpa, En otra serie de experimentos, siguiendo el procedimiento descrito por
NYBORG (1990) el endotelio se retiré con el segmento ya montado en el
midgrafo. Primero se redujo la tensidn pasiva del vaso, se introdujo un alambre de
40 pum o un cabello humano en la luz vascular y se fricciond suavemente la
superficie endotelial sin daifiar el misculo liso vascular. Posteriormente, los vasos
se dejaron equilibrar durante 15 minutos antes de aplicar la tensién pasiva
nuevamente. En el midgrafo microvascular, s¢ aprovechd el hecho de que se
pueden montar dos segmentos en el mismo bafio para montar en un transductor un
vaso con el endotelio intacto y en el otro, un vaso sin endotelio. La confirmacion
de la retirada del endotelio se evalué con una prueba funcional. Las arterias fueron
contraidas con ACh o U44619 y se afiadi6 3x10°M del iondforo de calcio, A23187.
Una relajacién del segmento menor de un 10% para el A23187, fue considerada

evidencia de la ausencia funcional de endotelio. En los segmentos de la arteria
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coronaria izquierda descendente, la retirada del endotelio fue confirmada
morfoldgicamente usando el método de plata descrito por POOLE y col. (1958),
mientras que este método no fue apropiado para evaluar la presencia o ausencia
de las células endoteliales en las arterias coronarias de resistencia, debido a
dificultades en el manejo de las mismas, ya que al abrirlas longitudinalmente existe

el riesgo de retirar la mayoria de las células endoteliales.

Pr imiento experim | I studios funcionales

El siguiente procedimiento experimental fue incluido en el protocolo para
asegurar la integridad de las arterias coronarias de resistencia: (1) Después de la
determinacion del didmetro interno, la capacidad contrictil de los vasos se
comprob6 estimulando los segmentos arteriales con una solucién rica en CIK (123.5
mM KPSS), hasta que se registraron respuestas reproducibles. [La maxima
capacidad contrictil de los vasos fue estimada mediante la activacion con 10°M
ACh en KPSS. (2) El tono miogénico de las preparaciones se determiné midiendo
la diferencia entre la linea base justo después de la normalizacién y la linea base
obtenida en un medio libre de calcio o tras la aplicacidn de papaverina (107°M),
como paso final del experimento. (3) La integridad del endotelio se estimd
induciendo una contraccion estable con ACh o U46619 y afiadiendo el iondforo del
calcio, A23187 (3x10°M) o sustancia P (3x10°M). Se consideré evidencia de

integridad endotelial una relajacion mayor del 50%.
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Estimulacion eléctrica trapsmural

La estimulacion eléctrica transmural de 1as preparaciones se realizd de acuerdo
con el método descrito por ANGUS y col. (1988), mediante dos electrodos de
platino colocados en el interior de los cabezas de montaje, en paralelo al segmento
vascular en el miografo microvascular y a 1-2 mm de distancia de la preparacion.
Los electrodos se conectaron a un estimulador, Cibertec (CS20) con salida de
corriente constante. El estimulador fue calibrado de tal forma que generase pulsos
de onda cuadrada de 0.3 ms, agrupados en trenes de 20 segundos de duracion, con
una frecuencia de 0.5 a 32 Hz, a intervalos de 3 minutos y con corriente
supramaxima que se determinaba para cada preparacidn al comienzo del

experimento. Los pardmetros elegidos fueron controlados con el osciloscopio.

Las curvas frecuencia-respuesta se realizaron variando la frecuencia de 0.5 a 32
HZ. A continuacion y después de lavar, se esperaron 45 minutos aproximadamente
antes de realizar la siguiente curva. Las respuestas contractiles fueron obtenidas
estimulando sobre la linea base mientras las respuestas relajantes provocadas por
estimulacidn transmural se valoraron en preparaciones previamente contraidas con
ACh (10°M) o U46619 (3x10"M). Debido a que en 1a mayoria de los estudios de
estimulacion de las arterias coronarias realizados hasta ¢l momento, no se ha
caracterizado una estimulacion neurogénica sensible a tetrodotoxina (GANTZOS
y col., 1983; KEEF y KREULEN, 1988), los pardmetros de la estimulacion y las
respuestas fueron comparadas con otro lecho vascular en este caso las arterias

peneanas de resistencia.



3.3 Valoracién bioquimica de 1a actividad de 1a enzima colinacetiltransferasa

(ChAT)

La actividad fue determinada en miocardio del ventriculo izquierdo, arteria
coronaria izquierda descendente y ramificaciones de tercer a cuarto orden para el
ventriculo izquierdo de la arteria coronaria izquierda descendente. La actividad de
la enzima también fue determinada en arterias piales de los mismos animales, con
el objeto de tener un control positivo (ESTRADA y col., 1988). Después de la
diseccion, los tejidos fueron lavados en tampdn fosfato 0.05 M, pH = 74, varias
veces para eliminar el PSS y en especial, el calcio. Los distintos tejidos fqeron
homogeneizados mediante sonicacién en tampoén fosfato, 0.05 M, pH = 7.4 hasta
que el contenido quedo homogéneo (10-30 segundos). Una vez homogeneizado, el
tejido fue centrifugado en un rotor a 27000 g {15000 rpm) durante 45 minutos y los
sobrenadantes fueron utilizados para determinar la actividad ChAT, lo cual se
realizé de acuerdo con el procedimiento descrito por FORNUM (1975) con las
modificaciones introducidas por ESTRADA y col. (1988). Una alicuota de 10 ul de

_sobrenadante fue afladida a 10 ul de ensayo que contenia la siguiente mezcla:

* Acetilcoenzima A 36 M
* [“Cl-acetilcoenzima A 0.4 M
* Cloruro sodico (CINa) 0.6 M

* Tampon de fosfato sédico, pH =74 0.1 M

* Cloruro de colina 6 M
* EDTA 24 M
* Fisostigmina 04 M
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* Alblimina sérica bovina 50%
La incubacion se llevd a cabo a 37°C durante 45 min., deteniéndose la reaccion por
la adicién de 5 ml de tampodn fosfato sodico 0.01 M a pH 74. La {*C}-ACh
formada fue extraida con acetonitrilo que contenia tetrafenilborén sédico y la
radioactividad de las muestras en liquido de centelleo con base de tolueno fue
determinada mediante un contador de centelleo Beckman. La actividad ChAT fue
expresada en pmol/min/mg proteina. La cantidad de proteina fue determinada

mediante el método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.4 Metodologia para los estudios histoquimicos

Las muestras fueron recogidas en el Matadero Municipal inmediatamente
después del sacrificio del animal. Se limpiO inmediatamente el corazon y la pared
anterior fue extraida y sumergida en paraformaldehido al 4% en tampon fosfato
0.1 M, pH=74 a 4°C, y asi transportadA al laboratorio. Una vez en el laboratorio,
se disecaron blogues de miocardio incluyendo la bifurcacién de la arteria coronaria
izquierda o ramificaciones de tercer orden de la arteria coronaria izquierda
descendente, como se ha descrito anteriormente. También se utilizaron arterias de
tercer a cuarto orden de la arteria coronaria izquierda descendente pero en este

caso después de la microdiseccidn.

Tincion de | ilcolinester AChE

Las piezas de tejido fueron fijadas por inmersidbn en una solucion de
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paraformaldehido al 4%, durante 5-6 horas a 4°C, teniendo en cuenta que el
descenso de la actividad enzimatica puede atenuarse disminuyendo la temperatura
de los fijadores (BUTCHER, 1983). Después de la fijacion, los bloques de
miocardio fueron introducidos en una solucién de sacarosa al 7% (p/v) en tampén
fosfato de 0.1 M, pH=7.1, durante 3 h. y posteriormente se renové la solucidn,
donde los tejidos permanecieron toda la noche. El tratamiento con sacarosa sirve
como crioprotector y conserva la estructura durante el proceso de seccion del

tejido.

La seccion de los bloques de miocardio, previamente congelados con nieve
carbonica se realizé con un microtémo de congelacion a -20°C, obteniéndose de
cada pieza 15-20 cortes transversales con un grosor de 20-30 um. Las preparaciones

se lavaron 3 veces (20 minutos cada vez) en tampon NaOH-Maleato 0.1M, pH =6).

Las secciones y segmentos de arterias pequefias fueron preincubados en un
medio KARNOWSKY-ROOTS para colinesterasas omitiendo el substrato (ioduro
de acetiltiocolina) de dicho medio, y afiadiendo un inhibidor especifico de la
butirilcolinesterasa, el ISO-IMPA a una concentracion de 5x10°M. Las
concentraciones de ISO-OMPA de 10° y 3x10°M producen porcentajes de
inhibicion de la butirilcolinesterasa de 90% y 92%), respectivamente, y solo un 3-5%
de inhibicion de la acetilcolinesterasa {BAYLISS y TODRICK, 1956). La
preincubacion de las secciones de tejido se realiz6é durante 30 minutos a 37°C, con

el fin de que se empezase a inhibir la actividad de las colinesterasas inspecificas,

97



antes de la incubacién con el medio KARNOWSKY-ROOTS con substrato

(BUTCHER, 1983).

Tras la preincubacidn del tejida con este medio, las secciones fueron incubadas
en el medio KARNOWSKY-ROOTS (KARNOWSKY y ROOTS, 1964), preparado

de la siguiente forma:

* Tampon NaOH-Maleato 0.1 M, pH=6 6.5 ml
* Citrato sodico 0.1 M 0.5 ml,
* Sulfato de cobre 30 mM 1 ml.
* H,O destilada 1 mi.
* Ferricianuro de potasio S mM 1 ml.
* Toduro de acetiltiocolina 5 mg.

A este medio se le afnadié ISO-OMPA en una concentracién 5x10°M. El medio
final de incubacidn tiene un color verdoso claro y es estable durante horas. El pH
final de mismo fue cerca de 6, ya que los pH bajos producen menos difusion y una

localizacién mas precisa de los productos de reaccion.

La incubacién se realizé a 37°C en una estufa durante un tiempo variable de 2-3
horas, y la reacciéon fue controlada a medida que transcurria, observdndose un
precipitado de color pardo-rojizo ("pardo-HATCHETT") en los lugares donde se

desarrolld actividad AChE.

Después de la incubacidn, los cortes fueron sometidos a 3 lavados en H,O
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destilada de 10 min. y, posteriormente, deshidratados con concentraciones
crecientes de etanol y finalmente con xilol y montados con DEPEX en portaobjetos

previamente cubiertos con poli-lisina (1:10).

Aparte de este protocolo se realizaron los siguientes controles de especifidad del
método:

A} Incubacién de las secciones de tejido en el medio KARNOWSKY-
ROOTS con el substrato (ioduro de acetiltiocolina) sin ninglin tipo de
inhibidor. En este caso se manifestaran las actividades acetilcolinesterasa
(especifica) y butirilcolinesterasa (inespecifica).

B) Adicién de BW-284C-51 en una concentracion de 3x10°M a los medios
de preincubacidn e incubacidn. Se inhibe asi la actividad especifica de la
AChE y se manifiesta la actividad de la butirilcolinesterasa sobre el
substrato (inespecifica).

C) Adicién de fisostigmina a los medios de preincubacién e incubacién en
una concentracién de 3x10°M, Este compuesto inhibe por completo la
actividad de ambas colinesterasas sobre el substrato y, por tanto, no se
manifiesta ningin tipo de actividad en el tejido que queda blanco.

D) Incubacién de los cortes de tejido en el medio sin substrato y sin
inhibidor: el tejido no refleja ningiin actividad colinesterasa y también queda

blanco.
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Tincién de la NADPH-diaforasa

Las piezas de tejido fueron fijadas por inmersion en una solucién de
paraformaldehido al 4%, durante 24 horas a 4°C. Después de la fijacion, los
bloques de miocardio fueron introducidos en una solucién de sacarosa al 30% (p/v)
en tampoOn fosfato 0.1 M, pH=74, durante 3 h. y posteriormente se renovo la
solucion, donde los tejidos permanecieron toda la noche. Los tejidos fueron

seccionados como se ha descrito anteriormente.

La técnica histoquimica de la NADPH-diaforasa se realizé de acuerdo con el
método descrito por HOPE y VINCENT (1989). Las secciones fueron incubados
en el siguiente medio:

* Tampon de fosfato 0.1 M, pH = 8.0

* 3-NADPH 1 mM
* nitroblue tetrazolium 0.5 mM
* Triton X-100 0.3%

Las secciones fueron incubados durante 30 min a 37°C y protegidas de la luz.

Después de la incubacion, los cortes fueron sometidos a 3 lavados en H,O destilada
de 10 min. y, posteriormente, deshidratados con concentraciones crecientes de
etanol y finalmente con xilol y montados con DEPEX en portaobjetos previamente

cubiertos con poli-lisina (1:10). Se observaron precipitados de color azul claro.

Las secciones de tejido o segmentos enteros de arterias de pequefio calibre

fueron examinados con microscopio optico y la densidad del precipitado de ambos
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métodos histoquimicos fue evaluado por inspeccion visual. Finalmente, se hicieron

microfotografias representativas con una camara marca Wild.

3.5 Ciélculos y andlisis estadistico de los resultados

Las respuestas mecdnicas de los vasos se han expresado como tension activa
(AT, N/m) de la pared vascular, que es el incremento de la fuerza (AF, N)
registrada, dividido por dos veces la longitud (a, m) del segmento vascular: AT =

AF/2a, o como la presién transmural AP = (2000xAT)/(0.9xl,,).

La sensibilidad a los agonistas contrictiles se expresa en términos de
concentracion eficaz 50, CEy, que es la concentracién del agonista que origina el
50% del efecto maximo, E_,,. El pD, es el valor del logaritmo negativo de la CE,;:
pD, = -log CEs,. La sensibilidad a los agonistas relajantes se expresa en términos
de concentracién inhibitoria 50, Cly, que es la concentracidon del agonista que
origina el 50% del efecto maximo. La relajaci6bn mixima esti expresada en
porcentaje del tono de precontraccion inicialmente inducido. Tanto la CE,, como
la CI;, fueron estimados determinando el ajuste ("fitting") de la respuesta del vaso
segin la ecuacion de HILL:

R = R, x AM)Y/(AM)"+ CE;(M)")
donde R es la respuesta del vaso para la concentracion A(M) del agonista, R, es
la respuesta maxima del vaso para el agonista y n es un pardmetro de ajuste de la
curva o "coeficiente de Hill", El ajuste a la ecuacién fue realizado con ¢l programa

de ordenador comercial GraphPad version 3.1 (California, U.S.A.). Las diferencias
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de estimar la CE;, o Cl,, por interpolacion lineal versus ajuste de una curva son
insignificantes, pero la ventaja de usar el ajuste no-lineal es la posibilidad de

estimar el coeficiente de Hill que puede dar informacién sobre el cardcter de la

respuesta del vaso.

El calculo de la afinidad (pA,) de los antagonistas muscarinicos se realizd
graficamente de acuerdo con el método de ARUNLAKSHANA y SCHILD (1959),
utilizando la ACh como agonista. Este método o representacion de SCHILD
consiste en representar el logaritmo de (CR-1) {rente al logaritmo de la
concentracion molar del antagonista (Log (B)), donde CR es la relacion entre las
concentraciones (M) de agonista que producen el mismo efecto en ausencia y en
presencia del antagonista. La CR fue determinada para las concentraciones
correspondientes al 509% de la maxima respuesta del agonista de la primera curva
control en ausencia del antagonista. Asi, la CR fue calculada a partir de la relacién
de la CE,, del agonista en ausencia y presencia del antagonista. La nube de puntos
obtenidas en la representacidon de SCHILD fue ajustada a una recta mediante
andlisis de regresion de acuerdo con el método de los minimos cuadrados. Se
considera que el antagonismo es competitivo cuando la representacion de SCHILD
origina una linea recta con una pendiente no significativamente diferente de la
unidad. En estas condiciones el valor del pA, coincide con la interseccion de la
linea a lo largo del eje de abcisas, y restringiendo la linea a la unidad (KENAKIN
1987), la interseccién con la abscisa corresponde al logaritmo negativo de la
constante de disociacién del antagonista (pKg = -log Kg), de acuerdo con la

expresion (ARUNLAKSHANA y SCHILD, 1959; KENAKIN, 1987):
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Log (CR-1) = Log (B) - Log K.
El pA,, la pendiente de SCHILD, el ajuste de la pendiente a la unidad y la
determinacion del pKy, se realizaron usando el programa de ordenador de

TALLARIDA y MURRAY (1988).

