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La reducciónrelativadel flujo sanguíneocoronarioo isquemiacoronariaes la

primera causa de mortalidad humanaen el mundo occidental, y estáademás

asociadacon un alto índicede morbilidad (LEVY y col., 1988).

Las enfermedadesque afectan al flujo sanguíneocoronariose caracterizan

frecuentamenteporla presenciadeunaestenosisdebidaa lesionesateroscleróticas

en una, dos o tres de la arterias coronariasgrandeso epicárdicas.Cuando la

aterosclerosisprogresase ocluye la luz de la arteria epicárdicay la pérdidade

presióndebidaa estaestenosisseincrementade maneraexponencialoriginando

unadisminuciónde la presiónde perfusióndistal a la estenosis.Cuandola presión

de perfusión distal está por debajo (punto crítico) de la autorregulaciónde la

circulación coronaria,el flujo disminuyede forma brusca,y en estasituaciónel

flujo dependeexclusivamentede la presiónsanguínea.El punto crítico para la

presiónde perfusióndistal sealcanzacuandola estenosisocluye el 85% de la luz

de la arteriacoronariaproximal encondicióndereposo,mientrasqueen situación

deejercicio, estepuntosealcanzacuandola estenosisocluye la arteriaenun 45%.

De este modo, tradicionalmenteuna estenosisse puede considerarcomo una

estenosisorgánicao fija que impide el incrementodel flujo sanguíneopara el

miocardioy de estamaneracausaisquemia(GOULD y col., 1974; MACALPIN y

col., 1980; JOST y col., 1993). Sin embargo, está claro que otros factores

importantesintervienenen la patogénesisde la isquemiadel miocardio(Figura1).

En primer lugar, las propiedadesantitrombogénicasde la paredvascularestán

reducidasa nivel de unaestenosis,conduciendocon frecuenciaa la formación
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Manifestacionesfuncionalesy estructuralesdeenfermedadesqueafectanla
circulacióncoronaria.

Estenosiscoronaria

VasoconstnccíonEstenosis Trombosis
Inapropiada

1~
Inhibición de la
vasodilatación
mediadapor flujo

Isquemia

Arteriasde resistencia

1
Vasoconstricción

Inapropiada1
Redistribucióndel
flujo intranijocárdico

Figura 1. Esquemade posiblesprocesosimplicados en la reduccióndel flujo
sanguineocoronario (isquemia)en enfermedadesque afectana la circulación
coronaria. En la mayoría de los casos se trata del desarrollo de una lesión
ateroscleróticaen unao másde las arteriasgrandeso epicárdicasqueconducea
la formación de una estenosisen la paredde estasarterias,pero la afección
funcional tambiénseextiendea las arteriasde resistencia.
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de un tromboy oclusióndel flujo sanguíneocoronario.Un segundofactor quese

asociaa una lesión ateroscleróticaen las arteriascoronariasgrandes,es una

vasoconstriccióninapropiada(BERTRAND y col., 1982) causadapor disfunción

endotelial o por acumulaciónen las lesionesateroscleróticasde lipoproteinas

oxidadas,queprobablementepotencianlos efectosdevasoconstrictoresendógenos

(GALLE y col., 1990). La disfunción endotelial tambiénestá asociadaa una

inhibición de la vasodilataciónmediada por incrementosdel flujo sanguíneo

coronario en situacionesde ejercicio, que conduce a la isquemia coronaria

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

Ademásde una interrupciónde la autorregulacióncausadapor los factores

asociadosaunaestenosisproximal,sehasugeridoquela isquemiacoronariapodría

atribuirsea unavasoconstriccióninapropiadadebidaa la disfunciónendotelialde

los vasosintramiocárdicoso arteriasde resistencia.Apoyando estahipótesisestá

la observación,mediante la inyección de microesferas,de que se produce un

cambioen la relaciónentreel riego sanguíneodelsubepicardioy el subendocardio

en situacionesde isquemia.En condicionesnormalesestarelaciónes de 1-1.2,

mientrasque en condición de isquemiaesde 0.3.

Junto con la serotonina,noradrenalinae histamina, se ha sugeridoque la

acetilcolina podría ser un posible candidataque origine una vasoconstricción

inapropiadao vasoespasmoen la circulacióncoronaria.La mayoríade los estudios

de función de la circulación coronariabajo condicionesfisiopatológicasse han

hecho con infusión de un agonistay observaciónmedianteangiografíade las
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arterias grandeso epicárdicas.En la mayoría de los casos se ha utilizado

acetilcolinapara investigarunaposible alteraciónde la función endotelialen las

arterias grandes.Se ha descritoque en diversascondicionesfisopatotógicasla

respuestaa la acetilcolinaestámodificado de un efectovasodilatadoro ningún

efecto, a un efecto vasoconstrictor.La inyección subcutáneadel agonista

colinérgico,metacolina,causóvasoespasmoenpacientesconSindromeX o angina

variantede Prinz Metal (ENDO y col., 1976) y posteriormenteseconfirmó esta

observacióncon la infusión de acetilcolina en el mismo grupo de pacientes

(HORIO y col., 1986; YASUE y col., 1986).La acetilcolinaindujo vasodilatación

despuésdesuinfusiónen la circulacióncoronaria,queseconvirtióenvasoespasmo

enpacientesconlesionesateroscleróticasen las arteriascoronarias(LUDMER y

col., 1986; ZEIHER y col., 1991). La acetilcolina infundida produjo

vasoconstricciónen pacientescon cardiomiopatíadilatada(TREASURE y col.,

1990) y la vasodilataciónde las arteriasgrandesprobablementeestá inhibida en

pacientesque sufren hipertensióno diabetes(BRUSH y col., 1992; TREASURE

y col., 1992; NITENBERG y col., 1993). En animales experimentalesse ha

demostradoquemuchasde las enfermedadescardiovascularesque afectana la

circulación coronarialo hacenen forma global (CHILlAN y col., 1990; SELLKE

y col., 1990; SIMONSEN y col., 1992; KUO y col., 1992). La infusión de

acetilcolina en los estudioscon angiografía mencionadosanteriormente,fue

aplicadacomo test de la función endotelialbajocondicionesfisiopatológicas.La

acetilcolinanormalmenteestá consideradacomo uno de los neurotansmisores

clásicosque medianlas funcionesparasimpáticasdel sistemanerviosoautónomo

periférico. Todavía es un tema controvertido si la acetilcolina tiene un papel
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funcional relevantebajo condicionesnormalesen la circulación coronaria.

Seconsideraqueel flujo sanguíneocoronarioestáreguladoporcuatrofactores

determinantes(FEIGL, 1983). Primero, la presiónde perfusiónquecorresponde

a la presiónsanguíneaen la aorta.Segundo,la presióndel miocardioextravascular

quecasi detieneel flujo sanguíneocoronariodurantela sístolecardiaca.Tercero,

el control local metabólicoo consumodeoxígenoqueasu vez sepuededividir en

4 fracciones:consumobásico o de mantenimiento,consumodependientede la

frecuenciacardiaca,consumo/metabolismodependientede la tensión/presióndel

ventrículoizquierdoy consumodependientedelvolumensistólico.El cuartofactor

que regulael flujo sanguíneocoronarioesel control nervioso.Esteúltimo factor

ha sidopocoexploradoy consideradode pocaimportancia,probablementeporque

los otros tres factoresenmascaranel efecto de la infusión de agonistaso del

estímulode los nervios autónomos.Ademásde tenerun posible efecto directo

sobre el sistemavasculardel corazón,el sistemanervioso autónomoregula la

frecuencia cardiaca (efecto cronotrópico), el sistema de conducción(efecto

dromotrópico)y la contractilidaddel músculo cardiaco (efecto inotrópico). Un

cambioen uno de estos parámetros,inevitablementeinfluye en el consumode

oxígenoy por lo tanto causaun cambio indirecto del flujo sanguíneocoronario,

ocultandoel efecto directo del sistemanerviosoautónomosobre la circulación

coronaria(YOUNG y col., 1987). Los estudiosin vitro evitan la influencia de la

presióndeperfusióny de los cambiosen la presiónextravasculary el metabolismo

del corazóna la hora de investigarel efectode un agonistao de la estimulación

eléctricade nervios autónomos,peropor otro lado, el uso exclusivodetécnicasin
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vitro excluyeobtenerinformación sobre la influenciade dichosfactoressobreel

flujo sanguíneocoronario. La gran mayoría de las investigacionesin vitro de

segmentosarterialesaisladosse han concentradoen las partesproximalesde la

circulacióncoronariadebidoadificultadestécnicasparaobtenersegmentosdistales,

y existe, por tanto, poca información sobre la regulación de las arterias

intramiocardicaso arteriasde resistencia.Sin embargo,la utilización de técnicas

microvascularesdesarrolladasinicialmenteporBevany Osher(1972)y modificadas

posteriormentepor Mulvany y Halpern (1976), ha permitido el estudio de

segmentosaisladosde estasarterias tanto con métodospara medir la presión

intraluminal en un segmentoaislado como para medir la fuerza isométricao

isotónica (MULVANY y HALPERN, 1976; MULVANY y NYBORG, 1980;

HALPERN, 1991; NILSSON y SJÓBLOM, 1985).

1.1 Inervaciónde la circulacióncoronaria

El corazón recibe inervacióntanto del vago como de nervios simpáticos,de

naturalezaeferentey aferente.Los nervioscardiacospostganglionaressimpáticos

utilizan noradrenalinacomo neurotransmisory ademáscontienenel neuropeptido

Y (NPY} (VON EULER, 1946;LUNDBERG y col., 1982).Los nervioscardiacos

postganglionaresparasimpáticossoncolinérgicos,peroalgunascélulasganglionares

parasimpáticascontienenpolipéptido intestinal vasoactivo(VIP), somatostatinay

óxido nítrico (NO) (DELLA y col., 1983; CAMPELL y col., 1982; FRANCO-

CERECEDAy col., 1986; TANAKA y col., 1993a,b).
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Las fibras nerviosassensorialeso aferentesson de calibre fino y puedenser

mielínicas(fibras A-delta) o amielínicas(fibras C). Las dos tipos tienentanto un

origen vagal como espinal. Las últimas, o fibras aferentessimpáticastienensus

cuerposcelularesen lo~ ganglios espinales.Las fibras nerviosasaferentestienen

terminacionesen el corazón de naturalezapolimodal, y consecuentamente

respondentanto a estímulosquímicoscomo mecánicos.Las fibras aferenteshan

sido identificadasa travésde estudioselectrofisiológicos,pero las fibras del tipo

C, tanto las vagalescomo los espinales,tambiénsepuedenidentificar mediante

métodosinmunocitoquimicos,ya que contienenuna variedadde péptidos tales

como sustanciaP, neurokinina A y el péptido relacionadocon el gen de la

calcitonina(CGRP).

La oclusióndel flujo sanguíneocoronarioy la isquemiadel miocardioactivan

los aferentessimpáticosy parasimpáticos,y pareceser que la respuestarefleja

provocada por la obstrucción del flujo sanguíneocoronario dependede la

localizaciónde la isquemia.Así, un infarto anteriorinduceactividadsimpáticacon

taquicardiae hipertensión,mientrasque un infarto en la pared inferior causa

actividad vagal con bradicardia e hipotensión (BISHOP y col., 1983). La

estimulaciónde las fibras aferentessimpáticasdel tipo A no tiene efectosobreel

flujo sanguíneocoronario,mientrasquela estimulaciónde las fibras C causauna

vasodilataciónde la circulacióncoronariasimilar al efectode la noradrenalinaen

el gato (BROWN, 1986).

A principios de siglo se sugirió que la circulación coronaria recibía una
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inervacióndual simpática-parasimpáticay que estacirculaciónteníala inervación

másabundanteobservadaen el cuerpo (WOOLARD, 1926). Esta observación

podríaserequívoca,especialmenteen el casode las arteriasgrandes,dadoquelas

fibras nerviosasque inervan el miocardio y vasosdistales siguen un recorrido

perivascular(SCHIEBLERy WINCKLER, 1971).Sin embargo,mediantetécnicas

Inmunocitoquimicasaplicandoanticuerposparael productodel gende la proteína

9.5 (PGP9.5) queseencuentraen el citoplasmaneurona!,estudiosrecienteshan

confirmado que la circulación coronaria tiene una inervación densa

(GULBENKIAN y col., 1987).Mientrasqueestágeneralmenteaceptadoqueexiste

una inervación adrenérgica,la evidencia de una inervación colinérgica de la

circulacióncoronariaesmáscontrovertida(FEIGL,1989).Apanedeestossistemas,

sehademostradounainervaciónpeptidérgicaconfibrasquecontienenNPY, VIP,

CGRPy taquininas(WHARTON y GULBENKIAN, 1989). Por otro lado, existe

escasainformación sobre una posible inervaciónserotoninérgica,purinérgicao

nitrérgicade la circulacióncoronaria.

1.1.1 Inervaciónadrenérgicade la circulacióncoronaria

La inervaciónsimpáticadel corazóny los vasosperiféricostiene su origen en

las neuronassituadasen lasparteslateralesde la formaciónreticularis,en la parte

bulbar del tronco encefálico(centrovasomotor).Los axonesde estasneuronas

forman el tracto bulboespinal y desciendenen las columnasanterolaterales.

Contienendos tipos de neuronas,unasexcitadorasque liberan noradrenalinay

otrasqueliberanserotoninaparainhibir lascélulaspreganglionares(SHEPHERD
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y VANHOtYITE, 1980). Las fibras simpáticaspreganglionarespara el corazón

tienen origen en el cuarto y quinto segmentotorácicode la médula espinal y

forman conexionescon las fibras postganglionaresen los ganglios cervicalesy

torácico-cervical(ganglio estellar)y ganglios del plexo cardiaco,utilizando ACh

como neurotransmisor.Las fibras simpáticasinervan los nódulos sinoatrial y

atrioventriculary sistemade conducción,el miocardiode la aurículay ventrículo

y los vasossanguíneos.

Mediantela técnicade histofluorescenciadescritaporFALCK y col. (1965),que

utiliza paraformaldehidopara localizar el contenidode aminasbiógenasen los

tejidos, se ha demostradola presenciade un complejo nervioso adrenérgico

perivasculartanto en arteriasgrandescomo pequeñasde la circulación coronaria

(DENN y STONE, 1976;DOLEZEL y col., 1978; HOLMGREN, 1985).La técnica

másespecíficade localizacióninmunocitoquimicade la enzimatirosina-hidroxilasa

ha confirmado la presenciade una inervación adrenérgicade la circulación

coronariaen el cobaya(GULBENKIAN y col., 1990).

Porotraparte,estudiosde microscopiaelectrónicahandescritoterminaciones

varicosascon vesículasdensas,de naturalezaadrenérgica,en la unión adventicia-

mediasin penetraciónen el músculo liso coronario (DENN y STONE, 1976;

DOLEZEL y col., 1978). Lasterminacionesvaricosasseacercana las célulasdel

músculo liso hasta una distancia de 0.1-0.5 ym. Se ha sugerido que la

neurotransmisiónenarteriasmusculareso arteriaspequeñasocurrecomoresultado

de un transmisorliberadodeconexionesneuromuscularesespecializadas,mientras
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que en arteriaselásticasel neurotransmisorse libera de terminacionesvaricosas

distantes(LUFF, 1991).

Lasarteriascoronariasepicárdicascaninascontienen0.4pgdenoradrenalinapor

gramode tejido (RORIEy SHEPHERD,1980),contenidomenorqueel observado

en las arteriasmesentéricaso cerebralesdel perro (TODA y col., 1978).

La liberación de noradrenalinade nervios simpáticos tiene una influencia

importante en el tono vascular coronario y la perfusión del miocardio. La

circulacióncoronariaestácaracterizadapor tenerunadistribución heterogéneade

receptoresaifa- y beta-adrenérgicos,condominio de los primerosen las arterias

grandesoepicárdicasy de los receptoresbeta-adrenérgicosen las arteriaspequeñas

o intramiocárdicas(FEIGL, 1983; TODA y MIYAZAKI, 1987; NYBORG, 1990).

El efecto de la noradrenalinaen las arterias coronarias grandes es una

vasoconstriccióndirectamediadaporreceptoresa-adrenérgicos(ZUBERBURLER

y BOHR, 1965; FEIGL, 1967; HOLTZ y col., 1977; VATNER y col., 1980;

COHEN y col., 1983; YOUNG y VATNER, 1986). En estudiosin vivo usando

estimulaciónde los nerviossimpáticoso infusióndenoradrenalina,sehaobservado

un incrementode la resistenciavascularcoronariay reduccióntransitoriadel flujo

sanguíneocoronariomediadaporreceptoresalfa-adrenérgicos(MCRAVEN y col.,

1971; MARK y col., 1972; KELLEY y FETOL, 1978; VATNER y col., 1980;

MORELAND y BOHR, 1984).En presenciadeun bloqueode los receptoresalfa-

adrenérgicos,se observóuna vasodilatacióncon infusión de noradrenalina.Sin

embargoen estudiosrealizadosin vitro, la constricciónmediadapor receptores
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alfa-adrenérgicosesmínimao nula,mientrasqueseobservarelajacióna travésde

receptoresbeta-adrenérgicos(ZUBERBUI-ILER y BOHR, 1965; ANDERSONy

col., 1973; NAKAYAMA y col., 1988). La falta de vasoconstricciónmediadapor

receptoresalfa-adrenérgicos,observadaen estudiosde segmentosaisladosde

arteriascoronariaspequeñas,encontrasteconlos estudioshechosin vivo, sepuede

atribuir a diferentes factores. Así, los factores metabólicos y la influencia

autorreguladorapodriancomplicar los resultadosobtenidosen animalesvivos a

pesarde los intentosdecontrolarestosefectos.Además,la vasoconstricciónpodría

ocurrir en vasosmásgrandesque las arteriasanalizadasin vitro, y pareceexistir

unadistribuciónheterogéneade los receptoresalfa-adrenérgicosen la circulación

coronaria(CHILlAN y col., 1989). En todos los estudiosrealizadoscon arterias

coronariaspequeñas,se ha utilizado noradrenalinaexógenapara investigar las

respuestasadrenérgicasy esto causauna estimulacióntanto de los receptores

inervados como no-inervados,mientras que una estimulación de los nervios

simpáticosprobablementesolo activa los receptoresinervados(HIRST y NIELD,

1980). Finalmente,otros neurotransmísoresvasoconstrictorestalescomoel NPY

y el ATP se pueden liberar de los nervios simpáticos (BURNSTOCK, 1986,

LUNDBERGy HOKFELT, 1986).

Losreceptoresadrenérgicosy endoteliales,quenormalmenteestánconsiderados

como extrajuncionaleso no-inervados,podríanser activadospor noradrenalinao

adrenalinacirculantes.En la circulacióncoronariase hademostradola presencia

de receptoresalfa2-adrenérgicosenel endotelio,quemedianla liberacióndelfactor

relajantederivadodel endotelio (EDRF) (COCKS y ANGUS, 1983) y de una
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fraccióndebeta-adrenoceptoresquecausanrelajaciónatravésdel endotelioen las

arteriasgrandes(RUBANYI y VANHOUTTE, 1985).Sin embargo,en las arterias

coronarias de resistenciase ha sugerido recientementeque una parte de la

vasodilataciónbeta-adrénérgicaen perros conscientesse realiza a travésde la

liberaciónde EDRF (PARENT y col., 1993).perolos estudiosin vitro de arterias

coronariaspequeñasno confirman que la liberación de EDRF esté mediadaa

travésde receptoresbeta-adrenérgicos(QUILLEN y col., 1992).

1.1.2 Inervacióncolinérgicade la circulacióncoronaria

La inervaciónparasimpáticadel corazón tiene un origen ipsilateral en los

núcleoseferentesde la médulaoblongada,comoseha descritousandola técnica

de la peroxidasade rábanoy estimulacióneléctricade los núcleosde la médula

(LOFFELI-IOLZ y PAPANO, 1985). En aves, los somascelularesse encuentran

en los núcleosdorsales,pero por ejemplo,en mamíferoscomoel gato el núcleo

ambiguuscontienela mayoríade somas(72%) seguidopor los núcleosdorsales

motores(19%) y la zona intermedia(9%) (NOKOSA y col., 1979). Las fibras

parasimpáticascon origen en estosnúcleosdel tronco del encéfalo,alcanzanel

corazóna travésdel nervio vago,de suspartescervicalesy torácicas.Estasfibras

preganglionaresproporcionanunainervaciónbilaterala losgangliosparasimpáticos

intracardiacos.En la ratay en el gato, la parasimpatectomíabilateralde las fibras

preganglionaresredujo el contenido de ACh, mientras que una vagotomía

unilateral fue totalmenteineficaz (BROWN y col., 1980; LUND y col., 1979).Los

ganglios cardiacosintrínsecos,apartir de los cualesseoriginan las fibras vagales
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postganglionarespara el corazón,estánsituadosen el subendocardiodel septo

auricular,en la parteposteriorde la aurícula,en el tejido conectivosubepicárdico,

y en el sulcusatrioventricular(RICKENBACHER y MfJLLER, 1979).Las fibras

postganglionaresparasimpáticascolínérgicassedistribuyenenel nódulo sinoatrial,

el nóduloatrioventricular,el sistemade conducción,lasaurículasy los ventrículos.

Las escasasfibras parasimpáticasqueinervanel ventrículoy probablementelos

vasos ventriculares, procedende ganglios atrioventricularesde la superficie

subendocardial(MARTINS y ZIPES, 1980; BARBER y col., 1984).La aplicación

de fenol a la paredanteriorlibre del ventrículoizquierdointerrumpiólos nervios

eferentessimpáticos,pero no las fibras vagaleseferentespara el epicardio y

endocardio,mientrasque un infarto de miocardio transmuralinhibió tanto la

transmisióneferentesimpáticacomola parasimpáticapara la zonadel miocardio

sin infarto, y situadaapicalmenteal infarto. Eso sedebeprobablementea una

destrucciónde los nervios eferentesqueatraviesanla zona de infarto (BARBER

y col., 1984). Estosautoresdemostrarontambiénqueocurríalo mismo en el caso

de las fibras aferentesactivadaspor nicotinay que discurrenen el nervio vago

(BARBER y col., 1984).

La síntesisde ACh se realizaa travésde la acetilacióndela colina,a partir del

acetil coenzimaA (acetil CoA), en una reaccióncatalizadapor la enzimacolina

acetiltransferasa(ChAT) (Figura II) que tiene lugar en el citoplasma de la

terminaciónnerviosa(WHITFAKER y col., 1986):

Acetil CoenzimaA + Colina., Acetilcolina + CoenzimaA
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La regulaciónde la síntesisdeACh dependede la captaciónespecíficadecolina

a travésde un transportede alta afinidad saturable(1-5 gM) y un transportede

bajaafinidad(40-50 pM) paracolina.La actividadChAl no parecerepresentarun

pasoreguladoren la formaciónde ACh ya que la actividadmáxima(Vm) de la

ChAT esmuy superiora la velocidadde producciónde AC1I (TUCEK, 1984).

Ladeterminaciónbioquímicade la actividadChATconel métodode FORNUM

(1975)seha usadocomo índicede la inervaciónparasimpáticatantoenel corazón

comoen la circulacióncerebral(LUND y col., 1979; ESTRADAy col., 1988).En

el corazón, la actividadneuronalChAT puedederivar de dos fuentes: (1) Las

fibras preganglionaresparasimpáticasy (2) la inervación postganglionar

parasimpáticaqueincluyeaquellosnerviosqueseoriginany terminanenel propio

corazón,puestoque no existe evidenciade que las células miocárdicastengan

actividadChAl (ROSKOSIy col., 1977).

En el corazón de rata, la vagotomíaa nivel cervical únicamenteprodujo

reduccionesde la actividad ChAT en las regiones del nódulo sinoatrial y

atrioventricular,mientrasquela actividaddeesteenzimano estuvoalteradaen las

aurículas,el septointerventricularo ventrículos,9 díasdespuésde unavagotomía

bilateral a nivel cervical (LUND y col., 1979). El métodobioquímico para la

determincaiondel ChAT no hasido aplicadoa la circulacióncoronariaaislada,y

por lo tanto, no sesabesi existeactividadChAT en estacirculación.

En el sistemanerviosocentraly la circulación cerebralse ha desarrolladoun
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métodoinmunocitoquimicoparala demostracióndel ChAl queha permitidouna

localizaciónmásespecíficade los nervioscolinérgicos(SALTO y col., 1985; MIAO

y LEE, 1991), pero estemétodono se ha aplicado conéxito en la localizaciónde

fibras colinérgicasen el sistemaautónomoperiférico, probablementedebidoa la

existencia de diferentes isoenzimasdel ChAT. Otra aproximación para la

localización de nervios colinérgicos ha sido el desarrollo de un método

histoquimicodelChAl enel sistemanerviosocentral(KASA y col. 1970),perola

especifidaddeestemétodono fue suficientementealta paragarantizarquetodos

los precipitadoscorrespondierana fibrascolinérgicas(BURT, 1970).

El endotelio podría ser otra fuente de formación de ACh, como indican

observacionesultraestructuralesde ChAl en células endotelialesde arterias

cerebrales(PARNAVELAS y col., 1985;KAWASHIMA y col., 1990) y en arterias

coronariasde rata(MILLNER y col., 1988), y el hechodequeseencuentraAChE

enel corazónde avesenun estadoembrionarioantesde quelleguela inervación

parasimpáticaal órgano (JO y col., 1992).

Las indicacionesde una inervación colinérgicade la circulación coronaria

procedenmayoritariamentede la determinaciónhistoquimica con microscopia

ópticade la acetilcolinesterasa<AChE). La AChE metaboliza la ACh para dar

colina y acetato,los cualespuedenserrecaptadospor la neuronay reutilizadosen

la síntesisdeACh (Figura II).

Acetilcolina ~—r Colina + Acetato
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Figura II. Representaciónde los procesosimplicados en la neurosecreción
colinérgica(modificadode WHITTAKER, 1986).Vesículasinápticasintetizadaen
el cuerponeuronal(V0), vesículasde reserva(VR) y vesículasde liberación(ML).

ACS, acetil-CoA sintetasa; ChAl, colina acetiltransferasa; AChE,
acetilcolinesterasa;AcT, transportadorparael acetato;ChT, transportadorde alta
afinidad parala colina.

Renovaciónaxonal • • >
Reciclaje
Recrutamiefito y reciclaje »n.~
inducido po’ el estímulo
Recuperación ... >
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La AChE se encuentraen concentracionesmuy altas en fibras nerviosas

colinérgicas.No obstanteestos resultadosse deben interpretarcon precaución

puestoque la enzimatambiénse haencontradoen fibras nerviosasadrenérgicas,

dopaminérgicasy peptidérgicas(KOELLE y col., 1955;BARAJASy WANG, 1975).

La evidenciade unainervacióncolinérgicade la circulacióncoronariaprocede

de la demostracióndefibras ACIIE positivasen lasarteriascoronariasgrandesde

la rata(BURNSTOCK, 1980),gato(SCHENK y BADAWI, 1968),perro(SCHENK

y BADAWI, 1968; DENN y SIONE, 1976; GEROVA y col., 1979),primatesno-

humanos(P[LLAY y REID, 1982) y del hombre(AMENTA y col., 1981). La

presenciade una inervación colinérgicade las arteriasgrandesy pequeñasde

primates fue demostradamediante la determinaciónde la AChE en monos,

despuésde ¡a destruciónde los nervios simpáticoscon guanetídína(INLLAY y

REID, 1982). Sin embargo, estos estudios no confirman definitivamente la

presenciadeunainervacióncolinérgica,puestoquela AChE puedeestarpresente

enfibras sensorialesdescritasen la circulacióncoronaria(GULBENKIAN y col.,

1993>, y en contraste,otros autoresno hanencontradofibras AChE positivasen

las arteriascoronariaspequeñas,sino únicamenteen las arteriasde gran calibre

<AMENTA y col., 1981). DENN y STONE (¶976) desarrollaron varios

procedimientosparadeterminarla fuentedelas fibrasAChEpositivasencontradas

en las arteriasgrandesde la circulacióncoronariadel perro.La seccióndel nervio

vago a nivel cervical, no indujo unapérdidade la actividadAChE en las arterias

coronarias,y estosautoressugierieronquelas fibras colinérgicasprobablemente

tienen su origen en células ganglionaressituadasen la base del corazón
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(JACOBOVITZ, 1967; NAVARATNAM y PALKAMA, 1965; NAVARATNAM

y col., 1968; DENN y SIONE, 1976), y siguenun recorridosimilar al de las fibras

queinervanel miocardiodel ventrkulo(BARBER y col., 1984).

En estudiosultraestructuralesrealizadosconmicroscopiaelectrónica,dondelos

nervios colinérgicos han sido identificados como varicosidadesnerviosascon

vesículasclaras,dichasvesículashansidoobservadasaunadistanciade 500nm de

lascélulasmusculareslisas y distribuidasenla adventiciade las arteriascoronarias

deconducción(KRISTEK y GEROVA, 1987),perosehasugeridoquelas arterias

y arteriolasaparentementetienenmásterminacionesnerviosasquelasarteriasmás

grandesen la circulaciónarterialde lasaurículas(LEVER y col., 1965; MALDOR

y col., 1978).En seccionesde aurículadecobayasehanobservadofibrasnerviosas

con vesículasclaras lo que sugiereque los capilarescardíacostienen inervación

colinérgica(MALDOR y col., 1978>.

1.1.3 Inervaciónno-adrenéruicano-colinérgicade la circulacióncoronaria

Ademásde la inervaciónclásicaadrenérgicay colinérgica,el corazónrecibeuna

rica inervación peptidérgica (GULBENKJAN y col., 1993), mientras que la

existenciade una inervación purinérgica, serotoninérgicao nitrérgica es más

controvertida.Estosneurotransmisoresno-adrenérgicosno-colinérgicos(NANC)

localizadosen fibras nerviosaspuedentenerlas siguientesfuncionesfisiológicas:

(1) Actuar comohormonas,(2) Aduar comoneurotransmisoressobresuspropios

receptores,(3) Actuar comoneuromoduladorescon influenciasobrela liberación
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y/o acciónde otrostransmisoresy (4) Actuarconefectostróficosa largopíazo.En

general,estosneurotransmisores(NANC) se puedendividir en dos grupos: (1)

Neurotransmisoreso moduladoresde los nervios autónomossimpáticos(NPY,

ATP, encefalinas), parasimpáticos(VIP, somatostatina, NO, galanina) o

independientes(serotonina,VIP, neurotensina)y (2) neurotransmisoresliberados

de fibras sensorialesaferentespor acciónantidrómica(CGRP,SP y neuroquinina

A).

En diversascirculacionesse ha demostradoque el ATP es co-liberadocon la

noradrenalinade nerviossimpáticos(BURNSTOCK, 1988; BAO y col. 1993). El

ATP exógenoinfundido en el corazónaisladode ratapuedeinducir constricción

a través de receptoresP2,~ en el músculo liso o vasodilatación a través de

receptoresP2< enel endotelioo músculoliso (HOPWOODy BURNSTOCK,1987).

Los receptoresendotelialesprobablementeno seactivancon el ATP liberadode

los nervios, sino quepodríanmediar los efectosdel ATP liberadodeplaquetaso

delpropio endotelio.Enlo querespectaa la circulacióncoronaria,sehaobservado

en segmentosaisladosde arterias coronariasde conejo y cobaya un efecto

vasodilatadordelATP mediadoa travésde receptoresP2~ localizadostanto en el

endoteliocomoel músculoliso vascular,pero los purinoceptores1% solo hansido

localizadosenel músculoliso (KEEFy col., 1992).Un efectovasorelajantesimilar

mediado a través de receptores beta-adrenérgicos,se ha obtenido con

noradrenalinaen la mismapreparacióny los autoreshansugeridoque el ATP y

la noradrenalinapodríanserco-transmisores(CORRy BLJRNSTOCK,1991). Sin

embargo,quedapor demostraruna co-liberaciónde ATP y noradrenalinaen la
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circulacióncoronaria.Además,existeevidenciade queel AIF puedeserliberado

de forma antidrómicaa partir de fibrassensoriales(BURNSTOCK y col., 1987).

El NPY se ha encontrado en nervios cardiacos de tejido humano, en

concentracionesespecialmentealtasalrededorde los vasoscoronarios(GU y col.,

1983; CORR y col., 1990; GULBENKIAN y col., 1993); el doble marcaje

inmunocitoquimico para este péptido y la enzima tirosina-hidroxilasa ha

demostradola coexistenciadelNPY y la noradrenalinaennerviosadrenérgicosde

la circulación coronaria (CORRy col., 1990; GULBENKIAN y col., 1993). Así

mismo, la retiradaquirúrgica del ganglio estrelladoo destrucciónde los nervios

simpáticos con guanetidinaorigina una pérdida casi completa de las fibras

inmunoreactivaspara la tirosinahidroxilasay el NPY en el corazónde cobaya

(DALSGAARD y col., 1986; CORRy col., 1990). Por último, la estimulaciónde

los nervioscardiacossimpáticosparael corazónaisladode cobayao cerdosugiere

quela noradrenalinay el NPY tambiénse liberanjuntos(RUDEHILL y col. 1986).

La infusión intracoronariadel NPY producevasoconstricciónde la circulación

coronaria(FRANCO-CERECEDAy col., 1985a).El NPY tiene un efectodirecto

comovasoconstrictora travésde receptoresen el músculoliso quepredominaen

las arterias coronarias pequeñas y un efecto indirecto incrementandola

vasoconstricciónalfa-adrenérgicae inhibiendola vasodilataciónbeta-adrenérgica,

efectoqueesmásmarcadoen las arteriascoronariasproximaleso de conducción

(FRANCO-CERECEDAy col., 1985a;HAN y ABEL, 1987; PRIETOy col., 1991a;

GULBENKIAN y col., 1992).
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No seha encontradoinmunoreactividadparael NPY en fibrasAChE positivas

en la circulacióncoronaria(GULBENKIAN y col., 1993) y su posible efectode

modulación de las respuestascolinérgica está poco estudiado, pero se ha

demostradoqueinhibela relajacióndependientedelendoteliocausadapor la ACh

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

En el corazónde cobayaseha localizado inmunoreactividadparaencefalina

asociadaa los nerviossimpáticosy el tratamientocon 6-hidroxidopaminareduce

la cantidadde encefalina(LANG y col., 1983).

