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RESUMEN

Fl flujo sanguineo regula el tono vascular mediante la accién del rozamiento (shear stress)
sobre el endotelio. El mecanismo para la vasodilatacion inducida por el flujo invelucra un incremento
¢n la liberacion de factores relajantes derivados del endotelio (FRDE), siendo uno de los méas
importantes el 6xido nitrico (ON) El ON se forina a partir de la L-arginina mediante la actividad de la
oxido nitrico sintasa (ONS). La ONS endotelial se expresa constitutivamente en niveles basales v su
activacion es dependiente del sistema calcio-calmodulina. El estudio del o los mecanismos por los
cuales el flujo induce vasodilatacion mediada por el ON, se enfoca a la regulacion de Iz actividad de fa
ONS; sin embargo, el mecanismo para la transduccion de la fuerza hemodinamica hacia la liberacion
de ON no se conoce. Se ha demostrado en una gran variedad de células, incluyendo al endotelio
vascular, la existencia de canales catidnicos no selectivos que se activan por sensibilidad a estrés
mecanico sobre la célula. Estos canales se conocen como canales idnicos que se activan por
estitamiento (CIAE) La apertura de los CIAE, genera influjo de Ca' y Na', asi como la
despolarizacién de la membrana, lo cual podria contribuir a la activacion de la ONS y en
consecuencia, provocar un incremento en la liberacidn del ON. Experimentalmente, los CIAE pueden
ser blogueados por gadolinio (Gd*"). Nosotros planteamos la hipétesis de que el bloqueo con Gd** de
los canales idnicos que se activan por estiramiento, puede modificar la liberacion del ON inducida por
el flujo Para probar esta posibilidad, en esta tesis, estudiamos el efecto del Gd*™ en curvas de
liberacidn de ON inducida por el flujo, reaiizadas en ei modelo de corazdn aislado de cobayo
Ademis, estudiamos la participacidén de la QNS constitutiva (ONSc) y la ONS inducible {ONSi) en el
efecto del flujo scbre corazones aislados de cobayo obtenidos de animales pretratados con
lipopolisacarido (EPS), el cual genera sobre expresion de la ONSi. Los resultados proveen la primera
evidencia de que la liberacion del ON inducida por el flujo, es mediada por los CIAE y que la ONSi es

estimulada por el flujo, independientemente de la activacion de los CIAE

n



SUMMARY

Blood flow regulates vessel tone mainly by the action of shear stress on the endothelium
The mechanism of flow-induced vasodilatation involves the enhanced release of endothelial-derived
relaxing factors (EDRF), the principal component of which is nitric oxide (NO). NO is formed from
L-arginine by the activity of NO synthase Endothelial NO synthase is constitutively expressed at
basal level, and its activity is calcium/calmodulin dependent. Consideration of the mechanism(s) by
which flow induces NO-mediated vasodilatation is focused on the regulation of endothelial NO
synthase activity, however, the mechanism for the transduction of the hemodynamic force into NO
release remains unknown Stretch-activated nonselective cation channels have been demonstrated in a
wide variety of cells including vascular endothelium and can be blocked by Gd** Opening of these
channels causes Ca’* and Na™ influx and membrane depolarization which may contribute to the
activation of NO synthase with the concomitant increase in NO release We thus hypothesize that
blockade of stretch-activated jon channels with gadolinium (Gd™) can modify the flow-induced NO
release In the present study, to test this possibility, we investigated the effect of Gd™" in the flow-
induced NO release curve in the isolated perfused guinea pig heart. In addition we studied the
participation of ¢cNOS and iNOS in the effect of flow in the guinea pig heart obtained from animals
treated with LPS, which over express the inducible NO synthase The results obtained provide the
first evidence that flow-induced NO release is mediated by stretch-activated ion channels and that
inducibie NO synthase is stimulated by flow independently of activation of streich-activated ion

channels



Introduccién

En los mamiferos, el endotelio vascular es una monocapa de células que se
encuentra en la superficie luminal de los vasos, en contacto permanente con la sangre
circulante (figura 1). Durante mucho tiempo se considerd que la funcién del endotelio
vascular era la de una barrera simple entre la sangre y la pared de los vasos Esta idea
se mantuvo hasta que en 1980, las investigaciones de Furchgott y colaboradores
mostraron que la célula endotelial libera un factor relajante al que llamaron factor de
relajacion derivado del endotelio (FRDE), que en 1987 Palmer y colaboradores

identificaron como el éxido nitrico (ON) !