Todos los resultados se expresan en valores absolutos o como porcentaje del
control, en forma de medias * E.S.M. La evaluacion estadistica de las medias se
ha realizado utilizando el test de la t de Student para observaciones pareadas o no-
pareadas, siempre v cuando la muestra se ajuste a una distribucidn normal o
Guassiana. El efecto de los distintos agonistas colinérgicos fue analizado mediante
el ANOVA y el test de Bonferroni usado a posteriori (WALLENSTEIN y col.

1980). Un nivel de probabilidad por debajo de 5% fue considerado significativo.
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4. RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas pasivas, miogénicas y activas de las arterias coronarias de
resistencia
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Figura 1. (A) Microfotografia que muestra una seccion transversal de la arteria
coronaria izquierda descendente (LDA}, donde se observa la disposicién circular
de las fibras de musculo liso. (B) Microfotografia de una secciOn transversal de una
rama de tercer orden de la LDA, donde se observa la misma disposicion circular
de las fibras de miisculo liso. Las flechas indican la localizacion de la intima
arterial. V, vena. M, miocardio. Barra: 100 um.
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(A) Aplicacion de fuerza (AF) en un midgrafo microvascular de alambres. AP,
incremento de presion (mm Hg).

- —» AF
@ —
AP.0 AR.40

(B) Aplicacion de presion en un midgrafo microvascular de presién. AP,
incremento de presion (mm Hg). AF, incremento de fuerza.
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o - 0
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AP.40

(C) Elongacion en el plano axial de un segmento microvascular montado en un
miGgrafo de presion. AP, incremento de presién (mm Hg).

Figura 2. Caracteristicas comparativas de la morfologia de las arterias de
resistencia montadas en un miografo de alambres (A) y en un midgrafo de presion
(B,C).
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10mN
PSS,
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ACh
5 min

Figura 3. Registro isométrico que muestra la normalizacién de una arteria
coronaria de resistencia de cordero mediante estiramientos sucesivos, la respuesta
contractil a la estimulacion con KPSS y ACh (10°M) y el tono miogénico de la
arteria determinado mediante la exposicién a una solucién libre de calcio con 0.1
mM EGTA. La escala vertical representa la fuerza en mN y la horizontal el tiempo
en minutos.
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Figura 4. Caracteristicas pasivas, activas y miogénicas de las arterias coronarias de
resistencia del cordero. (A) Relacion entre la circunferencia interna del vaso
(L/L100) y la tension desarrollada (Nm™). (Q) Tension pasiva (@) Tensi6én activa
{[J) Tension total. (B) Relacién entre la circunferencia interna del vaso y la
respuesta relativa en porcentaje de la tensién maxima desarrollada. (@) Tension
activa ([ll) Tono miogénico, determinado como la diferencia ¢n el tono basal en
un medio con calcio y en un medio libre de calcio. Los simbolos y las barras
representan la media de 4 experimentos y las lineas verticales el E.S.M.
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4.2 La respuesta a la acetilcolina
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S.TN

5 min

Figura 5. Registro isométrico que muestra la respuesta a concentraciones
crecientes de ACh de una arteria coronaria de resistencia de 275 um, procedente
de la auricula derecha de un paciente de 4 afios. La arteria tiene el endotelio
intacto, como lo demuestra la relajacion a la sustancia P (SP). L: Lavado. La escala
vertical muestra la fuerza en mN y la horizontal el tiempo en minutos.
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Figura 6. Registros isométricos que muestran (A) la falta de efecto relajante sobre
una arteria precontraida con U46619 y (B) el efecto contractil de concentraciones
crecientes de ACh en 2 arterias de resistencia coronarias de 188 um y 386 um,
respectivamente, procedentes del ventriculo izquierdo de un paciente de 4 afios. L:
Lavado. La escala vertical muestra la fuerza en mN y la escala horizontal el tiempo
en minutos.
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Figura 7. Registros isométricos que mucstran (A) la falta de cfecto contrdctil y (B) el efecto contrictil del andlogo del tromboxano U46619
y el efecto relajante de concentraciones crecientes de ACh sobre una preconstriceién en 2 arlerias coronarias de resistencia de 345 pm y 260
pm, respectivamente, procedentes del ventriculo izquierdo de una paciente de 45 aiios. L: Lavado. La escala vertical muestra la fucrza en mN
y la escala horizontal ¢l uempo en minutos.
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Figura 8. Variabilidad de las respuestas funcionales a la ACh ¢n artenias coronarias. de resistencia de diferentes especies. El efecto fue relajante
en arterias cornarias de rata (A) y conejo (B) y contréctil en arterias de cordero (C) y cerdo (D). Las escalas verticales mucstran la fucrza (mN)
y las horizontales el tiecmpo (minutos).
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Figura 9. Registros isométricos que muestran el efecto contrictil (A) y el efecto
relajante (B) de la ACh en segmentos proximales de la LDA del cordero.
L:Lavado. Las escalas verticales indican fuerza (mN) y las horizontales tiempo
(minutos).
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U46619 y

5min

Figura 10. Registros isometricos que muestran el efecto contrictil (A) y el efecto
relajante (B) de la ACh en arterias coronarias de resistencia del cordero. L:

[Lavado. Las escalas verticales indican la fuerza (mN) y las horizontales el tiempo
(min}.
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Figura 11. Registros isométricos que muestran los efectos relajantes (A) de la
noradrenalina (NA) y (B) histamina (HA) en arterias coronarias de resistencia del
cordero, precontraidas con ACh {10°M). L: Lavado. Las escalas verticales indican
fuerza (mN) y las horizontales tiempo {minutos). La relajacién total se obtuvo con
papaverina (PAP, 10*M).
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Figura 12. Reproducibilidad de las respuestas a la ACh en segmentos proximales
de {a LDA del cordero. (A) Curvas concentracién-respuesta consecutivas a la ACh
(Q) 1°"® exposicion (@) 2* exposicion ([J) 3° exposicion (l}) 4* exposicion. (B)
Valores medios de la respuesta contrictil maxima a la ACh en 4 estimulaciones
consecutivas. Los simbotos y las barras representan la media de 6 experimentos y
las lineas verticales el E.SM. * P< 0.05.
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Figura 13. Reproducibilidad de las respuestas a la ACh en arterias coronarias de
resistencia del cordero. (A) Curvas concentracion-respuesta consecutivas a la ACh.
(O) 1°® exposicion (@ )2° exposicion ([J) 3* exposicion ([ll) 4" exposicion. (B)
Valores medios de la respuesta contrictil méxima a la ACh en 4 estimulaciones
consecutivas. Los simbolos y las barras representan la media de 6 experimentos y

las lineas verticales el E.S.M.
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Figura 14. Reproducibilidad de las respuestas al carbacol en segmentos proximales
de la LDA del cordero {A) con y (B) sin endotelio. Curvas concentracion-respuesta
consecutivas al carbacol. (Q ) 1" exposicion ( @ ) 2* exposicion. Las barras
muestran los valores medios de la respuesta contractil maxima al carbacol en 2
estimulaciones consecutivas. Los simbolos y las barras indican la media de 7
experimentos y las lineas verticales el E.S.M. *P< 0.05
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Figura 15. Reproducibilidad de la respuesta contractil del carbacol en arterias
coronarias de resistencia del cordero. (A} Curvas concentracién-respuesta
consecutivas de carbacol (Q) 1** exposicion (@) 2° exposicion ([J) 3* exposicion
(B ) 4° exposicion. (B) Valores medios de la respuesta contrdctil méxima al
carbacol en 4 estimulaciones consecutivas. Los simbolos y las barras representan
la media de 8 vasos y las lineas verticales el E.S.M.
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Figura 16. Variabilidad de las respuestas funcionales a la 5-hidroxitriptamina (5-
HT) en la circulacién coronaria del cordero. (A) Curvas concentracién-respuesta
consecutivas a la 5-HT en segmentos proximales de la LDA (B) Curvas
concentracion-respuesta a la 5-HT en arterias coronarias de resistencia. (Q) 1°°
estimulacion (@ ) 2°* estimulacion, Las barras muestran los valores miximos de
contraccion (A) y relajacién (B) de la 5S-HT en 2 estimulaciones consecutivas. Los
simbolos y las barras representan la media de 5-6 experimentos y las lineas

verticales el E.S.M.
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Tabla 1. Pardmetros de reproducibilidad de las curvas concentracion- respuesta {CCR) a
agonistas colinérgicos y serotonina en segmentos proximales de la LDA (A) y arterias coronarias
de resistencia aisladas del ventriculo izquierdo (B) del cordero. Vasos con (+E) y sin (-E)
endotelio. Primera (1.CCR), segunda (2.CCR), tercera (3.CCR) o cuarta (4.CCR) exposicién a
la acetilcolina (ACh), carbacol (Carb) y serotonina (5-HT).

n pD, ApD, E, . AE
(N/m) (N/m)
A.
ACh 1.CCR 16 6.84£0.16 46+0.7
2.CCR 16 6.50£0.05 0.35+0.15* 43+0.8 0.3x04
3.CCR 5.76+x0.29 1.26+0.26* 39+1.0 1.1+0.7
4.CCR 4 5.55+£021 0.88+0.26* 1.3+0.7 2.0£0.5*
Carb +E 1.CCR 11 5.76 x0.09 29+04
2.CCR 11 539+0.06 0.37x0.07 23+0.5 0.6£0.2*
Carb -E LCCR 7 5.52+0.11 3.0x0.6
2.CCR 7 5.33x0.07 0.19+0.07* 2.0x06 1.0+0.2*
5-HT L.CCR 5 6.11x0.12 8.8+0.6
2.CCR 5 594021 0.17x0.11 8.7+1.0 0.1£0.6
B.
ACh 1.CCR 7 6.56+0.14 23+x04
2.CCR 7 6.68+020 0.12x022 23+04 0 =03
3.CCR 7 6.81+025 024x0.28 24+04 0.1x0.1
4.CCR 7 6.56x0.23 0.01x0.17 23204 ¢ +03

Los valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde n indica el
numero de vasos examinados. pD, es el logaritmo negativo de la concentracién eficaz 30,
contracién del agonista que origina el 50% del efecto maximo (E,,,,), mientras ApD, y AE,,, son
las diferencias de sensibilidad y respuesta midxima entre la primera curva con la segunda, tercera
o cuarta. *; P < 0.05, comparado con la primera curva control en el mismo segmento vascular

(t-test pareado).
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4.3 Actividad colinacetiltransferasa (ChAT) y distribucion de la actividad
acetilcolinesterasa (AChE) en 1a circulacion coronaria
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Figura 17. Valores medios de la actividad ChAT en arterias piales (P), miocardio
(M), segmentos proximales de LDA (L} y arterias coronarias de resistencia (R) del
cordero. Las barras representan la media * E.S.M. de 7-10 animales *: P < 0.05
con respecto a los valores en R.
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Figura 18. Seccidn de la arteria coronaria izquierda descendente que muestra (A)
un ganglio con alta actividad AChE y (B) fibras AChE-positivas con recorrido en
el misculo liso. (C) Preparacion entera de una arteria coronaria de resistencia con
fibras nerviosas AChE-positivas. {D-E) Arterias coronarias aisladas con una difusa
distribucion de fibras AChE-positivas (D) y fibras nerviosas con recorrido en la
adventicia. (F) Seccién del miocardio que muestra la distribucion de las fibras
AChE-positivas en el miisculo cardiaco, especialmente densa cerca de las arterias
pequefias (A). (A, C, E) 340 X. (B, D, F) 150 X.
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Figura 19. Efecto del inhibidor de la AChE, neostigmina, sobre las contracciones
de la ACh en segmentos proximales de la LDA (A) y arterias coronarias de
resistenicia del cordero (B). () Controles (@) En presencia de 10’M neostigmina.
Los simbolos representan la media + E.S.M. de 7-10 experimentos,
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Figura 20. Registro isométrico que muestra (A) el efecto contrictil directo de la
fisostigmina en una arteria coronaria de resistencia del cordero y (B) la ausencia
de efecto relajante en una arteria precontraida con el andlogo del tromboxano
U46619, que relaja a la bradiquinina (BK). L: Lavado. Las escalas verticales
representan fuerza en mN y las horizontales tiempo en minutos,
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Figura 21. Efecto contractil de la fisostigmina en (A) segmentos proximales de la
LDA y (B) en arterias coronarias de resistencia del cordero. (O ) Arterias con
endotelio intacto. ( @ ) Arterias sin endotelio. ( Ml ) Arterias sin endotelio en
presencia de atropina (10°M). (&) Arterias sin endotelio en presencia de atropina
(10°M). Los simbolos representan la media * E.S.M. de 4-8 experimentos. * P <
0.05 comparado con vasos con endotelio.® P < (.05 comparado con vasos sin
endotelio en ausencia de atropina.
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Figura 22. Efecto de la tisostigmina sobre la respuesta contrictil a la ACh en
segmentos proximales de la LDA del cordero (A) con endotelio intacto y (B) sin
endotelio. (Q) Controles. (@) En presencia de fisostigmina (10°M). Los simbolos
representan la media + ES.M. de 8-12 experimentos.
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Figura 23. Efecto de la fisostigmina sobre la respuesta contréctil a la ACh en
arterias coronarias de resistencia del cordero (A) con endotelio intacto y (B) sin
endotelio. (O) Controles (@) En presencia de fisostigmina (10°M). Los simbolos
representan la media de 8 experimentos.
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Figura 24. Efecto de la fisostigmina sobre la respuesta al carbacol de las arterias

coronarias de resistencia del cordero. { O ) Controles

fisostigmina (10°M). Los simbolos representan la media =

experimentos.
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Figura 25. Efecto del inhibidor de la butirilcolinesterasa, ISO-OMPA, sobre las
respuestas a 1a ACh en las arterias coronarias de resistencia del cordero. (Q)
Controles (@) En presencia de ISO-OMPA (5X10°M). Los simbolos representan
la media + E.S.M. de 7 experimentos.
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Tabla 2. Efecto de la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) con neostigmina (107M) y
fisostigmina (10°M) o de butirilcolinesterasa con ISO-OMPA (5x10°M) sobre las curvas
concentracién-respuesta a la ACh en segmentos proximales de LDA y de arterias coronarias de
resistencia aislados del ventriculo izquierdo del cordero. El efecto de la fisostigmina fue
examinado en vasos con {+E) y sin (-E) endotelio.

n oD, ApD, E. AE

(N/m) (N/m)

max

A. LDA

Control +E 10 6.58+0.12 ——— 8.1xL7

Neostigmina 10 7.02x0.17 0.44x0.16* 8515 0.3+0.6
Control +E 12 6.02+0.07 —— 29+03

Fisostigmina 12 6.42+0.07 0.39x0.06* 28+0.1 0.1x0.2
Control -E 8 5.94+0.12 —— 3004

Fisostigmina 8 6.26+x0.07 0.32+0.08* 3.4+0.5 04£0.1*

B. Arterias de resistencia

Control +E 7 623+0.14 ——— 20203
Neostigmina 7 634021 0.11x0.15 1.8+0.3 0.2+0,1
Control +E 8 6.25+0.15 41+04
Fisostigmina 8 688023 0.63x0.13* 4004 .1£0.2
Control -E 8 6.85+0.14 — 3.0x05
Fisostigmina 8 7.26+0.17 041x0.07* 2.9+0.5 0.1+£0.1
Control +E 7 6.20+0.11 22x04
[SO-OMPA 7 6.38+0.06 0.17+0.10 22+04 0 +0.1
Control +E 5 6.56+0.17 1.8+0.4
Colina 5 6.90+0.13 0.34+0.09* 1.9£0.5 0.1£0.1

Los valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde n indica el
niimero de vasos examinados.
pD; es el logaritmo negativo de la concentracién eficaz 50, concentracién del agonista que origina
el 50% del efecto maximo (E,,.), mientras ApD, y AE,,, son las diferencias entre una primera
curva control y una segunda curva en presencia del tratamiento.
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4.4 Respuestas a la estimulacién eléctrica transmural
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Figura 26. (A) Registro isométrico que muestra la falta de efecto contrictil de la
estimulacion eléctrica transmural (EET) sobre la tension basal de una arteria
coronaria de resistencia del cordero, que contrae a la estimulacion con ACh
exogena. (B). La aplicacion de los mismos paramétros de estimulacion eléctrica a
una arteria peneana de resistencia del caballo muestra contraccién a la
estimulacién eléctrica que es sensible al bloqueo con el antagonista a,-adrenérgico,
prazosin (10"M). Las escalas verticales representan la fuerza (mN) y las
horizontales tiempo {(min).
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Figura 27. Registro isométrico que muestra el efecto de la estimulacidén eléctrica transmural
(EET) sobre una arteria coronaria de resistencia del cordero precontraida con U46619 (A) en
ausencia y (B) en presencia de atropina (10°°M). La preparacién fue incubada previamente con
fentolamina (3X10 °M) para bloguear los receptores a-adrenérgicos. L: Lavado. La escala vertical
indica fuerza (mN) y la horizontal tiempo {minutos).
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Figura 28. Registro 1sométrico que muesira el efecto de fa estimulacion eléetrica transmural sobre una arteria coronaria de resistencia (A) en
condiciones conirol (B) en presencia de fisostigmina (10/°M) (C) en presencia de atropina (10°M) y (D) en presencia de tetrodotoxina (X1
°M). L: Lavado. La escala vertical indica fuerza (mN) y la horizontal tiempo (minutos).
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Tabla 3. Efecto de la fisostigmina (10°M), atropina (10°M), tetrodotoxina (TTX
10*M) y propranolol {3x 10°M) sobre las relajaciones inducidas por la estimulacion
eléctrica en arterias coronarias de resistencia del cordero precontraidos con
U46619. Control | indica que los experimentos fueron hechos en l4 presencia de
fentolamina (3x10°M); Control 2 indica la presencia de fentolamina mds
fisostigmina ( 10°M); Control 3 indica la presencia de fentolamina, fisostigmina y

atropina (10°M).

n FE,, Relajacion méxima
(Hz) (%)
Control 1 6 52x1.1 27.7+£4.7
Fisostigmina 6 47+1.2 31.5=88
Control 2 6 52+13 35.3£36
Atropina 6 1.9£0.6* 64.9+4.4*
Control 3 5 1.7£0.9 68.1+2.3
TTX 5 11.0£3.9* 28.6£5.1*
Control 3 6 1.8%0.5 43390
Propranolol 6 1.9+0.3 47.0+9.2

[os valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde n
indica el numero de vasos examinados. FE,,, es la frecuencia de la estimulacion
eléctrica que origina el 50% de relajacion maxima. La relajacién médxima se ha
expresado en porcentaje de la preconstriccion inducida por U46619 en las arterias
coronarias de resistencia.