El péptido VIP de 28 amino ácidos es homólogo al PHI-27 (péptido con

histidinaenel terminal N e isoleucinaen el terminal C) y derivadode la misma

promoléculaque la forma humana,PHM (metioninaen el terminal C). El VIP

tambiéncompartepropiedadesde homologíay función con el péptido pituitario

que activa la adenilato ciclasa (PACAP) (HUANG y col., 1993). La

inmunoreactivdadparael VIP esmuchomásescasaquela inmunoreactividadpara

el NPY halladaenfibrasnerviosastanto enlas partesproximalescomodistalesde

la circulacióncoronaria(GIJLBENKIAN y col., 1993).La inmunoreactividadpara

el VIP se ha localizadoen el corazónhumano,de mono, cobayay rata, donde

apanede estar localizado en fibras nerviosaspara los vasoscoronariosse ha

encontradoen fibras nerviosaspara la aurícula y el sistemade conducción

(WEIHE y col., 1984; BRUM y col., 1986). El VIP ejerce un efecto directo

cronotrópicoe inotrópicopositivo (DE NEEFy col., 1984; UNVERFERTHy col.

1985; FRANCO-CERECEDAy col., 1987a) y se ha demostradoque es un
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vasodilatadorpotenteen la circulacióncoronariain vivo e in vitro a travésde una

activaciónde la adenilatociclasaindependientedelendotelio(BRUM y col., 1986;

FORSMANN y col., 1988; ITOH y col., 1990).El PHIy PHM sonmenospotentes

comovasodilatadores,rtiientrasqueeL PACAP tiene igual potenciaqueel VIP en

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

En la ranasehalocalizadoinmunoreactividadparala somatostatinaennervios

parasimpáticosy probablementeeste neuropéptidose almacenacon la ACh en

nerviosparasimpáticospostganglionares,seliberanjuntosconla estimulaciónvagal

y tienenun efectoinotrópiconegativotantoen la ranacomoen el corazónhumano

(CAMPELL y col., 1982; DIEZ y col., 1985; FRANCO-CERECEDAy col., 1986,

1987). La somatostatinatiene un efecto relajantesimilar al efecto del VIP en

arteriascoronariashumanas(FRANCO-CERECEDAy RUDEHILL, 1989).

Se ha localizadoinmunoreactividadparala galaninaen el corazónde cobaya

pero su función no seconoce.En el sistemanerviosocentralla galaninacoexiste

con la ACh y su principal efecto es la inhibición presinápticade los nervios

colinérgicosaaltasfrecuenciasdeestimulacióneléctrica(HOKFELT y col., 1989).

Recientemente,se ha sugeridoque el NO podríaser un neurotransmisorno-

adrenérgico,no-colinérgico. Es posible localizar las célulasque sintetizanNO

mediantela tinciónhistoquimicade la NADPH-diaforasa(NADPH-d) o mediante

la localizacióninmunocitoquimicade la sintasadelóxido nítrico. De estemodo,se

han localizado ademásde en las célulasendotelialesy endocárdiacas,neuronas
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positivaspara la NADPH-d y sintasadel NO en gangliosintracardiacosdel septo

atrial delcorazóndecobaya(TANAKA y col. 1993a, 1993b).Sin embargo,algunos

de estosprocesosneuronalespodríantener un origen extrínsecorepresentando

fibras parasimpáticaspreganglionares,fibras simpáticaspostganglionareso nervios

sensorialesaferentes.Sin embargo,la actividadNADPH-d en neuronasdelnúcleo

ambiguus,núcleomotordorsaldel vago,gangliocervical superiory ganglioceliaco

es muy escasao nula (GONZALEZ y col. 1987; GROZDANOVIZ, 1992;

VINCENT y KIMURA, 1992), pero algunas subpoblacionesde neuronas

sensorialesen el ganglio nodosoo dorsalcontienenunaalta actividadNADPH-d

(AIMI y col. 1991; MORRIS y col., 1992). El NO podría actuar como

neurotransmisory contribuir a los efectos ya descritos sobre el corazón y

vasculaturadel NO liberadodel endocardioo célulasendoteliales(mirar sección

1.4.2).

El CGRPesun p¿ptidode 37 aminoácidosy existeendosformasestructurales,

alfa-CGRPy beta-CGRP,que sehan localizadoen la ratay en tejido humano

(AMARA y col., 1985; FISHER y BRON, 1987). Se ha encontradoabundante

inmunoreactivdadparael CGRPenel endocardio,pericardioy arteriascoronarias,

con menor densidaden el miocardio y epicardio<MULDERRY y col., 1985;

WHARTON y col., 1986; GULBENK1AN y col., 1993).La inmunoreactividadpara

el CGRPcoexistecon inmuinoreactividadparasustanciaP (SP) y taquininastales

comoneuroquininaA (NKA), en un 90% de las neuronascon inmunoreactividad

para el CGRP(GIBBINS y col., 1985). Estos péptidos son sensorialesy están

localizadosen fibrascardiacasno-mielínicasy aferentesdel tipo C. La activación

delas fibrasC utilizandocapsaicina,nicotina,bradiquinina,ouabainao induciendo
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isquemiacausala liberaciónde inmunoreactividadpara el CGRP, SP y NKA

(HOOVER, 1987; FRANCO-CERECEDAy col., 1988, 1989), y el tratamiento

sistémicocon capsaicinaconducea la pérdidatanto de inmunoreactividadparael

CORPcomo para la SP en el corazón(MULDERRY y col., 1985; URBAN y

PAPKA, 1985). Mediante experimentosfarmacológicosse ha sugeridoque el

CORPy no los taquininasestá involucradoen el efectocronotrópicopositivo y

vasodilatacióncoronaria inducidos por la capsaicina(FRANCO-CERECEDAy

LUNDBERG, 1985; FRANCO-CERECEDAy col., 1987b;MANZINI y col. 1989).

El CGRP tiene un efecto cronotrópico e inotrópico positivo (FRANCO-

CERECEDAy LUNDBERG, 1985) y una acciónvasodilatadorapotentein vivo

e in vitro en la circulacióncoronariadediversasespeciesanimales(HOLMAN y

col., 1986; FRANCO-CERECEDAy col., 1987b; GREENBERG y col., 1987;

SHOJI y col., 1987; BENY y col., 1989) y del hombre(MCEWAN y col., 1986;

THOM y col., 1987; FRANCO-CERECEDAy RUDEHILL, 1989; FRANCO-

CERECEDA,1991).El CGRPcausaunavasodilatacióndependientedelendotelio

en las arteriascoronariasproximalesmientrasqueen lasarteriasintramiocárdicas

relaja a través de receptoreslocalizadosen el músculo liso vascularde la rata

(PRIETO y col., 1991b), aunqueen arteriascoronariasproximalesporcinas,el

péptidosolo actúaa travésde un receptorenel músculo liso activandola enzima

adenilatociclasa(KAGEYAMA y col., 1993). La sustanciaP relaja las arterias

coronariasa travésde la liberaciónde un factor hiperpolarizantedel endotelio

(BÉNY y col., 1989), mientrasqueel efectovasodilatadorde la neurokininaA en

la circulación coronaria es menos potente (EZRA y col., 1986; FRANCO-

CERECEDAy RUDEHILL, 1989).
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También se han encontrado en vasos coronarios otros posibles

neurotransmisorescomola serotonina,neurotensinay dinorfinaentreotros,aunque

los efectosde losúltimos sobrela circulacióncoronariano hansidoclarificadosy

precisanmayor investigación(Bumstock, 1990).

1.2 Regulacióncolinérgicade la circulacióncoronaria

El papeldel sistemanerviosoparasimpáticoen la regulaciónde la circulación

coronariaestodavíacontrovertido,apesarde lasextensasinvestigacionesllevadas

a caboen estecampo.Este hechopuedeser atribuidoa lo siguiente:

(1) Los cambiosen la presióndeperfusiónde la circulacióncoronariay cambios

en el metabolismoquetienen lugar con la estimulaciónparasimpática.

(2) Las diferenciaspotencialesentreel control neural frente al control humoral

parasimpáticode la circulación coronana.

(3) Las diferenciaspotencialesentrela regulaciónde arteriasgrandesfrentea

arteriascoronariaspequeñas.

(4) Lasdiferenciasentreespecies.La mayoríadeestudiosin vivo se hanrealizado

en el peno, donde el efecto de la estimulaciónparasimpáticay estimulación

exógenacon agonistascausavasodilataciónde la circulación coronaria(FEIGL,

1969;VAN WINCKLE y FEIGL, 1989).Debido a lasdiferenciasentreespeciesen

lo referenteal control colinérgico,esteaspectode la regulacióncoronariano seha

clarificado lo suficienteparaentenderla regulacióncolinérgicade la circulación

coronariahumana.
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Laestimulaciónneuralohumoraldelsistemanerviosoparasimpáticooriginauna

reducciónde la frecuenciacardiaca(efectocronotrópiconegativo),disminuciónde

la conducción del impulso (efecto dromotrópico negativo), reducción de la

contractilidaddelventrículoizquierdo(efectoinotrópiconegativo)y de la presión

arterial sistémica.Estosefectosdisminuyenel trabajo del corazóny conducena

unareduccióndel metabolismomiocárdico,seguidadeunareduccióndelconsumo

de oxígeno y de la presión de perfusión. De este modo, estosefectospueden

enmascararunaaccióndirectavasodilatadora,vasoconstrictorao ningún efectode

la estimulaciónparasimpáticasobrela circulacióncoronaria(YOUNG y col., 1987).

Depuésde controlar los factores metabólicosque podrían influir en el flujo

sanguíneocoronario(frecuenciacardiaca,presiónventricular),seha demostrado

una vasodilatacióncolinérgicainhibida por atropinaen la circulación coronaria

canina, tras la infusión de ACh o tras la estimulaciónde 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,estetipo

deestudiosno sehanllevado acaboenespeciesdondela respuestapredominante

de la AC1i infundidaseavasoconstricción.Además,seha sugeridoanteriormente

que la circulación coronaria canina reacciona a la ACh solamente con

vasodilatación, aunque PELC y col. (1986, 1988) describieron tanto una

vasodilatacióncomo una vasoconstricciónmediadaspor receptorpara la ACh

infundida.En lo referentea lasdiferenciasentreespecies,la estimulacióneléctica

del vago en una preparciónde Langendorff produjó vasoconstricciónde la

circulacióncoronariade la rata(VAN CHARLDORP y col., 1987; BOGNAR y

col., 1990), la estimulación eléctrica periarterial en el corazón de ternera
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perfundidotambiéncausóvasoconstricción(KALSNER y col., 1979),e igualmente,

se ha descrito en el miocardio humano una vasoconstriccióninducida con

estimulacióneléctricasensiblea la atropina(KALSNER, 1989).

Aparentemente,existentambiéndiferenciasentreel control neural frente al

control humoral parasimpáticoen la circulación coronaria. Así, la infusión

intracoronariade ACh causaun mayor incrementodel flujo sanguíneocoronario

enel subendocardiocomparadocon el subepicardio(GROSSy col., 1979; REID

y col., 1985; PELC y col. 1986, 1988),mientrasque la estimulacióneléctricadel

vagoinduceunavasodilataciónuniformea travésde la paredventricularizquierda

enel perro (REID y col., 1985).

Los estudios in vitro excluyen la influencia de factoresmetabólicosen las

preparacionescoronariasy permitencompararlareactividaddesegmentosaislados

proximales(vasosdedistribución)y distales(vasosde entrega),por separadocon

el fin de revelar diferencias fisiológicas potencialesentre arteriascoronarias

grandesy pequeñas.La observacióninicial de que la estimulaciónadrénergica

causacontracciónen las arteriasgrandeso epicárdicasy relajaciónen las arterias

pequeñaso intramiocárdicasdel corazóndeternera(ZUBERBUHILER y BOHR,

1965), fue posteriormenteconfirmada en estudios in vitro comparandola

reactividadde arteriascoronariasgrandesy pequeñasde rata(NYBORG, 1990).

Un efecto farmacodinámicoheterogéneotambién se ha demostradocon la

estimulaciónserotoninérgicay peptidérgicacomparandosegmentosproximalesy

distalesde la circulacióncoronariade la ratay el conejo(NYBORG y col., 1991;
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PRIETOy col., 1991a, 1991b; SIMONSEN y col., 1992). En estemismo tipo de

estudios,se ha observadoque mientrasla magnitudde la respuestarelajantea la

AChessimilarenarteriascoronariasproximalesy distales,las primerasfueronmás

sensiblesal agonistacolinérgico; en contraste,en la circulación coronariadel

conejo, se observó una menor relajación para la ACh en arterias pequeñas

precontraidascon potasio comparadas con arterias grandes o epicárdicas

(SIMONSENy col., 1992).Estasdiferenciaspodríanatribuirsea la presenciade

unapoblaciónmayor de receptorescontráctilesen las arteriaspequeñas,o a una

inhibición del factor hiperpolarizante derivado del endotelio en arterias

precontraidascon potasio.Por tanto, parecenecesarioclarificar las diferencias

potencialesen la respuestaparala ACh en las arteriasgrandesy pequeñasde la

circulación coronaria, no solo en lo referente a las relajaciones a la ACh

dependientesdel endotelio, sino también en lo que respectaa las respuestas

contráctiles.

A pesarde las grandesdiferenciasencontradasentreespecies,secreeque la

inervación colinérgica tiene un papel importante en la distribución del flujo

sanguíneomiocárdico (KALSNER y col., 1985). La infusión de ACh en la

circulacióncoronariaenanimalesvivos revelóquela ACh podríatenerun efecto

dual, causandovasodilatación a concentracionesbajas y vasoconstriccióna

concentracionesaltasen la circulación del babuino(VAN WINCKLE y FEIGL,

1989; KNIGHT y col., 1991), la terneray el hombre (KNIGHT y col., 1991;

HODGSONy MARSHALL, 1989), vasodilataciónenel perro (VAN WINCKLE

y FEIGL, 1989; KNIGHT y col., 1991), y solo vasoconstricciónen la circulación
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coronariaporcina(KAWAMURA y col., 1989;COWAN y MCKENZIE, 1990). En

segmentosde arteriasgrandeso proximalesaisladosde pacientes,la ACh no

produjo relajación de arteriasprecontraidasy aparentementecontrajo arterias

coronariasnormalesa pesarde queotros agentescomo la histamina,sustanciaP

o bradiquinina causaron relajaciones dependientes del endotelio

(FÓRSTERMANN y col., 1986; TODA y OKAMURA, 1989). En basea estas

investigaciones,seha postuladounarespuestanormalparala ACh tanto relajante

(LUSHER, 1990) comovasoconstrictora(KALSNER, 1989).

En arteriascoronariashumanasderesistenciaexistenactualmentedosestudios

publicados.En la primerainvestigaciónde arteriascoronariashumanasllevadaa

cabo por ANGUS y colaboradores(1991a) examinandoarteriasaisladasde la

aurícula,obtenidasde operacionesde bypass,seobservóqueel efectode la AC1i

en arteriasde 6 pacientesera vasoconstricción,cuandoera añadidasobre una

preconstriccióninducidaconpotasio.Todaslasarteriasteníanel endoteliointacto,

comoindicó la relajaciónparala sustanciaP (ANGUS y col., 1991a).En el otro

estudio,seencontróun efecto relajanteparala ACh en arteriashumanasaisladas

del ventrículoizquierdo de corazonesexplantados(COOPERy HEAGERTHY,

1992). En resumen,la ACh causaconstricciónen arteriasde algunospacientesy

relajaciónenarteriasdeotros,pudiendoatribuirseestasdiferenciasprobablemente

a factorescomoel estadopatológico,la edadde lospacientesy el tipo deanestesia

utilizado cuandolas arteriasfueronextraídas.Estetemaestáabiertoaunamayor

investigación,pero el problemaprincipal hastael momento ha sido definir un

grupo de pacientes“normales” en los estudioshastaahorapublicados(ANGUS y
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col., 1991a;COOPERy EIEAGERTHY, 1992).

En los estudioscon modelosanimalesexperimentalesesmásfácil controlarque

el animal se encuentreen un estado fisiológico o normal. No obstante, la

investigaciónde la respuestaparala ACh tanto a nivel de arteriesgrandescomo

pequeñasde la circulacióncoronariade diferentesespeciestiendea incrementar

la controversia.La ACh inducecontracciónen arteriasgrandesaisladasdelcerdo,

corderoy ternera(BRINENy col., 1979;KALSNER, 1985;DUCKLES y col., 1988;

TSCHUDI y col., 1991),mientrasquerelajalas arteriascoronariasdelperro,rata,

monoy conejo (COCKSy ANGUS, 1984; OKAMURA y col., 1989; SIMONSEN

y col., 1992; PRIETOy col., 1991b).Lo mismoocurreenel casode las arteriasde

resistenciao intramiocárdicas,dondesehaobservadorelajaciónenarteriasde rata,

conejoy perro (MYERS y col., 1989; PRIETOy col., 1991b; SIMONSEN y col.,

1992) mientrasse hadescritoque las respuestasparala ACh son contráctilesen

lasarteriascoronariasderesistenciaporcinas(NAKAYAMA y col., 1988;TSHUDI

y col., 1991; ANGUS y col., 1991b).En lasarteriasporcinasno seencontróningún

efectorelajanteparala ACh añadidasobre unapreconstricción(NAKAYAMA y

col., 1988; TSCHUDI y col., 1991), a pesarde quela inhibición de la sintasadel

óxido nítrico produjounacambioen la sensibilidadde las curvasconcentración-

respuestaparala ACh (TSCHUDI y col., 1991). Esteúltimo efectoseatribuyóa

una inhibición de la liberación basalo espontáneade NO. Sin embargo,no se

puede excluir que este último efecto esté mediado a través de receptores

colinérgicosendoteliales.
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1.3 Receptorescolinérgicos

Los efectosde la ACh fueronclasificadoscomo muscarínicosy nicotínicospor

DALE en 1914. Los efectosde la muscarinaeransimilaresa la estimulaciónde los

nerviosparasimpáticosen la pupila, la glándulasalivar, el corazón,los bronquios,

el estómagoy la vejiga urinaria. No obstante,DALE observóque la muscarina

estimulabalas glándulassudoríparasa pesarde quesu inervaciónessimpáticay

que producíadilatación de todos los vasos incluyendo aquellossin inervación

parasimpáticay donde la inervación era puramenteconstrictora. Desde los

observacionesiniciales realizadaspor DALE, una gran cantidad de receptores

muscarínicosy nicotínicoshansidoidentificadosgraciasal desarrollodeagonistas

y antagonistasselectivosy sehaasumidoquela ACh mediasusefectosa travésde

receptoresclasificados en subtipos muscarínicosy nicotinicos. Los receptores

colinérgicos pueden localizarse presinápticamenteen los nervios colinérgicos

(autorreceptores), en nervios de otra naturaleza (heteroceptores), o

postsinápticamentepudiendoestos últimos localizarseen el endotelio o en el

músculo liso de los vasossanguíneos.

1.3.1 Receptoresmuscarluicos

La primera evidenciade heterogeneidadde los receptoresmuscarínicosfue

obtenidaen 1951 por RIKER y WESCOEquienesobservaronqueel bloqueante

neuromuscular,gallamina,en el gatocausabareversiónde los efectosinotrópicos

negativosde la metacolinaenconcentracionesqueno alteranla acciónhipotensiva
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de esteagonista.Evidenciaadicionalde la existenciade diferentessubtiposde

receptoresmuscarínicosvino de la observaciónqueel agonistamuscarinico,McN-

A-343, tiene la propiedaddeestimularselectivamentereceptoresmuscarínicosde

gangliossimpáticosmiehtrasquetieneescasoefectosobrereceptoresmuscarínicos

en el corazóny en el yeyuno(ROSZKOWSKI, 1961), y a diferenciasde la ACh,

esteagonistasolamentecausahiperpolarizaciónen neuronasdel caracolmientras

que la ACh inducetanto hiperpolarizacióncomodespolarización.En basea estas

observaciones,sesugirió inicialmentequelos receptoresestimuladospor el McN-

A-343 podríanclasificarsecomo M1, y comoM2 aquellosreceptoresno afectados

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

El hechode quelos receptoresmuscarínicosenel aurículay en el ileo podrían

ser diferentescomo indicaban las investigacionescon gallamina (RIKER y

WESCOE, 1951) fue reforzado por la observaciónde que el antagonista

muscarínico4-DAMP (4-diphenylacetoxy-N-methylpiperidinemethiodide)fue 11

vecesmásselectivo para los receptoresdel ileo comparadocon los receptores

muscarínicosde la aurícula(BARLOW y col., 1976).La existenciadedossubtipos

de receptoresfue confirmadacuandose demostróquela pirencepina,quetiene

una acción selectiva inhibidora de la secrecióngástrica, exhibía una unión

heterogéneaa nivel de la cortezacerebral, ligándosea diferentestejidos con

distintaafinidad(HAMMER y coL, 1980)y antagonizabala acciónhipertensívadel

estimulanteganglionar,McN-A-343, en animalesvivos, mientrasquela potencia

sobre los receptoresque median la bradicardiavagal era baja (HAMMER y

GIACHETFI, 1982).Los receptoresM1 fuerondefinidoscomoreceptoresconalta
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afinidad para la pirencepina,estimulados selectivamentepor el McN-A-343 y

situadosen el tejido neuronaly glándulassecretoras,mientrasque los receptores

M2 fueroncaracterizadoscomoreceptorescon bajaafinidadpara la pirencepina

y localizadostantoen tejido neuronalcomoefector (WATSON y col., 1985). Sin

embargo, el desarrollo de los antagonistasmuscarínicos,AFDX 116, con

preferenciapor los receptorescardiacoscomparadoscon los del músculo liso

(GIACHETTI y col., 1986; DUCKLESy col., 1987)y el HHSiD con másafinidad

por los receptoresdel ileo comparadoscon losdel corazónderata(FUDERy col.,

1985), pronto condujoa la clasificaciónde los receptoresmuscarínicosen tres

subtiposidentificablesfarmacológicamenteM1, M2, M3 en base a una afinidad

diferentede los antagonistasmuscarínicospor dichosreceptores.De estemodo,la

pirencepinay la telencepinatienenaltaafinidadpor el subtipoM1, el AFDX 116,

la gallaminay la methoctraminapor el M2, el 4-DAMP y el HHSiD tanto por los

subtiposM1 como M3, y el pFHHSiD por el subtipo M3 (LAMBRECHT y col.,

1988; HULME y col., 1990). Se ha sugerido recientementela clasificación

farmacológicade un cuarto subtipode receptoresmuscarínicoscon alta afinidad

para la himbacina y tropicamida y afinidad intermedia para la pirencepina

(LAZARENO y col., 1990; GARCIA-VITLLALON y col., 1991; HERNANDEZ y

col., 1993).Sin embargo,hayquetenerencuentaqueningunode los antagonistas

muscarinicosdescritos es altamenteselectivo para un determinadosubtipo de

receptorpor encimadedos órdenesde magnitud,por lo queel estudiofuncional

paracaracterizarun determinadosubtipoenun tejido debebasarseenel espectro

deafinidadesquepresentanunaseriedeantagonistasmnuscarínicos,incluyendopor

lo menosun antagonistacon preferenciapor cadasubtipode receptor.
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Estudiosde donacióndel genoma(ADN) han identifcado5 productos

distintosdegenesrelacionadosconlosreceptoresmuscarínicos,denominadosm1-m5

(BONNERy col., 1987; PERALTA y col., 1988;BUCKLEY y col., 1989)dondelos

m1,m2,m3y m4 sonequivalentesa los subtiposfarmacológicamentecaracterizados

M1,M2,M3 y M4 mientrasque no seha encontradoequivalente para el último

subtipogenético(BONNER y col., 1989).

El ARNm de los m1 y ni3 se encuentraen el cerebroy glándulasexocrinas

mientrasque el ARNm de los m2 y m3 abundaen el músculo liso vasculary

cardiaco.El transcriptodel m4 tieneunadistribuciónmenosextensay seencuentra

mayoritoriamenteen tejido neural, mientrasque la presenciade los m5 parece

coincidir con las regionescerebralesde los m1, m3 y m4 (BONNER y col., 1989;

HULME y col., 1990).En célulasendotelialesfrescasaisladasdeaortabovina,se

ha identificadoel ARNm de m1, m2 y m3 y en célulasdel músculo liso vascularel

ARNm dem1 y m3, medianteel uso de sondasde ADNc complementarioparalas

regionesno-conservadasde los receptoresm1-m5(TRACEY y PEACH,1992).Por

otrolado,soloseidentificóel ARNm paralos receptoresm2 encultivos decélulas

endoteiales(TRACEY y PEACH, 1992).

El efectocronotrópiconegativode la ACh sobrela aurícula,se hausadocomo

un modelo para dessarrollar antagonistasmuscarínicosselectivos para los

receptoresM2 (EGLEN y WHITING, 1986).En contraste,la respuestacontráctil

para la estimulación colinérgica en arterias grandeso epicárdicasbovinas y

porcinasestámediadaa travésdeun receptordel subtipo M3 (DUCKLES, 1988,
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Tabla1. Caracteristicasde los subtiposde receptorescolinérgicosmuscarínicos.Modificadode “Receptor

Nomenclaturesupplement”,TLPS, 1994 y de HULME y col., 1990.

RECEPTORESCOINERGICOSMUSCARINICOS

Nomenclatura M,

NomenclaturaM10

previa

Gen

M2 cardíaco

ni2

M2 glandular

¡ni

Agonista

selectivo

Antagonistas

selectivos*

pirencepina

telenceprna

AFDX 116

metroctramina

himbacina

pFHHSiD

HHSiD

4-DAMP

Tropicamida

Radio-ligandos

pirenccpina

Acoplamiento 1P3/DAG 1 AMPc 4

CanalK(G) t

1P3/DAG 1

Hay que destacarel hechode que no existenagonistasselectivospara los receptoresmuscarínicos.

* Ninguno de los antagonistastiene una potencia14) vecesmayor paraun subtipode receptoresque

para los demás.
El acoplamientoindicael mecanismopredominanteaunquelos receptorespuedenacoplarseconotros

mediadores.

rl’4

AMPc¿ IP,/DAG
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1990; DUCKLES y GARCIA-VIiLLALON, 1990; BRUNNER y col., 1991a;VAN

CHARLDORP y VAN ZWIETEN, 1989; ENTZEROTH y col., 1990) y la

respuestarelajantemuscarínicadependientedelendotelioen lasarteríascoronarias

bovinastambiénpareceestarmediadapor un receptordelsubtipoM3 (BRUNNER

y col., 1991b). La mayoríade los estudiossobre caracterizaciónde receptores

muscarínicosen la circulacióncoronariasehanconcentradoen lasarteriasgrandes

o proximales. Recientemente,se ha sugerido que existe una distribución

heterogéneade los receptores muscarínicosen el lecho vascular cerebral

(GARCIA-VILLALON y col, 1990) y a pesarde que se ha demostradoque

diferentes receptoresmuscarínicos intervienen en la redistribución del flujo

sanguíneocoronario(PELC y col., 1988),no existenestudiosfuncionalesacercade

los receptoresmuscarínicosen las arteriasintramiocárdicas.

En basea la afinidadde los diferentesantagonistasselectivosde los receptores

muscarínicosparadesplazarradioligandosdel músculoliso coronarioporcino,se

ha descrito una población homogéneade receptorescon valores para los

antagonistasdistintos a los queanteriormentese habíandescritocomo selectivos

paraM1, M2 o M3 (RINNER y col., 1988).Porotro lado, otrosautoresencontraron

unapoblaciónheterogéneadereceptoresmuscarínicosconcaracterísticassimilares

a los subtiposM1 y M3 (YAMADA y col., 1988).Finalmente,sehanpublicadodos

estudiosrealizadosenel músculoliso coronariodemostrandounapoblaciónmixta

de receptoresM2 y M3. Los experimentosfuncionalesen las mismaspreparaciones

sólo indican una contribución de los receptoresM3 en la respuestacontráctil

(ENTZEROTH y col., 1990; BRUNNER col., 1991a). Aparte de los receptores

37



muscarínicos en el músculo liso y endotelio de la circulación coronaria,

probablementeexistan receptores muscarínicos que regulan la liberación

presinápticade ACh (autorreceptores)o la liberaciónde otros neurotransmisores

(heterorreceptores).De estemodo, sehadescritounainhibición de la liberación

de ACh marcadaen corazonesaisladosperfundidosde ratay se ha sugeridoque

la autoinhibiciónpodríaestarmediadapor unreceptormuscarinicodelsubtipoM2,

en contrastecon el efecto facilitador de los receptoresnicotínicos(BOGNAR y

col., 1990),perono existenestudiosdeestetipo en la circulacióncoronariaaislada.

Sin embargo,enarteriascoronariasproximalescaninasseha descritola inhibición

por AChde la liberacióndenoradrenalinatritiadamedianteestimulacióneléctrica,

pero no se ha identificado el subtipo de receptormuscarínico(COHEN y col.,

1984a).En la aurículaaisladay estimuladaeléctricamente,sehanobservadotanto

autorreceptoresinhibitorios del subtipo 1v!2 como receptoresM1 que facilitan la

liberacióndenoradrenalinatritiada.El últimoefectofue antagonizadoporatropina

(COSTAy MAJEVSKI, 1991).En otros lechosvasculares,sehadescritoquetanto

la autoinhibicióncomola inhibiciónde noradrenalinapor receptoresmuscarínicos

estámediadaatravésdereceptoresde los subtiposM2 y M3 (ALONSO y col. 1991;

FERRERy col. 1992).Sin embargo,en los últimos estudiostambiénhay quetener

en cuentaque factoresliberadosde los célulasendotelialespodríaninfluir en la

liberaciónde neurotransmisores,y no necesariamenteexisteuna poblaciónmixta

de receptoresmuscarínicospresinápticos.
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1.3.2 Receotoresnicotínicos

Los receptoresnicotínicosde los gangliosautónomosy del músculoesquelético

sondiferentes.La nicotinaestimulalos dossubtiposdereceptoresmientrasqueel

dimetilfenilpiperazinium (DMPP) es un agonista selectivo para los ganglios

autónomos2 ó 3 vecesmáspotenteque la nicotina (CHEN y col., 1951), y el

tetraetilamonio(TEA), el trimetafány el hexametonioson bloqueantesselectivos

de los ganglios. La transmisiónganglionares complicadapor la presenciade

receptoresmuscarínicosademásdel receptorprincipalmentenicotínico.

Inicialmente,la respuestavasopresoraobservadaconla inyeccióndenicotinafue

atribuida a la estimulaciónde los ganglios simpáticos,pero más tarde se ha

consideradoque la liberaciónde noradrenalinacomo vasoconstrictorpodríaser

debidaa un efecto más periférico que la acciónde la nicotinaen los ganglios

simpáticos.La nicotinacausóvasoconstricciónen la mayoríade las preparaciones

vasculares,a través de un efecto presinápticoliberando noradrenalinade los

terminacionesnerviosassimpáticas.De estemodo, se ha demostradoque en la

arteria de La oreja y en las arteriaspulmonar y mesénterica,la nicotina a

concentracionesentre1 y 100 gM causacontraccionessensiblesa la fentolamina

y libera noradrenalinatritiada (3H-NA) (NEDERGAARD, 1988). Este último

efecto fue inhibido por el antagonistahexametonio.La acción de la nicotinaes

estereoselectiva,dadoqueen contrastecon la forma isoméricanegativa,la forma

positiva no causócontraccióno liberaciónde noradrenalinatritiada en la arteria

pulmonarde conejo(IKUSHIMA y col., 1982).
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La incubaciónen un medio libre decalcio o conantagonistasdecalcio bloqueó

la liberaciónde 3H-NA, sugiriendoqueel efectoinducidopor la nicotinadepende

de la entradade calcio extracelular, seguida de la liberación exocitótica de

noradrenalina (NEDERGAARD, 1988). La tetrodotoxina (1iTX), inhibidor

selectivode los canalesdesodio voltaje-dependientesde los nervios,quesuprime

suspotencialesdeacción,bloqueólas contraccionesinducidaspor la nicotinaenla

arteria de la oreja del conejo y en las arteriasfemoral y mesentéricadel perro

(BELL, 1968; TODA y col., 1976), mientrasque la ‘ITX no tuvo ningún efecto

sobrelas contraccionesinducidaspor la nicotinaen la arteriapulmonardel conejo

(IKUSHIMfi. y col., 1981).El hechodequeel mecanismode la nicotinapuedeser

diferenteen distintaspreparaciones,seha confirmadopor la observaciónde que

la 4-aminopiridina,que es un agenteque inhibe la conductanciade potasio y

prolongael potencial de acción en células excitables, no alteró la respuesta

contráctil parala nicotinaen la arteriapulmonar.