En las dltimas dos décadas, numerosas investigaciones ponen de manifiesto una
participacion muy activa de la célula endotelial en diversos procesos fisiologicos y
patologicos,™ ya que en ella, ademds del ON, se liberan otras sustancias
vasodilatadoras como el factor de hiperpolarizacion derivado del endotelio (FHDE), las
prostaglandinas® y la adenosina (ADO), entre otras. Estas sustancias tienen un efecto
relajante ¢ inhiben el crecimiento celular que piomueven los agentes constrictores
como la angiotensina y la endotelina que también libera el endotelio.® Ahora se sabe
que este tejido participa importantemente en la regulacidén del flujo sanguineo,

transpotte por captlaridad, angiogénesis, metabolismo lipoprotéico e interacciones de la



pared de los vasos con elementos que circulan en la sangre (serotonina, epinefiina,
bradicinina y angiotensina I). Uno de los papeles mas importantes que se atribuyen al
endotelio es su respuesta a la estimulacion fisica (““shear stress™ o rozamiento) generada
por ¢l flujo sanguineo, con lo cual se incrementa la concentracién del calelo intracelular
(Ca”i) y se regula la liberacion de los factores constrictores y relajantes mencionados,
que mantienen de manera coordinada el tono en el musculo liso vascular (MLV) (figura

2) ‘4,6

En particular, el ON es considerado como una molécula, que en los mamiferos,
juega un papel importante participando en la regulacién de multiples acciones
biologicas como: el tono vascular,” la presion sanguinea,’ la neurotrasmisién y algunas
respuestas inmunolégicas,”® ademas de tener funciones protectoras en los vasos,
mhibiendo la agregacion plaquetaria, la adhesién de monocitos y la proliferacion de
células del masculo liso.>® Recienternente, se ha sugerido que ¢l ON actia también en
la regulacion de los componentes de la matriz extracelular (por ejemplo en los
fibroblastos cardiacos) y como cardioprotector contra la fibrosis ° La participacion del
ON en dichas funciones fisiolégicas puede alterarse y provocar patologias tales como:
la hipertension arterial, la hipercolesterolemia ™' la aterosclerosis, la diabetes meflitus,
la insuficiencia cardiaca congestiva v la hipertension plllm()nm.“‘"11 De ahi la

importancia de estudiar los mecanismos de liberacion del ON, pero, jcual es el



mecanismo por el que en la célula endotelial se libera este gas?. Esta interrogante ha
conducido a que en las investigaciones de los ultimos 20 afios sobre este tema, se
consideren aspectas anatomicos, estructurales y fisiologicos del endotelio para indagar

las estrategias de respuesta que adquiere este tejido por exposicién a las fuerzas

6,12-14

hemodinamieas del flujo sanguineo. Estas fuerzas como son el estrés por friccion

y la deformacién celular por presion, han cambiado el concepto del endotelio como una

barrera fisica, al de un tejido altamente especializado capaz de transformar estimulos

1,714,315

mecanicos en mensajes quimicos hacia las células del MLV De tal manera,

ahora se sabe que el flujo sanguineo es el generador del estrés mecanico y que la célula
endotelial es el primer sensor de los estimulos que inducen la liberacion del ON vy otras

sustancias vasoactivas. '>!*
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Caracteristicas gquimicas del 6xido nitrico

El ON es un gas inorganico muy inestable, de formula -N=0 que puede ser
considerado como parte de mecanismos oxido-reduccion de relevancia fisiologica en

sus formas NO' (nitrosonio) y NO- (nitr‘m-{ilo);lﬁ’"r tiene una vida media muy corta, la

cual se ha reportado que es de 3 a 70 segundos dependiendo del estudio:*®™® puede
reaccionar con proteinas y acidos nucleicos, se une a giupos hemo de la guanilato

ciclasa, hemoglobina, citocromo C oxidasa y reacciona también con centros

. s : syt 9
nucleofilicos, nittdgeno, oxigeno y carbonos arométicos.'

La sintesis de ON se deriva a partir de su precursor, el aminoacido L-arginina en
presencia de oxigeno y nicotinamida adenin dinucledtido fosfato monoacido (NADPH)
como cofactores, en donde el NADPH es el denador de electrones.'®® En presencia de
estos cofactores, la reaccicn es catalizada por la oxide nitrico sintasa {ONS) en el
nitrtégeno guanido terminal de la L-arginina formando asi L-citrulina + ON (figura 3).
Esta sintesis de ON se lleva a cabo por un complejo grupo de reacciones redox en
donde los procesos electromoleculares ocurren a altas velocidades (en ¢l orden de

picosegunc:los)21 v no se han podido definir claramente.
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Figura 3

En esta figura se indica la reaccion general de la sintesis de ON. Se representa al NADPH y al O,
como los cofactores que participan con la L-arginina y con la N°-hidroxi-L-arginina para formar la
L-citrulina y al dxido nitrico (ON). La dxido niirico sintasa (ONS) cataliza la reaccion,

La sintesis de ON en condiciones basales es dependiente de Ca®*, el cual activa a
la ONS en su isoforma llamada endotelial o constitutiva (ONSc)**** (Tabla I),
Posterior a su sintesis en el endotelio, el ON difunde a las ¢élulas de MLV en donde
estimula a la guanilato ciclasa e incrementa los miveles de GMPc produciendo

relajacion "***** (figura 4).