* P < 0.0S, pardmetro significativamente diferente del parametro en una primera

curva control (t-test pareado).
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4.5 Caracterizacion del receptor muscarinico contractil
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Figura 29. Curvas concentracion-respuesta a los agonistas colinérgicos que inducen
contraccidn en las arterias coronarias de resistencia del cordero (A) con endotelio
intacto y {B) sin endotelio. (Q) ACh, ((J) metacolina, (A) carbacol, (0) McN-A-
343, (%) oxotremorina, (@) ACh, (&) carbacol. Los simbolos representan la media
*+ ES.M. de 6-14 preparaciones.
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Figura 30. Curvas concentracion-respuesta al agonista M,, McN-A-343, en arterias
coronarias de resistencia del cordero con endotelio intacto. (A) El McN-A-343 solo
no produce contraccidn significatica sobre la tensién basal ( O ), pero si en
presencia de 10 mM K'( @ ). (B) La respuesta contractil del McN-A-343 en
presencia de PSS con 10 mM K7 () es blogueada en presencia de pFHHSID (10
"M). El efecto contréctil se expresa como porcentaje de la Emax. Cada punto es
la media de 5-14 vasos. * P< 0.05.
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Tabla 4. Respuesta contrictil de la ACh y otros agonistas colinérgicos en arterias

coronarias de resistencia de cordero con endotelio intacto {+E) y sin endotelio

(-E).
+E n pD, E o Pendiente Rp 1,
Nm* #im
ACh 11 6.31x0.11 2.14x0.24 1.42+0.09 1.0 27625
Metacolina 7 649x0.19 2.33+£0.30 0.78%0.10 1.0 281+30
Carbacol 12 5.75+0.20" 1.70+0.39 1.16 £0.15 6.7 323£19
McN-A-343° 9 493x0.09" 0.59+0.17%* 1.70£0.27 248 381+32
Oxotremorina M 6.33+0.11 3.04 £(.34*¢ 1.34+0.11 0.6 276+23
-E
ACh 14 7.03x0.07* 261037 1.1£0.06 (.2 29627
Carbacol 8§ 5.78+£0.33 1.42+0.19 2304 49 31627

Los valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde
a indica el ndmero de vasos examinados. pD, es el logaritmo negativo de la
concentracion eficaz 50, concentracién del agonista que origina el 50% del efecto
maximo (E_,,). La pendiente ha sido determinado con la ecuacién de Hill.
I, es el didmetro de la luz de los segmentos arteriales intramiocardicos.
La potencia relativa, Rp es la relacion entre concentraciones equiactivas
utilizando la respuesta a la ACh en arterias con endotelio intacto como
referencia. +: Las curvas concentracion-respuesta  al McN-A-343 fueron
obtenidas en presencia de 10mM K' en PSS. Pardmetro significantemente
diferente, utilizando el método de Bonferroni: a: P < 0.05, versus ACh; b:
P < 0.05 versus metacolina; c¢: P < 0.05 versus carbacol; d: P < 0.05 versus
McN-A-343.
* P < 0.05, paramétro significativamente diferente del paramétro en vasos

con endotelio intacto.
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Figura 31. Curvas concentracién-respuesta a la ACh en arterias coronarias de
resistencia del cordewro (A) con endotelio intacto y (B) sin endotelio, en ausencia
(O.@®) vy en presencia de concentraciones crecientes de! antagonista muscarinico
selectivo-M,, pirencepina: ( % ) 107M, (O,m) 3x10"M, (A, A) 10°M, (¢, §)
3x10°M. Los simbolos representan la media + E.S.M de 8-13 experimentos.
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Figura 32. Andlisis de regresion de Schild para el antagonismo de la pirencepina
sobre el efecto contrictil de la ACh en arterias coronarias de resistencia del
cordero (Q) con endotelio intacto y (@) sin endotelio. Los puntos representan la
media + E.S.M de 8-13 vasos.
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Figura 33. Curvas concentracion-respuesta a la ACh en arterias coronarias de
resistencia del cordero (A) con endotelio intacto y (B) sin endotelio, en ausencia
(O,®) y en presencia de concentraciones crecientes del antagonista muscarinico
selectivo-M,, AFDX 116:((J, W) 3x10°M, (A, A) 10°M, ({, §) 3x10°M. Los
simbolos representan la media + E.S.M. de 6 experimentos.
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Figura 34. Apdlisis de regresion de Schild para el antagonismo del AFDX-116
sobre el efecto contrictil de la ACh en arterias coronarias de resistencia del
cordero con (Q) y sin endotelio (@). Los puntos representan la media + E.S.M.
de 6 vasos.
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Figura 35. Curvas concentracién-respuesta a la ACh en arterias coronarias de
resistencia del cordero (A) con endotelio intacto y (B) sin endotelio, en ausencia
(O.®) v en presencia de concentraciones crecientes del antagonista muscarinico
selectivo-M,, pFHHSID: (7, W) 3x10°M, (A, A} 107M, ( OH.4) 3x10™M,
(%) 10°M. Los simbolos representan la media + E.S.M. de 6-7 experimentos.
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Figura 36. Anailisis de regresién de Schild para el antagonismo del pFHHSID sobre
el efecto contractil de la ACh en arterias coronarias de resistencia del cordero
con endotelio {(Q) y sin endotelio (@). Los puntos representan la media £ E.S.M.
de 7 vasos.
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Tabla 5. Potencia de los antagonistas muscarinicos en arterias coronarias de
resistencia aisladas del ventriculo izquierdo del cordero con endotelio intacto { + E)
o desprovistas de endotelio (-E). Los antagonistas son evaluados por su capacidad

de inhibir la contraccién a la ACh.

n pPA,; pKy Pendiente L
prm
+E
Atropina 3 943017  9.46+0.09 1.06+0.18 212+40
Pirencepina 8 6.58x0.04 2908 * 320£28
AFDX 116 6 6042025 6.15x0.10 1.12£0.25 273+40
4-DAMP 6 9.11x0.15 9.01+0.08 0.91+0.18 295+25
HHSID 4 804020 836x0.06 1.30x0.16 329+30
pFHHSID 7 756x008 7.85+0.05 1.33+0.19 382+24
-E
Pirencepina 13 749015  751x0.06 1.02+0.12 36122
AFDX 116 6 6.14+0.16 6.18x0.05 1.03+0.14 291+34
pFHHSID 8.24+0.19 8.65=0.08 1.33£0.20 30050

Los valores se expresan como media * E.S.M. de varios experimentos, donde
n indica el numero de vasos. El pA,; es la interseccion con la abcisa de la linea de
regression en la representacion de Schild. El pKj es el logaritmo negativo de la
constante de disociacién, cuando el complejo antagonista-receptor estd en
equilibrio. Este valor se ha calculado a partir de la representacion de Schild con
la pendiente ajustada a la unidad. *: Pendientes de la representacion de Schild
significativamente diferente de la unidad (P < 0.05). I, es el didmetro de la luz de

los segmentos arteriales intramiocardicos.

150



4.6 Caracterizacién del receptor muscarinico relajante
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Figura 37. Efecto potenciador de (A) la pirencepina (10°M) y (B) la telencepina
(10°M) sobre la curvas concentracioén-respuesta de la ACh en las arterias
coronarias de resistencia del cordero. ( QO ) control v ( @ } en presencia del
antagonista selectivo para los receptores M,. Los simbolos representan la media *

E.S.M de 6 experimentos.
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Tabla 6. Efecto potenciador de bajas concentraciones de pirencepina (10°-107M)
sobre las curvas concentracién respuesta a la ACh en vasos con endotelio intacto
(+E), pero no en arterias coronarias de resistencia del cordero desprovistas de

endotelio (-E).

pD, con antagonista

Pirencepina n Control Antagonista ApD,

A. +E

10°M 6 6.29+0.09 7.30£0.25* 1.01+0.21
10°M 6 6.16+0.20 6.69£0.20* 0.53+0.11
10'™M 6 6.22+0.15 8.18+0.60* 1.96+0.52
B.-E

10°M 4 6.58+0.16 6.37+0.13 -0.21+0.08
10"™M 5 6.93+0.19 6.30x0.12* -0.63+0.22

Los valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde
n indica el numero de vasos examinados. pD, es el logaritmo negativo de la
concentracién eficaz 50, concentracidn del agonista que origina el 50% del efecto
méximo, mientras que ApD, es la diferencia entre una primera curva control y una
segunda curva en la presencia del antagonista. *: P < 0.05, comparado con la curva

control (t-test pareado).
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Figura 38. Registros isométricos que muestran el efecto relajante del agonista
putativo-M |, McN-A-343 en una arteria coronaria de resistencia del cordero
(a) en condiciones control y en presencia de (b) AFDX-116 (3X107M) (c)
pFHHSID (10"M) y (d) pirencepina (10°M). La escala vertical muestra la
fuerza en mN y la horizontal el tiempo en minutos.
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Figura 39. Curvas concentracién-respuesta  al agonista putativo M, McN-A-
343, en arterias coronarias de resistencia del cordero con endotelio intacto,
precontraidas con 146619, en condiciones control (O ) y en presencia de
pirencepina (10°M) (@). Cada punto es la media + ESM. de 5-16 vasos.
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Tabla 7. Resumen del estudio comparativo de los receptores muscarinicos
relajantes en arterias de resistencia de ratas Wistar. Potencia de los antagonistas
muscarinicos en arterias coronarias y mesentéricas. Los antagonistas fueron
evaluados por su capacidad de inhibir la relajacién a la ACh en los segmentos

vasculares.

n pA, pK; Pendiente 1
$ m

A. Arterias mesentéricas.

Pirencepina 6 748x036 7.27+0.15 0.64+030 224+23
AFDX 116 4 636+032 6.31x0.11 0.94+0.28 253+14
pFHHSID 10 8.05+030 851x0.14 1.43+0.36 252+12
Tropicamida 6 6.06+020 6.06+0.15 0.98+0.50 26717

B. Arterias coronarias.

Pirencepina 8 8.61x021 8.60+0.25 1.20+0.60 265+36
AFDX 116 7 572x0.16 5.79+0.15 1.25+0.50 321+30
HHSIiD 6 865+048 842x(0.12 0.81+028 199+21

Los valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde n
indica el nimero de vasos. El pA, es ¢l valor de interseccion con la abcisa de la
linea de regresion en la representacién de Schild. El pKj es el logaritmo negativo
del constante de disociacion cuando el complejo antagonista-receptor estd en
equilibrio. Este valor se ha calculado a partir de la representacién de Schild con
la pendiente ajustada a la unidad.

l, es el didmetro de la luz de los segmentos arteriales.
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4.7 Caracterizacién de la respuesta mediada por receptores nicotinicos
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Figura 40. Registros isométricos que muestran el efecto de la nicotina en una
arteria coronaria de resistencia del cordero precontraida con U46619. La escala
vertical indica la fuerza en mN y la horizontal el tiempo en minutos.
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Figura 41. Incremento en la respuesta contrictil a la nicotina en arterias
coronarias de resistencia del cordero precontraidas con UJ46619. Respuesta control
(O) y el efecto de la fisostigmina (10°M) ( B2 ), la atropina (10°M) ( B ) y el
hexametonio (10°M) ( ) sobre el efecto contractil. Las barras indican la media
+ E.S.M. de 8-12 experimentos. * P < 0.05 comparado con respuesta control.
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Figura 42, Efecto del hexametonio sobre las curvas concentracién-respuesta

a la ACh en (A) segmentos proximales de la LDA y (B) arterias coronarias de
resistencia del cordero. ([J, Q) Coatroles (@ ) hexametonio 10°M ()
hexametonio 10°M, (A) hexametonio 10*M. Los simbolos representan la media
+ ES.M. de 6-12 experimentos.
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Tabla 8. Efecto del antagonista de los receptores nicotinicos ganglionares,
hexametonio, sobre la respuesta a la ACh en segmentos proximales de la LDA sin
(A) o con (B) miocardio y ramas de tercer a cuarto orden de la arteria coronaria

izquierda descendente sin miocardio adherido (C).

n pDZ Ang E'max AE’max
A. Sin miocardio.
Control 1 12 582008 — 8 — 2607
Control 2 4 578+0.11 0.11+0.14 1.4+04 0.02+0.09
Hexamet. 10°M 8 5.83+x006 0.04x0.12 2.8+(0.8 04 £0.2
B. Con miocardio
Control 6 5.85+x0.04 50x15
Hexamet. 10*M 6 526x0.13 0.58+0.15* 19+03 3.0+00*

C. Arterias de resistencia.

Control 12 609+0308 —— M 2003

Hexamet. 10°M 6 6.06+0.10 0.02+0(.09 1.8+0.2 0.33x0.18
10°M 6 640+0.18 0.32+0.20 1.5+£0.2 0.56+0.31
10*M 6 644+0.13 034x0.10* 2005 0.07x0.11

Los valores se expresan como media + E.S.M. de varios experimentos donde n
indica el niimero de vasos examinados. Control 1 es la primera curva
concentracion-respuesta a la ACh, mientras el control 2 es la segunda curva sin
antagonista y realizado en paralelo en presencia de hexametonio. pD, es el
logaritmo negativo de la concentracion eficaz 50 del! agonista que origina el 50%
del efecto maximo (E,,,), mientras ApD, y AE,_,, son las diferencias entre una
primera curva control y una segunda curva en presencia del tratamiento. *: P <

0.05, comparado con la curva control (t-test pareado).
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4.8 Modulacién endotelial de la respuesta a la ACh
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Figura 43. Registros isométricos que muestran la respuesta contrdctil a la ACh de una arteria coronaria de resistencia de 248 pm (a-¢) en
presencia de endoteho y (d-1) después de la retirada mecdnica del endotelio. Respuestas a la estimulacion con (a,d) una solucion rica en K*
(K-PSS), (b.c) concentraciones crecientes de ACh y (¢,f) sustancia P (SP) y el iondloro del calcio A23187. L: Lavado. La escala venical
muestra la fuerza (mN) y la horizontal ¢l tiempo (minutos).
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Figura 44. Efecto de concentraciones crecientes de N°-nitro-L-arginina (LNNA)
sobre la tension basal de las arterias coronarias de resistencia del cordero con
endotelio intacto (Q) y sin endotelio (@). Los simbolos representan la media *
E.SM de 6 vasos. * P < 0.05.
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Figura 45. Efecto de concentraciones crecientes de azul de metileno sobre la
tension basal de las arterias coronarias de resistencia del cordero ( Q) con
endotelio intacto y (@) sin endotelio. Los simbolos representan la media * E.S.M.