La nicotinainduceunarespuestatransitoriapostsinápticasimpaticomiméticaen

muchosvasossanguíneos,y a pesarde su presenciacontinuaen la solución del

baño,la respuestano esmayor al incrementarla concentracionde nicotina. Este

estadosedenominadesensibilizacióon(STEINSLAND y FURCHGOTI’, 1975) y

no es debido a la deplecciónde noradrenalina,ya que la estimulacióneléctrica

persistey ademásestáaumentada.Sin embargo,cuandosecambiala solucióndel

baño, los vasos recuperan poco a poco su sensibilidad para la nicotina

(STEINSLAND y FURCHGO’1T, 1975).
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Enarteriascerebralesy coronariascaninas,la nicotinano causócontracciónsino

unarelajaciónsensibleal hexametonio(TODA y HAYASHI, 1982; TODA y col.,

1993). En las arterias cerebralesse ha demostradorecientementeque dicha

relajaciónsedebeal NO liberadode nerviosnitrérgicos(TODA y col., 1993). En

arteriascoronariasepicárdicas,unapartede la relajaciónpuede ser debidaa la

Liberación de noradrenalinade terminacionesnerviosas simpáticas(TODA y

HAYASHI, 1982), mientrasquela parteresidualde estarelajacióntransitoriaen

preparacionesde animalestratadoscon reserpinafue potenciadapor fisostigmina

e inhibidapor atropina,sugiriendoquela nicotinacausaliberacióndeunasustancia

con caracteristicasde ACh liberadade nervios de las arteriascoronarias(TODA

y HAYASHI, 1982).Porotro lado, en perrosanestesiados,la infusiónde nicotina

causóuna vasodilataciónseguidade vasoconstricciónen los vasoscoronariosde

resistencia,mientras que solo indujo vasodilataciónen las arterias coronarias

grandes.El bloqueode los receptoresmuscarínicosno alteró la respuestapara la

nicotina, mientrasque el bloqueode los receptoresbeta-adrenérgicosinhibió la

vasodilatación.La respuestavasoconstrictorafue inhibida por antagonistasde los

receptoresalfa1 y alfa2 (WOODMAN, 1990). En ternerasconscientes,la infusión

de nicotina causóuna respuestabifásica, constituida por una vasoconstricción

seguidadevasodilataciónqueno fue alteradaporla presenciade bloqueantesalfa-

y beta-adrenérgicos.Sin embargo,las dos respuestasfueronantagonizadaspor la

presenciade atropinao hexametonio,sugiriendoque en estaespecie,la nicotina

localmente estimula los nervios parasimpáticosy causa constricción de la

circulacióncoronaria(YOUNG y col., 1988). En conjunto, los estudiossobre la

acciónde la nicotinaen la circulacióncoronariaindicanqueesteagenteescapaz
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de liberar noradrenalinao ACh medianteuna acciónpresinápticasobre nervios

simpáticos(heterorreceptores)oparasimpáticos(autorreceptores),respectivamente.

En arteriascoronariasaisladas,sin influenciadel miocardio,existenpocosdatos

sobre los efectosde la nicotina.

1.4 Mecanismosqueintervienenen las respuestasa la acetilcolina

Comosehadescritoanteriormente,sehanobservadodosefectospostsinápticos

de la AChenpreparacionesvasculares.En primerlugar, la ACh puedeinducir una

contracción directa activando receptoresmuscarínicosen el músculo liso, o

indirecta a través de la liberación de factores contráctiles del endotelio

(eicosanoides,factorcontráctil derivadodelendotelio).En segundolugar, la ACh

puedeproducirvasodilatacióndel músculolisoa travésde la liberacióndefactores

relajantesdel endotelio (eicosanoides,factor relajantederivadodel endotelio,

factor hiperpolarizantederivado del endotelio).También se ha observadouna

vasorrelajacióndirectadelmúsculoliso inducidapor la ACh, aunqueel mecanismo

es desconocido(BRAYDEN y BEVAN, 1985; BRAYDEN y LARGE, 1986;

NEILD y col., 1990).

Tanto las respuestascontráctilescomolas relajantesinducidaspor la ACh en

preparacionesvascularesestánmediadaspor receptoresmuscarínicosacopladosa

distintos tipos de proteínasG, que fijan los nucleótidosde guaninay constituyen

unaunidaddetransduccióna travésde la membrana.Los receptoresni
2 y m4 están

acopladosa la proteínaG1 o G0, sensiblea la ADP-ribosilaciónpor la toxina del
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Pertussis,que induce inhibición de la enzima adenilato ciclasa y reduce las

concentracionesde AMPc (Tabla 1). Los receptoresm1, m3 y m3 estánacoplados

a la proteínaG~, insensiblea la acciónde la toxina del Pertussis.La occupaciónde

un receptoracopladoa la proteínaG~ induceun cambioen la conformaciónde la

proteínaG que setransmitea las lazosintracelularesdóndeéstossedisocianen las

subunidades~ y GBM que podríanactivardiferentesisoenzimasde la fosfolipasa

C, quea su vez activa la hidrólisis del inositol bifosfato en fosfoinositol trifostato

(IP3) y diacilglicerol (1,2-DAG) (Peralta y col., 1987). La subunidad Gaifa

intercambiaGDP porGTPantesdeactivar la fosfolipasaC. El procesosedetiene

cuandoel GTPeshidrolizadoaGDP por unaGTPasaasociadaa la subunidadalfa

que se recombina con la subunidad Bu para formar un complejo inactivo

(BERRIDGE, 1993).

Los distintos subtiposde receptoresmuscarínicosestánacopladosa diferentes

sistemasefectores.Sin embargo, se ha demostradoque un único subtipo de

receptorespuedemediarvariasrespuestasintracelularesindependientes.Así, los

receptoresm2 pueden inhibir la adenilatociclasa, abrir canalesde potasio y

estimular la hidrólisis de inositol bifosfato (PFAFFINGER y col., 1985;

ASHIKENAZI y col., 1987; NATHANSON, 1987). Otroejemploqueindicavarios

efectosdeun mismosubtipodereceptor,esel estudiodel receptormuscarínicoM3

en el músculo circular del estómagode cobaya, donde dicho receptor está

probablementeconectadoa tres diferentesmecanismosde transducción.Causa

liberaciónde calcio por la víade la fosfolipasaC e inositol trifosfato (IP3), influjo

decalcio a travésdecanalesvoltaje-dependientes(sensiblesa nifedipina)e influjo
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de calcio a travésde unavía no sensiblea la nifedipina(PAREKH y BRADING,

1992).

1.4.1 Regulaciónde la contraccióndel músculoliso coronario

APARATO CONTRACTIL

En el músculo liso vascular, como en el músculo esquelético, la contracción o

desarrollode tensión está producido por un incrementode la concentración

citosólicade calcio libre (ITOH y col., 1985; KAMM y STULL, 1989; JENSENy

col., 1993a,b), seguido del deslizamientointerconectadode los filamentosde

miosina y actina (LOWYy col., 1970; ASHTONy col., 1975).

Los haces de miofilamentostienencuerposdensosde alfa-actina,ancladospor

una red de fibras de un tamaño intermedio, constituyendo así un citoesqueleto. Los

cuerpos densos probablemente juegan el mismo papel que las líneasZ en el

músculo esquelético. Cada unidad contráctil contiene varios filamentos de miosina,

cada uno de ellos interconectadocon varios filamentosde actina (10-15). Los

filamentos de actina orientados diagonalmente están insertadosen los cuerpos

densos de alfa-actina o en la membrana plasmática, en puntos especializados que

conectan varios grupos de células.

Un moléculade miosinaconstadedoscadenaspesadasy doscadenasligerasde

miosina(MLC). La fosforilación de la MLC por la quinasade la cadenaligerade
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miosina (MLCK), permite la combinación de actina-miosinamediantepuentes

cruzadoscíclicos (‘cross-bridges’),la expresiónde la actividad de la actomiosin-

ATPasa y llevar a cabo el deslizamiento (Fig. III, KAMM y STULL, 1985;

HARTSHORNE,1987). La MLCKes activada por el complejo calcio-calmodulina

y empieza cuando la concentración citosólica de calcio supera 10~7M, mientras que

la contracciónmáximaseobservaconunaconcentraciónde 106M. La fosforilación

de la miosina e hidrólisis de ATP es mucho más lenta en el músculo liso vascular,

comparado con el músculo liso esquelético,dando lugar a un ciclo de puentes

cruzadosmáslento. Cuandola concentraciónde calcio citosólicodisminuye por

debajode 107M, la MLCK se inhibe y la miosinaesdefosforiladaoriginandouna

inhibición de la miosina-ATPasa. La defosforilación es llevada a cabo por la

enzima fosfatasa de la miosina (MLCP), que es activa constantementee

independiente de la concentración de calcio (DISALVO y col., 1983).

Parece ser que el desarrollo de la fuerza y la actividad de la ATPasa pueden

estar regulados por la fosforilación/defosforilación, mientras que los mecanismos

implicados en el mantenimiento de una fuerza sostenidaactualmenteno están

claros,debido a lasobservacionesde queunafuerzapuedesersostenidadurante

tiempo prolongadoa pesarde que el incrementoen la concentraciónde calcio

intracelular es transitorio con cambios en la relaciónfuerza/[Ca2~]
1sin cambiosen

el tono vascular (MORGANy MORGAN,1984). Igualmente,sehaobservadoque

los niveles de fosforilación de la miosina vuelven a valores bajos poco después

de la estimulación, a pesar de que el tono vascular se mantiene (RUEGG, 1992).

Para explicar estas observaciones se han propuestovariosteorías:
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Figura III. Ciclo contracción-relajaciónen el músculo liso vascular. (a) La
fosforilación de la miosina regula la contraccióndel músculo liso vascular.La
activaciónes iniciada mediante la acción del complejo constituido por calcio,
quinasade las cadenasligeras de miosina (MLCK) y calmodulina (CM) que
fosforila las candenasligeras de miosina (MLC). (b) Cuando disminuye la
concentracióndecalcio por debajode 0.1 «m,el complejocalmodulina-MLCKse
descompey la miosinaesdesfosforiladapor la fosfatasade la cadenasligeras de
miosina(MILCP). MLCK tambiénpuede ser inactivadapor la protein kinasaA
dependientedeAMPc queformala MLCK-P (la MLCK fosforiladaen dossitios).
Modificado deKAMM y STULL (1985).
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(1) A travésdeunaproteínaG, un agonistapuedeincrementarla contractilidaddel

músculoliso por mediode unasensibilizaciónde la respuestaal calcio,sin alterar

las concentracionescitosólicasde calcio libre. El mecanismoesindependientede

la concentración de calcio y podría ser atribuido a una inhibición de la MLCP

induciendo un incremento de la fosforilación de la MLC y de la contracción

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

(2) La hipótesisde los “latch-bridges’ proponequetrasun incrementode iCa2~t y

fosforilación de la cadenaligera de miosina (MLC) seguidosde un desarrollode

fuerza, después de la defosforilación de las cabezas de miosina (puentes cruzados),

algunos de los complejos de actomiosina siguen conectadosy sostienen la

contraccióny esoexplicaporqué la fuerzasemantienea pesarde quelos niveles

de [Ca2~]
1y fosforilación bajan(DIiLLON y col., 1981; HAI y MURPHY, 1988).

Recientemente,se ha observadoen preparacionespermeabilizadascon la alfa-

toxina de estafilococos,queesteestadopodríaser debidoa una inhibición del la

liberaciónde ADP del complejode actomiosina,quecausaun incrementoen la

sensibilidadparael calcio de los miofilamentosy explicaasíquela contracciónse

sostienea pesarde que la concentracióncitosólica de calcio está disminuida

(NISHIMURA y VAN BREMEN, 1991).

(3) Un tercermecanismoquesehasugeridoen ausenciade fosforilaciónadicional

de la miosina, puedeestarreguladopor las proteínastropomiosina,caldesmony

calponinaque hansidoencontradasademásde la actinaen los filamentosfinos. El

caldesmony la calponinainhibenla actividadde la ATPasade la actomiosina,pero
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la inhibición cesasi estasproteínassonfosforiladas(SUTHERLAND y WALSH,

1989; TAKAI-IASHI y col., 1988). Así, un incrementoen el reciclaje de calcio a

travésde un influjo de calcio por canalesvoltaje-dependientes,y la activaciónde

la bombade calcio en la membranay de la proteínaquinasaC seguidade la

fosforilación de los componentesproteicosdel filamentofino puedenconducira

un tono sostenidosin fosforilación adicional de la miosina. Sin embargo,la

fosforilación de la tropomiosinapor una proteínaquinasadependientede la

calmodulinaincrementala sensibilidadparael calcio de los miofilamentosy mejora

el acoplamientofosforilación-contracción(RUEGG, 1992).

Actualmente, la mayoría de los mecanismossobre la contracción se han

obtenidodedatosprocedentesdecélulasdemúsculoliso devasosdegrantamaño

y existe escasa información sobre los proteínas aisladas de células del músculoliso

de arterias de resistencia.

HOMEOSTASIS DEL CALCIO INTRACELULAR

Lasconcentracionesde calcio citosólico libre dependende un balanceentrela

entradao liberacióny recaptacióndecalcio.Lasconcentracionesde calcio medidas

con Fura-2o microelectrodossensiblesal calcio, indican que las concentraciones

intracelulares,[Ca2~]
1,estánen el rangode 10

7M en el músculo liso vascularen

reposo(WILIAMS y col., 1985; HIMPINS y col., 1988; FUJINO y col., 1991;

JENSEN y col., 1992), mientras que las concentracionesextracelularesestán

alrededorde 1.Sx1LPM; por tanto, existe un gradientequimico y eléctrico (el
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potencialde equilibrio estácercade -60 mV) del calcio con orientaciónhacia el

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

Tantoen arteriasde resistenciasistémicascomocoronarias,diversosagonistas

solocausanunarespuestatransitoriaen un medio libre de calcio y el desarrollode

respuestassostenidasesdependientedela presenciae influjo decalcio extracelular

(MULVANYy NYBORG,1980; CAUVIN y col., 1984; NYBORGy MIKKELSEN,

1987).

La concentración intracelularde calcio, [Ca2~]
1,en las arteriasde resistencia

como en otros tipos de músculo 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 (tipo T) (MULVANY y

NYBORG, 1980;PRIETOy col., 1993),por el influjo decalcio a travésdecanales

de calciooperadospor receptor(RDC) (BOLTON, 1979) opor el influjo decalcio

activado por segundos mensajeros,como el calcio liberado de depósitos

intracelularespor IP3 (BERRIDGE, 1993). La liberaciónde calcio de depósitos

intracelularescomo el retículo sarcoplasmático,la membranaplasmáticao las

mitocondriastambiénpuedecontribuir al incrementode la [Ca
2~]

1.La liberación

de calcio del retículo sarcoplasmáticose lleva a cabo mediante la acción de

segundosmensajeroscomoel IP3 o el propiocalcio (“liberación de calcio inducida

por calcio”) (LINO, 1990; BERRIGDE, 1993).
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La reducciónde la jCa2~1j despuésde la estimulación,se lleva acabopor una

bomba de calcio-ATPasa de la membrana plasmática dependientede la

calmodulina,que expulsael calcio al espacioextracelular(KWAN y col., 1979,

1984; WUYTACK y CASTEELS, 1980), o bien el calcio es devueltoal retículo

sarcoplasmáticopor medio de bombasde calcio (RAEYMAKERS y col., 1980;

WUYTACK y col., 1984; GROVERy KWAN, 1984).En casosde concentraciones

elevadasde calcio intracelular,el calcio tambiénpuedeser expulsadoa travésdel

intercambiadorsodio/calciopor el gradientede sodio que se mantienecon la

bombade sodio-potasio-ATPasa(OZAKI y URAKAWA, 1981).La recaptaciónde

calcio por lasmitocondriassóloseproduceaconcentracionesmuyelevadas(1W5M)

y no fisiológicasde [Ca2~]~(MISSIAEN y col., 1991).

EL POTENCIAL DE MEMBRANA Y LA CONTRACCION

El potencialde membrana(Em) en el músculoliso de vasoscoronariosintactos

se hadescritoser en un rangode -44 a -55 mV en arteriascoronariasde cobaya

([FO y col., 1979; KEEF y BOWEN, 1989),de -44 a -51 mV enel cerdo(ITOH y

col., 1982; BÉNY y BRUNET, 1988b),de -49 a -55 mV en el perro (ITLLIANO y

col., 1992),de -40 mV en monosy -62 mV en humanos(ANGUS y col., 1991b).

Pareceser que no existendiferenciasen el potencialde membranaentrepartes

proximalesy distalesde la circulacióncoronaria,enpresenciao ausenciade la capa

endotelial (FELETEUy VANHOUTTE, 1988; KEEF y BOWEN, 1989).
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En contrasteconel músculoesqueléticoy tejido nervioso,el influjo decorriente

duranteun potencialde acciónen el músculoliso se debeal influjo de iones de

calcio (HOLMAN, 1958; BULBRING y KURIYAMA, 1963). En vasos de

resistencia,existen canalesde calcio voltaje-dependientesque se abrencon la

despolarización,originandopotencialesde acción(HIRST, 1977; ANGUS y col.,

1988; HIRST y EDWARDS, 1989). Sin embargo,la activaciónde los canalesde

calcio en arteriasde resistencia,en muchosocasionessólo da lugar a pequeños

cambiosenel potencialde membranaqueno son comparablescon potencialesde

acción,a pesardequeinducencontracción.Estopuedeserdebidoa los siguientes

hechos:

(1) Existe una activación simultánea de los canales de potasio, inducidapor el

incremento en la concentración de calcio intracelular, que limita los cambios en el

potencial de la membrana <HIRST y col., 1986; BOLTONy LARGE, 1986).

(2) No existe un umbral para la activación de los canalesde calcio. El influjo de

calcio a través de un canal de calcio voltaje-dependienteesdeterminado,y una

despolarización pequeña (10-20 mv) sin generación de potenciales de acción puede

conducir a un influjo de calcio suficiente para llevar a cabo la contracción

(NELSON y col., 1991).

(3) Lascélulasdelmúsculolisoestánacopladaseléctricamenteatravésde ‘uniones

estrechas”,lo cual permiteflujos de ionesentrelas célulascon pequeñoscambios

en el potencialde membranaen lugar de transportetransmembrana(HIRST y

EDWARDS, 1989).

La ACh produceconstricciónacompañadade un incrementoen la descargade
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espigas o despolarización lenta de la membrana, en la mayoríade laspreparaciones

de músculo liso vascular(FUNAKI y BOl-IR, 1965; SU y BEVAN, 1965). Sin

embargo,la accióndirectade la AChsobreel músculoliso vasculardependede la

especieanimaly el tipo de vasoestudiado.La ACh inducecontracciónsin cambios

en el potencialde membranaen arteriascoronariasgrandesporcinas(ITO y col.,

1979; ITOI-I y col., 1982), mientras que una concetraciónde 1fl6M causa

despolarizaciónsostenida(20mV) enarteriascoronariasporcinaspequeñasaisladas

de la aurículao del ventrículoizquierdo(ANGUS y col., 1991b)y tambiénenaorta

de conejo en ausencia del endotetio (BÉNY y BRUNET, 1988a). En arterias

coronarias humanas pequeñas, la ACh también causa una despolarización rápida

del potencial de membrana, seguida de una repolarización, acercándose al potencial

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

produciendoasíoscilacionesenel potencialdemembrana(ANGUS y col., 1991b).

La naturalezadel mecanismoque induce la despolarizaciónen respuestaa la

ACh en arteriascoronariaspequeñasdel cerdoo del hombre no se conocey

contrastacon la falta de cambiosen el potencialde membranaobservadaen las

arteriascoronariasgrandes.Sin embargo,HIRST y EDWARDS (1989)sugirieron

queunadespolarizaciónpequeñapodríaser debidaa la sumaciónde potenciales

postsinápticosexcitadoresdurantela actividaddenerviosvasoconstrictoresy asídar

lugar al influjo de calcio a travésde los canalesvoltaje-dependientes.

La AC1I no origlna cambiosenel potencialde membranaen arteriascoronarias

proximalesporcinas,peroinduceunacontracciónquepersisteenunasoluciónlibre
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de calcio (ITO y col., 1979; ITOH y col., 1982). Esto sugiereque la contracción

inducidapor la ACII no dependedel influjo decalcio extracelular.Sin embargo,en

la misma preparaciónotros investigadoreshan descritoque los antagonistasde

calcio de los canalesvoltaje-dependientesinhiben la respuestacontráctila la ACh,

aunquelasconcentracionesde antagonistasusadasfueronmuyelevadas(lOk.10-5M

de nifedipina)(FLECKENSTEINy col., 1983) y la inhibición observadapodríaser

debidaa un efectointracelularde los antagonistas(CHURCH y ZOSTER, 1980).

Además,la ACh causahidrólisis del fosfoinositol bifosfato (PIP
2) en arterias

coronariasde cerdo (ITOH y col., 1988) y liberación de calcio del retículo

sarcoplasmático(KATSUYAMA y col., 1991).Considerandotambiénlos estudios

de caracterización de receptores muscarínicos, todo indica que la ACh induce

contracción a través de un receptor muscarínicodel subtipo M3 acoplado a una

proteína G con activación de la fosfolipasa C e hidrólisis del PIP2 a IP3; el IP3

induce la liberación de calcio del retículo sarcoplasmático y el diacilglicerol activa

la proteína quinasa C ([OH y col., 1988; ENZTEROTHy col., 1990;

KATSUYAMAy col., 1991).

El mecanismo de contracción inducido por la ACh en arterias coronarias

pequeñas no ha sido estudiado, y como indican las medidas de potencial de

membrana, podrían existir marcadas diferenciasen el acoplamientoexcitación-

contracción con respeto a las arteriasproximaleso de conducción.
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MECANISMOS DE RELAJACION DE LAS ARTERIAS CORONARIAS A

NIVEL DE MIJSCULO LISO

Siguiendoel modelo sobre los mecanismosimplicadosen la contraccióndel

músculo liso vascular (Figura III), una inhibición de la activación de estos

mecanismoso relajacióndelmúsculoliso, hipotéticamentesepuedeproducirde las

siguientesmaneras:

(1) Interaccióncon el aparatocontráctily, específicamente,unadisminuciónde la

fosforilación de la cadenaligera de misosina(MLC ji.

(2) Interacciónconlos mecanismosqueregulanla concentracióncitosólicadecalcio

libre. Se han descrito variosmecanismosfisiológicosparaexplicarla relajación.En

primer lugar, una reducción en los niveles de oxigeno, hipoxia, inducida por la

inhibición del metabolismo oxidativo, que reduce la excitación de la membrana y

la fosforilación de las cadenas ligerasde miosinasin causarcambiossustanciales

en la [Ca2~]
1,probablemente debido a la dependenciaenergéticade ATP deestos

procesos (SWÁRDy col., 1993). En segundo lugar, se ha demostrado que la

hiperpolarización de la membrana induce relajación, en la mayoría de los vasos a

través de la apertura de canales de potasio, lo que cierra los canales voltaje-

dependientes y disminuye la [Ca
2~]

1.En el músculo liso vascular se han

caracterizado por lo menos dos tipos de canales de potasio con importancia en la

hiperpolarización (NELSONy col., 1991): (1) Canales de potasio sensibles al ATP,

KKrp, que se abren específicamentecon cromakalina, pinacidil, diazoxide y

nicorandil y quese inhibencon glibenclamida(1W
5M) y bario(104M). (2) Canales

de potasio activados por el calcio intracelular y que son inhibidos por
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charibdotoxina y bajas concentraciones de tetraetilamonio (10-4M).

El tercermecanismoque puedecausarrelajaciónarterialestámediadopor el

adenosín3’,5 monofosfato (AMPc). El AMPcse forma a partir del AIF por una

reacción catalizada por la enzima de membrana, adenilato ciclasa. La activaciónde

¡a adenilato ciclasa está reguladapor dos proteínas G: (1) Una proteína GA

estimuladora de la enzima y acoplada a un receptor. El ejemplo clásico de este

acoplamiento es el receptorbeta-adrenérgico.(2) Una proteínainhibidora, G~, de

la adenilato ciclasa tambiénacopladaa un receptor,por ejemplola del receptor

muscarínico del subtipo M
2. Las concentraciones de AMPc tambiénestánreguladas

por fosfodiesterasasque metabolizanel AMPc en AMP. La forskolinaactiva la

adenilato ciclasa mientras que la papaverina inhibe las fosfodiesterasas. El AMPc

activa una proteína quinasa dependiente del AMPc(proteina-kinasa A), discociando

la enzima en una unidad reguladora y otro catalíticaque causafosforilación

(NIMMO y COHEN, 1977; SIILVER y col., 1982).El efectoprincipal dela proteína

quinasa dependiente del AMPces la fosforilación de la MLCK, y por tanto, la

inhibición de este enzima disminuye la fosforilación de la MLC(ADELSTEIN y

HATHAWAY, 1979; DELANEROLLEy col., 1984); sin embargo la quinasa

dependiente del AMPc, también a través de fosforilación, puede reducir la [Ca
2~]

1

por una de las siguientes vías: (1) Inhibición del influjo de calcio a través de

canales voltaje-dependientes (MEISHERI y VAN BREMEN, 1982). (2)

Estimulación de la sodio-potasio-AlPasa con incremento en el intercambiode

sodio-calcio (SCHEID y col., 1979). (3) Estimulación de la bomba de calcio en el

retículo sarcoplasmático (MUELLERy VANBREMEN,1979).
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Otro segundo mensajero que también media la relajación del músculo liso

vascular es el guanosín monfosfato ciclico, GMPc. El GMPcse forma a partir de

GTPpor una reacción catalizada por la hemoproteina, guanilato ciclasasoluble,en

el citoplasma,o por la guanilatociclasaparticuladaen la membrana.La primera

enzima es activada por el factor relajante derivado del endotelio y por

nitrovasodilatadores(GRUETERy col., 198la,b; HOLZMAN, 1982; RAPOPORT

y MURAD, 1983), mientrasla enzimade la membranaes activadapor el factor

natriurético auricular(ANF) (WINQIIJISTy col., 1984). El GMPc esmetabolizado

por fosfodiesterasasy activaunaproteínaquinasadependientedel GMPc, queal

igual que ocurre con el AMPc, ejerce sus acciones a través de la fosforilación de

proteínas, aunque todavía no está claro a través de qué mecanismosinduce la

relajación. En ausencia de calcio y calmodulina, la quinasa dependientedelGMPc

causa la fosforilación de la MLCK(DRAZNIN y col., 1983; NISHIKAWA y col.,

1984), pero en presencia de Ca2t/calmodulina esta fosforilación es inhibida, lo que

sugiere que el GMPcno causa relajación a través de la fosforilaciónde la MLCK

(KAMM y STULL, 1989). Sin embargo,incrementosen la concentracióndeGMPc

puedeninducir relajación a través de la dismiución de las concentracionesde

calcio: (1) El GMPcestimulala recaptaciónde calcio por la bombade calcio en

el retículosarcoplasmático(POPESCUy col., 1985; TWART y VAN BREEMEN,

1988). (2) Estudioscon 45Ca2~en preparacionesvasculareso célulasaisladas,han

demostradoqueagonistasqueestimulanel GMPc tambiénincrementanel eflujo

de calcio a través de un incrementoen la actividadde la bombaCa2~-ATPasade

la membranaplasmática,y no a travésdel intercambiosodio-calcio(ITOH y col.,

1985; POPESCUy col., 1985; FURUKAWA y col., 1988).
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1.4.2 Regulaciónendotelialde la circulacióncoronaria

El revestimiento vascular del endotelio como una capa monocelular en todo el

sistema circulatorio, no solo representa una barrerade difusión sino tambiénun

órgano (1-1.5 kg) con una variedad de funciones que incluyen propiedades

antitrombogénicas, metabolismo de noradrenalina, serotonina, nucleótidosde

adenina, la conversión de angiotensina 1 y la metabolización de la bradiquinina por

la enzima de conversión de angiotensina (ECA) y otras peptidasas con importancia

en el metabolismo de la sustancia P (FURCHGOTTy VANHOUTFE, 1989).

Además, con el descubrimientohechopor FURCHGOITy ZAWADAZKI (1980)

de La dependencia del endotelio de la relajación para la ACh, se reconoció que el

endotelio juega un papel importanteen la modulacióndel tono vascularlocal, no

solo a través de la liberación del factor relajantederivadodel endotelio(EDRF),

sino también de un factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), además

de la liberación de eicosanoides vasodilatadores y vasoconstrictores

(BOEYNAEMS, 1988) y péptidos vasoconstrictoresy vasodilatadorescomo las

endotelinas (YANAGISAWAy col., 1988), sustanciaP (MILLNER y col., 1989;

LOESCHy col., 1993) y vasopresina (LOESCHy col., 1993).

Se piensa que el endotelio juega un papel importante en la distribución del flujo

sanguíneo miocárdico, a través de la regulaciónparacrinaqueejercesobreel tono

muscularvascular(ANGUS y COCKS, 1989; BASSENGEy HEUSCH, 1990) y el

control de la contractilidaddel propio miocardioa travésde factoresendoteliales
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liberadosporel endocardio(BRUTSAERTy col., 1988;BRUTSAERT, 1989;KAI

y col., 1993). Debido al “shear stress” mecánico (rozamientoejercidopor el flujo

sanguíneo en la pared vascular), o a la activación de receptores, se liberan tanto

factores relajantes como contráctiles de la capa endotelial y así puede regularse el

tono de los células musculares.

EICOSANOIDES

Los eicosanoides constituyen una familia heterogénea de derivadoscon 20

carbonos(eico) como son las prostaglandinas,tromboxanos, leucotrienos y

lipoxinas. Tienenen comúnquetodosestánsintetizadosa partir de ácidosgrasos

esenciales y tienen tres, cuatro o cinco unionesdobles.En el hombreel principal

precursor, el ácido araquidónico, se libera de fosfolípidos de la membrana como

la fosfatidilcolina y el fosfatidilinositol por la acciónde la fosfolipasaA2 y es el

paso limitante en la síntesis de estas hormonas derivadasde lípidos. Las víasde la

ciclooxigenasa, que da lugar a la síntesis de las prostaglandinasy tromboxanos,de

la lipooxigenasaque da lugar a la formación de los leucotrienosy de la

monooxigenasaqueda lugara la formaciónde lipoxinas,estántodaspresentesen

las células endoteliales, a pesar de que la evidencia de la última vía no está 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; ABRAHAMy col., 1985).

El principal producto de la vía de la ciclooxigenasa en células endoteliales de
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arterias es la prostaciclina (PGIJ, al menos en célulasde arteriasgrandeso de

conducción, mientras que los productos principales de células endoteliales

microvascularesson la PGW y la PGF2aIfa(MARCUS y col., 1978; GERRITSEN

y CHELI, 1983; SCHROR, 1985). Así, en cultivos de células endoteliales

microvascularesaisladasdelmúsculocardíacodelconejo,la produccióny liberación

de PGE2 fue mayor que la liberacióndel metabolitoestablede la PGI2, 6-keto-

PGF2aiía(GERRITSENy CHELI, 1983).El tromboxanoA2 (TI(A2), essintetizado

mayoritariamenteen la mediade la paredvascular,(BRUNKWALL y col., 1987),

aunqueprobablementetambién puede ser sintetizado en células endoteliales

(INGERMAN-WOJENSKI y col., 1981; UN y col., 1993), a pesarde que se ha

descritorecientementeque no habíaactividadde la sintetasade tromboxanoen

célulasendoteliales,sino únicamenteen células sanguíneasadheridasa la pared

vascular(BUZZARD y col., 1993).Diversosestudioshansugeridounasíntesisde

prostaglandinastantovasodilatadorascomovasoconstrictorasencélulasdelmúsculo

liso (GOLDSMITH, 1982; TODA y col., 1987). Sin embargo,hay que teneren

cuentaque in vivo la mayor produccióndetromboxanoviene de plaquetasy que

la mayor producciónde PGI2 procedede la paredvascular(MONCADA y col.,

1976).

El sistema prostaglandinas-tromboxano, probablemente no juega un papel

fundamental en la regulación del flujo sanguíneocoronario bajo condiciones

fisiológicas (BASSENGE y HEUSCH, 1990), a pesar de que se observa un

incrementoen la resistenciavascularcoronaria despuésde la inhibición de la

ciclooxigenasa(SAKANASHI y col., 1980; EDLUND y col., 1985; HOLTZ y col.,
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1984). Parece ser que las prostaglandinaspuedentenerun papelen la respuesta

vasodilatadora dependiente del endotelio en la condición de hipoxía(BUSSEy col.,

1984). La PGI2 y la PGE2 tienen una acción vasodilatadorapotente en

preparacionesaisladasde arteriascoronarias,causandoun incrementoen los

nivelesintracelularesde AMPc (GORMAN y col., 1977; TATESON y col., 1977;

SHIMOKAWA y col., 1988).El TXA2 y la PGF23118tienenun efectopotentecomo

vasoconstrictores en arterias coronarias grandesy pequeñas(SIMONSENy col.,

1992).

La síntesis de prostaglandinasinducida por estimulación de los nervios

parasimpáticosdel corazón o por la infusión de agonistascolinérgicos en la

circulacióncoronariaestámediadaatravésdereceptoresmuscarínicos(JUNSTAD

y WENNMALM, 1974; JAISWAL y MALIK, 1988; JAISWAL y col., 1988).En el

corazónaisladoperfundidode conejopuedenobtenerseincrementosde la PGE2

y la 6-keto-PGF28~ después de la estimulación colinérgica (JUNSTAD y

WENNMALM, 1974;JAISWALy MALIK, 1988;JAISWAL y col., 1988),pero solo

se hanestudiadolos receptoresmuscarínicosimplicadosen la formaciónde PGI2

en preparacionesde Langendorf(JAISWAL y MALIK, 1988; JAISWAL y col.,

1988).Estos autoresconcluyeronquereceptoresmuscarínicosde los subtiposM2

y M3 estánmediandoel incrementode salida de
6-keto-PGF

2a~ade corazónes

aisladosde conejoy, mientraslos receptoresM2 inducenuna disminuciónde la

frecuencia cardiaca, el efectoinotrópiconegativoy el efectovasoconstrictorde la

ACh, los receptores M3 probablementemedian la vasodilataciónde la ACII

infundida (JAISWAL y MAIÁK, 1988; JAISWAL y col., 1988). En arterias

61



coronariasproximalesdeprimatesno humanos,la inhibición de la ciclooxigenasa

no afecta la relajación para la ACh, pero inhibe la respuestacontráctil en

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

La mayorpartede la síntesisde leucotrienosprobablementederivade la vía de

la lipoxigenasaengranulocitos,macrófagosy mastocitos(FAULER y FRÓHLICH,

1989), a pesarde quela enzima5-lipooxigenasatambiénse encuentraen células

endoteliales(CHAND y ALTURA, 1981; NOLAN y col., 1990; KAHLER y col.,

1993). Los leucotrienos posiblementeno están involucrados en la regulación

fisiologica del tono vasomotorcoronario, pero parecenjugar un papel en los

procesosinflamatorios, como en el caso de la infiltración de leucocitos del

miocardio en el desarrollode un infarto de miocardio (EVERS y col., 1985;

BASSENGE y HEUSCH, 1990). Los leucotrienosC4 y D4 son constrictores

potentesde las arteriascoronariasde cerdo in vivo y en el corazónde cobaya

aisladoin vitro (TOMOIKE y col., 1987; KAHTLER y col., 1993),mientrasquese

ha observadovasoconstriccióny vasodilataciónen arteriascoronariasde perro y

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

Existeescasainformación sobre el papelde la víamonooxigenasaP-450en las

arteriascoronarias.Lasíntesisdeácidosepoxicicosatrienoicos(EET) por la víade

la citocromo PASO epoxigenasa,estuvo incrementadaen arterias coronarias

estenóticascomparadasconarteriascoronariascaninasnormales(ROSOLOWSKY

y col., 1990). Estos derivadosdel acido araquidónicoinducen una relajación

independientedel endotelioprobablementedebidaa la inhibición de la bomba
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sodio-potasio ATPasa (SCHWARTZMANy col., 1985) y de mayor magnitud que

las relajaciones para la PGI2 en arteriascoronariascaninas(ROSOLOWSKYy col.,

1990).