En el MLV, la entrada de Ca® puede ser a través de los CIAE, o los canales de
calcio tipo L y tipo T. Una vez que el calcio esta dentio de la célula, interacciona comn la
calmodulina para formar el complejo calcio-calmodulina, que posteriormente, estimula
a la cinasa de las cadenas ligeras de miosina (CCLM) para que las fosforile v esto

permita la accion entre la actina y la miosina, gencrando la contraccién



Oxido nitrico sintasa (QNS)

La relajacién dependiente del endotelio inducida por el ON puede ser inhibida
por analogos de la L-arginina, por ejemplo, el L-N%-monometil arginina (L-NMMA)® o
el L-nitroarginina metil ester (L-NAME), los cuales compiten con el sustrato natural L-
arginina por el sitio catalitico de la enzima ONS,' de Ia cual se han descrito tres
isoformas en diferentes tipos celulares tales como células endoteliales, células de
muisculo liso, macréfagos, células nerviosas y cerebrales' (Tabla I). Estas isoformas de

la ONS se clasifican de la siguiente manera:*%"

Tipo I: éxido nitrico sintasa neuronal (ONSn): Es una isoforma citosélica que se
expresa constitutivamente en células neuronales periféricas v centrales. La ONSn estd
implicada en la regulacidn de la transmision sindptica en el Sistema Nervioso Central v

en la regulacién del flujo sanguineo cerebral.

Tipo II: 6xide nitrico sintasa inducible (ONSi): Es citosolica e independiente de
calcio. Mediadores inflamatorios tales como las citocinas y el lipopolisacarido bacteriai

3326 on células de musculo liso, macréfagos, hepatocitos,

{LPS) estimulan su expresion
. . . . - 8,26
condrocitos y células endoteliales.® Se induce durante la respuesta inmune™*° y una vez

expresada, sintetiza el ON por periodos largos y en mayor magnitud que la ONS

constitutiva

13



Tipo III: Llamada endotelial (ONSe) o constitutiva (ONSc): Es una proteina de 133
KDa la cual se expresa constitutivamente? y esta asociada a la membrana,® se le
encuentra principalmente en células endoteliates v se le atribuye un papel critico en la
homeostasis cardiovascular Es dependiente del sistema calcio-calmodulina y su
actividad se incrementa por el estrés por friccion que ejerce el flujo sanguineo sobre las

23,28-30

células endoteliales. Una vez activa, sintetiza el ON por periodos cortos (Tabla ).

Tabla I Comparacién de las isoformas de la éxido nitrico sintasa

ONS ABREVIATURA TIPO CELULAS UBICACION ACTIVACTION

- —___  __ _________ ——____ _— — — _ _ — — _—— _____——— — __ __ _—_—_______— ________— ___ ]

Dependiente
Neuronal ONSn I Neuronas CITOSOLICA del siszgema
Ca™-
Calmodulina
— Musculo
liso
Inducible ONSi i Maerotages  errogorrea In%epe”fi,ente
Hepatocitos € calco
Condrocitos
—  Endoteliales
Endolelial Deper‘ldiente
0 ONSe, ONS¢ Il  Endotelio MEMBRANA del sistema
Constitutiva Ca?'-
Calmodulina

Comparando entre diferentes especies de animales, cada isoforma de la ONS
tiene de 85 a 95% de secuencias de ADN conservadas, mientras que comparando las

1soformas de la enzima entre si, hay de 50 a 55% de secuencias conservadas 28 Ciertas

—
+



regiones de esta proteina contienen sitios de union para varios cofactores, entre los que
se incluyen al flavin-adenin-dinucleétido (FAD), al flavin mononucledtido (FMN), a la

tetrahidrobiopterina, a los grupos hemo y a la calmodulina.

Mediante técnicas de ADN complementario (ADNg), se ha mapeado la
localizacion de la ONSn y de la ONSc, mientras que fos genes que codifican para la
ONSi se han determinado mediante “Southern blot” en lineas celulares humanas. En
estos estudios se ha encontrando que, la ONSn es codificada por un gen de 20 Kb y se
encuentra en el cromosoma 12 humano, la ONSc se localiza en el cromosoma 7 y se

16.18 mientras que la ONSI es localizada en ¢! cromosoma

expresa de manera constitutiva
17 ¥ La ONSn y la ONSc requieren del sistema calcio-calmodulina para ser activadas.
Ambas estan relacionadas con el control de funciones fisioldgicas v su alteracion
induce patologias como la hipertension arterial. Esta enfermedad se asocia con

incrementos de la resistencia vascular periférica por una disminucién en la produccion

de ON,* lo que propicia la accién de factores de vasoconstriccion.



Estrés mecinico

El estrés mecénico (rozamiento o “shear stress™) que ejerce el flujo sanguineo de
manera tangencial sobre la célula endotelial (figura 4), es una fuerza por unidad de
area, cuyos componentes son la tensidon y la compresidn gque se producen en la
superficie luminal de la célula ¥y que se transmiten al interior de ésta (abluminal) y
hacia las células vecinas.'® Como ya se¢ ha mencionado, el mecanismo por el cual el
estimulo mecénico sobre el endotelio es transformado a respuestas bioquimicas se

613132 sin embargo, se ha establecido en diferentes estudios que el flujo

desconoce;
sanguineo y el endotelo estdn relacionados con la liberacion de las sustancias
vasoactivas y en la regulacion del didmetro arterial. Esto se ha demostrado en diferentes
bioensayos con modelos de perfusion, como por ejemplo en los que segmentos de
arterias fueron sometidas a variaciones en la viscosidad del lignido de perfusion, en