de 6 experimentos. * P < 0.05.
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Figura 46. Curvas concentracion-respuesta a la ACh en (A) segmentos proximales
de la LDA y (B) arterias coronarias de resistencia del cordero (Q) con endotelio
intacto y (@ ) desprovistas de endotelio. Los simbolos representan la media *
E.S.M. de 10-12 experimentos. * P < 0.05.
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Figura 47. Efecto de la inhibicién de la NO sintasa con N%nitro-L-arginina

(LNNA) sobre la respuesta contrictil a ia ACh en (A) segmentos proximales de la
(Q) Controles (@) En
media + E.S.M. de 6-9

LDA y (B) arterias coronarias de resistencia del cordero.
presencia de L-NNA (10*M). Los simbolos representan la

experimentos.
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Figura 48. Efecto de la inhibicion de la NO sintasa sobre la respuesta contractil
a la ACh en arterias coronarias de resistencia del cordero (A) en ausencia y (B)
en presencia de fisostigmina 10°M. (A) Curvas concentracion-respuesta a la ACh
en condiciones control (Q), en presencia de de LNNA 10°M (@) y reversion del
blogueo de la NO sintasa con L-arginina 10°M (). (B) Curvas concentracion-
respuesta a la ACh en presencia de fisostigmina 10°M (Q)}, de fisostigmina 10°M
y LNNA 10°M (@) y de fisostigmina 10°M y L-NNA 10*M (il]). Los simbolos
representan la media * E.S.M de 4-6 experimentos.
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Figura 49. Efecto de la oxihemoglobina 16°M (@) sobre la respuesta contrictil
a la ACh (Q) en arterias coronarias de resistencia del cordero (A) en ausencia y
(B) en presencia de fisostigmina 10°M. Los simbolos representan la media *
E.S.M. de 4-8 experimentos.
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Figura 50. Efecto del azul de metileno 10°M (@) sobre las curvas concentracion-
respuesta a la ACh (Q) en arterias coronarias de resistencia del cordero (A) en
ausencia y (B) en presencia de fisostigmina 10°M. Los simbolos representan la

media * E.S.M. de 4-7 experimentos.
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Figura 51. Efecto de (A) la indometacina y (B) del 4cido nordihidroguairético
{(NDGA) sobre la respuesta contractil a la ACh en arterias coronarias de resistencia
del cordero. (A) (Q) Controles (@) Indometacina 10°M. (B) (Q) Controles
(® ) NDGA 5 uM. Los simbolos representan la media * ESM. de 4-8
preparaciones.
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Tabla 9. Efectos de la N®nitro-L-arginina (LNNA) (y su reversion con L-arginina,
L-ARG, 10°M), la oxihemoglobina (Hb, 10°M), el azul de metileno (MB, 10°M),
la indometacina (10°M) y el dcido nordihidroguaiarético (NDGA, 5x10°M) sobre
las curvas concentracion-respuesta a la ACh en ausencia (A -) o presencia (B +)

de fisostigmina (10°M) en arterias coronarias de resistencia del cordero.

n pD, ApD, Eex AE ..
Nm! Nm!

A. - fisostigmina.

Control 37 6.02+0.07 22+0.2

LNNA 10°M 10 6.55+0.07 0.52+0.07* 26+0.3 0.6+0.2*

+ L-ARG 6 6.34+0.10 0.24 006+  2.5+0.5 0.3+0.1*

Hb 8  6.13x0.14  0.60+0.12*  25+05 0.5+0.2+

MB 7 6.67x0.15 0.39+0.09* 1.8+0.2 0403

Indometacina 8 6.39+0.06 0.09+0.10 3.1+05 0.2+0.2

NDGA 4 6.11+0.05 0.09+£0.08 1.6+0.3 1.5£0.2*

B. + fisostigmina.

Control 16 6.45+0.12 2.3+0.3

LNNA 10°M 4 6.45x0.30 0.26+0.39 2.7x0.7 03+0.2

LNNA 10*M 4 6.19+0.06 0.15+0.12 1.1£03 0503
" Hb 4 683+0.10 001005 2104 05+0.3

MB 4 6.34+0.03 0.09£0.28 24+05 04+04

Los valores se expresan como media + E.SM. de varios experimentos donde n indica el nimero
de vasos examinados. pD, es el logaritmo negativo de la concentracién eficaz 50 del agonista, que
origina el 50% del efecto maximo (E_,,), mientras ApD, y AE_,, son las diferencias entre una primera
y segunda curva en ausencia y presencia del tratamiento. *: P < (.05, comparado con ia curva control
para cada tratamiento (t-test pareado). -+ P < 0.05, comparado con la curva conceniracién-respuesta

a la ACh en presencia de LNNA (10°M) (t-test pareado).
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Figura 52. Efecto de la inhicidén de la NO sintasa sobre la respuesta relajante al
ionéforo det calcio, A23187, en (A) segmentos proximales de la LDA y (B) arterias
coronarias de resistencia del cordero. (A) (Q) Controles (ll) L-NNA 10*M. (B)
(Q) Controles (@) L-NNA 10°M (M) L-NNA 10*M. Los simbolos representan la
media * E.S.M de 5-9 experimentos. * P < 0.05.
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Figura 53. Efecto de la reversion parcial con L-arginina del bloqueo de la NO
sintasa sobre la respuesta relajante al iondforo del calcio, A23187, en arterias
coronarias de resistencia del cordero. (Q) Control, (@) en presencia de LNNA 10
‘M y () en presencia de L-NNA 10*M y L-arginina 10°M. Los simbolos
representan la media + E.S.M. de 6 experimentos. * P < 0.05, comparado con la
respuesta relajante en presencia de LNNA.
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Figura 54. Efecto de (A) la oxihemoglobina y (B) el azul de metileno sobre la
respuesta relajante al ionéforo del calcio, A12387, en arterias coronarias de
resistencia del cordero. (A) (Q) Control (@) oxihemoglobina 10°M. (B) (O)
Control (@) azul de metileno 10°M. Los simbolos representan la media + E.S.M.
de 6 experimentos. * P < 0.05 comparado con la respuesta control.
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Figura 55. Efecto de (A) la indometacina y (B) el NDGA sobre la respuesta
relajante al ion6foro det calcio, A12387, en arterias coronarias de resistencia del
cordero. (A) (O) Control (@) indometacina 10°M. (B) (Q) Control {@) NDGA
5 uM. Los simbolos representan la media + E.S.M de 4-8 experimentos.
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Figura 56. Registros isométricos que muestran la relajacién al NO exdgeno
(NaNQO, acidificado) de uma arteria coronaria de resistencia del cordero
precontraida con ACh y después de la incubacién con oxihemoglobina (10°M). La
escala vertical representa tensién (Nm) y la horizontal tiempo (min).
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Figura 57. Localizacion histoquimica de la NADPH-diaforasa en la circulacion
coronaria del cordero. (A) Segmento proximal del arteria coronaria izquierda
descendente (B) Arteria coronaria de resistencia. (C) Pequefia ramificacion en la
pared de una arteria coronaria grande. Las flechas indican los lugares de reaccion
en las células endoteliales. V, vena. Barra: 100 um.
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5. DISCUSION
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5.1 Consideraciones metodolégicas y caracteristicas morfoldgicas y

funcionales de las arterias coronarias del cordero

Uno de los fines principales del presente estudio ha sido investigar si la
circulacion coronaria recibe una inervacién colinérgica, para lo cual se ha aplicado
una técnica microvascular nueva que permite medir las respuestas funcionales en
segmentos de arterias de resistencia in vitro. La ventaja del estudio de los
segmentos arteriales in vitro en comparaciéon con la situacion in vivo, es que se
evita la influencia de cambios en la presion de perfusion, presion extravascular del
miocardio y metabolismo del corazén sobre la circulacion coronaria. Sin embargo,
este tipo de técnicas presentan el inconveniente de que impiden obtener
informacion de la influencia de estos factores, siendo considerado el metabolismo
del corazonm uno de los factores mas importantes en la regulacion del flujo
sanguineo coronario (BERNE y RUBIO, 1979). Ademas, una investigacidn in vivo
proporciona mas informacion integral sobre la regulacién del flujo sanguineo, pero
debido a inconvenientes técnicos es dificil distinguir las diferencias regionales en
las respuestas a un agonista enddgeno o a una sustancia infundida. Por ello, la
mayoria de los estudios que han revelado estas diferencias en la circulacion
coronaria se han llevado a cabo in vitro (ZUBERBUHLER y BOHR, 1965;

NYBORG y col. 1991; PRIETO y col. 1991a, 1991b; SIMONSEN vy col., 1992).

Los efectos de la administracién de una sustancia in vivo e in vitro con
frecuencia son diferentes, debido a que en estudios in vivo la sustancia llega a la

pared del vaso desde el lado luminal, mientras que en estudios in vitro,
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dependiendo de la técnica, se puede aplicar desde el lado extra- o intraluminal, a
pesar de que habitualmente se administra la sustancia de forma que llega a los dos
lados del segmento vascular al mismo tiempo. El uso de diferentes tipos de
aplicacion ha dado lugar a mucha controversia. Asi, mediante estudios in vivo se
ha sugerido que un agonista enddgeno como la S-hidroxitriptamina, sélamente
producia vasodilatacion de la circulacién coronaria, mientras que en estudios in
vitro Gnicamente se observé vasoconstriccion {GINSBURG y col., 1980), hasta el
descubrimiento de los receptores endoteliales para la 5-hidroxitriptamina (COCKS
y ANGUS, 1983). Igualmente, se han descrito respuestas asimétricas a la ACh en
las arterias carotida, femoral y coronaria {ANGUS y col., 1983; COHEN y col.
1984b). De estas observaciones se deduce la importancia del método de aplicz;cién
de las sustancias en las investigaciones in vitro. En el presente estudio, la
administracion de las sustancias se ha realizado de forma que liegaba al vaso por
ambos lados, permitiendo evaluar los efectos sobre el endotelio y el misculo liso

al mismo tiempo.

Nuestros estudios morfologicos han demostrado que las células musculares lisas
en la arteria coronaria izquierda descendente anterior y en las arterias coronarias
de resistencia de cordero tienen una orientacién circular (Fig. 1). Otros autores
han observado que, a diferencia de lo que ocurre en las arterias mesentéricas de
resistencia, existe una capa de células musculares lisas con orientacion longitudinal
en las arterias coronarias de resistencia de la rata (NYBORG y col,, 1987). La
orientacion predominantemente circular de las capas de misculo liso en las arterias

coronarias de resistencia justifica el uso de segmentos vasculares en anillo en los
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estudios funcionales. En estudios de las arterias coronarias pequefias se han
utilizado frecuentamente preparaciones en espiral, debido a las dificultades técnicas
de montar preparaciones en anillo (MIWA y TODA, 1984), pero en las
preparaciones donde con el corte en espiral se intenta orientar el misculo liso
vascular en direccion longitudinal, existe el riesgo de danar la adventicia o retirar
la capa de células endoteliales. Ademds, el desarrollo de fuerza en este tipo de
preparacion depende del dngulo de corte usado para abrir y orientar la capa

muscular con una orientacion longitudinal (KENAKIN, 1987).

Se han desarrollado diferentes métodos para estudiar las respuestas funcionales
de segmentos en anillo de arterias de resistencia in vitro (MULVANY vy
HALPERN, 1976; NILSSON y SJOBLOM, 1985; HALPERN, 1991). Las técnicas
mas utilizadas han sido la medida de tensién isométrica en un midgrafo
microvascular de alambres (MULVANY y NYBORG, 1980) y la medida de
cambios en el didmetro de un segmento vascular suspendido en un midgrafo
microvascular de presion (HALPERN, 1991), mientras que los intentos de obtener
una preparacion isotonica han estado limitados por la rigidez de las partes
mecénicas utilizadas para controlar la fuerza isoténica (NILSSON y SIOBLOM,

1985).

Estudios recientes en que se comparan las caracteristicas del midgrafo
microvascular de alambres y del de presién, han demostrado diferencias
importantes. En el miodgrafo de alambres, el segmento suspendido en anillo

conserva la estructura circular en el estado de reposo, pero la aplicacioén de fuerza
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induce un aplanamiento de las células musculares lisas en la parte media de la
preparacion, comparado con las células de las partes laterales suspendidas sobre
los alambres, mientras que esta alteracion no se observa en el midgrafo de presion,
donde los vectores de fuerza, al igual que en la situacién in vivo, estan distribuidos

de forma homogénea (Fig. 2).

En segmentos vasculares de la circulacion mesentérica, se ha observado una
reduccion en el plano axial del segmento comparado con la situacién in vivo. En
el miégrafo de alambres no es posible corregir este hecho, mientras que en el
midgrafo de presidn, la longitud del segmento incrementa con aumentos en la
presién intraluminal causando una enroscadura ("kinking") del segmento y haciendo
la medida del didmetro imposible. Sin embargo, es posible corregir este hecho con
un tornillo micrométrico y colocar las paredes del vaso en paralelo, aunque es muy
facil sobreestirar el segmento en el plano axial (BERCZI y col., 1992). Se espera
que con estudios de microscopia confocal sea posible resolver este problema e

indicar cudl es el punto donde el estiramiento en direccion axial es 6ptimo.

Otra de las ventajas del midgrafo microvascular de alambres, comparado con
el midgrafo de presidn, es que el nimero de ramificaciones en segmentos de
arterias coronarias no influye en las medidas de fuerza, mientras que en el
midgrafo de presion este hecho conduce muchas veces a escapes del tampén y
disminucién de la presion intraluminal. Con 1a resolucién de algunos problemas
técnicos de! midgrafo de presidn, éste probablemente puede ser un suplemento

importante para la investigacién con el midgrafo microvascular de alambres, ya que
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proporciona medidas incluso maés fisioldgicas de las arterias coronarias.

Con el fin de aplicar al segmento vascular una fuerza pasiva especifica y éptima
en el midgrafo de alambres, en el presente estudio se ha utilizado el método
descrito por MULVANY y WARSHAW (1979), determinando la relacién entre
tension activa y pasiva y la circunferencia interna del segmento vascular. Para
determinar la fuerza activa, se utiliz6 una solucién de ACh y K-PSS que induce una
respuesta maxima y reproducible a una determinada circunferencia de las arterias
de resistencia coronarias (Fig. 3). Asi, se determiné que el desarrollo de fuerza es
Optimo a un 90% de la circunferencia interna (Lo} que el vaso tiene cuando estd
sometido a una fuerza pasiva que corresponde a una presidn transmural de 100
mmHg (13.3 KPa) (Fig. 4A). Esta observacion estd de acuerdo con estudios
realizados anteriormente en arterias coronarias de rata y conejo (NYBORG y col.,
1987; SIMONSEN y col,, 1992). A una circunferencia interna del 90% de L, la
tension pasiva de las arterias coronarias de resistencia corresponde a la aplicacién
de una presion transmural de 40 mmHg, que estd por debajo de la presién medida
(60 mmHg) en arterias mesentéricas de ratas conscientes (CHRISTENSEN vy
MULVANY, 1993). En otros lechos vasculares como la circulacion coronaria de
resistencia (CHILIAN, 1991), se ha medido la presién sanguinea en animales
anestesiados obteniéndose valores bastante diferentes de las presiones sanguineas
medidas en animales conscientes (CHRISTENSEN y MULVANY, 1993). En
conclusion, son necesarios estudios adicionales que determinen la presion Optima
para el estudio de arterias de resistencia in vitro, aunque la determinacion de la

relacion entre tensidn activa y pasiva y la circunferencia interna, proporciona una
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aproximacion rapida al punto en el cudl el desarrolle de fuerza en el vaso es

Gptimo.