El papel vasomotor de los metabolitosoxigenadosdel ácido araquidónico

formadoenel endotelioarterialcoronarioespococonocidoy, en especial,la vía

monooxigenasaP-450 ha sido poco investigada.

FACTOR RELAJANTE DERIVADO DEL ENDOTELIO (EDRE)

Las célulasendotelialescontribuyen al control local del diámetrovasculara

través de la formación del factor relajante derivado del endotelio (EDRF)

(FURCHGOTFy ZAWADZKJ, 1980; FURCHGOTF, 1984; FURCHGOTFy

VANHOUTFE, 1989) queesunasustanciano-prostanoidey queen la actualidad

se identifica comoóxido nítrico (NO) (PALMER y col., 1987; IGNARRO y col.,

1987) o un análogoquelibera NO en las célulasdel músculoliso (MYERS y col.,

1990).Actualmentesereconocequeestesistemaactúaconun mecanismode señal

célula-a-célulacomoneurotransmisor(SNEDDONy GRAHAM, 1992; AYPJIKI

y col. 1993) o con unafunción paracrina(MONCADA y col., 1988; IGNARRO,

1990). También se ha sugerido que el EDRF podría actuar como segundo

mensajeroen neuronascerebrales(GARTHWAITE y col., 1988; RU y EL-

FAKAHANY, 1993) y en tejido vascular mediante liberación fotosensible

(VENTURINI y col., 1993).

63



El EDRF se libera de células endotelialespor mecanismosmediadospor

receptoro mecanismosno-mediadospor receptor,comoson incrementosdel flujo

sanguíneo(FUJI y col., 1991) o de la presiónde CO2 (TIIAN y col., 1993; CARR

y col., 1993). La presenciade receptoresendotelialesmuscarínicos,alfa y beta

adrenérgicos,serotoninérgicos,histaminérgicosy paraangiotensinaII, sedescubrió

por primeravez en cultivos decélulasendotelialesvasculares,mediantela medida

de los niveles de nucleótidos cíclicos (BUONASSISI y VENTER, 1976).

Posteriormente,otros tipos de receptores han sido localizados en células

endotelialesencultivo,comolospurinoceptores-P2~(BURNSTOCKy KENNEDY,

1985; HOUSTONy col., 1987)y receptoresparataquininas(COCKSy col., 1985).

El mecanismodetransducciónqueconducea la liberacióndeEDRFde loscélulas

endoteliales depende probablemente del influjo de calcio extracelular

(LUCKHOFF y BUSSE, 1986; COLDEN-STANFIELD y col., 1987) y/o la

liberacióndel calcio de reservasintracelulares(LUCKHOFF y BUSSE, 1986;

MULSCH y col., 1989). ANGUS y COCKS (1989) indicaron que hay que

considerarlascélulasendotelialescomootro tipo decélulassecretorasqueutilizan

unasistemadualdesegundosmensajerospararegulardiversosprocesoscelulares.

De este modo, depuésde la estimulaciónde la liberación de EDRF con un

agonista,seactiva la fosfolipasaC originandola formaciónde IP3 y diaclíglicerol

(DAG); el IP3 podría causarla liberación de calcio de reservasintracelulares,

mientrasque el DAG activa la proteinaquinasaC en la membranaplasmática,

conduciendoesto último al influjo de caldo extracelular.De acuerdocon esta

teoría,sehademostradoquela bradiquininaliberaEDRFeincrementalos niveles

de IP3 en células endotelialesde aorta (LAMBRECl-IT y col., 1986), y el IP3
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añadidoa célulasendotelialespermeabilizadasquímicamentevacía las reservas

intracelularesde calcio (JOHNSy col., 1988).

El incremento del calcio intracelular de las células endoteliales causa la

activaciónde la sintasade óxido nítrico que generaNO y citrulina a partir del

grupo guanidino de la L-arginina (BREDT y col., 1991).La enzima,ademásde

calcio, necesitaotros cofactorescomo calmodulina, NADPI-I y oxígenopara

catalizarlos dosprocesosdandolugara la formaciónde NO. La síntesisde NO se

puede inhibir con bloqueantesdel transportadorde L-arginina en las células

endoteliales(BOGLE y col., 1992) y tambiénconel usodeanálogosdeL-arginina,

N0-monometil-L-arginina(L-NMMA) o L-N0-nitro arginina (LNNA), causando

inhibición de la sintasadel óxido nítrico (MOORE y col., 1990; REES y col.,

1989a). Igualmente, los inhibidores del metabolismo oxidativo, inhiben

selectivamentela liberación de EDRF de las arterias coronarias de conejo

(GRIFFITH y col., 1986). Despuésde su formación, el NO que es altamente

difusible, va al espacioextracelularcomo EDRFenformadeNO puroo comoun

constituyenteconNO, comoesla S-nitroso-L-cisteína(IGNARRO, 1990; MYERS

y col., 1990; KONTOS, 1993).’Despuésde difundir al músculo liso, el NO se

combinacon el componentehemo de la enzimaguanilato ciclasa y activa este

enzima.La guanilatociclasaactivadageneraguanosínmonfosfatociclico (GMPc)

a partir deguanosíntrifosfato demagnesio(MgGTP). El GMPcactiva la proteina

quinasadependientedel GMPc (RAPOPORTy MURAD, 1983) y conducea la

desfosforilaciónde las cadenasligeras de la miosina, causandorelajación del

músculoliso (BRENNERy col., 1989).Debido a la afinidaddelNO por los grupos
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hemo, se puede usar oxihemoglobina como “scavenger’ (secuestrador)deNO y de

este modo causar inhibición de la relajaciónvascular(MARTIN y col., 1985). Se

ha demostradotambiénqueotros antagonistasdel NO comoel azul de metileno,

tienenun efectodirectó inhibitorio de la guanilatociclasa (GRUETFERy col.,

1981a,b; MARTIN y col., 1985). Se ha sugeridoque el EDRF puedeinducir

relajación a través de mecanismosindependientesdel GMPc como son el

incrementode la conductanciadepotasio(GORDONy MARTIN, 1983),alteración

de la actividad de la bomba de sodio-potasio-ATPasa(FURCHGO’JT y

ZAWADZKI, 1980), efecto sobre el influjo de calcio (EGLEME y col., 1984;

GRIFFITH y col., 1986; MALTA y col., 1986)o un efectodirectoinhibitorio sobre

el mecanismode contraccióndel músculoliso (GREENBERGy DIECKE, 1988).

Actualmente,continúala controversiasobre la existenciade uno o dos factores

relajantesno-prostanoidesderivadosdel endotelio, uno que causarelajacióna

travésdel GMPc (EDRF) y otro hiperpolarición(EDHF).

La conversiónde L-argininaa NO enlas célulasendotelialesestámediadapor

la sintasaconstitutivade óxido nítrico dependientede calcio y calmodulina,pero

se ha identificado la vía L-arginina-NOen el músculoliso de aortadespuésde la

inducciónpor la interleuquina-1(IL-l) o el lipopolisacáridobacteriano(LPS), un

fenómenoque requierela síntesisde novo de proteínasy estácatalizadopor la

enzimaNO sintasaque esindependientedel calcio y la calmodulina(FLEMING

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

La infusión intravenosadeanálogosde la L-argininaproduceun incrementode
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la presiónsanguíneaarterialsistémicay un incrementode la resistenciavascular

de la circulacióncerebraly coronaria(REES y col., 1989b; GARDINER y col.,

1990; HUMPHRIES y col., 1991). Los incrementosde la resistenciavascular

coronariatambiénseobservandespuésde la infusióndirectadelanálogo,nitro-L-

argininaen el conejo(AMEZCUA y col., 1989), perro (CHU y col., 1991) y en la

cabra(GARCIA y col., 1992).En segmentosaisladosdearteriascoronariasgrandes

y pequeñasdel cerdo,la inhibición de la sintasadel NO causaun incrementoen

el tono basalen presenciapero no en ausenciadel endotelio,y estarespuestase

reviertecon L-arginina,mientrasqueJa D-argininano tieneefecto(RICI-IARD y

col., 1990; TSCHUDI y col., 1991). Estos resultadossugieren que existe una

liberaciónbasaldeEDRFquecontrolael tonovascularcoronariobajocondiciones

normales(KELM y SCHRADER, 1990), pero quetambiéntiene un papel en la

faseinicial de la vasodilataciónobervadaen la condicióndehipoxia (PARK y col.,

1992).

Los análogosde la L-arginina comoL-NMMA y L-NAME (inhibidoresde la

sintesisde NO), tambiéninhibieronla respuestavasodilatadoraa la ACh infundida

en la circulación coronaria (AMEZCUA y col., 1988, 1989; CHU y col., 1991;

GARCL& y col., 1992),mientrasquein vitro la respuestaparala ACh estáinhibida

enarteriascoronariasgrandesy pequeñasdelperro(MYERS y col., 1989).Porotro

lado, la retiradamecánicadelendoteliono pareceinfluir en la contracciónparala

ACh enarteriascoronadasgrandesporcinas(GR SERy col., 1986; BÉNY y col.,

1986),a pesardeque la incubacióncon LNNA incrementala respuestaparaACh

en arteriascoronariasgrandesporcinas,si bien el último efectosepuedeatribuir
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a la inhibición dela liberaciónbasaldeEDRF(TSCHUDIy col., 1991).TSCHUDI

y col. (1991) observaronlo mismo en arteriascoronariaspequeñasdel cerdoy

varios estudioshansugeridoque no existenreceptoresmuscarinicosendoteliales

en arteriascoronariasporcinas,que medienla liberaciónde EDRF, dadoquela

ACh no relajó arteriasprecontraidas(NAKAYAMA y col., 1988; KAWAMURA

y col., 1989;TSCHUDI y co., 1991).De lo descritoanteriormente,sepuedededucir

que se necesitamás información para clarificar el papel del endotelio en la

respuestacontráctil de la ACh en la circulacióncoronaria.

HIPERPOLARIZACION DEL MUSCULO LISO VASCULAR Y DE LA

CAPA CELULAR ENDOTELIAL

Antesde quesedescubrierael factor relajantederivadodel endotelio,se sabía

que la ACh podía inducir hiperpolarizaciónde la arteria coronariadel cobaya

(KITAMIJRA y KURIYAMA, 1979)y de las arteriasmesentéricas(KURIYAMA

y SUZUKI, 1978). Estos autores sugirieron que el mecanismo de esta

hiperpolarizaciónsedebíaal incrementode la conductanciade potasio,dadoque

la ACh a una concentraciónde 0.1uM causóhiperpolarizacióndel potencialde

membranaentre-44 y -67 mV en las arteriascoronariasdel cobaya,mientrasque

el potencialde equilibrio de sodio y potasiofueronpositivoscomparadoscon el

potencial de reposo(KITAMURA y KURIYAMA, 1979). Por otro lado, estos

autoresno pudieron explicar la observaciónde que la ACII aparentemente

estuviera generando una contracción al mismo tiempo que causaba

hiperpolarización,mientras que la presenciade una concentraciónexternaen
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excesode potasio produjo contraccióncon o sin despolarización.Sin embargo,

despuésde la demostraciónde que las relajacionesde la ACh dependendel

endotelio(FURCHGOTFy ZAWADZKI, 1980), seha demostradoen segmentos

arterialesde diferenteslechosvascularesquela hiperpolarizacióninducidapor la

ACh dependede la presenciadel endotelio (CHEN y col., 1988; FELETOU y

VANHOIINTE, 1988; CHEN y SUZUKI, 1990). En vasos desprovistosde

endotelioesposiblerestablecerla hiperpolarizacióncon unasolución deACh que

anteriormentehapasadopor un segmentoconel endoteliointacto (FELETOU y

VANHOUTFE, 1988; CHEN y col., 1991). Esto sugierequela hiperpolarización

estácausadapor un factor presenteen la soluciónde perfusiónen lugar de una

conexióndirectaentreel endotelioy el músculoliso.

Estudios en la arteria cerebral media de conejo han sugerido que la

hiperpolarizacióndependientedelendotelioprobablementeabrecanalesdepotasio

dependientesde ATP, ya que la hiperpolarizaciónsereviertecon glibenclamida

(STRANDEN y col., 1989; BRAYDEN, 1990).Por otro lado,estudiosen la arteria

mesentéricade rata y arterias coronarias de cobaya han sugerido que la

hiperpolarizacióninducidapor la ACh y la relajaciónde estosvasosno estaba

afectadapor la glibenclamida,peroerainhibidaportetraetilamonio,sugiriendouna

activaciónde un canalde potasioactivado por calcio (MCPHERSONy ANGUS,

1991; CHEN y col., 1991; ECKMAN y col., 1992). De estemodo, la liberación

inducidapor la ACh dedistintos factoreshiperpolarizantesderivadosdelendotelio

o EDRF,puedeestarinvolucradaen las accionesde la ACh en distintosvasos,o

el efectoa nivel del músculoliso vascularpuedeestarmediadopor mecanismos
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diferentes.LaspropiedadesdelEDREy delEDHFsedistinguenpor lassiguientes

característicaselectrofisiológicasy farmacológicas:

(1) Las respuestasmecánicas al EDRE son sostenidas,mientras que las

respuestasal EDHFsontransitorias(KOMORI y SUZUKI, 1987a,b;CHEN y col.,

1988; FELETOU y VANHOU’ITE, 1988; CHEN y SUZUKI, 1989; RAND y

GARLAND, 1992).

(2) El EDRFrelajael músculoliso con un incrementode la producciónde GMPc

(HOLZMAN y col., 1982; IGNARRO y KADOWITZ, 1985),y el azuldemetileno

y la hemoglobinainhiben las accionesdel EDRE y la acumulaciónde GMPc

(MARTIN y col., 1985).Estostratamientosno afectanla hiperpolarizacióninducida

por la ACh (CHEN y col., 1988; HUANG y col., 1988).

(3) El candidatoaEDRE, NO, relajaalgunaspreparacionesarterialessin cambiar

el potencial de membrana,mientrasque la ACh causahiperpolarizaciónen las

mismasarterias(KOMORI y col., 1988).Además,en arteriascoronariascaninas,

la hiperpolarizacióninducidapor la ACh fue abolidapor ouabainamientrasque

semantuvola relajación(FELETOU y VANHOUTFE, 1988).

(4) El EDREselibera continuamenteen ausenciade estímulos,mientrasqueel

EDRE solo se libera despuésde la estimulacióncon un agonista (CHEN y

SUZUKI, 1989).

(5) En la arteriasafenadel conejo,seha sugeridoqueel EDREy el EDHFson

liberadospor la ACh a través de la activación de dos diferentessubtiposde

receptoresmuscarinicos(KOMORI y SUZUKI, 1987 a,b). De este modo, la

atropinafue máspotenteque la pirencepinaen inhibir la relajaciónde la ACh,

mientrasquelasdossustanciasfueronequipotentesen inhibir la hiperpolarización
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inducida por la ACh, sugiriendoque la hiperpolarizaciónse activa a travésde

receptoresM1 y la relajaciónsostenidaa travésde receptoresM2 (KOMORI y

SUZUKI, 1987 a,b). Sin embargo,enarteriascoronariasde cobayano fue posible

distinguir la hiperpolari2acióny la relajacióninducidapor la ACh con el uso de

pirencepina,dando así lugar a evidenciasen contra de la existenciade dos

poblacionesdereceptoresmuscarínicosenel endotelioqueselectivamenteinduzcan

la liberacióndeuno u otro factor (KEEFy BOWEN, 1989).Además,la separación

del EDRF y EDHF seha complicadocon la demostraciónde que el NO puede

causaruna hiperpolarizaciónde las arteriasuterinas (TARE y col., 1990). Sin

embargo,recientemente,sehaobservadoque la hiperpolarizacióninducidapor el

NO y la ACh estámediadapor diferentesmecanismosen arteriasmesentéricas

pequeñasde rata (GARLAND y MCPHERSON,1992).En las arteriascoronarias

de cobaya, la ACh todavíarelaja las preparacioneshastaun 70% del máximo,

después de que los niveles de GMPc fueron reducidos con L-NMMA o

hemoglobinaa concentracionesno detectables(KEEF y col., 1993). Estos

resultadossugirieronquela ACh no sólo liberaNO paraincrementarlos niveles

de GMPcen el tejido, sinoque tambiénrelajaa travésde un segundomecanismo

independientedelGMPc, probablementeinvolucrandoal factor hiperpolarizante

derivadodel endotelio(EDHF).

En resumen,el EDHFesunafactorno-prostanoideprobablementediferentedel

EDRF. El EDRF y el EDHF puedenser el mismo compuestoen un estado

diferenteo tenercaracterísticascomunesen otros lechosvasculares.El EDHF

hiperpolarizay relajael músculoliso coronarioa travésde la aperturade canales
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de potasioactivadospor calcio sin incrementosen la concentraciónde GMPc.

En la arteria carótidade conejo,donde la ACh generauna hiperpolarización

transitoriaseguidade unasostenida,la reduccióndel calcio extracelularinhibe la

hiperpolarizaciónsosteniday reduceel componentetransitorio (BUSSE y col.,

1988; CHEN y SUZUKI, 1990). Igualmente,se observó que el componente

sostenidodela hiperpolarizacióndependíadelinflujo decalcio extracelularatravés

decanalessensiblesal niquel(entradade calcio inducidapor un agonista),mientras

que las bloqueantesde los canalesde calcio voltaje- dependientes,nifedipina y

verapamil,no teníanefectossobrela respuestainducidapor la ACh enel endotelio

de aortaderata(MARCHENKO y SAGE, 1993).La hiperpolarizaciónmantenida

provocadapor la ACh y medidaenel endoteliode arteriascoronariasintactasde

cobaya,tambiéndependedel calcio y en contrastecon el endoteliode aortade

rata,los bloqueantesde los canalesde potasio,tetraetilamonio,charybdotoxinay

4-aminopyridina(4 AP) causarondespolarizacióndel endotelioy bloquearonla

hiperpolarizaciónprovocadapor la ACh enestapreparación(CHENy CHEUNG,

1992). Esto sugiere la existenciade diferenciasentre especiesy entre distintos

lechosvasculares.

La proteínaquinasaC no paraceestarinvolucradaen la hiperpolarizaciónde

lascélulasendotelialesinducidapor la ACh, ya quelos antagonistasestaurosporina

y H-7 no alteraronla respuestaparaesteagonista(MARCHENKO y SAGE, 1993).

Se ha demostradoque el ionóforo del calcio, A23 187, escapazde hiperpolarizar

las células endotelialesde la arteria carótidade conejo y arteriascoronarias
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caninas,en presenciapero no en ausenciadel calcio extracelular (CHEN y

SUZUKI, 1990;ILLIANO y col., 1992).Tanto la cafeínaquefacilita y la procaína

que inhibe la liberación de calcio de las reservasintracelulares,bloquearonla

hiperpolarizaciónsostenidainducidapor la ACh en la arteriacarótidadel conejo

(CHEN y SUZUKI, 1990). Además, el antagonista de la calmodulina,

calmidazolium,inhibió las relajacionesdependientesdel endotelioy resistentesa

la nitro-L-arginina en la arteria coronaria canina, y las inducidas por la

bradiquininay el A23 187. Estos resultadossugierenqueel incrementode calcio

citoplasmático,al igual que ocurríacon el EDRF, es un paso importanteen la

producciónde EDHFy el complejocalcio-calmodulinatiene un papel importante

en la regulación de la síntesisy liberacióndel factor (ILLIANO y col., 1992;

NAGAO y col., 1992).

En resumen,la liberaciónde EDHF de las célulasendotelialesdependedel

incrementointracelularde lasconcentracionesde calcio [Ca2t]
1mediantela entrada

de calcio a travésde canalessensiblesal niquel y la liberaciónde calcio de tas

reservasintracelulares.Alternativamente,los receptoresmuscarínicosactivadospor

la ACII estánacopladosa la hidrólisis del lípido derivadode la membrana,PIP2a

DAG e IP3 por la fosfolipasaC. El segundomensagero,IP3, conducea la liberación

de calcio de las reservasintracelularesy causaasíun incrementode [Ca
2t]~. El

último podría activarlos canalesde potasiodependientesdel calcio.
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FACTORES CONTRACTILES DERIVADOS DEL ENDOTELIO

La evidencia a favor de un papel parasustanciasvasaconstrictorasderivadas

del endotelio(EDCF) fue obtenidaa raízde la observacióndequelas respuestas

contráctilespara la ACh y otros agonistaseran disminuidascon la retirada

mecánica del endotelio, y las siguientes observacionesque se exponen a

continuaciónindicaronqueno sepodíaatribuira un dañodelmúsculoliso vascular

(DEMEY y VANHOtJWI’E, 1982; GREENBERGy TANAKA, 1982; LUSCHER

y VANHOUTTE, 1986): (1) La sensibilidaddel músculoliso no fue alterada,ya

que no habíacambiosen la concentraciónde agonistaque induce el 50% de la

respuestamáxima.(2) Larespuestacontráctilparaotrosagonistaseraincrementada

en lasmismaspreparaciones.(3) En algunaspreparacionesvascularesno seobervó

unadepresiónde la respuestamáximacon la retiradadel endotelio.

Los factorescontráctilesse liberandel endotelioen respuestaal estiramiento

(KATUSIC y col., 1987), distensión(RUBANYI y VANHOrITE, 1986), anoxiay

agonistascomo trombina, serotoninay ACh (ALTIERE y col., 1986; KATUSIC

y col., 1988;FURCHGOITyVANHOUrITE, 1989).El acoplamientoestimulación-

secreciónen las célulasendotelialesparecesercalcio-dependiente,comoindicala

liberación inducidacon el ionóforo de calcio, A23187 (KATUSIC y col., 1988).

Sehanidentificadopor lo menostresdiferentesEDCFquepuedenserliberados

del endotelio:

(1) EDCF1,está liberadopor estiramientoo estimulacióncon ACh o A23187 y
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dependede la vía de la ciclooxigenasa.El efectodel EDCF1 es bloqueadocon

indometacinae inhibidoresde la sintetasadetromboxano(KATUSIC y col., 1988),

pero tambiéncon secuestradoresde los anionessuperóxidocomola dismutasadel

superóxido.El último se generaduranteel metabolismodel ácido araquidónicoy

junto con el tromboxanoA2 puedeinducir los efectosqueseatribuyenal EDCF1

(FURCHGOTFy VANHOUTTE, 1989).

(2) El EDCF2es un polipéptidosintetizadopor lascélulas endoteliales,sensiblea

la destrucciónpor la tripsina e inducecontraccionesdearteriasy venas(HICKEY

y col. 1985;GILLESPIEy col., 1986;O’BRIEN y col., 1987).El polipéptidohasido

identificadocomo endotelina(YANAGISAWA y col., 1988) y forma partedeuna

familia de péptidos (endotelina-1,endotelina-2y endotelina-3)(INOVE y col.,

1989>. La endotelina-l tiene un efecto vasoconstrictorlento, potentey de larga

duración en la circulación coronaria humana(FRANCO-CERECEDA, 1989;

DASHWOOD y col., 1991, CHESTER y col., 1992; GODFRAIND, 1993),

probablementeactivandoreceptoresdel subtipoETA en las partesdistalesde la

circulación coronaria y activando los dos subtipos en las arterias proximales

(GODFRAIND, 1993).Sin embargo,la informaciónsobrela liberacióny función

del EDCF2 bajo circunstanciasnormaleses escasa.El ‘shear stress” suprime la

expresióndel gende endotelinay como la contracciónde las endotelinaseslenta

y de largaduraciónsepodríasugerirqueel péptidocorrige situacionesconflujo

reducido.

(3) El EDCF3es unasustanciadiferentedel EDCF1 y delEDCF2 y esliberadoen

arteriascaninas, incluyendola circulación coronaria,en la situaciónde anoxia

provocandounacontraccióninmediatay dependientedel endotelio(RUBANYI y
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PAUL, 1986; RUBANYI y VANHOUTFE, 1986).

Pareceser que el EDCF1 es el único factor que puede mediar partede las

respuestasparala ACh, mientrasquela endotelinay el EDCF3 probablementesolo

interfieranconla regulacióncolinérgicacon un papelmodulador,aunqueno se ha

investigadoen arteriasintramiocárdiacas.
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2. OBJETIVOS
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Unavasoconstriccióninapropiadaen las arteriascoronariasderesistenciapodría

tenerun papel fisiopatológicoimportanteenenfermedadescon un flujo sanguíneo

coronarioreducido (isquemiacardiaca>. Se ha sugeridoque el sistemanervioso

autónomoy en especial,el control parasimpático,tiene unainfluencia bajo estas

circunstancias, pero todavía es controvertido si la circulacióncoronariarecibeuna

inervacióncolinérgica, no conociéndoseademáslos receptoresimplicadosen las

respuestas para la ACh en la circulación coronariabajo condicionesfisiológicas

normales.

En el presente trabajo, los experimentos se han llevado a cabo aislando arterias

coronarias de pequeño calibre de la zona de la paredventricularanterior,a 3-4 cm

del apex del corazón, zona que es afectada con mayor frecuencia por la isquemia

coronariay el infarto de miocardio.Con el objetode conocerla respuestade las

arterias coronariasde resistenciaa la ACh en condiciones normales,se han

utilizado animalesjóvenesdondeel riesgodeenfermedadisquémicaesmenor.Las

arterias han sido examinadas con una técnica microvascular in vitro que permite

conocer el diámetro interno de los segmentosy medir la fuerzaisométrica bajo

circunstancias óptimas, sin influencia de factores metabólicoso de la presión

extravascular del miocardio. Por último, mediante técnicas bioquímicas e

histoquimicasseha investigadola presenciade fuentesparala ACh.

Los objetivos del presentetrabajo hansido:

1) Determinar si los enzimas necesarios para la síntesis y metabolizaciónde la
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ACh están presentes en la circulación coronariadelcorderoy comprobarsi juegan

un papel en la respuesta a la ACh exógena.

2) Con el uso de antagonistas preferenciales, caracterizar los receptores que

median la respuesta contráctil a la ACh en arteriascoronariasde resistenciadel

cordero.

3) Estudiar la función del endotelioen la respuestaa 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 biológico, reactivosy soluciones

Material biológico

Enel presentetrabaj¿sehanutilizadoarteriascoronariasde diferentestiposde

animales. Las arterias ovinas fueron obtenidas de animales sacrificados diariamente

en el Matadero Municipal de Madrid. Una vez extraídos los corazones se

trasladaron al laboratorio en unasoluciónde Krebs-Henseleitmodificada,a 40C.

En estudios comparativos utilizando arterias de rata, los animales fueron obtenidos

del anirnalario del Departamento de Fisiología de la Facultad de Veterinaria. Los

animales fueron sacrificados por dislocación cervical y luego desangradosantesde

extraer el corazón o las arterias intestinales. Las arterias coronarias humanas

fueronobtenidasde corazonesde pacientessometidosa trasplantesen el British

NationalHeart andLung Institute(Harefield, Inglaterra).

Aparatos utilizados

.

* PolígrafoGrass,modelo79D de la GrassMedical Instrumentcon cuatro

canales intercambiables y contador de tiempo.

* TransductorisométricoGrass,modeloFU 03 C.

* Termostatode inmersión B. Braun, modeloThermomix 1420.

* Bañosde órganosaisladosdetipo Hógestattde5 ml decapacidad(figura

3a) (HOGESTAIT, 1983).

* PolígrafoHoustonde dos canales.

* Miógrafos microvasculares dobles de 10 ml de capacidad con temperatura

regulada y con dos transductores,permitiendo montary examinardos

81



segmentosvasculares al mismo tiempo (Figura 3~» (MULVANY y

I-IALPERN, 1977).

* Generador de impulsos Cibertec (modeloCS2O) con salidade corriente

constante.

* OsciloscopioGould (Modelo 05255).

* pHmetroCRISON(Modelodigit 501).

* BalanzaSARTORIUS.

* UltracentrífugaBeckman.

* Contadorde centelleoBeckman.

* Microtomode congelación(LEITZ).

* MicroscopioDiaplan (LEITZ) consistemade cámarafotográfica,marca

Wild, modeloMPS12.

Reactivos

Los productosempleadosenestosexperimentosfueron:

* A23187, lonoforo de calcio <Sigma).

* AcetilcoenzimaA (Sigma).

* [‘4C]-acetilcoenzimaA (New EnglandNuclear).

* Acetilcolina HCl (Sigma).

* Acido nordihidrogualaretico(NDGA, Sigma).

* AF-DX 116(11-121(dietilamino)metill-l-piperidinil]acetil]-5, 1 1-dihidro-ÓH-

pirido [2,3-b][1,4] benzodiazepin-6-ona)(Bohringer Ingelheim,Dr. Karl

Thomae).

* Albúmina séricabovina (Sigma).
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* L-arginina(Sigma).

* Atropina, sulfatode (Merck).

* Carbacol,clorurode carbamilcolina (Sigma).

* Cloruro de colina(Sigma).

* 4-DAMP(4-difenil-acetoxi-Nnietilpiperidena)metilioduro.CortesíadelDr.

Barlow, (Bristol, G.B.).

* EDTA (Acido etilendiaminetetraacéticodisodico,Merck).

* EGTA (Acido etilenglicol-bis(¡3-aminoetilester)N, N, N’,N’-tetraacético,

Merck).

* Fentolamina, chlorhidrato de (Sigma).

* Fisostigmina(EserinaSulfato, Sigma).

* Formaldehido(3540%) (Pancreac).

* HHS¡D (hexahydrosiladifenidol-hydrochíoride).Cortesíadel Dr. Barlow

(Bristol, G.B.).

* Hemoglobina(Sigma)

* Hexametonio,bromurode (SERVA).

* ISO-OMPA (tetraisopropilpirofosforamide)(Sigma).

* McN-A-343 (4-hidroxi-2-butinil-1-trimetilamonio rn-clorocarbimilato

cloruro) (Sigma).

* Metacolina,clorurode I3-carbamilcolina (Sigma).

* NADPH (Sigma)

* Neostigmina(Prostigmina,Roche)

* N0-nitro-L-arginina(LNNA, Sigma).

* Nicotina (SERVA).
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* Nitrito sádico(NaNO2) (Probus,Barcelona).

* Nitroblue tetrazolium <Sigma).

* DL-noradrenalina,chiorbidrato(Sigma).

* OxotremorinaM (Sigma).

* pFHHSiD (para-fluoro-hexahydrosiladifenidolhydrochloride)(RBI).

* Paraformaldehido(Merck).

“~ Pirencepina,chlorbidrato(Dr. Karl Thomae).

* Poli-lisina (Sigma).

* Papaverina(Sigma).

* DL-Propranolol,chlorhidrata(Sigma).

* Sacarosa(Merck).

* Telencepina(RBI).

* U46619(Sigma).

Todaslas solucionesseprepararoninicialnientecomosolucionesmadrea una

concentraciónde lo’- 1IY
2M y se almacenarona -200C; a partir de éstasse

realizabandiariamentelascorrespondientesdiluciones.Lassolucionesconcentradas

se realizaron en agua destilada excepto las siguientes: A23 187, que se preparó en

dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentraciónde í(VM; AF-DX 116, que se

preparóen una solución ligeramenteácida(0,05N de HC1), las catecolaminasen

aguadestiladacon ácido ascórbico1(Y3M paraprevenir la oxidación del grupo

catecol,y el U46619sepreparóen etanolal 96%.

Los experimentoscon las substanciasfotosensibles(A23187 y papaverina)se
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prepararon y utilizaron limitando la entrada de luz en el laboratorio.

sQJil~inn~

La composiciónde la solución salina fisiológica (PSS) modificada de Krebs-

Henseleity expresadaen concentraciónmilimolar (mmol/l) fue la siguiente:

* Bicarbonatosádico(HCO3Na) 24.9

* Cloruro cálcico (CI2Ca) 1.5

* Cloruro magnésico (Cl2Mg) 1.2

* Cloruro potásico (CIK) 4.6

* Cloruro sódico (CINa) 119

* Fosfato monopótasico (KH2PO4) 1.2

* Na2EDTA (C16H14N2Na2O8) 0.027

* Glucosa (C6H12O~) 11

Estos reactivos fueron de máxima pureza procedentes de los laboratorios Merck.

,La solución de PSS se preparó diariamente y la adición de Na2EDTAse hizo con

el fin de retrasar la oxidación e impedir el crecimiento bacteriano. La solución fue

oxigenada con carbógeno(95% 02, 5% CO2), dandoun pH final de 7,4.

La solución salina fisiológica rica en potasio (KPSS) se preparó sustituyendo en

una solución PSS normal, cantidades equimolares de NaCl por KCI dando una

solución isotónica.
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La soluciones salinas fisiológicas carentes de calcio se prepararon omitiendo el

Cl2Ca y el Na2EDTA, PSS0 , o añadiendo Na2EGTA0.1 mMcomo quelante de

Ca
2~, P5S

01.

En el estudiohistoquirnicoseutilizaron lassiguientessolucionestampón,todas

ellas para el procesado del tejido a nivel de microscopio óptica.

Para la preparación del tampón fosfato 0.2 M. pH= 7.4, previamente se

prepararon las siguientes soluciones:

(1) Solución de fosfato disódico (Na2HPO4, 12H20) 0.2 M:

* Fosfato disódico 71.6 g.