8
318 1 0s resultados de estos

condiciones fisiologicas de presion v a flujo constante.
estudios muestran que la vasodilatacion esta en funcién de la viscosidad, con lo cual se
establece que ¢l estrés por friccion es la principal fuerza hemodindmica, v el endotelio
es el primer sensor de los estimulos. Este tejido se remodela fisicamente, adaptandose a
las condiciones de estrés, ajustando el didmetro de los vasos, es decir, cambiando la
forma celular en funcion del estrés que genera el flujo 15 Esa modulacion esta mediada

en parte por la regulacion de genes que codifican para muchas proteinas,®™ sustancias

vasoactivas, factores de crecimiento, moléculas de adhesidn y  moléculas

la



quimioticticas. El estrés por friccion incrementa los niveles de mRNA parala ONS v la
produccion del ON, también aumenta la produccion de prostaciclina que es otro potente
vagsodilatador y el cual depende, al parecer, de sefiales que tienen que ver con la

concentracion del ON ?

En los vasos sanguineos la forma de la célula endotelial es variable a
consecuencia principalmente de la direceion del flujo, por ejemplo, en los vasos largos
las células endoteliales se alinean en la direccion del flujo y adquieren una forma mas o
menos constante hasta que se modifiquen las condiciones de estrés. Otro ejemplo, es
cuando en un mismo vaso, la sangre llega a zonas como bifurcaciones o a zonas de
turbulencia en donde la orientacion y la forma celular son impredecibles debido a que
las condiciones de estrés son variables '

Para explicar el papel del estrés hemodinamico en el mecanismo de la liberacién
de sustancias vasoactivas, en los filtimos afios se han propuesto algunos candidatos
COIMo:

1. Adhesiones focales

2. Receptores acoplados a proteinas G+
3. Receptores a cinasas ®

4. Proteinas integrales de membrana.

5 Canales ionicos sensibles a estiramicnto 2%



Y de manera controversial, en el endotelio, a los canales de calcio dependientes

de voltaje.>

Adhesiones focales e integrinas

Las adhesiones focales son regiones de la superficie externa de la membrana
celular que, por su contacto con elementos de la matriz extracelular, son los
responsables de la adhesién celular, estan involucradas en la regulacion de sefiales en la
célula endotelial, ast como en la morfologia, proliferacion y diferenciacidn celular. Las
integrinas son receptores transmembranales congstituidos por heterodimeros de cadenas
o y [ que conectan las interacciones entre la actina del citoesqueleto y la fibronectina
de la matriz extracelular, para mantener la tension interna de la célula. Recientemente
se ha identificado a las adhesiones focales como sitios en los que hay una gran
actividad de la proteina cinasa, la cual esta implicada en mecanismos de sefializacion

§ 1
celular ™

Receptores acoplados a proteinas G

Entre las posibilidades para explicar el o los mecanismos de transducecion de
cstimulos, se menciona a los receptores acoplados a proteinas G. Estas son
heterotrimeros compuestos por subunidades a, f y v Aunque la actividad de las

proteinas G es muy diversa, se sabe que participan en la regulacidon de funciones



vasculares que pudieran estar relacionadas con el estrés mecanico que ejerce el flujo

sobre el endotelio.

Una de las acciones caracteristicas de las proteinas G, es la activacion de la
fosfolipasa C (PLC) para generar inositol 1,4,5,-trifosfato (IP;) y 1,2-diacilglicerol
(DAG), los cuales participan en el incremento del Ca’'i. Este i6n es proveniente de los

reservorios intracelulares de Ca™ (reticulo endoplasmico).” (figura 4)
Gi : Inhiben la adenilato ciclasa y la activacion de canales de K*

Proteinas Gs : Estimulan la adenilato ciclasa y activan canales de Ca>™.

Gq : Activan la PLC con liberacion de DAG e IP;.

Receptores muscarinicos

Otra via por la cual se incrementa el Ca®*i, es a través de receptores
muscarinicos La accion relajante de la acetilcolina es dependiente del endotelio via
receptores muscarinicos, cuya activacion produce hidrdlisis de polifosfoinositidos y
movilizacion de Ca®* del reticulo cndopldsmico hacia el citoplasma (figura 4),
posiblemente como consccuencia de una activacion de fosfolipasa C mediada por una

proteina G. En el corazdn, los receptores muscarinicos son del tipo M1 y M3 s



Canales de calcio dependientes de voltaje

Una via de entrada de calcio en muchas células, son los canales de calcio
dependientes de voltaje (CCDV), los cuales son altamente selectivos y estdn presentes
en neuronas, células musculares y células secretoras. Los CCDV se presentan en
diferentes formas, cuyas diferencias son principalmente por la respuesta a algunas
drogas, 0 a la cinética de activacion-inactivacion ** Los CCDV se subdividen en tres
tipos;

1.- Canales Ca”" tipo L, cuya caracteristica es la corriente de Ca™* lenta.

2.- Canales Ca*" tipo T, con una corriente de Ca®* répida o transitoria

*Los canales tipo T y tipo L s¢ encucntran en células cardiacas.

2% , .
3.- Canales Ca’" tipo N, gue se encuentran en células nerviosas.