Con el fin de estimar la contractilidad e integridad funcional del segmento
vascular después de la determinacion del didmetro de la luz, se estimularon las
arterias varias veces con una solucion rica en potasio hasta que la respuesta fue
reproducible, lo que se obtuvo después de estimular los segmentos 3 6 4 veces al
principio de la experiencia. El desarrollo de fuerza maéximo en las arterias
coronarias de resistencia fue determinado con KPSS y con ACh (10°M) y fue
menor que el descrito para arterias sistémicas de resistencia (SIMONSEN vy col,,
1991). Esta diferencia podria ser debida a diferencias en la estructura de los vasos
y en las necesidades funcionales, dependiendo del lecho vascular. En primer lugar,
las arterias coronarias de resistencia estdn inmersas en el miocardio y la capa
muscular no necesita desarrollar una presion transmural tan grande como en las
arterias mesentéricas, que no estan rodeadas por un tejido contractil. En segundo
lugar, su capa muscular longitudinal podria reducir la produccién de fuerza en
direccidn transversal debido a su orientacidn en otro plano. Considerando que la
presiOn extravascular generada por el miocardio contribuye con un 25% de la
resistencia total (DOWNEY, 1982), se ha utilizado una presién transmural mayor
que 10 kPa, como umbral para considerar una preparacidon coronaria con sus capas
musculares funcionalmente intactas. El pardmetro establecido en vasos de la
circulacién sistémica ha sido 13 kPa (100 mmHg) (MULVANY y WARSHAW,

1979; SIMONSEN vy col,, 1991).
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En base a estudios in vivo o con Organos aislados, se ha sugerido que la
circulacion coronaria, al igual que la circulacién cerebral, mesentérica y renal,
posee propiedades de autorregulacién en un range determinado de presiones
sanguineas (JOHNSON, 1980). Investigaciones recientes en arterias de resistencia
aisladas del lecho vascular cerebral, renal, mesentérico y coropario han indicado
que estas arterias contraen en respuesta a incrementos y dilatan en respuesta a
reducciones de la presién transmural, sugiriendo que el tono miogénico constituye
und parte importante de la autorregulacion (KUO y col. 1988, 1990; SUN v col,,

1992; MENINGER y DAVIS, 1992; OSOL y col. 1993).

En el presente estudio, se ha utilizado una solucién carente de calcio o
papaverina para evaluar la presencia de tono miogénico, que a su vez se ha
considerado como uno de los criterios de integridad funcional de los vasos
coronarios de resistencia (KUOQO y col. 1988). Se encontré que el tono miogénico
incrementa con incrementos de la circunferencia interna del vaso, en contraste con
el desarrollo de fuerza activa que llega al mdximo a un 90% de la circunferencia
Lo (Fig. 4B). El tono miogénico depende de la concentracién de calcio
extracelular y en arterias coronarias de rata se ha demostrado que es bloqueado
por antagonistas de calcio y adenosina (NYBORG y MIKKELSEN, 1985). Es
posible que el tono miogénico de las arterias coronarias esté mediado por cambios
calcio-dependientes en el potencial de membrana (SPERELAKIS, 1982). Ademas
de la dependencia de la presencia del calcio extracelular, la activacion de una
proteina G y de la proteina quinasa C parecen jugar un papel en el mantenimiento

del tono miogénico (OSOL y col., 1993).
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En resumen, se han establecido dos criterios para obtener una preparacidn
funcionalmente integra. En primer lugar, el criterio de capacidad de contraccién

y en segundo lugar la presencia de tono miogénico en la preparacion arterial.

5.2 La respuesta a la acetilcolina en la circulacién coronaria

Como se ha indicado anteriormente, existen controversias sobre cudl es la
respuesta a la ACh bajo condiciones fisiolégicas o normales. En colaboracién con
Adrian Chester y Sir Magdi Yacoub del British National Heart and Lung Institute
{Harefield, Inglaterra), se examinaron arterias de corazones extraidos de pacientes
que habian recibido un trasplante de corazon. Del primer paciente, un nifio de
cuatro afios de edad con cardiomiopatia restrictiva, se aislaron y se montaron en
un midgrafo microvascular de alambres 6 arterias de la auricula derecha y 8
arterias del ventriculo izquierdo (Fig. 5-6); en la mitad de las preparaciones se
afiadié ACh sobre la linea base y en la otra mitad sobre una preconstriccion estable
inducida con U46619. El inico efecto de 1a ACh observado en las arterias aisladas
de la aurfcula fue vasoconstriccion, a pesar de que el endotelio estaba
funciopalmente intacto, como se deduce de la relajacién al vasodilatador
dependiente del endotelio, sustancia P (Fig. 6). Estos resultados coinciden con
resultados obtenidos en arterias coronarias de {a misma localizacién anteriormerte
publicados (ANGUS y col.,, 1991a). Se obtuvieron mds muestras de la auricula
derecha de pacientes donde se habia realizado un bypass, pero en muestras de 3
pacientes no se encontraron arterias con una luz interna suficientemente grande

para poder ser montadas en el midgrafo. En las arterias aisladas del ventriculo
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izquierdo del primer paciente examinado, la ACh tuvo e! mismo efecto
vasoconstrictor (Fig. 6). Sin embargo, en estudios clinicos con infusion de ACh se
ha observado un efecto de vasodilatacion en la circulacién coronaria (HODGSON
y MARSHALL, 1989), En el otro paciente examinado, una mujer de 45 afios que
habia recibido un trasplante de corazon debido a enfermedad isquémica del
corazn, se aislaron y examinaron arterias del ventriculo izquierdo y se observé que
la ACh solamente inducia relajacion sobre una preconstriccién y inicamente tuvo
un ligero efecto vasoconstrictor a concentraciones muy altas (Fig. 7). Estos
resultados estdn de acuerdo con los resultados obtenidos por COOPER vy
HEAGERTHY (1992). Estos autores también observaron relajacién a la ACh en
arterias coronarias aisladas del ventriculo izquierdo de pacientes con enfermedad
isquémica del corazon. En resumen, es dificil predecir cudl es la respuesta a la ACh
en la circulacion coronaria humana bajo condiciones normales, ya que en la
mayoria de los casos el material examinado procede de pacientes con enfermedad
de esta circulacion y los corazones normales disponibles se utilizan para trasplantes.
La alternativa al estudio de la circulacion coronaria es el examen de arterias
coronarias obtenidas de autopsias, y en estas condiciones muchas veces existen
alteraciones de las funciones endotelial y nerviosa (SCHROR y VERHEGGEN,

1988).

Por todo lo expuesto anteriormente, en el presente estudio se ha buscado un
modelo animal para caracterizar y estudiar las respuestas funcionales a la ACh.
Con este propdsito, s examinaron arterias coronarias de resistencia de varias

especies, encontrando que el efecto de la ACh en la rata, conejo y perro es
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predominantemente relajante, mientras que en las arterias coronarias del cerdo y
cordero la respuesta fue vasoconstrictora (Fig. 8). Estudios previos han observado
Gnicamente vasoconstriccion a la ACh en arterias del cerdo y ningiin efecto
relajante sobre una preconstriccion (NAKAYAMA y col., 1988; TSCHUDI y col.,

1991).

En segmentos proximales de la LDA donde se examind un posible efecto
vasorelajante de la ACh, solo se encontré relajacion a la ACh en 1 de 20
preparaciones (5%) (Fig. 9). Otros autores no encontraron ningiin efecto relajante
de la ACh en segmentos de la misma arteria del cordero (KALSNER, 1985). La
frecuencia de relajacidn a la ACh es mis alta (70%) en segmentos de LDA
aislados de corazones bovinos y examinados con el mismo protocolo que el
utilizado en el presente estudio (BRUNNER y col,, 1991a), pero similar a la
observada en segmentos de arterias coronarias humanas (FORSTERMANN vy col.
1986). Comparada con las partes proximales de la circulacién coronaria del mismo
animal, la frecuencia de relajacion a la ACh fue més alta en las arterias pequeiias,
En 5 de 25 preparaciones (20%) de las arterias coronarias de resistencia del

cordero, Se encontrd relajacion a la ACh (Fig. 10).

Debido a su similitud en cuanto a reactividad a la ACh con las arterias
coronarias humanas, se eligieron las arterias coronarias aisladas del corazon de
cordero como modelo experimental para el estudio de la respuesta a la ACh. Las
arterias de resistencia utilizadas proceden de la zona de la pared del veatriculo

izquierdo afectada con mayor frecuencia por infartos de miocardio. Ademas de la
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ACh, se examind el efecto de otros agonistas en las arterias de resistencia del
cordero, encontrando un efecto predominantemente relajante para la
noradrenalina, 5-hidroxitriptamina e histamina (Fig. 11}. Excepto en la respuesta
a la S-hidroxitriptamina, las arterias de resistencia del cordero fueron similares a

las arterias coronarias humanas (Adrian Chester, comunicacién personal).

Antes de proceder a la investigacion de las respuestas colinérgicas, se realizé un
estudio de reproducibilidad de las respuestas contractiles en estas arterias. Las
respuestas contractiles a la ACh en los segmentos proximales de la arteria
coronaria izquierda descendente no fueron reproducibles, y se redujeron
sucesivamente con la construccién de la segunda, tercera y cuarta curva
concentracion-respuesta a la ACh (Fig. 12, Tabla 1). Por el contrario, en las
arterias coronarias de resistencia del cordero las curvas concentracion-respuesta a
la ACh fueron reproducibles hasta cuatro veces (Fig. 13). La utilizacion de un
agonista colinérgico resistente a la acetilcolinesterasa, el carbacol, no evit6 la
disminucién de respuesta de la segunda curva comparada con la primera curva
contractil, en segmentos proximales de la arteria coronaria izquierda descendente
(Fig. 14A), pero la respuesta al agonista fue reproducible en las arterias de
resistencia (Fig. 15). La retirada mécanica del endotelio tampoco evitd la
reducciéon de la respuesta al agonista colinérgico en una segunda exposicion,
excluyendo la inofluencia de un factor endotelial en este fenémeno de
desensibilizaciéon (Fig. 14B). En arterias coronarias grandes aisladas del cerdo,
también se ha descrito una desensibilizacién de la respuesta a la ACh con

estimulaciones succesivas en vasos con el endotelio intacto {TANZ y NAYLER,
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1991; HASHIMOTO y col, 1993; MATSUMOTO y col, 1994), y TANZ y
NAYLER (1991) observaron que la desensibilizacion era dependiente de la
concentracion de ACh utilizada. Cuando estimulaban con una concentracién de
ACh mayor que 10°M, se redujo la respuesta a este agonista con exposiciones
succesivas, mientras que este efecto no se oberservd con concentraciones menores.
Recientemente, HASHIMOTO y col. (1994) han descrito que la respuesta a la ACh
se reduce con estimulaciones sucesivas en vasos con endotelio intacto, peroe no en
vasos desprovistos de células endoteliales. Sin embargo, estos autores solo llegaron
a estimular con una concentracién maxima de ACh de 3x10°M, mientras que en
nuestro estudio y en los estudios mencionados anteriormente, la concentracion
méxima de ACh utilizada fue 10°M (Fig. 12) (TANZ y NAYLER, 1991;
MATSUMOTO y col,, 1993). Ademas, HASHIMOTO y colaboradores (1994)
encontraron que el contenido de GMPc se redujo también con las estimulaciones
sucesivas con ACh, lo cual indica que la desensibilizacion de la respuesta contractil
a la ACh no se debe a un incremento de la liberacion de EDRF. La
desensibilizacién de la respuesta contractil a la ACh en las arterias grandes del
_cordero podria ser debida a una liberacion presindptica de otro neurotransmisor,
pero no encontramos ningin efecto sobre la desensibilizaciéon después del
tratamiento con tetrodotoxina. Nuestros resultados sugieren que puede tratarse de
un fendmeno ligado al receptor muscarinico que media la respuesta contréctil a la
ACHh, ya que la respuesta contrictil a la S-hidroxitriptamina fue reproducible en las
arterias coronarias grandes (Fig. 15A) a pesar de que no ocurrio lo mismo en el
caso de la relajacion inducida por este agonista en las arterias coronarias de

resistencia (Fig. 15B). La desensibilizacion de la respuesta a la ACh puede estar,
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por tanto, limitada al receptor o al acoplamiento receptor-segundo mensajero.
Estudios recientes en musculo visceral han demostrado que la desensibilizacién de
la respuesta a la ACh no se debe a una alteracion en la unién agonista-receptor o
en la regulacion "feedback" del receptor por la proteina quinasa C, sino que
probablemente pueda ser debida a un alteracién en la capacidad de acoplamiento
entre el receptor y las proteinas G (ZHANG y BUXTON, 1993, LARSSON vy

SIMONSSON, 1993; HISHINUMA vy col., 1993).

Hay que destacar la diferencia regional observada con respeto a la
desensibilizacion de la respuesta a la ACh en la circulacién coronaria del cordero
(Fig. 12 y 13). Una vasaconstriccién mantenida de las arterias coronarias de gran
calibre podria conducir a una reduccién importante y comprometer seriamente el
flujo sanguineo coronario, y por tanto, la desensibilizacion de la respuesta a un
vasoconstrictor como la ACh podria constituir un mecanismo fisiolégico protector

para preservar el flujo sanguineo.

5.3 Actividad colinacetiltransferasa (ChAT), acetilcolinesterasa (AChE) y

efecto de la inhibicion de la AChE

La actividad enzimatica especifica fue significativa en todas las preparaciones
examinadas en el presente trabajo, indicando la presencia de ChAT. Dicha
actividad fue alta en las arterias piales, el miocardio y en las arterias coronarias de
resistencia, mientras que en segmentos proximales de la arteria coronaria

descendente anterior fue mas baja (Fig. 17).
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La cuantificacién bioquimica de la actividad de ChAT se ha utilizado como
indice de la inervacion colinérgica en el corazén (LUND vy col, 1979) y la
circulacion cerebral (HAMEL y col, 1987; ESTRADA y col. 1988), y la
inmunoreactividad al ChAT en el sistema nervioso central y en las arterias
cerebrales (ECKENSTEIN y BAUGMAN, 1984; SAITO y col., 1985; MIAO y
LEE, 1992). En el corazon, la actividad ChAT puede proceder de dos fuentes
neuronales: (1) La inervacion parasimpdtica preganglionar y (2) la inervacidén
parasimpdtica postganglionar. Sin embargo también se ha observado actividad
ChAT en tejido no inervado como la placenta, donde la ACh sintetizada
localmente participa en el transporte de aminodcidos en los capilares (ROWELL
y SASTRY, 1981). La tnica preparacién en el presente estudio que contiene
capilares es el miocardio. Ya que no existe ninguna indicacion de que las células
miocérdicas tengan actividad ChAT (ROSKOSKl y col. 1977; LUND y col.,, 1978),
la actividad enzimatica determinada en las muestras de miocardio en el presente
estudio podria atribuirse en parte a los capilares, y en parte a la presencia de una
inervacion colinérgica. Una pequeiia parte de la actividad ChAT determinada en
las arterias podria proceder de las células endoteliales, ya que en arterias
cerebrales y arterias coronarias de rata se ha demostrado inmunoreactividad para
ChAT en el endotelio (PARNAVELAS y col., 1985; MILLNER vy col., 1988). Sin
embargo, la retirada mécanica del endotelio en la circulacion cerebral no indujo
una reduccion significativa de la actividad ChAT, y se ha sugerido que la
contribucién de las células endoteliales a la actividad ChAT total es pequefia
(HAMEL y col., 1987). Los presentes resultados demuestran una actividad ChAT

alta en las arterias coronarias de resistencia del cordero, comparable a la observada
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en las arterias piales de los mismos animales. La actividad ChAT encontrada en las
arterias piales es similar a ia anteriormente descrita en arterias piales de la cabra
(ESTRADA y col,, 1988). En resumen, nuestros resultados indican una presencia
de ChAT en las arterias coronarias de cordero con una densidad similar a la
observada en arterias piales, una circulaciéon en la que ya se ha establecido la

presencia de una inervacion colinérgica.

A diferencia de las arterias coronarias de resistencia, la actividad ChAT
determinada en los segmentos proximales de la arteria coronaria izquierda
descendente fue mucho menor. Estos resultados coinciden con las descritos en la
circulacidn cerebral, en la cual la actividad ChAT es mayor en los vasos grandes
que en los pequeiios (ESTRADA y col., 1988), y sugieren que la sintesis de ACh
podria ser mayor y la inervacién mas densa en las arterias coronarias de resistencia
que en las partes proximales de la circulacion coronaria. Observaciones similares
han sido descritas en la circulacién coronaria humana, donde la inervacion
peptidérgica fue mas pronunciada en las arterias distales comparadas con las

arterias proximales (GULBENKIAN vy col., 1993).