* 1420 destilada 11.

(2) Solución de fosfato monosódico (NaH2PO4, 1420) 0.2 M:

* Fosfatomonosódico 27.6 g.

* H20 destilada 11.

Para la preparación del tampón fosfato 0.2 NL pH=7.4 se mezclaron 8

volúmenes de la solución (1) y 2 volúmenes de la solución (2) y se ajustó el pH.

El tampón fosfato 0.1 M. pH = 7.2 se preparó a partir del tampón fosfato 0.2

M, pH = 7.4 añadiendo por cada volumen de esta solución el mismo volumen de

H20 destilada y luego se ajustó el PH.

Para la preparación del tampón NaOH- Maleato 0.1 M. pH=6.0, previamente
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seprepararonlas siguientessoluciones:

(1) Soluciónde hidróxido sódico(NaOH) 0.1 M:

*NaOH lg.

* H20 destilada 250 ml.

(2) Solución de maleato 0.1 M:

* Acido maléico 3 g.

* 1420 destilada 250 ml.

Para la preparación del tampón NaOH- Maleato0.1 M, pH= 6 se mezclaron

250 ml de la solución <1) y 156 ml de la solución (2). Finalmente, se complementó

hasta un volumen final de 11 con H20 destilada.

El tampón fosfato salino (PBS) 0.01 M. pH= 7.2 se preparó de la siguiente

forma: * Tampón de fosfato 0.2 M, pH = 7.4

* Cloruro sádico (NaCí) 17.4 g.

* Cloruro de potasio (KCI) 0.4 g.

* H20 destilada hasta 11 de solución final.

3.2 Metodologíade los estudios funcionales

Corazones de corderos de 3-6 meses fueron obtenidos en el Matadero Municipal

y sumergidos en un termo hermético, que contenía solución PSS previamente

aireadacon carbógeno(95% 02, 5% <207) auna temperaturade 40<2 parareducir

el metabolismo cardiaco, siendo transportadoal laboratorio en un tiempo

aproximadode 30 minutos.
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Disección y preparación de la arteria coronaria izquierda descendente (LDM

En el laboratorio, se eliminó primero el pericardio y la paredanterior del

corazón fue extraída y limpiada varias veces con PSS, antes de situarla en una

placa de Petri, con solución PSS aireada con carbógeno donde se procedió a disecar

la arteria coronaria izquierda descendente (LDA).

Los segmentos proximales de la arteria coronaria izquierda descendente fueron

montados como anillos sobre dos ganchos metálicos en baños de órganos aislados

(Fig. VA) del tipo Hógestatt (HÓGESTATTy ANDERSON,1983) de 5 ml de

capacidad con la temperatura regulada a 37”C y aireadoscon carbógeno.Uno de

los dos ganchos metálicos se conectaba a un transductor isométrico GRASS

(FTo3C)paracaptarlas variacionesde tensiónde la preparación,las cualeseran

amplificadasy registradasen un polígrafoGRASS(modelo79D). El otro gancho

metálico se encontraba unido a una unidad de desplazamiento, la cual podía ser

manipuladamedianteun tornillo micrométrico,permitiendoun ajusteprecisode

la tensión,pero no el control del circunferenciade la preparación.Durante un

períododeestabilizaciónseequilibrabala tensiónbasalde laspreparacionesa 7.5

N/m aproximadamente, ya que experimentos previos mostraron la tensión pasiva

aplicadacomola másadecuadaparalaspreparaciones,yaquepermitíaobtenerlas

maximasrespuestascon unaalta reproductibilidad.

La solucióndel bañoerarenovadacada16-15 minutos,mediantesucción.
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Despuésde ser equilibrados,la contractilidadde los segmentosfue examinada

activandoel anillo dos vecescon KPSS. Todaslas respuestasparala ACh fueron

realizadosen PSS normal. En primer lugar, se obtuvo una curva control

concentración-respuestaparala ACh incrementandola concentraciónde la

sustanciaen el bañoen mediasunidadeslogarítmicas.Las preparacionesfueron

lavadascambiando la solución del baño varias vecesy se dejaron los vasos

equilibrar durante2 horas antesde ser incubadoscon los diversostratamientos

durante30 mm y derepetirla curvaconcentración-respuestaparala ACh. Al final

del experimento,sedeterminóla presenciao ausenciadelendoteliomedianteuna

preconstricciónconunamezclade U46619(1(1M) y serotonina(1Ú6M) y cuando

la contracción se estabilizó, se añadió el ionóforo de calcio, A23 187, a una

concentraciónde 3xl06M. Lasrelajacionesmayoresdel 50% fueronconsideradas

comoevidenciade la integridadde las célulasendoteliales.

Microdiseccióny montajede las arteriascoronariasdc resistencia

Despuésde disecarel pericardio,serealizóun corte5-6 centímetrossobre el

apexdelcorazóny seextrajo unapiezade la pareddel ventrículoizquierdo con

una rama diagonal de la arteria coronaria izquierda descendente.Ramas

intramiocárdicasde tercer a cuarto orden de la arteria coronaria izquierda

descendente,localizadascercadelapexdelventrículoizquierdo,fuerondisecadas

usandomaterialdemicrodiseciónnormalmenteutilizadoenoperacionesdecirugía
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oftálmica por el procedimientoanteriormentedescrito(SIMONSENy col., 1992).

Se disecóen primer lugar el miocardio que cubre la terminación de la rama

diagonalde la arteria coronaria izquierdasiguiendoel recorrido de ésta y sus

ramificaciones,y posteriormenteel miocardioadyacentede la ramaintramiocárdica

de tercer a cuarto orden que se quiere disecar. Se cortó un segmentode

aproximadamente2 mm de longitud, y un alambrede 40 pmfue introducidoen la

luz de la arteria.Despuésseliberó el segmentodel miocardiosubyacenteadherido

a la arteriay fue trasladoal bañodelmiógrafomicrovascular.Segmentosarteriales

de 2 mm de longitud fueron montadoscomo preparacionesen anillo en dos

alambresde40 «m en un miógrafo isométricodoble(Fig. VB), fijando unode los

alambresa un transductordefuerzaisométricoy el otroa un tomillo micrométrico

(MULVANY y NYBORG, 1980).

Normalizaciónde las arteriasde resistencia

Las arteriasfueron equilibradasen PSS, 37~C, pH 7,4, durante30 mm. Se

determinó la relación entre la tensión de reposo de la pared vascular y la

circunferenciainternadel vaso, y a partir de aquí, la circunferenciainterna L1~

correspondientea unapresióntransmuralde 100 mmHg paraun vasorelajadoin

situ (MULVANY y HALPERN, 1977; MULVANY y WARSHAW, 1979). Las

arterias fueron colocadasa una circunferenciainterna L1, siendo L1 =0.9xL~,

circunferenciaa la cuál el desarrollode fuerzaesmáximo. El diámetroluminal

internoefectivofue determinadocomo 1> =L1/x.
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Retiradamecánicadel endoteliovascular

En los segmentosde la arteria coronaria izquierdadescendente,las células

endotelialesfueron retiradasmecánicamentesiguiendoel procedimientodescrito

por FURCHGOITy ZAWADZKL (1980).Antesde montarel segmento,sepasó

unapinza por la luz del segmento,friccionandoligeramentela intíma.

En las arteriascoronariasde resistencia,el endotelio también fue retirado

mecánicamente.En una serie de experimentos,las células endotelialesfueron

retiradascon el segmentotodavía adheridoal miocardio, pasandoun cabello

humanopor la luz del segmentoy luegofriccionandodurante5 minutosla parte

interna.En otra serie de experimentos,siguiendoel procedimientodescritopor

NYBORG (1990) el endotelio se retiró con el segmentoya montado en el

miógrafo.Primerose redujola tensiónpasivadel vaso,se introdujoun alambrede

40 pm o un cabello humanoen la luz vasculary se friccionó suavementela

superficieendotelialsin dañarel músculo liso vascular.Posteriormente,los vasos

se dejaron equilibrar durante 15 minutos antes de aplicar la tensión pasiva

nuevamente.En el miógrafo microvascular,se aprovechóel hecho de que se

puedenmontardossegmentosenel mismo bañoparamontarenun transductorun

vasocon el endoteliointacto y en el otro, un vasosin endotelio.La confirmación

dela retiradadelendotelioseevaluóconunapruebafuncional.Lasarteriasfueron

contraídasconACho U44619y seañadió3x1W6M del ionóforo de calcio,A23187.

Una relajacióndel segmentomenorde un 10% parael A23187, fue considerada

evidenciade la ausenciafuncional de endotelio.En los segmentosde la arteria
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coronaria izquierda descendente,la retirada del endotelio fue confirmada

morfológicamenteusandoel métodode plata descritopor POOLEy col. (1958),

mientrasqueestemétodo no fue apropiadoparaevaluarla presenciao ausencia

de las células endotelialesen las arterias coronariasde resistencia,debido a

dificultadesenel manejode las mismas,ya queal abrirlaslongitudinalmenteexiste

el riesgode retirar la mayoríade las célulasendoteliales.

Procedimientoexperimentalde los estudiosfuncionales

El siguiente procedimientoexperimentalfue incluido en el protocolo para

asegurarla integridadde las arteriascoronariasde resistencia:(1) Despuésde la

determinacióndel diámetro interno, la capacidadcontráctil de los vasos se

comprobóestimulandolos segmentosarterialesconunasoluciónrica en <21K (123.5

mM KPSS), hasta que se registraron respuestasreproducibles. La máxima

capacidadcontráctil de los vasosfue estimadamediantela activacióncon

ACh en KPSS.(2) El tono miogénicode laspreparacionessedeterminómidiendo

la diferenciaentrela línea basejusto despuésde la normalizacióny la línea base

obtenidaen un medio libre de calcio o tras la aplicaciónde papaverina(l0-4M),

como paso final del experimento.(3) La integridad del endotelio se estimó

induciendounacontracciónestableconACh o U46619y añadiendoel ionóforo del

calcio, A23187 (3x1IVM) o sustancia1’ (3x1W8M). Se consideróevidencia de

integridadendotelialuna relajaciónmayor del 50%.
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Estimulacióneléctricatransmural

La estimulacióneléctricatransmuralde las preparacionesse realizódeacuerdo

con el método descritopor ANGUS y col. (1988), mediantedos electrodosde

platino colocadosenel interior de loscabezasdemontaje,enparaleloal segmento

vascularen el miografomicrovasculary a 1-2 mm de distanciade la preparación.

Los electrodosse conectarona un estimulador,Cibertec (CS2O) con salida de

corrienteconstante.El estimuladorfue calibradode tal formaquegenerasepulsos

deondacuadradade0.3 rus, agrupadosen trenesde 20segundosdeduración,con

una frecuencia de 0.5 a 32 Hz, a intervalos de 3 minutos y con corriente

supramáximaque se determinabapara cada preparación al comienzo del

experimento.Los parámetroselegidosfueroncontroladosconel osciloscopio.

Las curvasfrecuencia-respuestase realizaronvariandola frecuenciade 0.5 a 32

HZ. A continuacióny despuésde lavar,seesperaron45 minutosaproximadamente

antesde realizarla siguientecurva.Las respuestascontráctilesfueronobtenidas

estimulandosobrela línea basemientraslas respuestasrelajantesprovocadaspor

estimulacióntransmuralsevaloraronenpreparacionespreviamentecontraídascon

ACh (104M) o U46619(3x107M). Debido aqueen la mayoríade los estudiosde

estimulaciónde las arteriascoronariasrealizadoshastael momento, no se ha

caracterizadounaestimulaciónneurogénicasensiblea tetrodotoxina(GANTZOS

y col., 1983; KEEF y KREULEN, 1988), los parámetrosde la estimulacióny las

respuestasfueron comparadascon otro lecho vascularen estecaso las arterias

peneanasde resistencia.
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3.3 Valoración bioquímica de la actividad de la enzimacolinacetiltransferasa

(ChAT)

La actividad fue determinadaen miocardiodel ventrículo izquierdo, arteria

coronariaizquierdadescendentey ramificacionesde terceracuartoordenparael

ventrículoizquierdode la arteriacoronariaizquierdadescendente.La actividadde

la enzimatambiénfue determinadaenarteriaspialesde los mismosanimales,con

el objeto de tenerun control positivo (ESTRADA y col., 1988). Despuésde la

disección,los tejidos fueron lavadosen tampónfosfato 0.05 M, PH = 7.4, varias

vecesparaeliminar el PSS y en especial,el calcio. Los distintos tejidos fueron

homogeneizadosmediantesonicaciónen tampónfosfato,0.05 M, PH = 7.4 hasta

queel contenidoquedóhomogéneo<10-30 segundos).Unavez homogeneizado,el

tejidofue centrifugadoen un rotor a 27006g (15000rpm) durante45 minutosy los

sobrenadantesfueron utilizados para determinarla actividadChAT, lo cual se

realizóde acuerdocon el procedimientodescritopor FORNUM (1975) con las

modificacionesintroducidaspor ESTRADAy col. (1988).Unaalícuotade 10 ~‘1de

sobrenadantefue añadidaa lO al de ensayoqueconteníala siguientemezcla:

* AcetilcoenzimaA 3k M

* I’4C11-acetilcoenzimaA 0.4 M

* Cloruro sódico(CINa) 0.6 M

* Tampónde fosfato sódico,PH = 7.4 0.1 M

* Cloruro de colina 16 M

* EDTA 24 M

* Fisostigmina 0.4 M
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* Albúmina séricabovina 50%

La incubaciónsellevó acaboa 370Cdurante45 mm.,deteniéndosela reacciónpor

la adición de 5 ml de tampón fosfato sódico0.01 M a pH 7.4. La [>4C]-ACh

formada fue extraídacon acetonitrilo que conteníatetrafenilborónsódicoy la

radioactividadde las muestrasen líquido de centelleocon base de tolueno fue

determinadamedianteun contadordecentelleoBeckman.La actividadChAT fue

expresadaen pmol/min/mgproteína.La cantidad de proteínafue determinada

medianteel métodocolorimétricode Bradford (BRADFORD, 1976).

3.4 Metodologfa para los estudioshistoquimicos

Las muestras fueron recogidas en el Matadero Municipal inmediatamente

despuésdel sacrificiodel animal.Se limpid inmediatamenteel corazóny la pared

anteriorfue extraiday sumergidaen paraformaldehidoal 4% en tampón fosfato

0.1 M, pH= 7.4 a 40C, y asítransportadAal laboratorio.Unavez enel laboratorio,

sedisecaronbloquesdemiocardioincluyendola bifurcaciónde la arteriacoronaria

izquierda o ramificacionesde tercer orden de la arteria coronaria izquierda

descendente,comosehadescritoanteriormente.Tambiénseutilizaron arteriasde

tercera cuarto ordende la arteria coronariaizquierdadescendentepero en este

casodespuésde la microdisección.

Tinción de la acetilcolinesterasa(AChE

)

Las piezas de tejido fueron fijadas por inmersión en una solución de
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paraformaldehidoal 4%, durante5-6 horas a 40<2, teniendoen cuentaque el

descensode la actividadenzimáticapuedeatenuarsedisminuyendola temperatura

de los fijadores (BUTCHER, 1983). Despuésde la fijación, los bloquesde

miocardiofueronintroducidosenunasoluciónde sacarosaal 7% (p/v) entampón

fosfato de 0.1 M, pH= 7.1, durante3 h. y posteriormentese renovó la solución,

dondelos tejidospermanecierontoda la noche.El tratamientoconsacarosasirve

como crioprotector y conservala estructuraduranteel procesode seccióndel

tejido.

La secciónde los bloquesde miocardio,previamentecongeladoscon nieve

carbónicase realizó con un microtómo de congelacióna ~200C,obteniéndosede

cadapieza15-20cortestransversalesconungrosorde20-30~m.Laspreparaciones

selavaron3 veces(20 minutoscadavez)entampónNaOH-Maleato0.1M, PH=6).

Las seccionesy segmentosde arteriaspequeñasfueron preincubadosen un

medio KARNOWSKY-ROOTS para colinesterasasomitiendoel substrato(joduro

de acetiltiocolina) de dicho medio, y añadiendo un inhibidor especificode la

butirilcolinesterasa, el ISO-IMPA a una concentración de 5x10~5M. Las

concentracionesde ISO-OMPA de iO~ y 3x105M producen porcentajesde

inhibición de la butirilcolinesterasade90%y 92%, respectivamente,y soloun 3-5%

de inhibición de la acetilcolinesterasa(BAYLISS y TODRICK, 1956). La

preincubaciónde lasseccionesdetejido serealizódurante30 minutosa 3RC,con

el fin de que seempezasea inhibir la actividadde las colinesterasasinspecíficas,
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antes de la incubación con el medio KARNOWSKY-ROOTS con substrato

(BUTCHER, 1983).

Tras la preincubacióndel tejido conestemedio, lasseccionesfueronincubadas

enel medioKARNOWSKY-ROOTS(KARNOWSKY y ROOTS,1964),preparado

de la siguienteforma:

* TampónNaOH-Maleato0.1 M, pH=6 6.5 ml.

* Citrato sódico0.1 M 0.5 ml.

* Sulfatode cobre30 mM 1 ml.

* H20 destilada lmL

* Ferricianurode potasio5 mM 1 ml.

* lodurodeacetiltiocolina 5 mg.

A estemediose le añadióISO-OMPAen unaconcentración5x10
5M. El medio

final de incubacióntieneun color verdosoclaro y esestabledurantehoras.El PH

final demismo fue cercade6, ya quelos pH bajosproducenmenosdifusióny una

localizaciónmásprecisade los productosde reacción.

La incubaciónse realizó a370<2 enunaestufaduranteun tiempo variablede2-3

horas, y la reacciónfue controladaa medidaque transcurría,observándoseun

precipitadode color pardo-rojizo(pardo~HATCHEflh)en los lugaresdondese

desarrollóactividadAChE.

Despuésde la incubación, los cortes fueron sometidosa 3 lavadosen H
20

98



destilada de 10 mm. y, posteriormente,deshidratadoscon concentraciones

crecientesdeetanoly finalmenteconxilol y montadosconDEPEXenportaobjetos

previamentecubiertosconpoli-lisina (1:10).

Apartedeesteprotocolose realizaronlos siguientescontrolesdeespecifidaddel

rn~1odw

A) Incubación de las seccionesde tejido en el medio KARNOWSKY-

ROOTS con el substrato(ioduro de acetiltiocolina) sin ningún tipo de

inhibidor. En estecasose manifestaránlas actividadesacetilcolinesterasa

(específica)y butirilcolinesterasa(inespecífica).

B) Adición de BW-284C-51en unaconcentraciónde 3x10~5M a los medios

de preincubacióne incubación.Se inhibe así la actividadespecíficade la

AChE y se manifiesta la actividad de la butirilcolinesterasasobre el

substrato(inespecífica).

C) Adición de fisostigminaa los mediosde preincubacióne incubaciónen

una concentraciónde 3xl05M. Este compuestoinhibe por completo la

actividad de ambascolinesterasassobre el substratoy, por tanto, no se

manifiestaningún tipo de actividadenel tejido quequedablanco.

D) Incubaciónde los cortes de tejido en el medio sin substratoy sin

inhibidor: el tejido no reflejaningúnactividadcolinesterasay tambiénqueda

blanco.
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Tinción de la NADPH-diaforasa

Las piezas de tejido fueron fijadas por inmersión en una solución de

paraformaldehidoal 4%, durante24 horas a 40C. Despuésde la fijación, los

bloquesde miocardiofueronintroducidosenunasolucióndesacarosaal 30%(p/v)

en tampón fosfato 0.1 M, pH= 7.4, durante3 h. y posteriormentese renovó la

solución, donde los tejidos permanecierontoda la noche. Los tejidos fueron

seccionadoscomose hadescritoanteriormente.

La técnicahistoquimicade la NADPH-diaforasaserealizó de acuerdocon el

método descritopor HOPEy VINCENT (1989).Las seccionesfueron incubados

enel siguientemedio:

* Tampónde fosfato 0.1 M, pH = 8.0

* I3-NADPH lmM

* nitrobluetetrazolium 0.5 mM

* Triton X-l00 0.3%

Las seccionesfueronincubadosdurante30 mm a 370C y protegidasde la luz.

Despuésde la incubación,los cortesfueronsometidosa3 lavadosenH
20 destilada

de lO mm. y, posteriormente,deshidratadoscon concentracionescrecientesde

etanoly finalmenteconxílol y montadoscon DEPEXenportaobjetospreviamente

cubiertoscon poli-lisina (1:10). Se observaronprecipitadosde color azulclaro.

Las seccionesde tejido o segmentosenterosde arteriasde pequeñocalibre

fueronexaminadosconmicroscopioóptico y la densidaddel precipitadodeambos
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métodos histoquimicosfue evaluadopor inspecciónvisual.Finalmente,sehicieron

microfotografíasrepresentativascon unacámaramarcaWild.

3.5 Cálculosy análisisestadísticode los resultados

Las respuestasmecánicasde los vasosse han expresadocomo tensiónactiva

(AT, N/m) de la paredvascular,que es el incrementode la fuerza (AF, N)

registrada,dividido por dos vecesla longitud (a, m) del segmentovascular:AT

AF/2a, o comola presióntransmuralAP = (2000xAT)/(O.9xl1~).

La sensibilidad a los agonistas contráctiles se expresa en términos de

concentracióneficaz 50, CE50, que esla concentracióndel agonistaqueorigina el

50%delefectomáximo,E,,,ax. El pD2 esel valor del logaritmonegativode la CE50:

pD2 = -log CE50. La sensibilidada los agonistasrelajantesse expresaen términos

de concentracióninhibitoria 50, C150, que es la concentracióndel agonistaque

origina el 50% del efecto maximo. La relajación máxima está expresadaen

porcentajedel tono de precontraccióninicialmente inducido.Tanto la CE50 como

la C150 fueronestimadosdeterminandoel ajuste(“fitting”) de la respuestadelvaso

segúnla ecuaciónde HILL:

R = R,~ x A(M~/(A(M~+ CE5Q(M)~)

dondeR esla respuestadel vasoparala concentraciónA(M) delagonista,R,,~ es

la respuestamáximadel vasoparael agonistay n esun parámetrode ajustede la

curvao ‘coeficientedeHill”. El ajustea la ecuaciónfue realizadocon el programa

de ordenadorcomercialGraphPadversión3.1 (California,U.S.A.).Lasdiferencias
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de estimarla CE50o C150 por interpolaciónlineal versusajustede unacurva son

insignificantes, pero la ventaja de usar el ajuste no-lineal es la posibilidad de

estimarel coeficientede Hill quepuededar información sobreel carácterde la

respuestadel vaso.

El cálculo de la afinidad (pA2) de los antagonistasmuscarínicosse realizó

gráficamentedeacuerdoconel métododeARUNLAKSHANA y SCHILD (1959),

utilizando la ACh como agonista. Este método o representaciónde SCHILD

consiste en representarel logaritmo de (CR-l) frente al logaritmo de la

concentraciónmolar del antagonista(Log (B)), dondeCR esla relaciónentrelas

concentraciones(M) de agonistaque producenel mismo efectoen ausenciay en

presenciadel antagonista.La CR fue determinadapara las concentraciones

correspondientesal 50% de la máximarespuestadel agonistade la primeracurva

controlenausenciadelantagonista.Así, la CR fue calculadaapartir de la relación

de la CE50del agonistaenausenciay presenciadel antagonista.La nubede puntos

obtenidasen la representaciónde SCHILD fue ajustadaa una recta mediante

análisis de regresiónde acuerdocon el métodode los mínimos cuadrados.Se

consideraqueel antagonismoescompetitivocuandola representacióndeSCHILD

origina unalínea recta con una pendienteno significativamentediferentede la

unidad. En estascondicionesel valor del pA2 coincide con la intersecciónde la

líneaa lo largo deleje de abcisas,y restringiendola línea a la unidad(KENAKIN

1987), la interseccióncon la abscisacorrespondeal logaritmo negativo de la

constantede disociación del antagonista(pKB -log KB), de acuerdocon la

expresión(ARUNLAKSHANA y SCHILD, 1959; KENAKIN, 1987):
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Log (CR-l) = Log (B) - Log K~.

El pA2, la pendientede SCHILD, el ajuste de la pendientea la unidad y la

determinacióndel pK13, se realizaron usando el programade ordenadorde

TALLARIDA y MURRAY (1988).

Todos los resultadosse expresanen valores absolutoso como porcentajedel

control, en forma de medias ±E.S.M. La evaluaciónestadísticade las mediasse

ha realizadoutilizandoel testde la t deStudentparaobservacionespareadaso no-

pareadas,siempre y cuandola muestrase ajuste a una distribución normal o

Guassiana.El efectode los distintos agonistascolinérgicosfue analizadomediante

el ANOVA y el test de Bonferroni usadoa posteriori (WALLENSTEIN y col.

1980). Un nivel de probabilidadpor debajode 5% fue consideradosignificativo.
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4. RESULTADOS
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4.1 Característicaspasivas,miogénicasy activasde las arteriascoronariasde
resistencia
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Figura 1. (A) Microfotografíaquemuestraunaseccióntransversalde la arteria
coronariaizquierdadescendente(LDA), dondese observala disposicióncircular
de las fibrasde músculoliso. (B) Microfotografíade unaseccióntransversalde una
ramade tercerordende la LDA, dondese observala mismadisposicióncircular
de las fibras de músculo liso. Las flechas indican la localizaciónde la íntima
arterial.V, vena.M, miocardio.Barra: 100 pm.
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(A) Aplicación de fuerza (¿NF) en un miógrafo microvascularde alambres.AP,
incrementode presión(mm Hg).

~— — AF

o
AR4O

(B) Aplicación de presión en un miógrafo microvascular
incrementode presión(mm Hg). AY, incrementode fuerza.

de presión. AP,

©
ARO

AR4O

(C) Elongaciónen el planoaxial de un segmentomicrovascular
miógrafo de presión.AP, incrementode presión (mm Hg).

montadoen un

ZI$4ZDzKZII
ARO

AR4O

Figura 2. Característicascomparativasde la morfología de las arterias de
resistenciamontadasenun miógrafodealambres(A) y enun miógrafodepresión
(B,C).
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Figura 3. Registro isométrico que muestra la normalizaciónde una arteria
coronariade resistenciadecorderomedianteestiramientossucesivos,la respuesta
contráctil a la estimulacióncon KPSS y ACh (I0~5M) y el tono miogénicode la
arteriadeterminadomediantela exposicióna unasolución libre de calcio con 0.1
mM EGTA. Laescalaverticalrepresentala fuerzaenmN y la horizontalel tiempo
en minutos.
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B

1.1 1.3

Figura4. Característicaspasivas,activasy miogénicasde lasarteriascoronariasde
resistenciadel cordero.(A) Relación entre la circunferenciainterna del vaso
(L/LIOO) y la tensióndesarrollada(Nm?’). (O) Tensiónpasiva(@) Tensiónactiva
(U) Tensión total. (B) Relación entre la circunferenciainterna del vaso y la
respuestarelativaenporcentajede la tensiónmáximadesarrollada.(@) Tensión
activa (U) Tono miogénico,determinadocomola diferenciaen el tono basalen
un medio con caldo y en un medio libre de calcio. Los símbolosy las barras
representanla mediade 4 experimentosy las líneasverticalesel E.S.M.
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4.2 La respuestaala acetilcolina
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Figura 5. Registro isométrico que muestra la respuestaa concentraciones
crecientesde ACh de unaarteriacoronariade resistenciade 275 pm, procedente
de la aurículaderechade un pacientede 4 años. La arteria tiene el endotelio
intacto,comolo demuestrala relajacióna la sustanciaP <SP).L: Lavado.Laescala
vertical muestrala fuerzaen mN y la horizontalel tiempo en minutos.
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Figura6. Registrosisométricosquemuestran(A) la faltade efectorelajantesobre
unaarteriaprecontraidaconU46619y (B) el efectocontráctil deconcentraciones
crecientesde ACh en 2 arteriasde resistenciacoronariasde 188 s~1~ y 386 pm,
respectivamente,procedentesdelventrículoizquierdodeun pacientede4 años.L:
Lavado.La escalaverticalmuestrala fuerzaenmN y laescalahorizontalel tiempo
en minutos.
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Figura9. Registrosisométricosquemuestranel efectocontráctil (A) y el efecto
relajante (B) de la ACh en segmentosproximales de la LDA del cordero.
L:Lavado. Las escalasverticalesindican fuerza (mN) y las horizontalestiempo
(minutos).
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Figura10. Registrosisómetricosquemuestranel efectocontráctil (A) y el efecto
relajante (B) de la ACII en arteriascoronariasde resistenciadel cordero.L:
Lavado.Las escalasverticalesindican la fuerza(mN) y las horizontalesel tiempo
(mm).
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Figura 11. Registrosisométricosque muestranlos efectosrelajantes(A) de la
noradrenalina(NA) y (B) histamina(HA) enarteriascoronariasde resistenciadel
cordero,precontraidasconACh (106M). L: Lavado.Lasescalasverticalesindican
fuerza(mN) y las horizontalestiempo(minutos).La relajacióntotal seobtuvo con
papaverina(PAP, 104M).
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Figura 12. Reproducibilidadde las respuestasa la ACh en segmentosproximales
de la LDA delcordero.(A) Curvasconcentración-respuestaconsecutivasa la ACh
(O) icra exposición(@) Y exposición(Q) 38 exposición(U) 48 exposición.(E)
Valoresmediosde la respuestacontráctil máximaa La ACh en 4 estimulaciones
consecutivas.Los símbolosy las barrasrepresentanla mediade 6 experimentosy
las líneasverticalesel E.S.M. * P 0.05.
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Figura 13. Reproducibilidadde las respuestasa la ACh en arteriascoronariasde
resistenciadelcordero.(A) Curvasconcentración-respuestaconsecutivasa la ACFI.
(O) iera exposición(@)28 exposición(5) Y exposición(U) 48 exposición.(B)
Valores mediosde la respuestacontráctil máximaa la ACh en 4 estimulaciones
consecutivas.Los símbolosy lasbarrasrepresentanla mediade 6 experimentosy
las líneasverticalesel E.S.M.
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Figura14. Reproducibilidadde las respuestasal carbacolensegmentosproximales
de la LDA delcordero(A) cony (B) sinendotelio.Curvasconcentración-respuesta
consecutivasal carbacol. (O ) 1”~ exposición (e ) 2 exposición. Las barras
muestranlos valoresmedios de la respuestacontráctil máximaal carbacolen 2
estimulacionesconsecutivas.Los símbolosy las barras indican la media de 7
experimentosy las líneasverticalesel E.S.M. *P< 0.05
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Figura 15. Reproducibilidadde la respuestacontráctil del carbacolen arterias
coronarias de resistencia del cordero. (A) Curvas concentración-respuesta
consecutivasde carbacol(O) jera exposición(@) 2~ exposición(5) Y exposición
(U) 4~ exposición. (B) Valores mediosde la respuestacontráctil máxima al
carbacolen 4 estimulacionesconsecutivas.Los símbolosy las barrasrepresentan
la mediade 8 vasosy las líneasverticalesel E.S.M.
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Figura 16. Variabilidadde las respuestasfuncionalesa la 5-hidroxitriptamina(5-
1ff) en la circulacióncoronariadel cordero.(A) Curvasconcentración-respuesta
consecutivasa la 5-HT en segmentosproximales de la LDA (B) Curvas
concentración-respuestaa la 5-HT en arteriascoronariasde resistencia.(O) V~8
estimulación(@) 28 estimulación.Las barrasmuestranlos valoresmáximos de
contracción(A) y relajación(B) de la 5-HT en 2 estimulacionesconsecutivas.Los
símbolosy las barrasrepresentanla mediade 5-6 experimentosy las lineas
verticalesel E.S.M.
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Tabla 1. Parámetrosde reproducibilidadde las curvas concentración-respuesta(CCR) a

agonistascolinérgicosy serotoninaen segmentosproximalesde la LDA (A) y arteriascoronarias

de resistenciaaisladasdel ventrículo izquierdo (B) del cordero. Vasos con (+E) y sin (-E)

endotelio.Primera(1.CCR),segunda(2.CCR),tercera(3.CCR) o cuarta(4.CCR)exposicióna

la acetilcolina(ACh), carbacol(Carb) y serotonina(5-HT).

rl pD2 ApD2 Em~

(N/m) (N/m)

A.

ACh 1.CCR

2.CCR

3.CCR

4.CCR

Carl, + E 1.CCR

2.CCR

Carb -E 1.CCR

2.CCR

5-HT I.CCR

2.CCR

16

16

9

4

II

11

7

7

5

5

6.84±0.16

6.50±0.05

5.76±0.29

5.55±0.21

5.76±0.09

5.39±0.06

5.52±0.11

5.33±0.07

6.11±0.12

5.94±0.21

0.35±0.15*

1.26±0.26*

0.88±0.26*

0.37±0.07

0.19±0.07*

0.17±0.11

B.

ACh 1.CCR

2.CCR

7

7

6.56±0.14

6.68±0.20

2.3±0.4

2.3±0.40.12±0.22 0 ±0.3

3.CCR 7 6.81±0.25 0.24±0.28 2.4±04 0.1±0.1

4.CCR 7 6.56±0.23 0.01±0.17 23±04 0 ±0.3

Los valoresse expresancomo media ±E.S.M. de varios experimentosdonde n indica el

numero de vasosexaminados.pD2 es el logaritmo negativode la concentracióneficaz 50,

contracióndel agonistaqueoriginael 50%delefectomáximo(E~), mientrasApD2 y AE~ son

lasdiferenciasdesensibilidady respuestamáximaentrela primeracurvacon la segunda,tercera

o cuarta. *: P < 0.05, comparadocon la primeracurvacontrol enel mismo segmentovascular

(t-testpareado).