La existencia de estos canales en la célula endotelial es muy controversial, sin
embargo, recientemente se han descrito canales de calcie tipo-T y tipo-L. en células
endoteliales microvasculares de médula adrenal de bovino,* lo que sugiere que este
tipo de canales pudiera encontrarse también en células endoteliales de otros lechos

vasculares.,

Estas son solo algunas de las posibilidades, a través de las cuales se incrementa

el Ca* dentro de la célula y que activa a la ONSc para catalizar la reaccion de sintesis



del ON. Los mecanismos por los que se dan estos eventos no se conocen bien, pero

como hemos visto pueden estar relacionados con el estrés hemodinamico. (figura 4)

DEFORMACION
POR PRESION

ESTRES POR FRICCION

|
Acyt 4 DAG P’ |
ONSe P T ON
Célula ' v Y
Endotelial | L-arginina + O; Py _outing + ON Cat'
Re?icu:o
cndeplasmica

/
/

AGMPc ¢ Guanilato

\ Ciclasa

RELAJACION

Célula de Miscula Liso

Figura 4

Direccidn de las fuergas hemodindmicas del flujo. El estrés por ficcidn actic
tangencialmente y la deformacion por presién lo hace perpendicularmente sobre la célula endotelial.
Se indican también en esta figura, algunas de las posibles vias de activacion de la célula endotelial
para la liberacion de ON, en donde CIAL representa un canal ionico gue se activa por estiramienio;
CCDV, representa canales de calein dependientes de voltaje; RC es un recepior a cininas; rap(s es un
receptor acoplado a proteinas G; KM representa un receptor muscarinica. Las flechas punteadas

indican gue Ins mecamismaos de activacion no estan definidos claramente.
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En este trabajo, decidimos explorar la participacidn de los canales i6nicos
sensibles a estiramiento, en el mecanismo de hberacion del ON, por lo que a

continuacion mostramos las principales caracteristicas de ese tipo de canales.

Canales idnicos que se activan por estiramiento

Los canales sensibles al estrés mecanico se han descrito en las membranas
celulares de diferentes especies de plantas, animales y bacterias,” asi como en
diferentes tipos celulares de una misma especie, por lo que en lo referente a nuestro
estudio, en corazdn de mamifero, es importante mencionar que estos canales, se

conocen coma canales idnicos que se activan por estitamiento (CIAE) y se han descrito

12,27 36,37

en células de MLV.® células endoteliales, cardiomiocitos, entre otras La

sensibilidad de estos canales al estiramiento se traduce en respuestas celulares como la

., . , 12 r -
regulacion del volumen celular, el incremento intracelular de Ca®’,"? la sintesis del

ADN y alteraciones en la conduccién eléctrica del corazén ™

Enire las caracteristicas descritas para los CIAE, se puede mencionar que
funcionan como microsensores endoteliales a cambios en el ambiente hemodindmico y

se destaca que en la aorta de rata hay por lo menos dos tipos de estos canales:"



1Y Son no selectivos y permiten el transito a través de la membrana a tones como
Na+, Ca2+ Y K+ '12,38 (figl.IIa 5)

2) Son selectivos a K, participan en la hiperpolarizacién de la membrana.'?

Aunque la participacion de los CIAE como parte del mecanismo de
transduccidn del estimulo mecanico se desconoce, investigaciones recientes muestran
que la entrada de Ca”" a la célula y la hiperpolarizacion® son importantes estimulos en
el endotelio para la liberacidn del ON. Una aportacion relevante para el estudio de estos
ganales, es que pueden bloquearse con elementos pertenecientes al grupo de los
lantanidos; gadolinio (Gd™), lantano v lutetio.**® En un estudio realizado por Xian-
Cheng Yang y colaboradores.* sobre los CIAE en ovocitos de Xenopus laevis mediante

38,39

la técnica de Patch Clamp, ™ se establecio que el Gd™ es el bloqueador mas potente, a

concentraciones que van de 1uM a 10uM y que los otros dos lantinidos también
producen el bloqueo de los CIAE, pero a concentraciones tan altas como 100pM, de tal

manera que el catién trivalente Gd™ es el mas utilizado para estudiar sus efectos

783% Una caracteristica importante en los

bloqueadores sobre estos canales (figura 5)
estudios realizados en ovocitos de Xenopus, es que la actividad de ios CIAE desaparece

en 30 s, a una concentracion de 10pM de Gd™*, pero el bloqueo es reversible cuando se

elimina la aplicacion del Gd**®
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Los CIAE se encuentran también en el endotelio vascular de los mamiferos y una
de las respuestas de este tejido a la accion directa de las fuerzas hemodinamicas del
flujo es la activacion o inactivacion de canales idnicos en la membrana'*"* (Figura 4).
Esas fuerzas fisicas a las que estd expuesto el endotelio, inducen también respuestas
adaptativas de remodelacién de la forma celular mediante la tensién que se preduce en
el citoesqueleto y de las extensiones de éste que unen una célula con otra, a través de

R . . 7, 14,18
adhesiones focales, para equilibrar la presion externa * ™™

Con base en lo anterior, es posible que los CIAE participen como
mecanosensores (figura 5) induciendo la hiperpolarizacion de la membrana por flujo
de iones como el K™ y que sean parte del mecanismo de liberacion del ON por

incrementos de Ca®* dentro de la célula ™

En un modelo de corazon aislado, estudiamos la posibilidad de que el mecanismo
mediante ¢l cual el flujo coronario estimula la liberacion del ON, esté regulado por los
CIAE, funcionando como mediadores mecanicos en la liberacién de este(gas. Ademas
cvaluamos el efecto del flujo sobre la liberacién del ON, relacionando a ésta la

participacion de la dxido nitrico sintasa (ONS) en sus isoformas constitutiva (ONSc) e

inducible (ONS1).