En secciones de la arteria coronaria izquierda descendente, la actividad AChE
fue visualizada en forma de un precipitado marron dentro de fibras nerviosas
localizadas en la union adventicia-media (Fig. 18B). No se detect6 actividad AChE
en la parte interior de la media o en el endotelio. En secciones de miocardio del
ventriculo izquierdo se detectaron fibras AChE-positivas, principalmente en

relacion con las arterias pequefias intramiocdrdicas, pero no con las venas (Fig.
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18F). Igualmente, en preparaciones aisladas de arterias de resistencia, se
observaron fibras nerviosas AChE discurriendo en la superficie adventicial (Fig.
18C,D,E). En preparaciones tratadas con fisostigmina no se visualizdé ningin
precipitado indicador de actividad AChE, confirmando la especifidad de la reaccién
histoquimica. La distribucién de las fibras nerviosas ACHE-positivas se
correlaciona con la distribucion de la actividad ChAT, lo cual nos lleva a sugerir
que existe una distribucidn regional de la inervacion colinérgica en la circulacién
coronaria del cordero, estando las partes distales o intramiocédrdicas de la
circulacién mas densamente inervadas que las proximales. Estos resultados
coinciden con los descritos previamente para los nervios catecolaminérgicos
(GULBENKIAN vy col.,, 1990) y peptidérgicos (GULBENKIAN vy col, 1993), e
igualmente estarian de acuerdo conm estudios neuroanatomicos cldsicos que
identifican fibras nerviosas presuntamente vagales, mediante impregnacién con
plata o inyeccion intravital de azul de metileno, y que demuestran una densa
inervacion vagal de las arteriolas y los vasos precapilares coronarios
(WOOLLARD, 1926; HISRCH y BORGHARD-ERDLE, 1961). Sin embargo,
estudios histoquimicas previos en la circulacién coronaria humana, solo revelaron
fibras AChE-positivas en las arterias epicardicas grandes, pero no en las arterias
intramiocardicas (AMENTA vy col., 1981), lo cual puede ser debido a la utilizacidn
de muestras postmortem obtenidas 24-36 horas después de la muerte (AMENTA
y col., 1981). Por otro lado, la distribucion de las fibras nerviosas AChE-positivas
en la circulacion coronaria del corazén de primates (PILLAY y REID, 1982) y del
perro (GEROVA y col., 1979) es igual a la distribucion observada en la circulaciéon

coronaria del cordero. La coincidencia de la actividad ChAT vy la distribucion de
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las fibras AChE-positivas sugieren que la inervacion colinérgica es mds densa en

la parte intramiocdrdica de la circulacion coronaria.

En secciones de la arteria coronaria izquierda descendente con miocardio
adherido, se observaron células ganglionares de niicleo claro, agrupadas en forma
de ganglios pequenos (Fig. 18A), y similares a las células ganglionares
intracardiacas descritas en el septo interatrial de la rata (PARDINI y col., 1987).
La localizacion de los ganglios observados por debajo del surco atrioventricular no
corresponde a la localizacion de las células ganglionares intracardiacas descritas en
la rata (PARDINI y col, 1987). Sin embargo, tanto el estudio morfoldgico
(WOOLLARD, 1926} como la destruccién funcional de los ganglios vagales
(BARBER vy col., 1984) han sugerido la presencia de células ganglionares en el
surco atrioventricular cerca de la arteria coronaria circunfleja, en una localizacion
similar a la de los grupos de células ganglionares observados en el presente estudio.
La persistencia tanto de la actividad AChE (DENN y STONE, 1976) como de la
actividad ChAT (LUND y col., 1979) después de la vagotomia, han demostrado que
* la mayor parte de la inervacion colinérgica del corazén tiene un origen intrinseco
(ELLISON y HOBBS, 1976; JACOBOWITZ, 1976; BURNSTOCK, 1980), y
teniendo en cuenta que la AChE estd localizada selectivamente en un alto
porcentaje de neuronas colinérgicas (CUELLO y SOFRONIEW, 1984; CRISWELL
y BRANDON, 1993), los resultados del presente estudio apoyan que la circulacion

coronaria recibe una inervacién colinérgica.

El inhibidor de la AChE, neostigmina, indujo un desplazamiento a la izquierda
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de las curvas concentracién-respuesta a la ACh en los segmentos proximales de la
arteria coronaria izquierda descendente, pero a la concentracion utilizada no tuvo

un efecto significativo en las arterias coronarias de resistencia (Fig. 19).

Por otro lado, otro inhibidor de la AChE, la fisostigmina, a concentraciones
altas causO contracciones en los segmentos proximales de la arteria coronaria
izquierda descendente y en las arterias coronarias de resistencia (Fig. 20, 21), no
mostrando, sin embargo, ningin efecto relajante (Fig. 20). Este efecto contréctil
podria ser atribuidoe exclusivamente a una inhibicién de la AChE, produciendo
incrementos en las concentraciones de ACh endbgena, y consecuentemente,
contraccidn. Un efecto contractil similar se ha observado también con otros
inhibidores de la AChE, neostigmina y BW284C51, en preparaciones de bronquios
humanos aislados (NOREL y col., 1993). Sin embargo, la respuesta contrictil de
estas preparaciones se produjo a concentraciones muchas mas bajas de neostigmina
(10°M) que en las arterias coronarias del cordero. Ademds, a concentraciones bajas
(10®-10°M), la fisostigmina y la neostigmina inhiben la actividad AChE, mientras
que a concentraciones mas altas (10°-10°M), desplazan la unién de ligandos
muscarinicos en homogenizados de corteza cerebral (TRIGUERO y col., 1987). La
sensibilidad para el efecto contrictili directo de la fisostigmina y los
desplazamientos paralelos a la derecha de las curvas concentracion-respuesta a la
fisostigmina en presencia de atropina, indican que este efecto contrictil se debe a
una accion directa sobre receptores muscarinicos de la circulacién coronaria del

cordero.
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A concentraciones bajas que no inducian contraccidn, la fisostigmina causd un
desplazamiento a la izquierda de las curvas concentracidn-respuesta a la ACh en
los segmentos de la arteria coronaria izquierda descendente y de las arterias
coronarias de resistencia. Las concentraciones de neostigmina y fisostigmina
aplicadas en el presente trabajo causan porcentajes de inhibicion de la actividad
ACHKE def 80 y 100%, respectivamente, en la corteza cerebral (TRIGUERO y col,,
1687). Este hecho puede explicar que la fisostigmina, que inhibe en mayor medida
que la neostigmina la actividad AChE, induzca un desplazamiento significativo a
la izquierda de las curvas concentracidon-respuesta a la ACh en las arterias
coronarias de resistencia, que por el conmtrario, no se ven afectadas por la
neostigmina (Fig. 22, 23). El efecto de la fisostigmina parece ser especifico sobre
la AChE ya que no alteré las curvas concentracién-respuesta al carbacol (Fig. 24).
El desplazamiento a la izquierda inducido en las curvas concentracidn-respuesta a
la ACh por la fisostigmina, tanto en preparaciones con endotelio intacto como en
preparaciones desprovistas de endotelio, indica que existe una metabolizacion
activa de la ACh en las arterias coronarias de resistencia y confirma los estudios
histoquimicos que demuestran una presencia de fibras AChE-positivas en el parte
exterior de la arteria, en la union adventicia-media. La degradacion de la ACh por
la butirilcolinesterasa no parece tener un papel fisiologico relevante en la
circulacion coronaria de resistencia, ya que el inhibidor de dicha enzima, el ISO-
OMPA',l no tuvo efecto en una concentracion a la que (Fig. 25, Tabla 2),
anteriormente se ha descrito que inhibe esta enzima en las vias respiratorias

humanas y caninas (ADLER y col., 1991; NOREL y col,, 1993).
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En resumen, se ha descrito la existencia tanto de actividad ChAT como
actividad AChE en la circulacién coronaria del cordero, con mayor actividad o
presencia en las arterias coronarias de resistencia que en las partes proximales de
la circulacion, y la coincidencia en la distribucién de las enzimas de sintesis y
metabolizacion de la ACh, sugiere que existe una inervacién colinérgica

probablemente intrinseca con mayor densidad en las arterias de resistencia.

5.4 Estimulacion eléctrica de las arterias coronarias de resistencia

Ya que el efecto predominante de la ACh en las arterias coronarias de
resistencia es contréctil, cabe esperar que la respuesta neurogénica y colinérgica
también sea contréctil. Sin embargo, en preparaciones desprovistas de endotelio no
se observd un efecto contractil y sensible a la tetrodotoxina en respuesta a la
estimulacion eléctrica transmural (Fig. 26). En otros estudios de preparaciones
aisladas de arterias coronarias grandes ovinas, solo se observo un efecto relajante
a la estimulacién eléctrica y esta respuesta era mediada por la noradrenalina,
mientras que tras la aplicacion de los mismos paramétros que los utilizados en el
presente estudio no se obtuvo ningan efecto contrictil (BRINE y col,, 1979). Sin
embargo, en arterias coronarias grandes porcinas y bovinas, la estimulacion
eléctrica indujo una respuesta contractil sensible a la atropina sugiriendo su
naturaleza colinérgica (KALSNER y QUILLAN, 1989a; FURUSHI y col., 1988).

Mediante la aplicacién de los mismos pardmetros de estimulacién eléctrica que los
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descritos por KALSNER y QUILLAN (198%a) a las arterias coronarias de
resistencia del cordero, sélo se observé un componente contrictil que no fue
sensible a la tetrodotoxina, sugiriendo un efecto directo sobre el musculo liso
vascular. Sin embargo, también en presencia de fentolamina para bloguear los
receptores a-adrenérgicas, y con las arterias precontraidos con U44619, la
estimulacion eléctrica indujo una pequefia relajacion frecuencia-dependiente (Fig.
27, 28). En presencia de atropina, estas relajaciones neurogénicas de las arterias
de resistencia fueron més pronunciadas (Fig. 27, 28), indicando la existencia de
una liberacion endogena de ACh, con un efecto inhibitorio sobre la respuesta
relajante a la estimulacion eléctrica. Diversos estudios han intentado caracterizar
la respuesta no-neurogénica e inhibitoria de las arterias coronarias grandes
(ROOKE y col.,, 1982; GANTZOS y col, 1983; KEEF y KREULEN, 1988;
KALSNER y QUILLAN, 1988b; FELETOU y VANHOUTTE, 1989); sin embargo,
con los parametros de estimulacion eléctrica aplicados en el presente trabajo se
observo que la respuesta inhibitoria era bloqueada por la tetrodotoxina, indicando

su naturaleza neurogénica (Tabla 3).

En presencia de fentolamina y atropina, el bloqueante de los receptores §-
adrenérgicos, propranolol, no tuvo ningiin efecto sobre las respuestas inducidas con
estimulacion eléctrica. Estos resultados indican la liberacion de un neurotransmisor
no-adrenérgico no-colinérgico vasorelajante cuya naturaleza no se ha descrito
anteriormente en arterias coronarias aisladas. El neurotransmisor no-adrenérgico,
no-colinérgico liberado y con efecto relajante probablemente estd enmascarando

un efecto contréctil directo de la ACh endogena sobre el misculo liso vascular, o
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bien el efecto de la ACh endodgena podria ser un efecto presindptico, inhibiendo
la liberacion del neurotransmisor inhibitorio no-adrenérgico no-colinérgico. En
otras preparaciones vasculares donde se libera ACh con la estimulacion eléctrica
y causa relajacion a través de receptores en el masculo liso, la presencia de
fisostigmina incrementa las relajaciones (BRAYDEN y BEVAN, 1985; BRAYDEN
y LARGE, 1986; NEILD y col., 1990). En las arterias coronarias de resistencia, la
fisostigmina no tuvo un efecto significativo o inhibio la relajacion a la estimulacion
eléctrica (Fig. 28, Tabla 3). En arterias coronarias grandes caninas, donde se ha
demostrado que la ACh tiene un efecto inhibitorio sobre la vasodilatacion mediada
por noradrenalina a través de receptores muscarinicos presinapticos localizados en
las terminaciones nerviosas adrenérgicas, la fisostigmina tampoco alterd la
liberacion de noradrenalina (COHEN y col.,, 1984a). Sin embargo, los resultados
obtenidos no permiten distinguir si el componente de la estimulaciéon eléctrica
sensible a la atropina es presinaptico o postsinaptico, pero la presencia de este
componente indica la presencia de una inervacion colinérgica funcional de las

arterias coronarias de resistencia del cordero.

5.5 Caracterizacion del receptor muscarinico contractil

La respuesta contréctil a la ACh predomina en arterias coronarias de resistencia
del cordero y el presente estudio fue realizado con el objeto de caracterizar el
receptor postsindptico que media la contraccion, mediante la utilizacién de
agonistas y antagonistas muscarinicos selectivos. Los agonistas utilizados con

excepcion del McN-A-343 produjeron una contraccion completa de las arterias
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coronarias de resistencia del cordero (Fig. 29A). La metacolina, oxotremorina-M
y ACh fueron equipotentes y mds potentes que el carbacol y que el McN-A-343.
Ademds, la diferencia entre la respuesta a la ACh y carbacol observada en arterias
con endotelio ifitacto persi.stié en vasos desprovistos de endotelio (Fig. 29B). Estos
resultados estdn de acuerdo con otros estudios de receptores muscarinicos que
sugieren que un subtipo M, de receptores muscarinicos estd implicado en la
respuesta a la ACh en las arterias coronarias bovinas (DUCKLES, 1988;
DUCKLES y GARCIA-VILLALON, 1990). E! agonista muscarinico, McN-A-343,
no indujo ningan efecto contractil sobre la tensién basal de nuestra preparacion,
observacién similar a 1a descrita en arterias coronarias grandes (DUCKLES, 1988).
Sin embargo, en presencia de 10 mM de KPSS, se observé una contraccion
correspondiente a un 23.3+£5.6% de la E,,, en estas arterias (Fig. 30), y con una
potencia que coincide con la anteriormente descrita en la arteria de la oreja del
conejo (DUCKLES, 1988). Se ha sugerido que el McN-A-343 es un agonista
selectivo para los receptores M; (HAMMER y GIACHETTI, 1982; JOKISCH-
MEHRLING y col.,, 1989}, pero tiene un efecto variable sobre todos los subtipos
de receptores muscarinicos dependiente de la reserva de receptores de la
preparacion (EGLEN vy col.,, 1987; JOKISCH-MEHRLING y col, 1989). El
agonismo débil del McN-A-343 sobre los receptores M, y M; excluye que un
receptor del subtipo M, esté implicado en la respuesta a la ACh. Sin embargo, la
falta de agonistas muscarinicos selectivos cuestiona el uso de agonistas para la
identificacion de un determinado subtipo de receptor muscarinico, y por tanto, los
resultados obtenidos en el presente estudio utilizando agonistas no permiten definir

que subtipo de receptores muscarinicos median la contraccion a la ACh en las
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arterias coronarias de resistencia,

En preparaciones con endotelio intacto, el antagonista selectivo, pirencepina,
inhibid de manera no-competitiva las curvas concentracion-respuesta a la ACh en
las arterias coronarias de resistencia del cordero, produciendo un desplazamiento
no-paralelo de las curvas, con depresion de la respuesta méaxima a este agonista
(Fig. 31A). La pendiente de Hill de las curvas de ACh en ausencia de pirencepina
fue 1.20+0.06 (n=8), y en presencia de 3x10"M, 10°M y 3x10°M de pirencepina,
las pendientes fueron 0.80+0,13 (P < .05, t-test pareado), 0.78+0.14 (P < 0.05)
y 0.65+0.14 (P < 0.05), respectivamente. Sin embargo, en arterias desprovistas de
endotelio, la pirencepina produjo un desplazamiento paralelo a la derecha de las
curvas concentracion-respuesta a la ACh (Fig. 31B). El andlisis de SHILD del
antagonismo de la respuesta a la ACh en las arterias coronarias de resistencia con
endotelio intacto dio una recta de regresion con una pendiente diferente de la
unidad, mientras que en preparaciones desprovistas de endotelio la pendiente no

fue signifcantivamente diferente de la unidad (Fig. 31, 32, Tabla 5).

El antagonista selectivo para los receptores M,, AFDX 116, y los antagonistas
selectivos para los receptores, M,;, 4-DAMP y pFHHSID produjeron un
antagonismo competitivo de la ACh en arterias con y sin endotelio (Fig. 33-36,

Tabla 5).