4.6±0.7

4.3±0.8

3.9±1.0

1.3±0.7

2.9±0.4

2.3±0.5

3.0±0.6

2.0±0.6

8.8±0.6

8.7±1.0

0.3±0.4

1.1±0.7

2.0±0.5*

0.6±0.2*

1.0±0.2*

0.1±0.6
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4.3 Actividad colinacetiltransferasa<ChAT) y distribución de la actividad
acetilcolinesterasa(AChE) en la circulacióncoronaria
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Figura 17. Valoresmediosde la actividadChAT enarteriaspiales(P), miocardio
(M), segmentosproximalesdeLDA (L) y arteriascoronariasderesistencia(R) del
cordero.Lasbarrasrepresentanla media ±E.S.M. de 7-10 animales*: P < 0.05
con respectoa los valoresen R.
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Figura18. Secciónde la arteriacoronariaizquierdadescendentequemuestra(A)
un ganglio con alta actividadAChE y (B) fibras AChE-positivasconrecorridoen
el músculoliso. (C) Preparaciónenteradeunaarteriacoronariade resistenciacon
fibrasnerviosasAChE-positivas.(D-E) Arteriascoronariasaisladasconunadifusa
distribuciónde fibras AChE-positivas(D) y fibras nerviosascon recorridoen la
adventicia.(F) Seccióndel miocardioque muestrala distribución de las fibras
AChE-positivasen el músculocardiaco,especialmentedensacercade las arterias
pequeñas(A). (A, C, E) 340 X. (B, D, F) 150 X.
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Figura19. Efectodel inhibidor de la AChE, neostigmina,sobrelas contracciones
de la ACh en segmentosproximalesde la LDA (A) y arteriascoronariasde
resistenciadel cordero(B). (Q) Controles(@) En presenciade 10~7M neostigmina.
Los símbolosrepresentanla media ±E.S.M. de 7-10experimentos.

127

-8



A
L

8

8mN

Figura20. Registroisométricoque muestra(A) el efectocontráctil directo de la
fisostigminaen una arteriacoronariade resistenciadelcorderoy (B) la ausencia
de efecto relajanteen una arteria precontraidacon el análogodel tromboxano
U46619, que relaja a la bradiquinina(BK). L: Lavado. Las escalasverticales
representanfuerzaen mN y las horizontalestiempo en minutos.
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Figura21. Efectocontráctil de la fisostigminaen (A) segmentosproximalesde la
LDA y (B) en arteriascoronariasde resistenciadel cordero.(O) Arterias con
endotelio intacto. (@ ) Arterias sin endotelio.(U ) Arterias sin endotelio en
presenciade atropina(10

6M).(A,) Arteriassin endotelioenpresenciade atropina
(l0-’M). Los símbolosrepresentanla media±E.S.M. de4-8 experimentos.* P <
0.05 comparadocon vasoscon endotelio.~‘ P < 0.05 comparadocon vasossin
endotelioen ausenciade atropina.
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Figura 22. Efecto de la fisostigminasobre la respuestacontráctil a la ACh en
segmentosproximalesde la LDA del cordero(A) conendoteliointacto y (B) sin
endotelio.(O) Controles.(@) En presenciade fisostigmina(106M). Los símbolos
representanla media ±E.S.M. de 8-12 experimentos.
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Figura23. Efecto de la fisostigmina sobre la respuestacontráctil a la ACh en
arteriascoronariasde resistenciadel cordero(A) con endoteliointacto y (B) sin
endotelio.(O) Controles(•) En presenciade fisostigmina(106M). Los símbolos
representanla mediade 8 experimentos.
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Tabla2. Efecto de la inhibición de la acetilcolinesterasa(AChE) con neostigmina(10-7M) y

fisostigmina (10~M) o de butirilcolinesterasacon ISO-OMPA (5x105M) sobre las curvas

concentración-respuestaa la ACh en segmentosproximalesde LDA y dearteriascoronariasde

resistenciaaisladosdel ventrículo izquierdo del cordero. El efecto de la fisostigmina fue

examinadoen vasoscon (+ E) y sin (-E) endotelio.

n pD
2 ApD2 Emn

(N/m)
A

(N/m)

A. LDA

Control

Neostigmina

Control

Fisostigmina

Control

Fisostigmina

-rE

10

10

12

12

8

8
-E

6.58±0.12

7.02±0. 17

6.02±0.07

6.42±0.07

5.94±0.12

6.26±0.07

0.44±0.16*

0.39±0.06*

0.32±0.08*

B. Arterias de resistencia

Control + E

Neostigmina

Control + E

Fisostigmina

Control -E

Fisostigmina

Control + E

ISO-OMPA

Control +E

Colina

7

7

8

8

8

8

7

7

5

5

6.23±0.14

6.34±0.21

6.25±0.15

6.88±0.23

6.85±0.14

7.26±0.17

6.20±0.11

6.38±0.06

6.56±0.17

6.90±0.13

0.11±0.15

0.63±0.13*

0.41 ±0.07*

0.17±0.10

0.34±0.09*

2.0±0.3

1.8±0.3

4.1±0.4

4.0±0.4

3.0±0.5

2.9±0.5

2.2±0.4

2.2±0.4

1.8±0.4

1.9±0.5

0.2±0.1

0.1±0.2

0.1±0. 1

0 ±0.1

0.1±0.1

Los valoresse expresan

númerode vasosexaminados.

como media ±E.S.M. de varios experimentosdonde n indica el

pD2 esel logaritmonegativode la concentracióneficaz50,concentracióndelagonistaqueorigina

el 50% del efectomáximo(E~~), mientrasApD2 y AE,,,~, son las diferenciasentreunaprimera

curvacontrol y unasegundacurvaen presenciadel tratamiento.

8.1±1.7

8.5±1.5

2.9±0.3

2.8±0.1

3.0±0.4

3.4±0.5

0.3±0.6

0.1±0.2

0.4±0.1*
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Figura26. (A) Registro isométricoquemuestrala falta deefectocontráctil de la
estimulación eléctrica transmural (EET) sobre la tensión basal de una arteria
coronariade resistenciadel cordero,que contrae a la estimulación con ACh
exógena.(B). La aplicaciónde los mismosparamétrosde estimulacióneléctricaa
una arteria peneanade resistencia del caballo muestra contracción a la
estimulacióneléctricaqueessensibleal bloqueoconel antagonistaa1-adrenérgico,
prazosin (10

7M). Las escalas verticales representanla fuerza (mN) y las
horizontalestiempo (mm).
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Tabla3. Efectode la fisostigmina(104M), atropina(106M), tetrodotoxina(TTX

IW6M) y propranolol(3xl06M) sobrelas relajacionesinducidaspor la estimulación

eléctrica en arterias coronariasde resistenciadel cordero precontraidoscon

U46619. Control 1 indicaque los experimentosfueron hechosen la presenciade

fentolamina (3x1&Mt Control 2 indica la presencia de fentolamina más

fisostigmina(106M); Control 3 indica la presenciade fentolamina.fisostigminay

atropina(1W6M).

n FE
50 Relajaciónmáxima

(Hz) (%)

Control 1 6 52±1.1 27.7±4.7

Fisostigmina 6 4.7±1.2 31.5±8.8

Control 2 6 5.2±1.3 35.3±3.6

Atropina 6 1.9±0.6* 64.9±4.4*

Control 3 5 1.7±0.9 68.1±23

1iTX 5 11.0±3.9* 28.6±5.1*

Control 3 6 1.8±0.5 43.3±9.0

Propranolol 6 1.9±0.3 47.0±9.2

Los valoresseexpresancomomedia ±E.S.M. de variosexperimentosdonden

indica el numerode vasosexaminados.FE50, esla frecuenciade la estimulación

• eléctricaque origina el 50% de relajación máxima. La relajación máximase ha

expresadoen porcentajede la preconstriccióninducidapor U46619 en las arterias

coronariasde resistencia.
* P < 0.05, parámetrosignificativamentediferentedel parámetroen unaprimera

curvacontrol (t-testpareado).
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Figura29.Curvasconcentración-respuestaalos agonistascolinérgicosqueinducen
contracciónen las arteriascoronariasde resistenciadel cordero(A) conendotelio
intactoy (H) sin endotelio.(O) ACh, (5) metacolina,(A) carbacol,(~) McN-A-
343, (*) oxotremorina,(@) ACh, (A) carbacol.Los símbolosrepresentanla media
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Figura30. Curvasconcentración-respuestaal agonistaM1, McN-A-343, en arterias
coronariasderesistenciadelcorderoconendoteliointacto.(A) El McN-A-343 solo
no produce contracciónsignificatica sobre la tensión basal ( O )~ pero sí en
presenciade 10 mM K~( e ). (B) La respuestacontráctil del McN-A-343 en
presenciade PSScon 10 mM Kt (U) esbloqueadaen presenciadepFHHSiD (10~7M). El efectocontráctil se expresacomoporcentajede la Emax.Cadapuntoes
la mediade 5-14 vasos. * P< 0.05.
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Tabla4. Respuestacontráctil de la AC1I y otros agonistascolinérgicosen arterias

coronariasde resistenciade corderocon endoteliointacto (-i-E) y sin endotelio

(.E)

n pD2 Pendiente Rp 11
Nm’

ACh 11 6.31±0.11 2.14±0.24 1.42±0.09 Ii) 276±25

iMetacolina 7 6.49±0.19 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 4•93~0•09ab 0.59±0.178& 1.70±0.27 248 381±32

OxotremorinaM 6 633~011cd 3.04±0.34~d 1.34±0.11 0.6 276±23

-E

ACh 14 7.03±0.07* 2.61±037 1.1±0.06 0.2 296±27

Carbacol 8 5.78±0.33 1.42±0.19 2.3±OA 4.9 316±27

Los valoresse expresancomomedia ±E.S.M. de varios experimentos donde

n indica el número de vasosexaminados.pD2 es el logaritmo negativode la

concentracióneficaz 50, concentracióndel agonistaqueoriginael 50% del efecto

maximo (E,,,~j. La pendiente ha sido determinado con la ecuación de Hill.

es el diámetro de la luz de los segmentosarteriales intramiocárdicos.

La potencia relativa, Rp es la relación entre concentraciones equiactivas

utilizando la respuesta a la ACh en arterias con endotelio intacto como

referencia. -+: Las curvas concentración-respuesta al McN-A-343 fueron

obtenidas en presencia de IOmM K
t en PSS. Parámetro 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. Curvasconcentración-respuestaa la ACh en arteriascoronariasde
resistenciadelcordewro(A) conendoteliointactoy (B) sinendotelio,en ausencia
(O.C) y en presenciade concentracionescrecientesdel antagonistamuscarínico
selectivo-M1,pirencepina:( * ) 1O~

7M, (o,.) 3x10~7M, (A, A) 10~M, (0 ,

3x10~M. Los símbolosrepresentanla media±E.S.M de 8-13 experimentos.

(A)

-5u-
4-,
a
o
La

a
o.5
U->
ca
u-

.4-,a
o

E-:

4 en
“y)

6

40

20

-9 -8

100-

80-

60-

40-

20-

.5
u-

4-.
a
o
e--)

a
o
U-)
U->
<uu-

-4->ao
o

~-J E-..

-9

144



cc
o

o

Pirencepina(log M)

Figura32. Análisis de regresiónde Schild parael antagonismode la pirencepina
sobre el efecto contráctil de la ACh en arteriascoronariasde resistenciadel
cordero(O) con endoteliointacto y (•) sin endotelio.Los puntosrepresentanla
media±E.S.M de 8-13 vasos.
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Figura 33. Curvasconcentración-respuestaa la ACh en arterias coronariasde
resistenciadel cordero(A) conendotelio intacto y (B) sin endotelio,en ausencia
(O~C) y en presenciade concentracionescrecientesdel antagonistamuscarínico
selectivo-M2, AFDX 116:(Q , U) 3x10~M, (A , A) 1O-

5M, (~, •) 3x145M. Los
símbolosrepresentanla media ±E.S.M. de6 experimentos.
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Figura34. Análisis de regresiónde Schild para el antagonismodel AFDX-1 16
sobre el efectocontráctil de la ACh en arteriascoronariasde resistenciadel
corderocon (O) y sin endoteho(C). Los puntosrepresentanla media ±E.S.M.
de 6 vasos.
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Figura 35. Curvasconcentración-respuestaa la ACh en arteriascoronariasde
resistenciadel cordero(A) con endoteliointacto y (B) sin endotelio,en ausencia
(O,C) y en presenciade concentracionescrecientesdel antagonistamuscarínico
selectivo-M3,pFHHSiD: (Li , •) 3x10

8M, (A , A) 107M, (‘$‘. • ) 3x107M,
(*) 10-6M. Los símbolosrepresentanla media ±E.S.M. de6-7 experimentos.
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Figura36.Análisisde regresióndeSchildparael antagonismodelpFHHSiDsobre
el efectocontráctil de la ACh en arteriascoronariasde resistenciadel cordero
con endotelio(O) y sin endoteho(C). Los puntosrepresentanla media ±E.S.M.
de 7 vasos.
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Tabla 5. Potenciade los antagonistasmuscarínicosen arteriascoronarias de

resistenciaaisladasdelventrículoizquierdodel corderoconendoteliointacto(+ E)

o desprovistasde endotelio(-E). Los antagonistasson evaluadospor su capacidad

de inhibir la contraccióna la ACh.

pA2 pK8 Pendiente 11

grn

Atropina

Pirencepina

AFDX 116

4-DAMP

HHSiD

pFHHSiD

3 9.43±0.17

8 6.58±0.04

6 6.04±0.25

6 9.11±0.15

4 8.04±0.20

7 7.56±0.08

-E

Pirencepina 13 7.49±0.15 7.51±0.06 1.02±0.12 361±22

AFDX 116 6 6.14±0.16 6.18±0.05 1.03±0.14 291±34

pFl-IHSID 6 8.24±0.19 8.65±0.08 1.33±0.20 300±50

Los valoresse expresancomo media ±E.S.M. de varios experimentos,donde

n indicael numerode vasos.El pA2 esla interseccióncon la abcisade la lineade

regressionen la representaciónde Schild. El pK8 esel logaritmo negativode la

constantede disociación, cuando el complejo antagonista-receptorestá en

equilibrio. Este valor se ha calculadoa partir de la representaciónde Schild con

la pendienteajustadaa la unidad. *: Pendientesde la representaciónde Schild

significativamentediferentede la unidad(P < 0.05). l~ esel diámetrode la luz de

los segmentosarterialesintramiocárdicos.

9.46±0.09

6.15 ±0.10

9.01±0.08

8.36±0.06

7.85±0.05

1.06±0.18

2.9±0.8*

1.12±0.25

0.91±0.18

1.30±0.16

1.33±0.19

212±40

320±28

273±40

295±25

329±30

382±24
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F¡gura37. Efecto potenciadorde (A) la pirencepina(109M) y (B) la telencepina
(10~9M) sobre la curvas concentración-respuestade la ACh en las arterias
coronariasde resistenciadel cordero. (O ) control y ( C ) en presenciadel
antagonistaselectivoparalos receptoresM

1. Los símbolosrepresentanla media±
E.S.M de 6 experimentos.
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Tabla6. Efectopotenciadorde bajasconcentracionesde pirencepina(i0~-1fr7M)

sobre las curvasconcentraciónrespuestaa la ACh en vasoscon endotelio intacto

(-+ E), pero no en arteriascoronariasde resistenciadel corderodesprovistasde

endotelio(-E).

Pirencepina

pD
2 con antagonista

n Control Antagonista

A. -rE

10’
9M 6 6.29±0.09 7.30±0.25* 1.01±0.21

108M 6 6.16±0.20 6.69±0.20~ 0.53±0.11

107M 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

107M 5 6.93±0.19 6.30±0.12* -0.63±0.22

Los valoresseexpresancomomedia±E.S.M. de variosexperimentosdonde

n indica el numerode vasosexaminados.pD
2 es el logaritmo negativo de la

concentracióneficaz 50, concentracióndel agonistaqueorigina el 50% del efecto

máximo,mientrasqueApD2 esla diferenciaentreunaprimeracurvacontroly una

segundacurvaen la presenciadelantagonista.*: P < 0.05, comparadoconla curva

control (t-testpareado).
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Tabla 7. Resumen del estudio comparativo de los receptoresmuscarínicos

relajantesen arteriasde resistenciade ratasWistar. Potenciade los antagonistas

muscarínicosen arterias coronarias y mesentéricas.Los antagonistasfueron

evaluadospor su capacidadde inhibir la relajacióna la ACh en los segmentos

vasculares.

pA2

A. Arteriasmesentéricas.

Pirencepina 6 7.48±0.36

AFDX 116 4 6.36±0.32

pFHHSiD 10 8.05±0.30

Tropicamida 6 6.06±0.20

pK~ Pendiente

7.27±0.15

6.31±0.11

8.51±0.14

6.06±0.15

0.64±0.30

0.94±0.28

1.43±036

0.98±0.50

11

224±23

253±14

252±12

267±17

B. Arterias coronanas.

Pirencepina 8 8.61±0.21 8.60±0.25 1.20±0.60 265±36

AFDX 116 7 5.72±0.16 5.79±0.15 1.25±0.50 321±30

HHSiD 6 8.65±0.48 8.42±0.12 0.81±0.28 199±21

Los valoresseexpresancomo media±E.S.M. de variosexperimentosdonden

indica el númerode vasos.El pA2 esel valor de interseccióncon la abcisade la

líneade regresionen la representaciónde Schild. El PKB esel logaritmo negativo

del constantede disociacióncundo el complejo antagonista-receptorestá en

equilibrio. Estevalor seha calculadoa partir de la representaciónde Schildcon

la pendienteajustadaa la unidad.

esel diámetrode la luz de los segmentosarteriales.
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4.7 Caracterizaciónde la respuestamediadapor receptoresnicotínicos
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Figura 40. Registrosisométricosque muestranel efectode la nicotinaen una
arteriacoronariade resistenciadel corderoprecontraidacon U46619. La escala
vertical indica la fuerzaen mN y la horizontalel tiempo en minutos.
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(ID) y el efectode la fisostigmina(10~M) ( ~ ), la atropina(104M) ( ~) y el
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Tabla 8. Efecto del antagonistade los receptoresnicotínicos ganglionares,

hexametonio,sobrela respuestaa la ACh ensegmentosproximalesde la LDA sin

(A) o con (B) miocardioy ramasde terceracuartoordende la arteria coronaria

izquierdadescendentesin miocardioadherido(C).

rl pD2 A pD2 A

A. Sin miocardio,

Control 1

Control 2

Hexamet.1IVM

B. Con miocardio

Control

Hexamet.10
4M

12 5.82±0.08

4 5.78±0.11

8 5.83±0.06

0.11±0.14

0.04±0.12

6 5.85±0.04

6 5.26±0.13 0.58±0.15*

C. Arteriasde resistencia.

12 6.09±0.05

6 6.06±0.10

6 6.40±0.18
6 6.44±0.13

0.02±0.09

0.32±0.20

0.34±0.10*

Los valoresseexpresancomomedia±E.S.M. de variosexperimentosdonden

indica el número de vasos examinados. Control 1 es la primera curva

concentración-respuestaa la ACh, mientrasel control 2 es la segundacurva sin

antagonistay realizado en paralelo en presenciade hexametonio.pU
2 es el

logaritmonegativode la concentracióneficaz50 deI agonistaqueorigina el 50%

del efecto máximo (En), mientrasApD2 y AE, son las diferenciasentre una

primeracurvacontrol y unasegundacurvaen presenciadel tratamiento.*: E> <

0.05, comparadocon la curvacontrol (t-testpareado).

2.6±0.7

1.4±0.4

2.8±0.8

5.0±1.5

1.9±0.3

0.02±0.09

0.4 ±0.2

3.0±0.9*

Control

Hexamet. 10~
6M

105M

104M

2.0±0.3

1.8±0.2

1.5 ±0.2

2.0±0.5

0.33±0.18

0.56±0.31

0.07±0.11
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4.8 Modulaciónendotelialde la respuestaa la ACh
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Figura44. Efectode concentracionescrecientesde NQnitro-L-arginina(LNNA)
sobre la tensión basalde las arteriascoronariasde resistenciadel corderocon
endoteliointacto (O) y sin endotelio(e). Los símbolosrepresentanla media±
E.S.M de 6 vasos.* P < 0.05.
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Figura46. Curvasconcentración-respuestaa la AChen(A) segmentosproximales
de la LDA y (B) arteriascoronariasde resistenciadel cordero(O) conendotelio
intacto y (@) desprovistasde endotelio.Los símbolosrepresentanla media ±
E.S.M. de 10-12 experimentos.* P < 0.05.
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en presenciade fisostigmina 10’6M. (A) Curvasconcentración-respuestaa la ACh
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Figura49. Efecto de la oxihemoglobina1O’5M (C) sobre la respuestacontráctil
a la ACh (O) en arteriascoronariasde resistenciadel cordero(A) en ausenciay
(B) en presenciade fisostigmina 10~M. Los símbolosrepresentanla media ±
E.SIM. de 4-8 experimentos.
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(NDGA) sobrela respuestacontráctilala AChenarteriascoronariasde resistencia
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Tabla9. Efectosde la N~nitro-L.arginina(LNNA) (y sureversióncon L-arginina,

L-ARG, 10-3M), la oxihemoglobina(Hb, 105M). el azul de metileno(MB, 106M),

la indometacina(105M) y el ácido nordihidroguaiarético(NDGA, 5xltYM) sobre

las curvasconcentración-respuestaa la ACh en ausencia(A -) o presencia(13 -~-)

de fisostigmina(106M) en arteriascoronariasde resistenciadel cordero.

n p0
2 ApD2

Nm” Nm’

A. - fisostigmina.

Control 37

LNNA 1(YM 10

+ L-ARG 6

Hb 8

MB 7

Indometacina 8

NDGA 4

B. -o- fisostigmina.

Control 16

LNNA 10
5M 4

LNNA 104M 4

lib 4

MB 4

6.02±0.07

6.55±0.07

6.34±0.10

6.13±0.14

6.67±0.15

6.39±0.06

6.11±0.05

6.45±0.12

6.45±0.30

6.19±0.06

6.83±0.10

6.34±0.03

0.52±0.07*

0.24±0.06+

0.60±0. 12*

0.39±0.09*

0.09±0.10

0.09±0.08

0.26±0.39

0.15±0.12

0.01±0.05

0.09±0.28

Los valores se expresan como media ± E.S.M. de varios experimentos donde u indica el número

de vasos examinados. pD
2 es el logaritmo negativo de la concentración eficaz 56 del agonista, que

origina el 50%del efecto máximo (E,), mientras Ap02 y AE,,~1 son las diferencias entre una primera

y segunda curva en ausencia y presencia del tratamiento. *: P <0.05, comparado con la curva control

para cada tratamiento (t-test pareado). +: P < 0.05, comparado con la curva concentración-respuesta

a la ACII en presencia de LNNA (1<VM) (t-test pareado).

22±0.2

2.6±0.3

2.5±0.5

2.5±0.5

1.8±0.2

3.1±0.5

1.6±0.3

2.3±0.3

2.7±0.7

1.1±0.3

2.1±0.4

2.4±0.5

0.6±0.2*

0.3±0.1*

0.5 ±0.2*

0.4±0.3

0.2±0.2

1.5 ±0.2*

0.3±0.2

0.5±0.3

0.5±0.3

0.4±0.4
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Figura 52. Efecto de la inhición de la NO sintasasobrela respuestarelajanteal
ionóforodelcalcio,A23187,en(A) segmentosproximalesde la LDA y (B) arterias
coronariasde resistenciadel cordero.(A) (O) Controles(U) L-NNA 104M. (13)
(O) Controles(@) L-NNA 105M (U) L-NNA 104M. Los símbolosrepresentanla
media±E.S.M de 5-9 experimentos.* P < 0.05.
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Figura53. Efecto de la reversiónparcial con L-arginina del bloqueode la NO
sintasasobre la respuestarelajanteal ionóforo del calcio, A23187, en arterias
coronariasde resistenciadelcordero.(Q) Control,(@)enpresenciadeLNNA 1W

y ( Q) en presenciade L-NNA I4VM y L-arginina 103M. Los símbolos
representanla media±ES.M. de6 experimentos.* E> c 0.05, comparadocon la
respuestarelajanteen presenciade LNNA.
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Figura 54. Efecto de (A) la oxihemoglobinay (13) el azul de metileno sobre la
respuestarelajante al ionóforo del calcio, A12387, en arterias coronariasde
resistenciadel cordero.(A) (O) Control (@) oxihemoglobina105M. (13) (0)
Control (@) azul demetileno 10~M. Los símbolosrepresentanla media±E.S.M.
de6 experimentos.* P < 0.05 comparadocon la respuestacontrol.

(A)

E-)

ao
ci
ca
cae

,y)y

80-

60-

40-

20~

y)
1-

-7.0 -5.0

CD

a
O
ci
ce
ce

cc

80-

60-

40-

20-

*

*

0-

175



y ¿

-6.5 6.0
A23ISQog SI)

-6.5 -6.0
A23187(log SI)

Figura 55. Efecto de (A) la indometacinay (B) el NDGA sobre la respuesta
relajanteal ionóforo del calcio, A12387, en arteriascoronariasde resistenciadel
cordero.(A) (O) Control (e) indometacina10~5M. (B) (O) Control (•) NDGA
5 pM. Los símbolosrepresentanla media ±E.S.M de4-8 experimentos.
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Figura 56. Registros isométricosque muestranla relajación al NO exógeno
(NaNO, acidificado) de una arteria coronaria de resistencia del cordero
precontraidaconACh y despuésde la incubaciónconoxihemoglobina(10

5M). La
escalavertical representatensión(Nm’) y la horizontaltiempo (mm).
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Figura 57. Localizaciónhistoquimicade la NADPH-diaforasaen la circulación
coronariadel cordero.(A) Segmentoproximal del arteria coronaria izquierda
descendente(B) Arteriacoronariade resistencia.(C) Pequeñaramificaciónen la
paredde unaarteriacoronariagrande.Las flechasindicanlos lugaresdereacción
en las célulasendoteliales.V, vena.Barra: 100 pm.
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5. DISCUSION
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5.1 Consideracionesmetodológicas y característicasmorfológicas y

funcionalesde las arteriascoronariasdel cordero

Uno de los fines principales del presenteestudio ha sido investigar si la

circulacióncoronariarecibeunainervacióncolinérgica,paralo cualseha aplicado

unatécnicamicrovascularnuevaquepermitemedir las respuestasfuncionalesen

segmentosde arteriasde resistenciain vitro. La ventaja del estudio de los

segmentosarterialesin vitro en comparacióncon la situaciónin vivo, esque se

evita la influenciade cambiosen la presióndeperfusión,presiónextravasculardel

miocardioy metabolismodel corazónsobrela circulacióncoronaria.Sin embargo,

este tipo de técnicas presentanel inconvenientede que impiden obtener

informaciónde la influenciade estosfactores,siendoconsideradoel metabolismo

del corazón uno de los factores más importantesen la regulación del flujo

sanguíneocoronario(BERNE y RUBIO, 1979).Además,unainvestigaciónin vivo

proporcionamásinformaciónintegralsobrela regulacióndel flujo sanguíneo,pero

debidoa inconvenientestécnicosesdifícil distinguir las diferenciasregionalesen

las respuestasa un agonistaendógenoo a unasustanciainfundida. Por ello, la

mayoría de los estudiosque han reveladoestas diferenciasen la circulación

coronariase han llevado a cabo in vitro (ZUBERBUHLER y BOHR, 1965;

NYBORG y col. 1991; PRIETOy col. 1991a,1991kSIMONSEN y col., 1992).

Los efectos de la administraciónde una sustanciain vivo e in vitro con

frecuenciason diferentes,debidoa queen estudiosin vivo la sustanciallegaa la

pared del vaso desde el lado luminal, mientras que en estudios in vitro,
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dependiendode la técnica,se puedeaplicardesdeel lado extra- o intraluminal,a

pesardequehabitualmenteseadministrala sustanciadeformaquellegaa los dos

lados del segmentovascularal mismo tiempo. El uso de diferentes tipos de

aplicaciónha dadolugar amuchacontroversia.Así, medianteestudiosin vivo se

ha sugeridoque un agonistaendógenocomo la 5-hidroxitriptamina, sólamente

producíavasodilataciónde la circulacióncoronaria,mientrasque en estudiosin

vitro únicamenteseobservóvasoconstricción(GINSBURGy col., 1980),hastael

descubrimientode los receptoresendotelialesparala 5-hidroxitriptamina(COCKS

y ANGUS, 1983). Igualmente,sehandescritorespuestasasimétricasa la ACh en

las arteriascarótida, femoral y coronaria(ANGUS y col., 1983; COHEN y col.

1984b).De estasobservacionessededucela importanciadel métododeaplicación

de las sustanciasen las investigacionesin vitro. En el presenteestudio, la

administraciónde las sustanciasseha realizadode formaquellegabaal vasopor

amboslados,permitiendoevaluarlos efectossobre el endotelioy el músculo liso

al mismo tiempo.

Nuestrosestudiosmorfológicoshandemostradoquelas célulasmusculareslisas

en la arteriacoronariaizquierdadescendenteanteriory en las arteriascoronarias

de resistenciade corderotienenuna orientacióncircular (Hg. 1). Otrosautores

hanobservadoque, a diferenciade lo queocurreen las arteriasmesentéricasde

resistencia,existeunacapadecélulasmusculareslisas conorientaciónlongitudinal

en las arteriascoronariasde resistenciade la rata(NYBORG y col., 1987). La

orientaciónpredominantementecirculardelascapasdemúsculoliso en lasarterias

coronariasde resistenciajustifica el uso de segmentosvascularesen anillo en los
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estudios funcionales.En estudiosde las arterias coronariaspequeñasse han

utilizadofrecuentamentepreparacionesenespiral,debidoalasdificultadestécnicas

de montar preparacionesen anillo (MIWA y TODA, 1984), pero en las

preparacionesdondecon el corte en espiral se intenta orientarel músculo liso

vascularen direcciónlongitudinal, existeel riesgode dañarla adventiciao retirar

la capade célulasendoteliales.Además,el desarrollode fuerzaen estetipo de

preparacióndependedel ángulo de corte usadopara abrir y orientar la capa

muscularconuna orientaciónlongitudinal (KENAKIN, 1987).

Se handesarrolladodiferentesmétodosparaestudiarlas respuestasfuncionales

de segmentosen anillo de arterias de resistenciain vitro (MULVANY y

1-lALPERN, 1976; NLLSSON y SJÓBLOM, 1985; HALPERN, 1991).Las técnicas

más utilizadas han sido la medida de tensión isométrica en un miógrafo

microvascuiarde alambres(MULVANY y NYBORG, 1980) y la medidade

cambiosen el diámetro de un segmentovascularsuspendidoen un miógrafo

microvasculardepresión(HALPERN, 1991).mientrasquelos intentosdeobtener

una preparaciónisotónica han estado limitados por la rigidez de las partes

mecánicasutilizadasparacontrolar la fuerzaisotónica(NILSSON y SJÓBLOM,

1985).

Estudios recientes en que se comparan las característicasdel miógrafo

microvascular de alambres y del de presión, han demostradodiferencias

importantes. En el miógrafo de alambres,el segmentosuspendidoen anillo

conservala estructuracircularenel estadodereposo,perola aplicacióndefuerza
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induce un aplanamientode las célulasmusculareslisas en la partemediade la

preparación,comparadocon las célulasde las paneslateralessuspendidassobre

los alambres,mientrasqueestaalteraciónno seobservaenel miógrafodepresión,

dondelos vectoresdefuerza,al igual queen la situaciónin vivo, estándistribuidos

de forma homogénea(Fig. 2).

En segmentosvascularesde la circulación mesentérica,se ha observadouna

reducciónen el plano axial del segmentocomparadocon la situaciónin vivo. En

el miógrafo de alambresno es posible corregir este hecho,mientrasque en el

miógrafo de presión,la longitud del segmentoincrementacon aumentosen la

presiónintraluminalcausandounaenroscadura(‘kinking”) delsegmentoy haciendo

la medidadeldiámetroimposible.Sin embargo,esposiblecorregirestehechocon

untornillo micrométricoy colocarlasparedesdelvasoenparalelo,aunqueesmuy

fácil sobreestirarel segmentoen el plano axial (BERCZI y col., 1992).Se espera

que con estudiosde microscopiaconfocalseaposible resolvereste problemae

indicar cuál esel puntodondeel estiramientoen direcciónaxial esóptimo.

Otrade las ventajasdel miógrafo microvascularde alambres,comparadocon

el miógrafo de presión,es que el número de ramificacionesen segmentosde

arterias coronariasno influye en las medidasde fuerza, mientrasque en el

miógrafo de presión estehecho conducemuchasvecesa escapesdel tampóny

disminuciónde la presión intraluminal.Con la resoluciónde algunosproblemas

técnicosdel miógrafode presión,éste probablementepuedeser un suplemento

importanteparala investigaciónconel miógrafomicrovasculardealambres,yaque
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proporcionamedidasinclusomásfisiológicasde las arteriascoronarias.

Conel fin deaplicaral segmentovascularunafuerzapasivaespecíficay óptima

en el miógrafo de alambres,en el presenteestudio se ha utilizado el método

descritopor MIJLVANY y WARSHAW (1979), determinandola relaciónentre

tensiónactiva y pasiva y la circunferenciainterna del segmentovascular.Para

determinarla fuerzaactiva,seutilizó unasolucióndeACh y K-PSSqueinduceuna

respuestamáximay reproducibleaunadeterminadacircunferenciade las arterias

de resistenciacoronarias(Fig. 3). Así, sedeterminóqueel desarrollode fuerzaes

óptimo a un 90% de la circunferenciainterna(L1~) queel vasotiene cuandoestá

sometidoa una fuerzapasivaque correspondea una presióntransmuralde 100

mmHg (13.3 KPa) (Fig. 4A). Esta observaciónestá de acuerdocon estudios

realizadosanteriormenteenarteriascoronariasderatay conejo(NYBORG y col.,

1987; SIMONSEN y col., 1992). A unacircunferenciainternadel 90% de L100, la

tensiónpasivade las arteriascoronariasde resistenciacorrespondea la aplicación

deunapresióntransmuralde 40 mmHg, queestápor debajode la presiónmedida

(60 mmHg) en arterias mesentéricasde ratas conscientes(CHRISTENSENy

MULVANY, 1993).En otros lechosvascularescomola circulacióncoronariade

resistencia(CHILlAN, 1991), se ha medido la presiónsanguíneaen animales

anestesiadosobteniéndosevaloresbastantediferentesde las presionessanguíneas

medidas en animales conscientes(CHRíSTENSENy MULVANY, 1993). En

conclusión,son necesariosestudiosadicionalesquedeterminenla presiónóptima

para el estudiode arteriasde resistencialii vitro, aunquela determinaciónde la

relaciónentretensiónactiva y pasivay la circunferenciainterna,proporcionauna
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aproximaciónrápida al punto en el cuál el desarrollode fuerza en el vasoes

óptimo.