24



Sensor a esirés
+ . por fricoian

+.

Na+ , {éhala

OO0 ((oooooo

Citosol

Na+

Ca2+ = ONSe - - Oxido Nitrico

Ca?t  + B endutelial

Figura S

Canales idnicos qae se activan por estiramicnty {UIAE)

En esta figura se esquematizan las principales caracteristicas que se conocen sobre fos

CI4E:

» Son cancles transmembranales, sensibles en este caso, al estrés fisico generado

por el flujo sanguineo sobre la célula endotelial
» Son inespecificos para iones como Na', K v Ca

s Pucden zer bloqueados con Gd .

» Ly posible gue la sensibilidad de los CIAE ol estrés hemodindmico, sea a traves

de un senxor en le membrana que hasta ahors s desconocido.
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Planteamiento del problema

En trabajos anteriores, hemos demostrado® que el flujo coronario es un
modulador de funciones cardiacas como la contraccion ventricular o la conduccion
auriculoventricular y que es parte importante del mecanismo de transduccion de
estimulos, pero no se sabe mucho acerca de ese mecanismo. Sabemos que el flujo
sanguineo genera estrés mecanico sobre las células endoteliales y que a través de
segundos mensajeros, se inducen respuestas que regulan el tono del misculo liso
vascular; sin embargo, tampoco se sabe como es que el flujo interactia con el endotelio
para transformar un mensaje mecdnico a un mensaje quimico que genere la respuesta
celular,

En este irabajo se explord la relacidén entre el estrés mecanico y el mensaje
quimico. Pensamos que [os canales 16nicos que se activan por estiramiento en Ia
membrana de la célula endotelial, estan involucrados en el estimule mecanico sobre
ella para la liberacion del 6xido nitrico en ¢l corazdén, Por ello se estudio el papel de

estos canales en la [iberacién del 6xido nitrico estimulada por el flujo.
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Objetivo general

Estudiar el mecanismo por ¢l cual el flujo coronario estimula la liberacién de 6xido

nitrico en el corazon.

Objetivos particulares

» Determinar si el flujo coronario esta involucrado en la liberacidon del ON en ¢]
corazoén

¢ Evaluar la participacion de los CIAE en la estimulacion de la liberacion del ON
por el flujo coronario.

¢ Explorar si el flujo y los CIAE estin involucrados en la activacion de la ONSc y
de la ONSI,

¢ Explorar el papel de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo T y tipo L

en fa liberaciéon del ON estimulada por el flujo

Hipdtesis

Puesto que los canales i6nicos activados por estiramiento estan involucrados

en el mecanismo de transduccion, durante la estimulacion por el flujo, de la contraccion
-, . . . . N .

y la conduccion cardiaca, y si estos fenémenos son dependientes de Ca®, pudiera ser

que si la liberacién de éxido nitrico estimulada por el flujo, es dependiente de Ca®*, sea
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Metodologia

Ulilizamos el modelo de corazon aislado y perfundido de cobayo por el
método de Langendorff a flujo de perfusion constante® Los animales de
experimentacion fueron cobayos macho de 300 a 350 grs de peso, bajo anestesia por
via intraperitoneal (pentobarbital 0.1ml/100gis) vy se mantuvieron con ventilacion
artificial hasta extraer el corazdn, el cual una vez aisiado, se conectd inmediatamente
por la aorta ascendente a una cinula de perfusién (figuras 7 y 8A). El liquido de
pertusion fue una solucion Kiebs a un pH de 7 4 a la cual se afiadié oxihemoglobina
(HbO;) 2uM  Esta solucion se mantuvo a una temperatura de 37°C controlada con un
recirculador térmico; durante el experimento, este liquido se burbujeé con una mezcla
de 3% de CO; y 95% de O; (carbogeno) y la velocidad de perfusién se controld
mediante una bomba peristiltica (figura 7). Una caracteristica importante de este
modelo es que el tiquido de perfusion pasa directamente a las arterias coronarias ya que
la valvula adrtica que normalmente impide el regreso de la sangre al ventriculo, sirve
como barrera v no permite el paso del liquido de perfusién, manteniendo a los

ventriculos vacios {figura 8 A y B).