Todos los antagonistas muscarinicos examinados en arterias coronarias de

resistencia del cordero desprovistas del endotelio, actuaron como antagonistas
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competitivos de la respuesta a la ACh. Ademas, en ausencia de endotelio, las
pendientes de las lineas de regresion del analisis de ARUNLAKSHANA-SCHILD
no fueron diferentes de la unidad, lo que sugiere que la contraccion inducida por
la ACh esta mediada por una poblacién homoégenea de receptores muscarinicos en

el misculo liso.

En las arterias coronarias de resistencia desprovistas del endotelio, la afinidad
para la pirencepina {pKz=7.5) no es comparable a 1a alta afinidad (7.7-8.1) descrita
en lugares de unién M, en la corteza cerebral, 0 a su baja afinidad (6.5-6.7) en los
receptores cardiacos M,, pero similar a la afinidad intermedia (6.8-7.5) por los
receptores del subtipo M, en el masculo liso visceral y vascular y en las glandulas
(EGLEN y WHITING, 1985; DELMENDO y col., 1989; HULME y col,, 1990;
DAUPHIN y HAMEL, 1990; BRUNNER y col., 1991b). Esto sugiere que los
receptores muscarinicos M, no median la respuesta contrictil a la ACh. Ademas,
la baja potencia del AFDX 116 no apoya un papel de los receptores muscarinicos
del subtipo M, en la respuesta a la ACh, pero indica la presencia de receptores
muscarinicos del subtipo M,. El potente desplazamiento paralelo de las curvas
concentracion-respuesta a la ACh en presencia de los antagonistas M;, 4-DAMP
y pFHHSID sugiere que un subtipo de receptores M, media la contraccion. A pesar
de que se ha demostrado que el 4-DAMP tiene igual afinidad por los receptores
del subtipo M, y M, (DELMENDO vy col., 1989; HULME y col, 1990), el
pFHHSID mostré alta afinidad en nuestra preparacidn, relacionada con la
presencia de un receptor muscarinico del subtipo M, (7.8-8.2; LAMBRECHT y col,,

1988; EGLEN y col,, 1990; DUCKLES, 1990).
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En resumen, las afinidades y el orden de potencia de los antagonistas
muscarinicos (pFHHSIiD > pirencepina > AFDX 116) en las preparaciones
desprovistas de endotelio sugiere que el receptor muscarinico que media el efecto
contractil a la ACh en las arterias coronarias de resistencia pertenece al subtipo
M,. Esta observacion estd de acuerdo con otros estudios funcionales realizados in
vitro en arterias coronarias grandes bovinas (DUCKLES, 1990; DUCKLES Y
GARCIA-VILLALON, 1990; BRUNNER y col, 1991b) y porcinas (VAN
CHARLDORP y VAN ZWIETEN, 1989), y también con estudios in vivo de la
circulacion coronaria canina donde el AFDX 116 tuvo afinidad baja y la
pirencepina afinidad intermedia por los receptores muscarinicos que median la

vasoconstriccion a la ACh infundida (PELC y col., 1988).

En presencia de endotelio, las respuestas a los agonistas y la accién de los
antagonistas fueron diferentes de las respuestas obtenidas en preparaciones
desprovistas de endotelio. El efecto contractil de la ACh fue menos potente en
presencia de endotelio, mientras que las respuestas al carbacol no fueron alteradas
(Tabla 4). Resultados similares demostrando un cambio diferencial en las
respuestas a la ACh y carbacol, en presencia o ausencia de endotelio, se han
observado en la traquea de cobaya, siendo atribuidos a diferencias de los esteres
de colina en su capacidad de difundir a los receptores muscarinicos del misculo en
preparaciones con el epitelio intacto (MORRISON y VANHOUTTE, 1992). El
endotelio podria constituir una barrera al paso de la ACh en las arterias coronarias
de resistencia. Si la capacidad de la barrera endotelial fuera saturada a

concentraciones altas del agonista, entonces el estado de equilibrio del agonista,
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antagonista y poblacién de receptores podria cambiarse y asi obtenerse una
pendiente de ARUNLAKSHANA-SCHILD para la pirencepina menor que la
unidad (KENAKIN, 1987). Sin embargo, en presencia de endotelio, la pendiente
de ARUNLAKSHANA-SCHILD para la pirencepina fue mayor que la unidad y
el antagonismo producido por el AFDX 116 sobre la contraccién inducida por la
ACh no fue alterado por la retirada del endotelio. Esto sugiere que el
desplazamiento no competitivo de la respuesta contrictil a la ACh en ausencia de
endotelio no se debe al hecho de que el endotelio funcione como una barrera de

difusién para la ACh.

En ciertos aspectos, los resultados del presente estudio pueden ser comparados
con los del estudio publicado por ALOSACHIE y GODFRAIND (1988) sobre el
papel del endotelio en la interaccidn de los agonistas y antagonistas a-adrenérgicos
en la aorta de rata. Estos autores observaron que los antagonistas a,-adrenérgicos
actuaron como antagonistas no-competitivos frente a la noradrenalina en presencia
de endotelio y como antagonistas competitivos después de la retirada mecénica del

-endotelio. Por el contrario, el antagonista a,-adrenérgico, yohimbina, y el a-
adrenérgico, fentolamina, actuaron como antagonistas competitivos en presencia
y ausencia del endotelio, a pesar de que los valores de pA,; de los dos Gltimos
antagonistas fueron menores en vasos con el endotelio intacto. En el presente
estudio, la pirencepina actud como antagonista no-competitivo frente a la ACh en
presencia de endotelio y como antagonista competitivo en ausencia de endotelio,
mientras que el AFDX 116 y pFHHSID actuaron como antagonistas competitivos

en arterias sin y con endotelio, a pesar de que el pK; del pFHHSID fue mas bajo
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en vasos con endotelio intacto {Tabla 5). ALOSACHIE y GODFRAIND (1988)
sugirieron que sus resultados podrian ser debidos a una liberacién continua y basal
de EDREF, que actuaria como antagonista funcional reduciendo la eficacia aparente
de los agonistas adrenérgicos, y de esta manera originando un antagonismo no-
competitivo del prazosin frente a la noradrenalina en preparaciones con endotelio.
En el presente estudio, también se observo un incremento en la tension basal de
las preparaciones después de la retirada del endotelio, lo cual indica un inhibicion
de la liberacion basal de EDRF como se ha demostrado anteriormente en arterias
coronarias de resistencia (PRIETO y col., 1991a; TSCHUDI y col., 1991; MYERS

y col., 1991).

Una explicacion alternativa del estudio de antagonistas muscarinicos podria ser
que la ACh activa una poblacion heterogénea de receptores muscarinicos con
efectos opuestos en las arterias coronarias de resistencia del cordero: receptores
contractiles del subtipo M, en el misculo liso y receptores muscarinicos inhibitorios
que producen relajacion a través del endotelio. Por tanto, podria existir una
liberacion de EDRF mediada por receptor que funciona como antagonista
endogeno, reduciendo la eficacia de la ACh y produciendo un antagonismo no-
competitivo de la pirencepina frente a la respuesta contractil de ta ACh en
preparaciones con endotelio intacto. En este Gltimo tipo de preparaciones, la
incubacion con concentraciones bajas de pirencepina (10°-107M) o telencepina (10
1-3x10°*M) indujeron un desplazamiento a la izquierda de las curvas concentracion-
respuesta a la ACh (Fig. 37, Tabla 6), pero tras la retirada mécanica del endotelio,

bajas concentraciones de pirencepina no tuvieron ninglin efecto potenciador sobre
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la respuesta a la ACh en las arterias coronarias de resistencia (Tabla 6). Esta
altima observacion apoya el concepto de que la ACh puede activar receptores con
efectos opuestos, ya que la ocupacion de una pequeifia poblacidon de receptores
inhibitorios con la pirencepina o telencepina indujeron un desplazamiento
significativo a la izquierda de las curvas concentracién-respuesta a la ACh. La
ausencia de cambios en el plot de ARUNLAKSHANA y SCHILD para el AFDX
116 en las arterias coronarias sin y con endotelio, podria ser atribuida a la baja
afinidad que este antagonista tiene por los receptores del subtipo M, y M,. Sin
embargo, son necesarias investigaciones posteriores para explicar el cambio en el
plot para el pFHHSID, inducido por la retirada del endotelio en las arterias
coronarias de resistencia. Este resultado podria ser debido a varios factores como
un desequilibrio temporal del complejo antagonista-receptor con el endotelio como
una barrera de difusion para el pFHHSID, o que el pFHHSID tiene afinidad por
otros lugares de la membrana diferentes de los receptores muscarinicos en
presencia del endotelio, dando un valor artificial y mas bajo que el pKy real
(KENAKIN, 1987). Finalmente, el cambio podria estar motivado por la retirada de
la liberaciOn basal o inducida por agonista de EDREF. El Gltimo caso implica la
presencia de una poblacion heterogénea de receptores muscarinicos en vasos con

endotelio.

5.5 Caracterizacion del receptor muscarinico relajante

Diversos resultados del presente estudio indican la presencia de receptores

muscarinicos en las células endoteliales de 1as arterias coronarias de resistencia del
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cordero. En primer lugar, la ACh tuvo un efecto relajante en un pequefio
porcentaje de las preparaciones estudiadas. En segundo lugar, la retirada mécanica
del endotelio produjo un desplazamiento a 1a izquierda de las curvas concentracién-
respuesta a la ACh. En tercer lugar, la incubacién con bajas concentraciones de
antagonistas muscarinicos M, produjeron un desplazamiento a la izquierda de las
curvas concentracion-respuesta a la ACh en arterias con endotelio (Fig. 37), pero
no en arterias desprovistas de endotelio (Tabla 6). Estos hechos indican que los
efectos observados en el estudio de antagonismo del receptor contractil no se
deben a 1a liberacion basat de EDREF, sino a una liberacién de EDRF inducida por
un agonista muscarinico. Estas observaciones fueron apoyadas por el hecho que el
agonista putativo selectivo para los receptores muscarinicos del subtipo M,, McN-
A-343, indujo relajacién en las arterias coronarias de resistencia precontraidas con
U46619 (Fig. 38, 39). Esta relajacion del McN-A-343 fue inhibida en presencia de
bajas concentraciones del antagonista selectivo para los receptores M,, pirencepina,
pero no en presencia de pFHHSID o AFDX 116 que bloquean los receptores M;
y M,, respectivamente. La concentracion de pirencepina utilizada corresponde a la
concentracion que produce el desplazamiento a la izquierda de las curvas
concentracion-respuesta a la ACh (Tabla 6). Estas observaciones, junto con la
observacion del efecto contractil del McN-A-343, sugieren que la ACh no es el
inico agonista colinérgico que puede activar una poblacion heterogénea de
receptores muscarinicos con efectos opuestos en las arterias coronarias de
resistencia, sino que el McN-A-343 es capaz de producir relajacién y contraccion
en dichas arterias. En conjunto, estos resultados indican la presencia de una

poblaci6n inhibitoria de receptores muscarinicos en el endotelio, probablemente del
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subtipo M,, que pueden modular la respuesta contrictil a la ACh producida a
través de la activacién de receptores M, en el misculo liso de las arterias
coronarias de resistencia del cordero.

El presente hallazgo de que los receptores endoteliales pueden ser del subtipo
M, y los receptores contréctiles del musculo liso del subtipo M,, estaria de acuerdo
con estudios realizados in vivo en la circulacion coronaria canina (PELC y col,
1988). Sin embargo, se ha sugerido que los receptores endoteliales que inducen
relajacion en las arterias coronarias grandes bovinas pueden pertenecer al subtipo
M, (BRUNNER vy col, 1991a), pero esto podria deberse a diferencias entre
especies o a que existe una heterogenidad de receptores muscarinicos, no solo entre
el endotelio y el misculo liso, sino también entre las partes proximales y distales
de la circulacién coronaria (NYBORG vy col., 1991), al igual que se ha observado
entre las partes proximales y distales de la circulacién cerebral (GARCIA-

VILLALON vy col., 1991).

Se ha sugerido recientemente que los receptores que median la vasodilatacion
a la ACh en las arterias de resistencia periféricas pertenecen al subtipo M, de
receptores muscarinicos (HENDRIKS y col., 1992; BRUNING y col,, 1994). En la
circulacién mesentérica de rata, encontramos valores de pKj para los antagonistas
muscarinicos que inhiben la vasodilatacion a la ACh, que sugieren la presencia de
un subtipo M, (Tabla 7). Sin embargo, los valores obtenidos en las arterias
coronarias de resistencia de la rata sugieren la presencia de un subtipo de
receptores muscarinicos que median la relajacién a la ACh con caracteristicas

diferentes a las de los receptores muscarinicos de las arterias de resistencia
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periféricas (Tabla 7), ya que los valores del estudio de antagonismo son diferentes
de los del lecho vascular mesentérico y de los anteriormente observados en vasos

periféricos humanos (BRUNING y col., 1994).

En resumen, nuestros resultados sugieren que los receptores muscarinicos de las
arterias coronarias de resistencia son diferentes de los receptores muscarinicos que
median ia vasodilatacién a la ACh en las arterias de resistencia periféricas y que
pertencen al subtipo M,, a pesar de que no podemos excluir receptores de los

subtipos m, o m;.

5.7 Caracterizacion de la respuesta mediada por receptores nicotinicos

El efecto dominante de la nicotina en las arterias coronarias de resistencia fue
un efecto contracil. La nicotina (10-10°M) no tuvo ningin efecto cuando fue
afiadida sobre la linea base. Sin embargo, en preparaciones precontraidas con
U46619, la nicotina (10*M) causé contraccién, mientras que a una concentracion
de 10°M indujo una respuesta bifdsica con una pequefa relajacion seguida de una
contraccién muy pronunciada (Fig. 40). Esta contraccién fue inhibida por ia
presencia del antagonista nicotinico, hexametonio y por el antagonista muscarinico,
atropina, mientras que la fisostigmina no alter6 de manera significativa la respuesta
contrictil a {a nicotina (Fig. 41). Estos resultados coinciden con los observados
después de la infusion intracoronaria de nicotina en la circulacién coronaria de
ternera, donde este agente tuvo un efecto bif4sico de vasoconstriccién seguida por

vasodilatacién, y que fue inhibido por la presencia de hexametonio o atropina
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(YOUNG y col., 1988). La nicotina activa probablemente receptores nicotinicos
presindpticos que liberan ACh de nervios colinérgicos y estimula receptores
muscarinicos en el misculo liso de las arterias coronarias de resistencia.

Sin embargo, la infusién de nicotina en la circulacidn coronaria canina induce
vasodilatacion que es revertida a vasoconstriccion en presencia de antagonistas -
adrenérgicos (DOWNEY vy col,, 1977, WOODMAN vy col., 1991), mientras que la
vasoconstriccidon desaparece después de infunsidon de antagonistas a-adrenérgicos
(WOODMAN y col, 1991), Ademds, en segmentos aislados de la rama circunfleja
de la arteria coronaria izquierda del perro, la nicotina también originé relajacion
potenciada por la presencia de antagonistas a-adrenérgicos (TODA y HAYASHI,
1982). Por tanto, estos estudios sugieren una liberacion predominante de
noradrenalina de nervios adrenérgicos depu€s de la activacidon de receptores
nicotinicos presindpticos. Sin embargo, €l efecto adrenérgico de la nicotina parece
de menor importancia en las arterias coronarias del cordero, ya que la respuesta
a la nicotina no fue alterada de manera significativa tras el bloqueo combinado con
antagonistas a- y 8-adrenérgicos. Las diferencias entre los resultados obtenidos en
el presente estudio y en los estudios de la circulacion coronaria canina, pueden ser

atribuidos a diferencias entre especies (KALSNER, 1989).

En las arterias cornarias del cordero, el antagonista nicotinico, hexametonio, no
alterd la respuesta a la ACh en concentraciones bajas (10°-10°M) y especificas
para los receptores nicotinicos, pero causé un pequefio desplazamiento a la
izquierda de las curvas concentracidn-respuesta a la ACh a concentraciones altas

10*M) (Fig. 42, Tabla 8), que también pueden actuar inhibiendo los receptores
g q P
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muscarinicos (EGLEN y col., 1989; PRIETO y col., 1994). La respuesta a la ACh
infundida en la circulacidon coronaria de ternera tampoco fue alterada por
concentraciones bajas de hexametonio (YOUNG y col., 1988). Esto sugiere que el
efecto de la ACh sobre los receptores muscarinicos es predominante y podria
ocultar la activacion de estos autorreceptores nicotinicos. El estudic de los
receptores nicotinicos en las arterias coronarias de resistencia sugiere la presencia
de este tipo de receptores, pero no permite distinguir diferentes subtipos. Sin
embargo, tanto la estimulacién eléctrica como la estimulacién con nicotina indican
la liberacién de un neurotransmisor con caracteristicas que corresponden a la ACh,
y ademas, que los efectos principales de la inervacion colinérgica en estas arterias

son vasoconstriccion e inhibicion de la vasodilatacion neurogénica.