Con el fin de estimar la contractilidade integridadfuncional del segmento

vasculardespuésde la determinacióndel diámetrode la luz, se estimularonlas

arteriasvariasvecescon unasolución rica en potasiohastaque la respuestafue

reproducible,lo quese obtuvo despuésde estimularlos segmentos3 ó 4 vecesal

principio de la experiencia. El desarrollo de fuerza máximo en las arterias

coronariasde resistenciafue determinadocon KPSS y con ACh (105M) y fue

menorqueel descritoparaarteriassistémicasde resistencia(SIMONSENy col.,

1991). Estadiferenciapodríaser debidaa diferenciasen la estructurade los vasos

y en lasnecesidadesfuncionales,dependiendodel lechovascular.En primerlugar,

las arteriascoronariasde resistenciaestáninmersasen el miocardio y la capa

muscularno necesitadesarrollarunapresión transmuraltangrandecomo en las

arteriasmesentéricas,queno estánrodeadaspor un tejido contráctil.En segundo

lugar, su capamuscularlongitudinal podría reducir la producciónde fuerza en

direccióntransversaldebidoa suorientaciónen otro plano.Considerandoque la

presiónextravascuiargeneradapor el miocardio contribuye con un 25% de la

resistenciatotal (DOWNEY, 1982),sehautilizado unapresión transmuralmayor

que 10 kPa,comoumbralparaconsiderarunapreparacióncoronariacon suscapas

muscularesfuncionalmenteintactas. El parámetroestablecidoen vasos de la

circulación sisténúcaha sido 13 kPa (100 mniHg) (MULVANY y WARSHAW,

1979; SIMONSENy col., 1991).
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En base a estudios in vivo o con órganosaislados,se ha sugeridoque la

circulación coronaria,al igual que la circulación cerebral, mesentéricay renal,

poseepropiedadesde autorregulaciónen un rango determinadode presiones

sanguíneas(JOHNSON,1980). Investigacionesrecientesen arteriasde resistencia

aisladasdel lecho vascularcerebral,renal,mesentéricoy coronariohan indicado

que estasarteriascontraenen respuestaa incrementosy dilatanen respuestaa

reduccionesde la presión transmural,sugiriendoqueel tono miogénicoconstituye

una parteimportantede la autorregulación(KUO y col. 1988, 1990; SUN y col.,

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

En el presenteestudio, se ha utilizado una solución carente de calcio o

papaverinapara evaluar la presenciade tono miogénico, que a su vez se ha

consideradocomo uno de los criterios de integridad funcional de los vasos

coronariosde resistencia(KUO y col. 1988). Se encontróqueel tono miogénico

incrementaconincrementosde la circunferenciainternadelvaso,encontrastecon

el desarrollode fuerza activaquellega al máximo a un 90% de la circunferencia

L113~, (Fig. 4B). El tono miogénico dependede la concentraciónde calcio

exíracelulary en arteriascoronariasde rataseha demostradoqueesbloqueado

por antagonistasde calcio y adenosina(NYBORG y MLKKELSEN, 1985). Es

posiblequeel tono miogénicode lasarteriascoronariasestémediadopor cambios

calcio-dependientesenel potencialde membrana(SPERELAKIS,1982).Además

de la dependenciade la presenciadel calcio extracelular,la activación de una

proteínaG y de la proteínaquinasaCparecenjugarun papelenel mantenimiento

del tono miogénico(OSOL y col., 1993).
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En resumen,se han establecidodos criterios para obteneruna preparación

funcionalmenteintegra.En primer lugar, el criterio de capacidadde contracción

y en segundolugar la presenciade tono miogénicoen la preparaciónarterial.

5.2 La respuestaala acetilcolinaen la circulacióncoronaria

Como se ha indicado anteriormente,existen controversiassobre cuál es la

respuestaa la ACh bajo condicionesfisiológicaso normales.En colaboracióncon

Adrian Chestery Sir Magdi Yacoubdel British NationalHeart andLung Institute

(Harefield,Inglaterra),seexaminaronarteriasdecorazonesextraídosdepacientes

que habíanrecibido un trasplantede corazón.Del primer paciente,un niño de

cuatro añosdeedadcon cardiomiopatíarestrictiva,se aislarony se montaronen

un miógrafo microvascularde alambres6 arteriasde la aurículaderechay 8

arteriasdel ventrículo izquierdo (Fig. 5-6); en la mitad de las preparacionesse

añadióACh sobrela lineabasey enla otramitadsobreunapreconstricciónestable

inducidaconU46619.El único efectode la ACh observadoen las arteriasaisladas

de la aurícula fue vasoconstricción,a pesar de que el endotelio estaba

funcionalmente intacto, como se deduce de la relajación al vasodilatador

dependientedel endotelio,sustanciaP (Fig. 6). Estos resultadoscoincidencon

resultadosobtenidosenarteriascoronariasdela mismalocalizaciónanteriormente

publicados(ANGUS y col., 1991a). Se obtuvieron másmuestrasde la aurícula

derechade pacientesdondesehabía realizadoun bypass,pero en muestrasde 5

pacientesno seencontraronarteriascon una luz internasuficientementegrande

parapoderser montadasen el miógrafo. En las arteriasaisladasdel ventrículo
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izquierdo del primer paciente examinado, la ACh tuvo el mismo efecto

vasoconstrictor(Fig. 6). Sinembargo,enestudiosclínicosconinfusión deACh se

haobservadoun efectode vasodilataciónen la circulacióncoronaria(HODÚSON

y MARSHALL, 1989).En el otro pacienteexaminado,unamujerde45 añosque

había recibido un trasplantede corazón debido a enfermedadisquémicadel

corazón,seaislarony examinaronarteriasdelventrículoizquierdoy seobservóque

la AC1I solamenteinducíarelajaciónsobreunapreconstriccióny únicamentetuvo

un ligero efecto vasoconstrictora concentracionesmuy altas (Fig. 7). Estos

resultados están de acuerdo con los resultados obtenidospor COOPER y

HEAGERTHY (1992).Estos autorestambiénobservaronrelajacióna la ACh en

arteriascoronariasaisladasdel ventrículoizquierdode pacientesconenfermedad

isquémicadelcorazón.En resumen,esdifícil predecircuálesla respuestaa la ACh

en la circulación coronariahumanabajo condicionesnormales,ya que en la

mayoríade los casosel materialexaminadoprocededepacientesconenfermedad

deestacirculacióny loscorazonesnormalesdisponiblesseutilizanparatrasplantes.

La alternativaal estudio de la circulación coronariaes el examende arterias

coronariasobtenidasde autopsias,y en estascondicionesmuchasvecesexisten

alteracionesde las funcionesendotelialy nerviosa(SCHRÓRy VERHEGGEN,

1988).

Por todo lo expuestoanteriormente,en el presenteestudioseha buscadoun

modelo animalparacaracterizary estudiarlas respuestasfuncionalesa la ACh.

Con estepropósito, se examinaronarteriascoronariasde resistenciade varías

especies,encontrandoque el efecto de la ACh en la rata, conejo y perro es
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predominantementerelajante,mientrasqueen las arteriascoronariasdel cerdoy

corderola respuestafue vasoconstrictora(Hg. 8). Estudiosprevioshanobservado

únicamentevasoconstriccióna la ACh en arterias del cerdo y ningún efecto

relajantesobreunapreconstricción(NAKAYAMA y col., 1988; TSCHUDI y col.,

1991).

En segmentosproximales de la LDA donde se examiné un posible efecto

vasorelajantede la ACh, solo se encontró relajación a la ACh en 1 de 20

preparaciones(5%) (Fig. 9). Otrosautoresno encontraronningúnefectorelajante

de la ACh en segmentosde la mismaarteriadel cordero(KALSNER, 1985). La

frecuenciade relajación a la ACh es más alta (70%) en segmentosde LDA

aisladosde corazonesbovinos y examinadoscon el mismo protocolo que el

utilizado en el presenteestudio (BRUNNER y col., 1991a), pero similar a la

observadaensegmentosdearteriascoronariashumanas(FÓP.STERMANNy col.

1986).Comparadaconlaspanesproximalesde la circulacióncoronariadelmismo

animal, la frecuenciaderelajacióna la ACh fue másaltaen lasarteriaspequeñas.

En 5 de 25 preparaciones(20%) de las arteriascoronariasde resistenciadel

cordero,seencontrórelajacióna la ACh (Fig. 10).

Debido a su similitud en cuanto a reactividad a la ACh con las arterías

coronariashumanas,se eligieron las arteriascoronariasaisladasdel corazónde

corderocomomodeloexperimentalparael estudiode la respuestaa la ACh. Las

arteriasde resistenciautilizadasprocedende la zonade la pareddel ventrículo

izquierdoafectadacon mayorfrecuenciapor infartosdemiocardio.Ademásde la
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ACh, se examinó el efecto de otros agonistasen las arteriasde resistenciadel

cordero, encontrando un efecto predominantementerelajante para la

noradrenalina,5-hidroxitriptaminae histamina(Fig. 11). Exceptoen la respuesta

a la 5-hidroxitriptamina,las arteriasde resistenciadel corderofueron similaresa

las arteriascoronariashumanas(Adrian Chester,comunicaciónpersonal).

Antesdeprocedera la investigaciónde las respuestascolinérgicas,se realizó un

estudiode reproducibilidadde las respuestascontráctilesen estasarterias.Las

respuestascontráctilesa la ACh en los segmentosproximales de la arteria

coronaria izquierda descendenteno fueron reproducibles, y se redujeron

sucesivamentecon la construcción de la segunda, tercera y cuarta curva

concentración-respuestaa la ACh (Fig. 12, Tabla 1). Por el contrario, en las

arteriascoronariasderesistenciadel corderolascurvasconcentración-respuestaa

la ACh fueron reproducibleshastacuatro veces(Fig. 13). La utilización de un

agonistacolinérgico resistentea la acetilcolinesterasa,el carbacol,no evitó la

disminuciónde respuestade la segundacurvacomparadacon la primeracurva

contráctil, en segmentosproximalesde la arteriacoronariaizquierdadescendente

(Fig. 14A), pero la respuestaal agonistafue reproducibleen las arteriasde

resistencia(Fig. 15). La retirada mécanicadel endotelio tampoco evité la

reducción de la respuestaal agonista colinérgico en una segundaexposición,

excluyendo la influencia de un factor endotelial en este fenómeno de

desensibilización(Fig. 14B). En arteriascoronariasgrandesalsíadasdel cerdo,

también se ha descrito una desensibilizaciónde la respuestaa la ACh con

estimulacionessuccesivasen vasoscon el endoteliointacto (TANZ y NAYLER,
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1991; HASHIMOTO y col., 1993; MATSUMOTO y col., 1994), y TANZ y

NAYLER (1991) observaronque la desensibilizaciónera dependientede la

concentraciónde ACh utilizada. Cuandoestimulabancon una concentraciónde

ACh mayor que 106M, se redujo la respuestaa esteagonista con exposiciones

succesivas,mientrasqueesteefectono seoberservóconconcentracionesmenores.

Recientemente,HASHIMOTOy col. (1994)handescritoquela respuestaala ACh

sereduceconestimulacionessucesivasenvasosconendoteliointacto,perono en

vasosdesprovistosdecélulasendoteliales.Sin embargo,estosautoressolo llegaron

a estimularcon unaconcentraciónmáximade ACh de 3x10’6M, mientrasqueen

nuestroestudioy en los estudiosmencionadosanteriormente,la concentración

máxima de ACh utilizada fue 10’5M (Fig. 12) (TANZ y NAYLER, 1991;

MATSUMOTO y col., 1993). Además,HASHIMOTO y colaboradores(1994)

encontraronqueel contenidodeGMPc seredujo tambiéncon las estimulaciones

sucesivasconACh, lo cual indicaquela desensibilizacióndela respuestacontráctil

a la ACh no se debe a un incremento de la liberación de EDRF. La

desensibilizaciónde la respuestacontráctil a la ACh en las arteriasgrandesdel

corderopodríaser debidaa unaliberaciónpresinápticade otro neurotransmisor,

pero no encontramosningún efecto sobre la desensibilizacióndespuésdel

tratamientocontetrodotoxina.Nuestrosresultadossugierenquepuedetratarsede

un fenómenoligadoal receptormuscarmnicoque mediala respuestacontráctila la

ACIi, ya quela respuestacontráctila la 5-hidroxitriptaminafue reproducibleen las

arteriascoronariasgrandes(Fig. 15A) a pesarde queno ocurrió lo mismoen el

caso de la relajación inducidapor este agonistaen las arteriascoronariasde

resistencia(Fig. 15B). La desensibilizaciónde la respuestaa la ACh puedeestar,
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por tanto, limitada al receptoro al acoplamientoreceptor-segundomensajero.

Estudiosrecientesenmúsculovisceralhandemostradoquela desensibilizaciónde

la respuestaa la ACh no sedebeaunaalteraciónen la unión agonista-receptoro

en la regulación feedback’ del receptorpor la proteínaquinasaC, sino que

probablementepuedaserdebidaa un alteraciónen la capacidaddeacoplamiento

entreel receptory las proteinasG (ZHANG y BUXTON, 1993, LARSSON y

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

Hay que destacar la diferencia regional observadacon respeto a la

desensibilizaciónde la respuestaa la ACh en la circulacióncoronariadelcordero

(Fig. 12 y 13). Una vasoconstricciónmantenidade las arteriascoronariasdegran

calibre podríaconducira unareducciónimportantey comprometerseriamenteel

flujo sanguíneocoronario,y por tanto, la desensibilizaciónde la respuestaa un

vasoconstrictorcomo la ACh podríaconstituir un mecanismofisiológico protector

parapreservarel flujo sanguíneo.

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

efectodc la inhibición dc la ACIIE

La actividadenzimáticaespecíficafue significativa en todaslaspreparaciones

examinadasen el presentetrabajo, indicando la presenciade ChAT. Dicha

actividadfue altaen las arteriaspiales,el miocardioy en las arteriascoronariasde

resistencia, mientras que en segmentosproximales de la arteria coronaria

descendenteanteriorfue másbaja(Fig. 17).
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La cuantificaciónbioquímicade la actividad de ChAT se ha utilizado como

índice de la inervación colinérgica en el corazón (LUND y col., 1979) y la

circulación cerebral (HAMEL y col., 1987; ESTRADA y col. 1988), y la

inmunoreactividadal ChAT en el sistema nervioso central y en las arterias

cerebrales(ECKENSTEIN y BAUGMAN, 1984; SAlTO y col., 1985; MIAO y

LEE, 1992). En el corazón, la actividadChAT puede procederde dos fuentes

neuronales:(1) La inervaciónparasimpáticapreganglionary (2) la inervación

parasimpáticapostganglionar.Sin embargo tambiénse ha observadoactividad

C1IAT en tejido no inervado como la placenta, donde la ACh sintetizada

localmenteparticipaen el transponede aminoácidosen los capilares(ROWELL

y SASTRY, 1981). La única preparaciónen el presenteestudio que contiene

capilaresesel miocardio.Ya queno existe ningunaindicaciónde que las células

miocárdicastenganactividadChAT (ROSKOSKIy col. 1977;LUND y col., 1978),

la actividadenzimáticadeterminadaen las muestrasde miocardioen el presente

estudiopodríaatribuirseen partea los capilares,y en partea la presenciadeuna

inervacióncolinérgica.Unapequeñapartede la actividadChAT determinadaen

las arterias podría procederde las células endoteliales,ya que en arterias

cerebralesy arteriascoronariasde ratasehademostradoinmuinoreactividadpara

ChAT en el endotelio(PARNAVELAS y col., 1985; MILLNER y col., 1988). Sin

embargo,la retiradamécanicadel endotelioen la circulacióncerebralno indujo

una reducción significativa de la actividad ChAT, y se ha sugerido que la

contribuciónde las célulasendotelialesa la actividadChAT total es pequeña

(HAMEL y col., 1987). Los presentesresultadosdemuestranunaactividadChAT

altaen lasarteriascoronariasderesistenciadelcordero,comparablea la observada
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enlas arteriaspialesde los mismosanimales.La actividadChATencontradaen las

arteriaspialesessimilar a la anteriormentedescritaen arteriaspialesde la cabra

<ESTRADA y col., 1988).En resumen,nuestrosresultadosindican unapresencia

de ChAT en las arteriascoronariasde corderocon una densidadsimilar a la

observadaen arteriaspiales, una circulaciónen la que ya seha establecidola

presenciade unainervacióncolinérgica.

A diferenciade las arteriascoronarias de resistencia, la actividad ChAT

determinadaen los segmentosproximales de la arteria coronadaizquierda

descendentefue muchomenor. Estosresultadoscoincidencon las descritosen la

circulacióncerebral,en la cual la actividadChAT esmayor en los vasosgrandes

queen los pequeños(ESTRADA y col., 1988), y sugierenquela síntesisde ACh

podríasermayory la inervaciónmásdensaen lasarteriascoronariasde resistencia

queen las partesproximalesde la circulacióncoronaria.Observacionessimilares

han sido descritas en la circulación coronaria humana, donde la inervación

peptidérgicafue más pronunciadaen las arteriasdistales comparadascon las

arteriasproximales(GULBENKIAN y col., 1993).

En seccionesde la arteriacoronariaizquierdadescendente,la actividadAChE

fue visualizadaen forma de un precipitadomarrón dentro de fibras nerviosas

localizadasen la uniónadventicia-media(Fig. 1SB).NosedetectóactividadAChE

en la parteinterior de la mediao en el endotelio.En seccionesde miocardiodel

ventrículo izquierdo se detectaronfibras AChE-positivas, principalmenteen

relacióncon las arteriaspequeñasintramiocárdicas,pero no con las venas(Fig.
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1SF). Igualmente, en preparacionesaisladas de arterias de resistencia, se

observaronfibras nerviosasAChE discurriendoen la superficieadventicial (Fig.

18C,D,E). En preparacionestratadascon fisostigmina no se visualizó ningún

precipitadoindicadordeactividadAChE,confirmandola especifidadde la reacción

histoquimica. La distribución de las fibras nerviosas ACHE-positivas se

correlacionacon la distribuciónde la actividadChAT, lo cual nos lleva a sugerir

queexisteunadistribución regionalde la inervacióncolinérgicaen la circulación

coronaria del cordero, estando las partes distales o intramiocárdicasde la

circulación más densamenteinervadas que las proximales. Estos resultados

coinciden con los descritos previamentepara los nervios catecolaminérgicos

(GULBENKIAN y col., 1990) y peptidérgicos(GULBENKIAN y col., 1993), e

igualmente estañande acuerdo con estudios neuroanatómicosclásicos que

identifican fibras nerviosaspresuntamentevagales,medianteimpregnacióncon

plata o inyección intravital de azul de metileno, y que demuestranuna densa

inervación vagal de las arteriolas y los vasos precapilares coronarios

(WOOLLARD, 1926; HISRCH y BORGHARD-ERDLE, 1961). Sin embargo,

estudioshistoqulmicaspreviosen la circulacióncoronariahumana,sólorevelaron

fibras AChE-positivasen las arteriasepicárdicasgrandes,pero no en las arterias

intramiocérdicas(AMENTA y col., 1981), lo cualpuedeserdebidoa la utilización

de muestraspostmortemobtenidas24-36 horasdespuésde la muerte(AMENTA

y col., 1981). Por otro lado, la distribuciónde las fibras nerviosasAChE-positivas

en la circulacióncoronariadel corazóndeprimates(PILLAY y REID, 1982) y del

perro(GEROVA y col., 1979)esigual a la distribuciónobservadaen la circulación

coronariadel cordero.La coincidenciade la actividadChAT y la distribuciónde
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las fibras AChE-positivassugierenque la inervacióncolinérgicaesmásdensaen

la parte intramiocárdicade la circulacióncoronaria.

En seccionesde la arteria coronaria izquierda descendentecon miocardio

adherido,seobservaroncélulasganglionaresdenúcleoclaro,agrupadasenforma

de ganglios pequeños (Hg. iSA), y similares a las células ganglionares

intracardiacasdescritasen el septointeratrialde la rata(PARDINI y col., 1987).

La localizaciónde los gangliosobservadospor debajodel surcoatrioventricularno

correspondea la localizaciónde lascélulasganglionaresintracardiacasdescritasen

la rata (PARDINI y col., 1987). Sin embargo,tanto el estudio morfológico

(WOOLLARD, 1926) como la destrucciónfuncional de los ganglios vagales

(BARBER y col., 1984) han sugeridola presenciade célulasganglionaresen el

surcoatrioventricularcercade la arteriacoronariacircunfleja,enunalocalización

similar ala de losgruposdecélulasganglionaresobservadosenel presenteestudio.

La persistenciatantode la actividadAChE (DENN y STONE, 1976) comode la

actividadChAT (LUND y col., 1979)despuésde la vagotomía,handemostradoque

‘la mayor partede la inervacióncolinérgicadel corazóntieneun origen intrínseco

(ELLISON y HOBBS, 1976; JACOBOWITZ, 1976; BURNSTOCK, 1980), y

teniendoen cuenta que la AChE está localizada selectivamenteen un alto

porcentajedeneuronascolinérgicas(CUELLOy SOFRONIEW,1984;CRISWELL

y BRANDON, 1993), los resultadosdelpresenteestudioapoyanquela circulación

coronariarecibeunainervacióncolinérgica.

El inhibidor de la AChE, neostigmina,indujo un desplazamientoa la izquierda
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de lascurvasconcentración-respuestaa la ACh en los segmentosproximalesde la

arteriacoronariaizquierdadescendente,peroa la concentraciónutilizadano tuvo

un efectosignificativo en las arteriascoronariasde resistencia(Fig. 19).

Por otro lado, otro inhibidor de la AChE, la fisostigmina,a concentraciones

altas causócontraccionesen los segmentosproximalesde la arteria coronaria

izquierdadescendentey en las arteriascoronariasde resistencia(Hg. 20, 21), no

mostrando,sin embargo,ningún efecto relajante(Fig. 20). Esteefectocontráctil

podríaser atribuIdo exclusivamentea una inhibición de la A.ChE, produciendo

incrementosen las concentracionesde ACh endógena,y consecuentemente,

contracción.Un efecto contráctil similar se ha observadotambiéncon otros

inhibidoresde la AChE,neostigminay BW284C51,enpreparacionesde bronquios

humanosaislados(NOREL y col., 1993). Sin embargo,la respuestacontráctil de

estaspreparacionesseprodujoaconcentracionesmuchasmásbajasdeneostigmina

(10~8M) queen lasarteriascoronariasdelcordero.Además,aconcentracionesbajas

(10~8-1O~M), la fisostigminay la neostigminainhiben la actividadAChE, mientras

que a concentracionesmás altas (1W5-103M), desplazanla unión de ligandos

muscarínicosenhomogenizadosde cortezacerebral(TRIGUEROy col., 1987).La

sensibilidad para el efecto contráctil directo de la fisostigmina y los

desplazamientosparalelosa la derechade lascurvasconcentración-respuestaa la

fisostigminaen presenciade atropina,indicanqueesteefectocontráctilsedebea

unaaccióndirecta sobre receptoresmuscarínicosde la circulación coronariadel

cordero.
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A concentracionesbajasqueno inducíancontracción,la fisostigminacausóun

desplazamientoa la izquierdade las curvasconcentración-respuestaa la ACh en

los segmentosde la arteria coronaria izquierdadescendentey de las arterias

coronariasde resistencia.Las concentracionesde neostigminay fisostigmina

aplicadasen el presentetrabajocausanporcentajesde inhibición de la actividad

AChEdel 80 y 100%,respectivamente,enla cortezacerebral(TRIGUEROy col.,

1987).Estehechopuedeexplicarquela fisostigmina,queinhibe enmayormedida

que la neostigminala actividadAChE, induzcaun desplazamientosignificativo a

la izquierda de las curvas concentración-respuestaa la ACh en las arterias

coronarias de resistencia,que por el contrario, no se ven afectadaspor la

neostigmina(Fig. 22, 23).El efectode la fisostigminapareceserespecificosobre

la AChE ya queno alteró lascurvasconcentración-respuestaal carbacol(Hg. 24).

El desplazamientoa la izquierdainducidoen lascurvasconcentración-respuestaa

la ACh por la fisostigmina,tantoen preparacionesconendoteliointactocomo en

preparacionesdesprovistasde endotelio, indica que existe una metabolización

activa de la ACh en las arteriascoronariasde resistenciay confirmalos estudios

histoquímicosquedemuestranunapresenciadefibrasAChE-positivasenel parte

exteriorde la arteria,en la unionadventicia-media.La degradaciónde la ACh por

la butirilcolinesterasano parece tener un papel fisiológico relevante en la

circulacióncoronariade resistencia,ya queel inhibidor de dicha enzima,el 150-
a

OMPA, no tuvo efecto en una concentracióna la que (Fig. 25, Tabla 2),

anteriormentese ha descrito que inhibe estaenzima en las vías respiratorias

humanasy 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 circulación coronariadel cordero,con mayor actividad o

presenciaen las arteriascoronariasde resistenciaqueen las partesproximalesde

la circulación, y la coincidenciaen la distribución de las enzimasde síntesisy

metabolización de la ACh, sugiere que existe una inervación colinérgica

probablementeintrínsecacon mayor densidaden las arteriasde resistencia.

5.4 Estimulacióneléctricade las arteriascoronariasderesistencia

Ya que el efecto predominantede la ACh en las arterias coronariasde

resistenciaescontráctil,cabeesperarque la respuestaneurogénicay colinérgica

tambiénseacontráctil.Sin embargo,enpreparacionesdesprovistasdeendoteliono

se observóun efectocontráctil y sensiblea la tetrodotoxinaen respuestaa la

estimulacióneléctrica transmural(Fig. 26). En otros estudiosde preparaciones

aisladasdearteriascoronariasgrandesovinas,sólo seobservóun efectorelajante

a la estimulacióneléctrica y estarespuestaera mediadapor la noradrenalina,

mientrasquetras la aplicaciónde los mismosparamétrosquelos utilizadosen el

presenteestudiono seobtuvo ningúnefectocontráctil (BRINE y col., 1979). Sin

embargo, en arterias coronariasgrandesporcinas y bovinas, la estimulación

eléctrica indujo una respuestacontráctil sensiblea la atropina sugiriendo su

naturalezacolinérgica(KALSNER y QUILLAN, 1989a;FURUSHI y col., 1988).

Mediantela aplicaciónde los mismosparámetrosdeestimulacióneléctricaquelos
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descritos por KALSNER y QUILLAN (1989a) a las arteriascoronarias de

resistenciadel cordero, sólo se observóun componentecontráctil que no fue

sensiblea la tetrodotoxina,sugiriendoun efecto directo sobre el músculo liso

vascular.Sin embargo,tambiénen presenciade fentolaminapara bloquearlos

receptoresa-adrenérgicos,y con las arterias precontraidoscon U44619, la

estimulacióneléctricaindujo unapequeñarelajaciónfrecuencia-dependiente(Fig.

27, 28). En presenciade atropina,estasrelajacionesneurogénicasde las arterias

de resistenciafueron máspronunciadas(F¡g. 27, 28), indicandola existenciade

una liberación endógenade ACh, con un efecto inhibitorio sobre la respuesta

relajantea la estimulacióneléctrica.Diversosestudioshanintentadocaracterizar

la respuestano-neurogénicae inhibitoria de las arterias coronarias grandes

(ROOKE y col., 1982; GANTZOS y col., 1983; KEEF y KREIJLEN, 1988;

KALSNER y QUIiLLAN, 1988b;FELETOUy VANHOUITE, 1989);sinembargo,

con los parámetrosde estimulacióneléctricaaplicadosen el presentetrabajose

observóquela respuestainhibitoriaerabloqueadapor la tetrodotoxina,indicando

su naturalezaneurogénica(Tabla3).

En presenciade fentolamina y atropina,el bloqueantede los receptores13-

adrenérgicos,propranolol,no tuvo ningúnefectosobrelas respuestasinducidascon

estimulacióneléctrica.Estosresultadosindicanla liberacióndeun neurotransmisor

no-adrenérgicono-colinérgicovasorelajantecuya naturalezano se ha descrito

anteriormenteenarteriascoronariasaisladas.El neurotransmisorno-adrenérgico,

no-colinérgicoliberadoy conefecto relajanteprobablementeestaenmascarando

un efectocontráctil directo de la ACh endógenasobre el músculoliso vascular,o
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bien el efectode la ACh endógenapodríaser un efectopresináptico,inhibiendo

la liberacióndel neurotransmisorinhibitorio no-adrenérgicono-colinérgico. En

otraspreparacionesvascularesdondese libera ACh con la estimulacióneléctrica

y causarelajación a través de receptoresen el músculo liso, la presenciade

fisostigminaincrementalasrelajaciones(BRAYDEN y BEVAN, 1985; BRANDEN

y LARGE, 1986; NEILD y col., 1990).En las arteriascoronariasde resistencia,la

fisostigminano tuvo unefectosignificativoo inhibió la relajacióna la estimulación

eléctrica(Fig. 28, Tabla3). En arteriascoronariasgrandescaninas,dondese ha

demostradoquela ACh tieneun efectoinhibitoriosobrela vasodilataciónmediada

por noradrenalinaa travésdereceptoresmuscarínicospresinápticoslocalizadosen

las terminacionesnerviosas adrenérgicas,la fisostigmina tampoco alteró la

liberaciónde noradrenalina(COHEN y col., 1984a).Sin embargo,los resultados

obtenidosno permitendistinguir si el componentede la estimulacióneléctrica

sensiblea la atropinaes presinápticoo postsináptico,pero la presenciade este

componenteindica la presenciade una inervacióncolinérgicafuncional de las

arteriascoronariasde resistenciadel cordero.

5.5 Caracterizacióndel receptormuscarínicocontráctil

Larespuestacontráctila la ACh predominaenarteriascoronariasderesistencia

del corderoy el presenteestudiofue realizadocon el objeto de caracterizarel

receptor postsinápticoque media la contracción, mediante la utilización de

agonistasy antagonistasmuscarínicosselectivos. Los agonistasutilizados con

excepcióndel McN-A-343 produjeron una contraccióncompletade las arterias
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coronariasde resistenciadel cordero(Fig. 29A). La metacolina,oxotremorina-M

y AC1I fueron equipotentesy máspotentesqueel carbacoly que el McN-A-343.

Además,la diferenciaentrela respuestaa la ACII y carbacolobservadaenarterias

conendoteliointactopersistióenvasosdesprovistosdeendotelio(Fig.29W. Estos

resultadosestánde acuerdocon otros estudiosde receptoresmuscarínicosque

sugieren que un subtipo M3 de receptoresniuscarínicosestá implicado en la

respuestaa la ACh en las arterias coronarias bovinas (DUCKLES, 1988;

DUCKLESy GARCIA-VJLLALON, 1990).El agonistamuscarínico,McN-A-343,

no indujo ningún efectocontráctil sobre la tensiónbasalde nuestrapreparación,

observaciónsimilar ala descritaenarteriascoronaríasgrandes(DUCKLES,1988).

Sin embargo, en presenciade 10 mM de KPSS, se observó una contracción

correspondientea un 23.3±5.6%de la E~, enestasarterias(Fig. 30), y con una

potenciaquecoincide con la anteriormentedescritaen la arteriade la orejadel

conejo (DUCKLES, 1988). Se ha sugeridoque el McN-A-343 es un agonista

selectivo para los receptoresM1 (HAMMER y GIACHE’ITI, 1982; JOKISCH-

MEHRLING y col., 1989), pero tiene un efectovariablesobretodos los subtipos

de receptoresmuscarmnicosdependientede la reserva de receptoresde la

preparación(EGLEN y col., 1987; JOKISCH-MEHRLING y col., 1989). El

agonismodébil del McN-A-343 sobre los receptoresM2 y M3 excluye que un

receptordel subtipo M1 estéimplicado en la respuestaa la ACh. Sin embargo,la

falta de agonistasmuscarmnicosselectivoscuestionael uso de agonistaspara la

identificaciónde un determinadosubtipode receptormuscarínico,y por tanto, los

resultadosobtenidosenel presenteestudioutilizandoagonistasnopermitendefinir

que subtipo de receptoresmuscarínicosmedianla contraccióna la ACh en las
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arteriascoronariasde resistencia.

En preparacionescon endoteliointacto, el antagonistaselectivo,pirencepina,

inhibió de manerano-competitivalas curvasconcentración-respuestaa la ACh en

las arteriascoronariasde resistenciadel cordero,produciendoun desplazamiento

no-paralelode las curvas,con depresiónde la respuestamáximaa esteagonista

(Fig. 3 lA). La pendientede Hill de lascurvasde AChenausenciadepirencepina

fue 1.20±0.06(n= 8), y en presenciade 3x l(VM, 10~6M y 3x10~6M de pirencepina,

las pendientesfueron0.80±0.13(P < 0.05, t-test pareado),0.78±0.14(P < 0.05)

y 0.65±0.14(P < 0.05), respectivamente.Sin embargo,en arteriasdesprovistasde

endotelio,la pirencepinaprodujoun desplazamientoparaleloa la derechade las

curvasconcentración-respuestaa la ACh (Fig. 3W). El análisis de SHILD del

antagonismode la respuestaa la ACh en las arteriascoronariasderesistenciacon

endoteliointacto dio una recta de regresióncon una pendientediferente de la

unidad,mientrasque enpreparacionesdesprovistasde endoteliola pendienteno

fue signifeantivamentediferentede la unidad(Fig. 31, 32, Tabla5).

El antagonistaselectivopara los receptoresM
2, AFDX 116, y los antagonistas

selectivos para los receptores,M3, 4-DAMP y pFHHSiD produjeron un

antagonismocompetitivo de la ACh en arteriascony sin endotelio(Fig. 33-36,

Tabla5).