Una vez que el corazén cs conectado a la canula de perfusidn, el experimento

consiste de:

LTS Gy ]
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e Un periodo de 30 min de estabilizacién, en el que el corazdn se adapta a las
nuevas condiciones de perfusién (25 ml/min durante 5 min y 10 mi/min durante

235 min) El corazon es estimulado eléctiicamente a una frecuencia de 4 Hz.

e Se plantearon series experimentales en donde cada corazon fue su propio control
n=5 y p<0 05 para cada experimento. Una serie experimental consta de una curva
control con variaciones en la velocidad de perfusidn (5 a 25 ml/min a intervalos
de 2 & de 5 ml/min, con un tiempo de 2 min para cada infervalo) y una curva
experimental con las mismas variaciones en presencia o ausencia de los farmacos
que se indican en la Tabla II. La aplicacion de los farmacos se realizé con una
bomba de infusién continua (0.0l mlmin) mezclando el farmaco
correspondiente con el liquido de perfusion antes de entrar a las arterias

coronarias (figura 7).

Para cada experimento se¢ registré la presion de perfusion (PP) y la presion
ventricular izquierda (PVI) mediante transductores de presion conectados a un
poligrafo En el caso de la PVI, se introduce un baloncito de latex al ventriculo

izquierdo (figura 7).
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Con los registros de la presion de perfusion se calcularon los valores de
resistencia vascular con la siguiente relacion, RV= P/F, donde RV es la resistencia
vascular, P es la presion de perfusion en mmHg, v F es la velocidad de flujo en
ml/min **

Se tomaron muestras de cada velocidad de perfusion para cuantificar la

liberacién del ON como se explica mas adelanic.

Fiarmacos

Gadolinio

Es un lantanido trivalente que bloguea el flujo de Na*, Ca® y K* por los CIAE en
diversos tipos celulares. El mecanismo de accion del gadolinio sobre [a célula
endotelial se desconoce, pero al bloquear la entrada de calcio a la célula nos perroite
explorar en las arterias coronarias la participacion de los CIAE y de la ONSc en la
liberacién de ON dependiente del flujo Con la induccion experimental de la ONS,
exploramos si esta también es dependiente del flujo y de los CIAE La concentracion 3

1M de gadolinio que utilizamos en este trabajo se obtuvo de curvas dosis - respuesta*®
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L-NAME

Es un analogo de la L-arginina muy utilizado en modelos animales y en estudios
clinicos relacionados con los efectos fisiopatologicos como ¢l dafio y/o la disfuncién
tisular producidos por la alteracién de tos niveles basales del ON. El L-NAME es un
potente competidor de la L-arginina por el sitio catalitico de la ONS e inhibe la sintesis
del ON, con lo cual se atenta la respuesta inflamatoria (por inhibicién de la ONSi) y el

dafio a los tejidos ¥

Para realizar las pruebas de inhibicion de la ONS, utilizamos una concentracidn

100 pM de L-NAME ¥

Acetilcolina (AcCh)

Las pruebas realizadas con AcCh se hicieron para verificar que la liberacion del
: I 1 T
ON via receptores muscarinicos no se afecta con ¢l Gd’" La concentracién 4 uM se

obtuve de curvas dosis-respuesta
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Sulfofenil teofilina (SPT)

Es un blogueador de receptores de adenosina (ADQO). Los receptores de este
autacoide (purinérgicos) se encuentran en las membranas plasmaticas de muchos tipos
celulares incluyendo al endotelio. Las pruebas realizadas sobre receptores de ADOQ
fueron para explorar el papel de la ADO en la vasodilatacion inducida por el estrés

hemodinamico. Se utilizé una concentracién 10 uM de SPT.®

Yerapamil y Mibefradil

Son bloqueadores de canales de calcio dependientes de voltaje. El verapamil
bloguea canales de calcio tipo L, y el mibefradil bloquea canales de calcio tipo T

respectivamente. Este tipo de canales es muy abundante en el musculo cardiaco.

Tratamiento con lipopolisacirido (LPS)

El lipopolisacarido bacterial se utilizé como un activador de la ONSi'***# gy

este caso los animales fueron pretratados con inyeccién intraperitoneal del LPS a una
dosis de 15 mg/Kg de peso corporal, 4 horas antes del experimento. En estas
condiciones se realizaron las mismas pruebas farmacolégicas que en los animales no

tratados. Para cada serie experimental (n=35, p<0 05) los fArmacos correspondientes se
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inyectaron a la cdnula de perfusion mediante una bomba de infusion continua a una
velocidad de 0.01ml/min. Se hicieron registros y cilculos de: PP, RVC, PVI (figura 7)
Después de tomar muestras para cada variacion de la velocidad de perfusién, se
cuantificd 1a liberacion de ON.
NOTA: Antes de iniciar los experimentos, se mezclé HbO; en cantidad suficiente

con el liquido de perfusion para obtener una concentracion final de 2puM.
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Tabla II

Reactivos utilizados en las curvas experimentales

NOMBRE SIMBOLO |[CONCENTRACION ACCION
Gadolinio Ga®' 3 uM Inhibicién de CTAE
NY-nitro-L-arginina-metil-ester | L-NAME 100 Inhibicién cspecifica
WM de la ONS
Infusion simultanea de
Gd + L-NAME
Sulfofenil teofilina SPT 10uM Inhibicion de receptores
de adenosina
Infusién simultinea de
SPT + L-NAME
Estimulacidn de la
Acetilcolina AcCh 4uM sintesis de ON
Infusion simultinea de
Gd + AcCh
" Inhibicién de los
Verapamil Vp 3InM canales de caleio tipo L
Inhibicién de los
Mibeiradil Mib 8 canales de calcio tipo T
Dosis
Lipopolisacarido bacterial LPS 15 mg/Kg Activacién de la ONS
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Cuantificacion de dxido nitrico