5.8 Modulacion endotelial de 1a respuesta a la acetilcolina

La retirada mecanica de las células endoteliales en las arterias coronarias de
cordero causl un incremento en la tensidn basal, un desplazamiento a la izquierda
de las curvas concentracion-respuesta a la ACh y aboli6 la relajacion a la sustancia
P, al A23187 (Fig. 43) y a la bradiquinina, mientras que las respuestas al KPSS no

fueron alteradas, teniendo en cuenta el incremento en el tono basal.

El inhibidor de la NO sintasa, LNNA, indujo incrementos pequefios y
concentracidn-dependientes del tono basal de las arterias coronarias de resistencia
con endotelio intacto, mientras que no tuvo efecto en preparaciones desprovistas

de endotelio (Fig. 44). La magnitud de la respuesta maxima a la LNNA fue similar
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al efecto de la retirada del endotelio. Estos resultados sugieren que los efectos
inhibitorios del endotelio bajo circunstancias basales finicamente se deben a la via
de la L-arginina, y que las células endoteliales producen NO basalmente. Se ha
sugerido anteriormente, que el NO derivado del endotelio y formado bajo
condiciones basales tiene importancia para el tono de la circulacion arterial
coronaria, tanto a raiz de estudios de arterias coronarias porcinas in vitro
(TSCHUDI y col., 1991; MYERS y col., 1991b), como por la observacién de que
la resistencia vascular coronaria basal se incrementa con la infusion in vivo de
inhibidores de la NO sintasa en conejo (AMEZCU vy col, 1988, 1989), perro
(KELM y SCHRADER, 1990; DOMENECH y col., 1993}, cabra (GARCIA y col,,
1992) y cerdo (HATA y col., 1993). La inhibicion de la guanilato ciclasa con azul
de metileno también produjo contracciones concentracién-dependientes de vasos
con endotelio y la magnitud de la respuesta contréctil fue mds pronunciada que la
obtenida después de la inhibicion de la sintasa del NO (Fig. 45). Estas
contracciones fueron abolidas por 1a retirada mecdnica del endotelio, sugiriendo
que el efecto contrictil del azul de metileno es totalmente dependiente del
endotelio. Aparte de una inhibicion del efecto del NO basal liberado, se ha
sugerido anteriormente que el efecto contractil tan pronunciado del azul de
metilenc comparado con la inhibicion de la NO sintasa podria ser atribuido a la
contribucién de un nitrovasodilatador endégeno producido por otra fuente distinta
de la L-arginina {TSCHUDI y col., 1991), o a la acumulacion en el endotelio, en
forma de un nitrocompuesto, del NO formado a partir de la L-arginina; de esta
forma, existiria un "depdsito endégeno” de NO, desde donde puede ser liberado

lentamente en condiciones basales. Sin embargo, otra explicacidn alternativa es que
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el azul de metileno libere un factor contréctil del endotelio o inhiba la sintesis de
PGI, (MARTIN y col., 1989). Sin embargo, ¢! inhibidor de la ciclooxigenasa,
indometacina, no tuvo ningtin efecto significativo sobre el tono basal en las arterias
coronarias de reistencia excluyendo que parte del efecto de azul de metileno se

deba a una inhibicion de la sintesis de PGI,.

De este modo, en las arterias coronarias de resistencia, el NO derivado del
endotelio y formado basalmente podria reducir las respuestas a vasoconstrictores
como la ACh y endotelina (BERTI y col,, 1993}, pero el efecto de las bajas
concentraciones de pirencepina y telencepina indican que el incremento de la
respuesta a la ACh se debe fundamentalmente a la liberacidon de EDRF inducida

a través de un receptor endotelial.

La retirada del endotelio, afecté de manera diferente la respuesta a la ACh en
segmentos proximales de LIDA y en arterias coronarias de resistencia. En los
segmentos de LDA, la retirada del endotelio no cambio la sensibilidad de las
preparaciones a la ACh, pero incrementd significativamente la respuesta a
concentraciones altas de ACh (3x10°-10*M) (Fig. 46A), mientras que en las
arterias coronarias de resistencia desprovistas de endotelio, la sensibilidad a la ACh
fue mayor que en preparaciones con endotelio intacto (Fig. 46B). Esto sugiere que
la ACh podria tener una afinidad diferente por los receptores endoteliales en las
arterias coronarias grandes comparadas con las arterias coronarias de resistencia,
y apoya los estudios de los receptores muscarinicos que sugieren que hay

diferencias en los subtipos de receptores muscarinicos en los partes proximales y

215



distales de la circulaciéon coronaria. En arterias coronarias grandes del cerdo,
también se ha observado la presencia de receptores muscarinicos con baja afinidad
a la ACh, que causan vasorrelajacion (MATSUMOTO y col., 1993). Ademas, la
incubacion con el inhibidor de la sintasa del NO, LNNA, originé un cambio
diferencial similar al de la retirada del endotelio en las curvas concentracién-
respuesta a la ACh en la circulacion coronaria del cordero (Fig. 47). Esto sugiere
que el cambio que origina la retirada del endotelio en la respuesta a la ACh, tanto
en segmentos proximales de la LDA como en las arterias coronarias de resistencia,
se debe a una abolicion de la liberacion de NO. Los resultados indican que la
inhibicion de la sintesis de NO tiene mayores consecuencias en las arterias
coronarias de resistencia, ya que altera la respuesta a concentraciones mas bajas
y fisiolégicas de ACh. Efectos diferenciales de la inhibicidn de la sintasa del NO
sobre la respuesta a la ACh también se han observado en estudios in vivo

realizados en el cerdo (HATA vy col., 1993},

La incubacion con hemoglobina o azul de metileno produjo un desplazamiento
a la izquierda de las curvas concentracién-respuesta a la ACh, de similar magnitud
| al originado por la retirada mécanica del endotelio (Fig. 48-50, Tabla 9). Esto
confirma que todos los efectos inhibitorios del endotelio sobre la contraccion
inducida por la ACh probablemente se deban a liberacion de NO. Sin embargo, en
presencia de fisostigmina, los efecto de la LNNA, hemoglobina y azul de metileno
sobre las curvas concentracién-respuesta a la ACh fueron menores o totalmente
abolidos (Fig. 47-50). El efecto de la fisostigmina no parece ser debido a una

interaccidn directa con la via de la L-arginina, ya que los incrementos del tono
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basal en presencia de la LNNA vy el azul de metileno también se observaron en
preparaciones incubadas con fisostigmina. La ausencia o menor efecto obervado
con la LNNA, hemoglobina y azul de metileno sobre la respuesta contractil a la
ACh en presencia de fisostigmina, probablemente puede ser atribuida al mayor
efecto de la ACh sobre los receptores muscarinicos del misculo liso cuando se
inhibe la AChE, comparado con los receptores endoteliales. Apoyando esta
hipOtesis, en el presente estudio no se ha detectado AChE en la intima de las

arterias.

[Las prostaglandinas no parecen participar en la respuesta contractil a la ACh
en las arterias coronarias de resistencia del cordero (Fig. 51A). Sin embargo, la
incubacion con el NDGA causé una inhibicién pronunciada de la respuesta a la
ACh (Fig. 51b). Este agente estd considerado como un inhibidor potente de la
enzima lipooxigenasa a concentraciones de 5 uM (FORSTERMANN y col., 1988),
mientras que a concentraciones mas altas (10 uM), también tiene un efecto sobre
el EDRF después de su liberacién de las células endoteliales (FORSTERMANN
y col., 1988), y a concentraciones muy altas (36-126 uM) tiene un efecto inhibitorio
directo sobre 1a guanilato ciclasa en el miisculo liso de aorta (CLARK y LINDEN,
1986). En el presente estudio se utilizé 5 uM NDGA para obtener una inhibicién
especifica de la via de la lipooxigenasa, y esta concentracion no alteré las
relajaciones endotelio-dependientes al A23187 (Fig. 55). De este modo, a pesar de
que som necesarios estudios adicionales para confirmar el altimo efecto, los
resultados indican que la ACh induce la liberacidn de NO del endotelio y

probablemente también de una mediador vasoconstrictor de la via de la
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lipooxigenasa.

El ionéforo de calcio, A23187, indujo relajaciones endotelio-dependientes y més
potentes en los segmentos proximales de LDA que en las arterias coronarias de
resistencia, y la relajacion en los primeros fue mds resistente a la inhibicién de la
sintasa del NO que la relajacion de las arterias coronarias de resistencia (Fig. 52).
En las arterias coronarias de resistencia, tanto la reversion de la inhibicién de la
NO sintasa en presencia de la L-arginina (Fig. 53), como el efecto de la
hemoglobina (Fig. 54) y azul de metileno (Fig. 55) sugieren que el A23187 causa
relajacion de estas arterias exclusivamente a través de la liberacién de NO,
mientras que en los segmentos proximales de LDA, el A23187 podria liberar un
factor diferente del NO (COWAN y COHEN, 1991; HASHIMOTO y col., 1993),
o ¢l NO liberado actuaria a través de un mecanismo independiente del GMPc

(BOLOTINA vy col., 1994),

La adicién de NO exdgeno (a partir de una solucidn acidificada de nitrito) causd
una relajacidn de las arterias coronarias de resistencia (Fig. 56), que mno se
modificd por la retirada mécanica del endotelio ni por la presencia de LNNA, pero
fue inhibida en presencia de el "secuestrador de NO", hemoglobina. Ademas, el
examen histoquimico de la actividad NADPH-diaforasa demostrd la presencia de
esta enzima en las células endoteliales de los segmentos proximales de LDA y
arterias coronarias de resistencia, mientras que no se observaron fibras nerviosas
positivas para la reaccion (Fig. 57). Como control positivo de la reaccién se

incluyero arterias peneanas de resistencia equinas, ya que en esta preparacion se
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observan fibras nerviosas NADPH-diaforasa positivas. De las tres isoformas de la
NO sintasa (neural, endotelial y de los macrofagos), la reactividad NADPH-
diaforasa se colocaliza con la inmunorreactividad para la NO sintasa neural tanto
en el sistema nervioso central como en el periférico, asi como también en tejido
no nervioso (DAWSON vy col.,, 1991}, Por tanto, la técnica histoquimica aplicada
a nuestras preparaciones, puede ser considerada como un marcador fiable de los
lugares de sintesis de NO en la circulacion coronaria, y permiten concluir que dicha

sintesis parece llevarse a cabo fundamentalmente en el endotelio vascular.

En conjunto estos resultados indican que el NO derivado del endotelio juega un
papel importante en el control del tono basal de las arterias coronarias de
resistencia y probablemente tiene un papel inhibitorio importante en la modulacién
de la respuesta contractil a la ACh en estas arterias. Sin embargo, no parece que
existan evidencias de una inervacion nitrérgica en la circulacién coronaria del
cordero, lo cual es consistente con observaciones similares en la circulacién
coronaria del cerdo y del cobaya (URSELL y MAYERS, 1993; TANAKA y col,

1993a, 1993b).
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES
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Mediante la aplicacion de una técnica microvascular nueva se han evaluado las
respuestas funcionales de arterias coronarias de resistencia in vitro. En arterias
coronarias e resistencia humanas, la respuesta a la ACh fue variable,
probablemente debido a que las arterias proceden de pacientes de diferentes
edades y con patologias de la circulacién coronaria. Por esta razon, se ha
examinado la reactividad de dichas arterias en diferentes especies, encontrando una
gran variabilidad en 1a respuesta a la ACh. Se han eligido las arterias coronarias
del cordero por su similitud con las arterias humanas en lo que respecta a las
respuestas funcionales. Asi, la ACh produjo contraccién en todas las arterias

examinadas, originando relajacion Ginicamente en un 20% de las preparaciones.

En los segmentos arteriales de la parte proximal de la circulacién coronaria se
encontrd una desensibilizacién de la respuesta contréctil a la ACh, mientras que

dicha respuesta fue reproducible en las arterias coronarias de resistencia.

Tanto la actividad ChAT como la actividad AChE, fue mucho mas alta en las
arterias coronarias de resistencia que en segmentos proximales de la arteria
coronaria izquierda descendente, pero el efecto de la inhibicién de la AChE sobre
las contracciones de la ACh fue similar en ambos tipos de vasos. Existen ganglios
con actividad AChE en relacion con las arterias coronarias grandes, y Gnicamente
se hallaron fibras AChE-positivas en la unién adventicia-media. La inhibicion de

la ACKE fue independiente de la presencia de endotelio.

ILa estimulacion eléctrica transmural de las arterias coronarias de resistencia no

221



indujo contraccion sino una relajaciéon neurogénica que fue mas pronunciada en

presencia de atropina.

La baja selectividad de los agonistas muscarinicos no permitié caracterizar el
subtipo de receptor muscarinico que media la contraccion a la ACh en las arterias
coronarias de resistencia. El orden de potencia de los antagonistas muscarinicos
frente a la respuesta contrictil de la ACh fue: pFHHSID > pirencepina > AFDX
116. El antagonista selectivo de los receptores muscarinicos M,, pirencepina, indujo
un desplazamiento a la izquierda de las curvas concentracion-respuesta a la ACh
en arterias con endotelio, pero no en arterias desprovistas de endotelio. El agonista
McN-A-343 produjo una relajacién en arterias precontraidas que fue inhibida por

la pirencepina.

La nicotina indujo un efecto contractil en las arterias coronarias de resistencia

que fue inhibido por la atropina y el hexametonio.

La retirada mécanica de endotelio, 1a incubacion con un inhibidor de la sintasa
del NO o un inhibidor de la guanilato ciclasa incrementaron el tono miogénico,
indujeron un desplazamiento a la izquierda de las curvas concentracion-respuesta
a la ACh e inhibieron la relajacion al ionoforo del calcio, A23187, en las arterias

coronarias de resistencia.

De las investigaciones llevadas a cabo en el estudio de la regulacion colinérgica

y endotelial de la circulacién coronaria de resistencia, podemos concluir lo
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siguiente:

1.- Existe una desensibilizacion de la respuesta contractil a la ACh en las arterias
coronarias grandes o de conduccién que es independiente de la presencia de
endotelio y de la AChE, y que parece ser especifica del receptor. Esta

desensibilizacion a la ACh no fue hallada en las arterias coronarias de resistencia.

2.- La distribucion de la actividad ChAT y de las fibras AChE-positivas en la
circulacion coronaria del cordero sugiere una inervacion colinérgica probablemente
intrinseca, con mayor densidad en las arterias de resistencia que en las partes

proximales del arbol coronario.

3.- La existencia de una respuesta vasorrelajante neurogénica inducida por la
estimulacidn eléctrica transmural y sensible a la atropina, indica que las arterias

coronarias de resistencia del cordero tienen una inervacion colinérgica funcional.

4.- Los valores de pKj y el orden de potencia de los antagonistas muscarinicos en
arterias sin endotelio sugiere que la contraccién inducida por la ACh en arterias
coronarias de resistencia del cordero estd mediada por un subtipo de receptores

muscarinicos M,.

5.- El hallazgo de que bajas concentraciones de pirencepina desplazan a la
izquierda las curvas concentracion-respuesta a la ACh y de que el agonista McN-A-

343 induce relajacion sugiere que la respuesta contractil de la ACh esta modulada
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por un factor vasorrelajante, liberado por la activacion de receptores muscarinicos

M, en el endotelio.

6.- La nicotina tuvo un efecto contrictil en las arterias coronarias de resistencia,
probablemente debido a la liberacidon de ACh de nervios colinégicos. La ACh

liberada parece actuar sobre receptores muscarinicos contréctiles.

7.- Los efectos de la retirada mécanica del endotelio y de los inhibidores de la via
de la L-arginina sugieren que existe una liberacién basal y continua de NO y que
el NO es probablemente el factor que modula la respuesta contrictil a la ACh y
que media la relajacion al A23187 en las arterias coronarias de resistencia. No

existe ninguna indicacién de que estas arterias reciban una inervacién nitrérgica.
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