Todos los antagonistasmuscarínicosexaminadosen arteriascoronariasde

resistenciadel cordero desprovistasdel endotelio, actuaroncomo antagonistas
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competitivosde la respuestaa la ACh. Además,en ausenciade endotelio, las

pendientesde las líneasde regresióndelanálisisdeARUNLAKSHANA-SCHWD

no fuerondiferentesde la unidad,lo quesugierequela contraccióninducidapor

la ACII estámediadapor unapoblaciónhomógeneadereceptoresmuscarínicosen

el músculoliso.

En las arteriascoronariasde resistenciadesprovistasdel endotelio,la afinidad

parala pirencepina(pKB=7.S) no escomparablea la altaafinidad(7.7-8.1)descrita

en lugaresde uniónM~ en la cortezacerebral,o asubajaafinidad(6.5-6.7)en los

receptorescardiacos M
2, pero similar a la afinidad intermedia(6.8-7.5) por los

receptoresdel subtipoM3 enel músculoliso visceraly vasculary en las glándulas

(EGLEN y WHITING, 1985; DELMENDO y col., 1989; HULME y col., 1990;

DAUPRIN y HAMEL, 1990; BRUNNER y col., 1991b). Esto sugiereque los

receptoresmuscarmnicosM1 no medianla respuestacontráctil a la ACh. Además,

la bajapotenciadelAFDX 116 no apoyaun papelde los receptoresmuscarínicos

del subtipo M2 en la respuestaa la ACh, pero indica la presenciade receptores

muscarínicosdel subtipo M3. El potentedesplazamientoparalelode las curvas

concentración-respuestaa la ACh en presenciade los antagonistasM3, 4-DAMP

y pFHHSiD sugierequeun subtipodereceptoresM3 mediala contracción.A pesar

de quese ha demostradoque el 4-DAMP tiene igual afinidadpor los receptores

del subtipo M1 y M3 (DELMENDO y col., 1989; HIJLME y col., 1990), el

pFHHSiD mostró alta afinidad en nuestrapreparación, relacionadacon la

presenciadeun receptormuscarínicodelsubtipoM3 (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

muscarínicos(pFHHSiD > pirencepina > AFDX 116) en las preparaciones

desprovistasdeendoteliosugiereque el receptormuscarínicoquemediael efecto

contráctil a la ACh en las arteriascoronariasde resistenciaperteneceal subtipo

M3. Estaobservaciónestáde acuerdoconotros estudiosfuncionalesrealizadosin

vitro en arteriascoronariasgrandesbovinas(DUCKLES, 1990; DUCKLES Y

GARCIA-VIiLLALON, 1990; BRUNNER y col., 1991b) y porcinas (VAN

CHARLDORP y VAN ZWIETEN, 1989), y tambiéncon estudiosin vivo de la

circulación coronaria canina donde el AFDX 116 tuvo afinidad baja y la

pirencepinaafinidad intermediapor los receptoresmuscarmnicosque median la

vasoconstriccióna la ACh infundida(PELC y col., 1988).

En presenciade endotelio, las respuestasa los agonistasy la acciónde los

antagonistasfueron diferentesde las respuestasobtenidasen preparaciones

desprovistasde endotelio.El efectocontráctil de la ACII fue menospotenteen

presenciadeendotelio,mientrasquelas respuestasal carbacolno fueronalteradas

(Tabla 4). Resultadossimilares demostrandoun cambio diferencial en las

respuestasa la ACh y carbacol,en presenciao ausenciade endotelio, se han

observadoen la traqueade cobaya,siendoatribuidosadiferenciasde los esteres

decolinaensucapacidaddedifundir a los receptoresniuscarínicosdelmúsculoen

preparacionescon el epitelio intacto (MORRISON y VANHOUTFE, 1992).El

endoteliopodríaconstituirunabarreraal pasode la ACh enlasarteriascoronarias

de resistencia. Si la capacidadde la barrera endotelial fuera saturadaa

concentracionesaltasdel agonista,entoncesel estadode equilibrio del agonista,
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antagonistay población de receptorespodría cambiarsey así obtenerseuna

pendientede ARUNLAKSHANA-SCHILD para la pirencepinamenor que la

unidad(KENAKIN, 1987).Sin embargo,en presenciade endotelio,la pendiente

de ARUNLAKSHANA-SCHILD para la pirencepinafue mayor que la unidad y

el antagonismoproducidopor el AFDX 116 sobrela contraccióninducidapor la

ACh no fue alterado por la retirada del endotelio. Esto sugiere que el

desplazamientono competitivode la respuestacontráctil a la ACh en ausenciade

endoteliono sedebeal hechodequeel endoteliofuncione comounabarrerade

difusión para la ACh.

En ciertosaspectos,los resultadosdelpresenteestudiopuedenser comparados

con los del estudiopublicadopor ALOSACHIE y GODFRAIND(1988)sobreel

papeldelendotelioen la interacciónde los agonistasy antagonistasa-adrenérgicos

en la aortade rata.Estosautoresobservaronquelos antagonistasa1-adrenérgicos

actuaroncomoantagonistasno-competitivosfrentea la noradrenalinaenpresencia

deendotelioy comoantagonistascompetitivosdespuésde la retiradamecánicadel

endotelio. Por el contrario, el antagonistaa2-adrenérgico,yohimbina, y el a-

adrenérgico,fentolamina,actuaroncomo antagonistascompetitivosen presencia

y ausenciadel endotelio,a pesarde que los valoresde pA2 de los dos últimos

antagonistasfueron menoresen vasoscon el endoteliointacto. En el presente

estudio,la pirencepinaactuócomoantagonistano-competitivofrentea la ACh en

presenciadeendotelioy comoantagonistacompetitivoen ausenciade endotelio,

mientrasqueel AFDX 116 y pFHHSiD actuaroncomoantagonistascompetitivos

enarteriassin y conendotelio,a pesarde queel PKB delpFHHSiD fue másbajo
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en vasoscon endoteliointacto (Tabla5). ALOSACHIE y GODFRAIND (1988)

sugirieronquesusresultadospodríanserdebidosa unaliberacióncontinuay basal

deEDRF,queactuaríacomoantagonistafuncionalreduciendola eficaciaaparente

de los agonistasadrenérgicos,y de estamaneraoriginandoun antagonismono-

competitivodel prazosinfrentea la noradrenalinaenpreparacionesconendotelio.

En el presenteestudio,tambiénse observóun incrementoen la tensiónbasalde

laspreparacionesdespuésde la retiradadelendotelio,lo cualindica un inhibición

de la liberaciónbasalde EDRFcomose hademostradoanteriormenteen arterias

coronariasde resistencia(PRIETOy col., 1991a;TSCHUDI y col., 1991; MYERS

y col., 1991).

Unaexplicaciónalternativadelestudiodeantagonistasmuscarínicospodríaser

que la ACh activa una población heterogéneade receptoresmuscarínicoscon

efectosopuestosen las arteriascoronariasde resistenciadel cordero:receptores

contráctilesdelsubtipoM3 enel músculoliso y receptoresmuscarínicosinhibitorios

que producen relajacióna través del endotelio. Por tanto, podría existir una

liberación de EDRF mediada por receptor que funciona como antagonista

endógeno,reduciendola eficacia de la ACh y produciendoun antagonismono-

competitivo de la pirencepinafrente a la respuestacontráctil de la ACh en

preparacionescon endotelio intacto. En este último tipo de preparaciones,la

incubaciónconconcentracionesbajasdepirencepina(10~
9-l07M) o telencepina(10

‘03x108M) indujeronundesplazamientoala izqulerdadelascurvasconcentración-

respuestaala ACh (Hg. 37, Tabla6), perotrasla retiradamécanicadelendotelio,

bajasconcentracionesde pirencepinano tuvieronningúnefectopotenciadorsobre
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la respuestaa la ACh en las arteriascoronariasde resistencia(Tabla 6). Esta

últimaobservaciónapoyael conceptode quela ACh puedeactivarreceptorescon

efectosopuestos,ya que la ocupaciónde una pequeñapoblaciónde receptores

inhibitorios con la pirencepinao telencepina indujeron un desplazamiento

significativo a la izquierda de las curvasconcentración-respuestaa la ACh. La

ausenciadecambiosenel plot deARUNLAKSHANA y SCHJLDparael AFDX

116 en las arteriascoronariassin y con endotelio,podría ser atribuida a la baja

afinidad queesteantagonistatiene por los receptoresdel subtipo M1 y M3. Sin

embargo,son necesariasinvestigacionesposterioresparaexplicarel cambioen el

plot para el pFl-IHSiD, inducido por la retirada del endotelio en las arterias

coronariasderesistencia.Esteresultadopodríaserdebidoa variosfactorescomo

un desequilibriotemporaldelcomplejoantagonista-receptorconel endoteliocomo

unabarreradedifusión parael pFHHSiD,o queel pFHHSiD tiene afinidadpor

otros lugares de la membranadiferentes de los receptoresmuscarínicosen

presenciadel endotelio,dando un valor artificial y más bajo que el pKB real

(KENAKIN, 1987).Finalmente,el cambiopodríaestarmotivadopor la retiradade

la liberaciónbasalo inducidapor agonistade EDRF. El último casoimplica la

presenciade unapoblaciónheterogéneade receptoresmuscarínicosen vasoscon

endotelio.

5.5 Caracterizacióndel receptormuscarínicorelajante

Diversos resultadosdel presenteestudio indican la presenciade receptores

muscarínicosen lascélulasendotelialesde las arteriascoronariasderesistenciadel
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cordero. En primer lugar, la ACh tuvo un efecto relajante en un pequeño

porcentajede laspreparacionesestudiadas.En segundolugar,la retiradamécanica

delendotelioprodujoun desplazamientoala izquierdade lascurvasconcentración-

respuestaa la ACh. En tercer lugar, la incubacióncon bajasconcentracionesde

antagonistasmuscarínicosM1 produjeronun desplazamientoa la izquierdade las

curvasconcentración-respuestaa la ACh en arteriascon endotelio(Fig. 37),pero

no en arteriasdesprovistasde endotelio(Tabla 6). Estos hechosindican que los

efectosobservadosen el estudio de antagonismodel receptorcontráctil no se

debena Jaliberaciónbasalde EDRF,sinoaunaliberacióndeEDRFinducidapor

un agonistamuscarínico.Estasobservacionesfueronapoyadaspor el hechoqueel

agonistaputativoselectivoparalos receptoresmuscarínicosdelsubtipoM1, McN-

A-343, indujo relajaciónen las arteriascoronariasderesistenciaprecontraidascon

U46619(Fig. 38, 39).EstarelajacióndelMcN-A-343 fue inhibidaenpresenciade

bajasconcentracionesdelantagonistaselectivoparalos receptoresM1, pirencepina,

pero no en presenciade pFHHSiDo AFDX 116 quebloqueanlos receptoresM3

y M2, respectivamente.La concentracióndepirencepinautilizadacorrespondea la

concentraciónque produce el desplazamientoa la izquierda de las curvas

concentración-respuestaa la ACh (Tabla6). Estasobservaciones,junto con la

observacióndel efectocontráctil del McN-A-343, sugierenque la ACh no es el

único agonista colinérgico que puede activar una población heterogéneade

receptoresmuscarínicoscon efectos opuestos en las arterias coronarias de

resistencia,sino queel McN-A-343 escapazde producir relajacióny contracción

en dichas arterias. En conjunto, estos resultadosindican la presenciade una

poblacióninhibitoriadereceptoresmuscarínicosenel endotelio,probablementedel
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subtipo M1, que puedenmodular la respuestacontráctil a la ACh producidaa

través de la activación de receptoresM3 en el músculo liso de las arterias

coronariasde resistenciadel cordero.

El presentehallazgode quelos receptoresendotelialespuedenserdel subtipo

M, y los receptorescontráctilesdelmúsculoliso delsubtipoM3, estaríadeacuerdo

con estudiosrealizadosin vivo en la circulacióncoronariacanina(PELC y col.,

1988). Sin embargo,se ha sugeridoque los receptoresendotelialesque inducen

relajaciónen lasarteriascoronariasgrandesbovinaspuedenperteneceral subtipo

M3 (BRUNNER y col., 1991a), pero esto podría debersea diferenciasentre

especieso aqueexisteunaheterogenidadde receptoresmuscarínicos,no soloentre

el endotelioy el músculoliso, sino tambiénentrelas partesproximalesy distales

de la circulacióncoronaria(NYBORG y col., 1991), al igual quese ha observado

entre las partes proximales y distales de la circulación cerebral (GARCIA-

VILLALON y col., 1991).

Se hasugeridorecientementequelos receptoresquemedianla vasodilatación

a la ACh en las arteriasde resistenciaperiféricaspertenecenal subtipo M3 de

receptoresmuscarínicos(HENDRIKS y col., 1992; BRUNING y col., 1994).En la

circulaciónmesentéricaderata, encontramosvaloresdepKB paralos antagonistas

muscarínicosqueinhibenla vasodilatacióna la ACh, quesugierenla presenciade

un subtipo M3 (Tabla 7). Sin embargo,los valores obtenidosen las arterias

coronariasde resistenciade la rata sugieren la presenciade un subtipo de

receptoresmuscarmnicosque median la relajación a la ACh con características

diferentes a las de los receptoresmuscarínicosde las arteriasde resistencia
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periféricas(Tabla7), ya quelos valoresdelestudiodeantagonismosondiferentes

de los del lecho vascularmesentéricoy de los anteriormenteobservadosenvasos

periféricoshumanos(BRUNING y col., 1994).

En resumen,nuestrosresultadossugierenquelos receptoresmuscarínicosde las

arteriascoronariasderesistenciasondiferentesde los receptoresmuscarínicosque

medianla vasodilatacióna la ACh en las arteriasde resistenciaperiféricasy que

pertencenal subtipo M1, a pesarde que no podemosexcluir receptoresde los

subtiposm4 o m5.

5.7 Caracterizaciónde la respuestamediadapor receptoresnicotínicos

El efectodominantede la nicotinaen lasarteriascoronariasde resistenciafue

un efecto contrácil. La nicotina (10~
4-I03M) no tuvo ningún efectocuando fue

añadidasobre la línea base.Sin embargo,en preparacionesprecontraidascon

U46619, la nicotina(l0-4M) causócontracción,mientrasquea unaconcentración

de 103M indujo unarespuestabifásicaconunapequeñarelajaciónseguidadeuna

contracción muy pronunciada(Hg. 40). Esta contracción fue inhibida por la

presenciadelantagonistanicotínico,hexametonioy porel antagonistamuscarínico,

atropina,mientrasquela fisostigminano alteródemanerasignificativala respuesta

contráctil a la nicotina(Fig. 41). Estos resultadoscoincidencon los observados

despuésde la infusión intracoronariade nicotinaen la circulacióncoronariade

ternera,dondeesteagentetuvo un efectobifásico devasoconstricciónseguidapor

vasodilatación,y que fue inhibido por la presenciade hexametonioo atropina
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(YOUNG y col., 1988). La nicotinaactiva probablementereceptoresnicotínicos

presinápticosque liberan ACh de nervios colinérgicos y estimula receptores

muscarínicosen el músculoliso de tas arteriascoronariasde resistencia.

Sin embargo, la infusión de nicotina en la circulación coronariacanina induce

vasodilataciónquees revertidaavasoconstricciónen presenciadeantagonistasfi-

adrenérgicos(DOWNEY y col., 1977; WOODMAN y col., 1991>, mientrasque la

vasoconstriccióndesaparecedespuésde infunsión de antagonistasa-adrenérgicos

(WOODMAN y col., 1991),Además,ensegmentosaisladosde la ramacircunfleja

de la arteriacoronariaizquierdadel perro,la nicotinatambiénoriginó relajación

potenciadapor la presenciade antagonistasa-adrenérgicos(TODA y HAYASHI,

1982). Por tanto, estos estudios sugieren una liberación predominantede

noradrenalinade nervios adrenérgicosdepuésde la activación de receptores

nicotínicospresinápticos.Sin embargo,el efectoadrenérgicode la nicotinaparece

de menorimportanciaen las arteriascoronariasdel cordero,ya quela respuesta

a la nicotinano fuealteradademanerasignificativatrasel bloqueocombinadocon

antagonistasa- y 6-adrenérgicos.Lasdiferenciasentrelos resultadosobtenidosen

el presenteestudioy en los estudiosde la circulacióncoronariacanina,puedenser

atribuidosa diferenciasentreespecies(KALSNER, 1989).

En lasarteriascornariasdelcordero,el antagonistanicotínico,hexametonio,no

alteró la respuestaa la ACh en concentracionesbajas(10~6-10~5M)y específicas

para los receptoresnicotínicos, pero causó un pequeñodesplazamientoa la

izquierdade las curvasconcentración-respuestaa la ACh a concentracionesaltas

(104M) (Hg. 42, Tabla8), quetambiénpuedenactuarinhibiendolos receptores
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muscarínicos(EGLEN y col., 1989; PRIETOy col., 1994). La respuestaa la ACh

infundida en la circulación coronaria de ternera tampoco fue alterada por

concentracionesbajasde hexametonio(YOUNG y col., 1988).Estosugierequeel

efecto de la ACh sobre los receptoresmuscarínicoses predominantey podría

ocultar la activación de estos autorreceptoresnicotínicos. El estudio de los

receptoresnicotínicosen las arteriascoronariasde resistenciasugierela presencia

de este tipo de receptores,pero no permite distinguir diferentessubtipos.Sin

embargo,tantola estimulacióneléctricacomola estimulaciónconnicotinaindican

la liberacióndeun neurotransmisorconcaracterísticasquecorrespondena la ACh,

y además,quelos efectosprincipalesde la inervacióncolinérgicaen estasarterias

son vasoconstriccióne inhibición de la vasodilataciónneurogénica.

5.8 Modulaciónendotelialde la respuestaa la acetilcolina

La retiradamecánicade las célulasendotelialesen las arteriascoronariasde

corderocausóun incrementoen la tensiónbasal,un desplazamientoa la izquierda

de las curvasconcentración-respuestaa la ACh y abolió la relajacióna la sustancia

P, al A23187 (Fig. 43) y a la bradiquinina,mientrasquelas respuestasal KPSSno

fueronalteradas,teniendoen cuentael incrementoen el tono basal.

El inhibidor de la NO sintasa, LNNA, indujo incrementospequeños y

concentración-dependientesdel tonobasalde lasarteriascoronariasderesistencia

conendoteliointacto,mientrasqueno tuvo efectoen preparacionesdesprovistas

deendotelio(Fig.44).Lamagnitudde la respuestamáximaa la LNNA fue similar
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al efectode la retiradadel endotelio.Estos resultadossugierenque los efectos

inhibitoriosdelendoteliobajocircunstanciasbasalesúnicamentesedebena la vía

de la L-arginina, y que las célulasendotelialesproducenNO basalmente.Se ha

sugerido anteriormente,que el NO derivado del endotelio y formado bajo

condicionesbasalestiene importancia para el tono de la circulación arterial

coronaria, tanto a raíz de estudios de arterias coronariasporcinas in vitre

(TSCHUDI y col., 1991; MYERS y col., 199lb), como por la observacióndeque

la resistenciavascularcoronariabasalse incrementacon la infusion in vivo de

inhibidores de la NO sintasaen conejo (AMEZCU y col., 1988, 1989), perro

(KELM y SCHRADER,1990; DOMENECHy col., 1993),cabra(GARCIA y col.,

1992)y cerdo(1-JATA y col., 1993).La inhibición de la guanilatociclasacon azul

de metilenotambiénprodujocontraccionesconcentración-dependientesde vasos

conendotelioy la magnitudde la respuestacontráctilfue máspronunciadaquela

obtenida despuésde la inhibición de la sintasa del NO (Fig. 45). Estas

contraccionesfueronabolidaspor la retiradamecánicadel endotelio,sugiriendo

que el efecto contráctil del azul de metileno es totalmentedependientedel

endotelio. Apane de una inhibición del efecto del NO basal liberado, se ha

sugerido anteriormenteque el efecto contráctil tan pronunciadodel azul de

metileno comparadocon la inhibición de la NO sintasapodríaser atribuido a la

contribucióndeun nitrovasodilatadorendógenoproducidopor otrafuentedistinta

de la L-arginina(TSCHUDI y col., 1991),o a la acumulaciónen el endotelio,en

forma de un nitrocompuesto,del NO formadoa partir de la L-arginina; de esta

forma, existiríaun “depósitoendógeno”de NO, desdedondepuedeser liberado

lentamenteencondicionesbasales.Sin embargo,otraexplicaciónalternativaesque
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el azulde metileno libere un factorcontráctil del endotelioo inhiba la síntesisde

PGI2 (MARTIN y col., 1989). Sin embargo,el inhibidor de la ciclooxigenasa,

indometacina,no tuvo ningúnefectosignificativo sobreel tono basalen las arterías

coronariasde reistenciaexcluyendoque partedel efectode azul de metileno se

debaa una inhibición de la sintesisde PGI2.

De este modo, en las arteriascoronariasde resistencia,el NO derivado del

endotelioy formado basalmentepodríareducir las respuestasa vasoconstrictores

como la ACh y endotelina<BERTJ y col., 1993), pero el efectode las bajas

concentracionesde pirencepinay telencepinaindican que el incrementode la

respuestaa la ACh se debefundamentalmentea la liberaciónde EDRFinducida

a travésde un receptorendotelial.

La retiradadel endotelio,afectódemaneradiferentela respuestaa la ACh en

segmentosproximales de LDA y en arteriascoronariasde resistencia.En los

segmentosde LDA, la retirada del endotelio no cambio la sensibilidadde las

preparacionesa la ACh, pero incrementó significativamente la respuestaa

concentracionesaltas de ACh (3x10
5-l0~4M) (Fig. 46A), mientras que en las

arteriascoronariasderesistenciadesprovistasdeendotelio,la sensibilidadala ACh

fue mayorqueenpreparacionesconendoteliointacto(Fig.46B). Estosugiereque

la ACh podríatenerunaafinidaddiferentepor los receptoresendotelialesen las

arteriascoronariasgrandescomparadascon las arteriascoronariasderesistencia,

y apoya los estudiosde los receptoresmuscarmnicosque sugieren que hay

diferenciasen los subtiposde receptoresmuscarínicosen los panesproximalesy
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distalesde la circulación coronaria. En arteriascoronariasgrandesdel cerdo,

tambiénsehaobservadola presenciade receptoresmuscarínicosconbajaafinidad

a la ACh, que causanvasorrelajación(MATSUMOTO y col., 1993).Además,la

incubación con el inhibidor de la sintasadel NO, LNNA, originó un cambio

diferencial similar al de la retiradadel endotelio en las curvas concentración-

respuestaa la ACh en la circulacióncoronariadelcordero(Hg. 47). Esto sugiere

queel cambioqueoriginala retiradadelendotelioen la respuestaa la ACh, tanto

ensegmentosproximalesde la LDA comoen lasarteriascoronariasde resistencia,

se debe a una abolición de la liberaciónde NO. Los resultadosindican que la

inhibición de la síntesis de NO tiene mayores consecuenciasen las arterias

coronariasde resistencia,ya quealtera la respuestaa concentracionesmásbajas

y fisiológicasde ACh. Efectosdiferencialesde la inhibición de la sintasadel NO

sobre la respuestaa la ACh también se han observadoen estudios in vivo

realizadosen el cerdo(BlATA y ccl., 1993).

La incubacióncon hemoglobinao azul de metilenoprodujoun desplazamiento

a la izquierdade lascurvasconcentración-respuestaa la ACh, desimilar magnitud

al originadopor la retiradamécanicadel endotelio(Fig. 48-50,Tabla9). Esto

confirma que todos los efectosinhibitorios del endoteliosobre la contracción

inducidaporla ACh probablementesedebana liberacióndeNO. Sinembargo,en

presenciadefisostigmina,los efectode la LNNA, hemoglobinay azulde metileno

sobre las curvasconcentración-respuestaa la ACh fueron menoreso totalmente

abolidos (Fig. 47-50). El efecto de la fisostigminano pareceser debido a una

interaccióndirectacon la vía de la L-arginina, ya que los incrementosdel tono
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basalen presenciade la LNNA y el azul de metileno tambiénseobservaronen

preparacionesincubadascon fisostigmina.La ausenciao menor efectoobervado

con la LNNA, hemogiobinay azul de metilenosobre la respuestacontráctil a Ja

ACh en presenciade fisbstigmina,probablementepuedeser atribuida al mayor

efectode la ACh sobre los receptoresmuscarmnicosdel músculo liso cuandose

inhibe la AChE, comparadocon los receptoresendoteliales.Apoyando esta

hipótesis,en el presenteestudio no se ha detectadoAChE en la íntima de las

arterias.

Las prostaglandinasno parecenparticiparen la respuestacontráctil a la ACh

en las arteriascoronariasde resistenciadel cordero(Fig. 5 lA). Sin embargo,la

incubacióncon el NDGA causóunainhibición pronunciadade la respuestaa la

ACII (Hg. Mb). Esteagenteestáconsideradocomoun inhibidor potentede la

enzimalipooxigenasaaconcentracionesde5 pM (FORSTERMANNy col., 1988),

mientrasque aconcentracionesmásaltas(10 pM), tambiéntiene un efectosobre

el EDRF despuésde suliberaciónde las células endoteliales(FÓRSTERMANN

y col., 1988),y aconcentracionesmuy altas(36-126yM) tiene un efectoinhibitorio

directosobrela guanilatociclasaenel músculoliso de aorta(CLARK y LINDEN,

1986). En el presenteestudioseutilizó 5 ~M NDGA para obtenerunainhibición

especificade la vía de la lipooxigenasa,y esta concentraciónno alteró las

relajacionesendotelio-dependientesal A23187(Fig. 55). De estemodo,apesarde

que son necesariosestudios adicionalespara confirmar el último efecto, los

resultadosindican que la ACh induce la liberación de NO del endotelio y

probablementetambién de una mediador vasoconstrictorde la vía de la
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lipooxigenasa.

El lonóforode calcio,A23187, indujo relajacionesendotelio-dependientesy más

potentesen los segmentosproximalesde LDA queen las arteriascoronariasde

resistencia,y la relajaciónen los primerosfue másresistentea la inhibición de la

sintasadel NO quela relajaciónde las arteriascoronariasderesistencia(Fig. 52).

En las arteriascoronariasde resistencia,tanto la reversiónde la inhibición de la

NO sintasa en presenciade la L-arginina (Fig. 53), como el efecto de la

hemoglobina(Fig. 54) y azulde metileno(Fig. 55) sugierenqueel A23187causa

relajación de estasarterias exclusivamentea través de la liberación de NO,

mientrasque en los segmentosproximalesde LDA, el A23 187 podríaliberar un

factor diferentedelNO (COWAN y COHEN, 1991; HASHIMOTO y col., 1993),

o el NO liberadoactuaríaa travésde un mecanismoindependientedel GMPc

(BOLOTINA y col., 1994).

La adicióndeNOexógeno(apartirdeunasoluciónacidificadadenitrito) causó

una relajación de las arteriascoronariasde resistencia(Hg. 56), que no se

modificópor la retiradarnécanicadelendotelioni por la presenciadeLNNA, pero

fue inhibida en presenciade el “secuestradorde NO”, hemoglobina.Además,el

examenhistoquimicode la actividadNADPH-diaforasademostróla presenciade

estaenzimaen las célulasendotelialesde los segmentosproximalesde LDA y

arteriascoronariasde resistencia,mientrasque no seobservaronfibras nerviosas

positivas para la reacción (Hg. 57). Como control positivo de la reacción se

incluyero arteriaspeneanasde resistenciaequinas,ya queen estapreparaciónse
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observanfibras nerviosasNADPH-diaforasapositivas.De las tresisoformasde la

NO sintasa(neural, endotelial y de los macrófagos),la reactividad NADPH-

diaforasasecolocalizaconla inmunorreactividadparala NO sintasaneuraltanto

en el sistemanerviosocentralcomoen el periférico, así como tambiénen tejido

no nervioso(DAWSON y col., 1991). Por tanto, la técnicahistoquimicaaplicada

a nuestraspreparaciones,puedeser consideradacomoun marcadorfiable de los

lugaresdesíntesisdeNO enla circulacióncoronaria,y permitenconcluirquedicha

síntesisparecellevarsea cabofundamentalmenteenel endoteliovascular.

En conjuntoestosresultadosindicanqueel NO derivadodelendoteliojuegaun

papel importante en el control del tono basal de las arterias coronariasde

resistenciay probablementetieneunpapelinhibitorio importanteenla modulación

de la respuestacontráctil a la ACh enestasarterias.Sin embargo,no pareceque

existan evidenciasde una inervaciónnitrérgicaen la circulación coronaria del

cordero, lo cual es consistentecon observacionessimilaresen la circulación

coronariadel cerdoy del cobaya(URSELL y MAYERS, 1993; TANAKA y col.,

1993a, 1993b).
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6. RESUMENY CONCLUSIONES
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Mediantela aplicaciónde unatécnicamicrovascularnuevasehanevaluadolas

respuestasfuncionalesde arteriascoronariasde resistenciain vitro. En arterias

coronarias de resistencia humanas, la respuesta a la ACh fue variable,

probablementedebido á que las arteriasprocedende pacientesde diferentes

edadesy con patologías de la circulación coronaria. Por esta razón, se ha

examinadola reactividaddedichasarteriasendiferentesespecies,encontrandouna

gran variabilidad en la respuestaa la ACh. Se haneligido las arteriascoronarias

del cordero por su similitud con las arteriashumanasen lo que respectaa las

respuestasfuncionales. Así, la ACh produjo contracción en todas las arterias

examinadas,originandorelajaciónúnicamenteen un 20%de las preparaciones.

En los segmentosarterialesde la parteproximal de la circulacióncoronariase

encontróuna desensibilizaciónde la respuestacontráctil a la ACh, mientrasque

dicha respuestafue reproducibleen las arteriascoronariasde resistencia.

Tanto la actividadChAT comola actividadAChE, fue muchomásalta en las

arteriascoronariasde resistenciaque en segmentosproximalesde la arteria

coronariaizquierdadescendente,peroel efectode la inhibición de la AChE sobre

lascontraccionesde la AChfue similaren ambostiposde vasos.Existenganglios

conactividadAChE en relacióncon las arteriascoronariasgrandes,y únicamente

sehallaronfibrasAChE-positivasen la unión adventicia-media.La inhibición de

la AClIE fue independientede la presenciade endotelio.

La estimulacióneléctricatransmuralde lasarteriascoronariasderesistenciano
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indujo contracciónsino unarelajaciónneurogénicaque fue máspronunciadaen

presenciade atropina.

La bajaselectividadde los agonistasmuscarínicosno permitió caracterizarel

subtipodereceptormuscarínicoquemediala contraccióna la ACh en las arterias

coronariasde resistencia.El ordende potenciade los antagonistasmuscarínicos

frentea la respuestacontráctilde la ACh fue: pFHHSiD > pirencepina> AFDX

116. El antagonistaselectivode los receptoresmuscarínicosM1, pirencepina,indujo

un desplazamientoa la izquierdade las curvasconcentración-respuestaa la ACh

enarteriasconendotelio,peronoenarteriasdesprovistasdeendotelio.El agonista

McN-A-343 produjounarelajaciónen arteriasprecontraidasquefue inhibidapor

la pirencepina.

La nicotinaindujo un efectocontráctil en las arteriascoronariasde resistencia

quefue inhibido por la atropinay el hexametonio.

La retiradamécanicadeendotelio,la incubaciónconun inhibidor de la sintasa

del NO o un inhibidor de la guanilatociclasa incrementaronel tono miogénico,

indujeronun desplazamientoa la izquierdade lascurvasconcentración-respuesta

a la ACh e inhibieron la relajaciónal ionóforo del caldo,A23187, en las arterias

coronariasde resistencia.

De las investigacionesllevadasacaboenel estudiode la regulacióncolinérgica

y endotelial de la circulación coronaria de resistencia,podemosconcluir lo
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siguiente:

1.- Existeunadesensibilizaciónde la respuestacontráctil a la ACh en las arterias

coronariasgrandeso de conducciónque es independientede la presenciade

endotelio y de la AChE, y que parece ser específica del receptor. Esta

desensibilizacióna la ACh no fue halladaen las arteriascoronariasde resistencia.

2.- La distribución de la actividadChAT y de las fibras AChE-positivasen la

circulacióncoronariadelcorderosugiereunainervacióncolinérgicaprobablemente

intrínseca,con mayor densidaden las arteriasde resistenciaque en las partes

proximalesdel arbol coronario.

3.- La existenciade una respuestavasorrelajanteneurogénicainducida por la

estimulacióneléctricatransmuraly sensiblea la atropina,indica que las arterias

coronariasde resistenciadel corderotienenunainervacióncolinérgicafuncional.

4.- Los valoresde pKB y el ordende potenciade los antagonistasmuscarínicosen

arteriassin endoteliosugiereque la contraccióninducidapor la ACh en arterias

coronariasde resistenciadel corderoestámediadapor un subtipode receptores

muscarínicosM3.

5.- El hallazgo de que bajas concentracionesde pirencepinadesplazana la

izquierdalascurvasconcentración-respuestaa la ACh y dequeel agonistaMcN-A-

343 inducerelajaciónsugierequela respuestacontráctil de la ACh estamodulada
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por un factorvasorrelajante,liberadopor la activaciónde receptoresmuscarínicos

M1 en el endotelio.

6.- La nicotinatuvo un efectocontráctil en las arteriascoronariasde resistencia,

probablementedebido a la liberación de ACh de nervios colinégicos.La ACh

liberadapareceactuarsobrereceptoresmuscarínicoscontráctiles.

7.- Los efectosde la retiradamécanicadelendotelioy de los inhibidoresde la vía

de la L-argininasugierenqueexisteuna liberaciónbasaly continuade NO y que

el NO es probablementeel factorque modula la respuestacontráctil a la ACh y

que media la relajaciónal A23 187 en las arteriascoronariasde resistencia.No

existeningunaindicaciónde queestasarteriasrecibanunainervaciónnitrérgica.
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