En este estudio usamos un ensayo espectrofotométrico basado en ¢l método de
Schrader,? que nos permite cuantificar Ia liberacion de ON en el endotelio vascular
coronario, cuantificando la trtansformacion de HbO, a MetHb en el perfusado efluente
de las arterias coronarias por efecto redox del ON que se libera Para esto se tomaron
muestras del liquido efluente de las arierias coronarias, en cada velocidad de perfusion
y se analizaron por espectrofotometria en la regidn visible, a un coeficiente de extincion
de 401 - 411 mn. La HbO; es un conférmero funcional bicactivo de la hemoglobina, y
es utilizada para tal fin por su elevada afinidad por el ON (menos de 100 ms) que la
reduce a MetHb *2 La MetHb es estable bajo condiciones experimentales optimas (37°C
y saturacion de ;) por lo que es cuantificable. Una caracteristica importante del
método que nos permite hacer la cuantificacion del ON es la elevada afinidad de la
HbO, por ¢l ON y porgue ni fa RYC ni la PVI son alteradas por la perfusion de la HbO,
128

en condiciones contro

La reaccion que se efectua es la siguiente:

HbO; + ON 2 MetHb + NO;
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Anilisis estadistico

Los resultados estan expresados como la media + el error estandar Se realizd un
tratamiento estadistico ANOVA para los valores obtenidos de corazones que fueron su
propio control, en la aplicaciéon de los farmacos Para determinar la sipmificancia
estadistica de nuestros resultados, uotilizamos la prucba de t de Student donde los

valores con una P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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A continuacion se muestra la obtencién™ de HbO, pura:
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I"—Direcci(m del liquide de perfusién

Trence ] Carétida Izquierda

Broncocefilico i J'I l v Subclavia Tzquierda
i
i

Vena Cava

3 .
uperor Aorta

Ostium Ostium Izquierdo

Derecho

Figura 8-A

. Valvula Adrtica
(cerrada)

Ventriculo
Derecho .

¢

Ostium
Izquierdo

Ostium

En esta figura es importante Derecho

destacar las  caracteristicas
anatomicas en el corazén, que
nos permite hacer los esfudios
de perfusion sobre las arterias
coronarias, Una de estas
caracteristicas es la vilvula
adrtica la cual, en el modelo de
Langendorff, mantiene los
ventriculos vacios (8-A); y Ia
perfusién de las coronarias, se
inicia a través de los ostium
zguierdo y derecho (8-A y 8-
B).

Figura 8-B
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Resultados

La sintesis del ON en las arterias coronarias esta mediada por el flujo sanguineo,
el cual regula la entrada de calcio a la célula endotelial por un mecanismo desconocido,
por lo que de las posibilidades que se sugieren para explicarlo, nosotros exploramos en
corazones aislados, expuestos a variaciones en la velocidad de perfusion, si los CIAE
son parte integral de ese mecanismo ** Analizamos la PP en ausencia de farmacos Y et
presencia del Gd*, siendo cada corazén su propio control. Una concentracion 3pM de
Gd* provoca que la PP se eleve de manera significativa aproximadamente 3 veces mas
(300%) que ¢l control en todos los puntos (figura 9 A) (n=5, p<0 05).

Con base en estos resuitados calculamos la RVC, la cual en condiciones control,
se mantiene en un mismo nivel de resistencia, aun con los incrementos en la velocidad
de perfusion (figura 9 B), suginendo un mecanismo de autorregulacion del tono
vascular. El Gd*" produce inicialmente un efecto constrictor que se revierte, con
tendencia hacia los valores basales a medida que se incrementa la velocidad de
perfusion (figura 9 B)

Con la cuantificacién del ON liberado en cada velocidad de perfusién (figura
10, es muy claro que el incremento en el estrés hemodinamico del flujo induce el
aumento en la liberacién del ON v que ésta es inhibida por el Gd**. Es evidente que los
CIAE participan en el mecanismo de liberacion del ON y que [a ONSc es dependiente

del estiés fisica del flujo {n=5, p<0.05)
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Fignra 2
Efecte def Gd ** sobre lo presién de perfusion (PP} y sobre fa resisienci vascular coronaria
(RVC}.

En esta figura se muestra la respuesta del endotelis coronario a las firerzos fisicas del fijo en
corazones aisiados expuesios a diferentes velocidades de perfusion, en ausencia de fdrmacos, panel /A
fverde) y en presencia del Gd @' (azal). En ol panel B se muestra in RVC en condiciones confrof
(verde} y el efecto constrictor reversible del Gé” " {azul). (=5, p<6.05)
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Figura 10
Efecte de la inkihicidn de los CIAE sobre Iz Wberacidn def ON en e vasculutara corenaria,

Para cuaniificar la iberacidn del ON en los corazones, se tomaron nmestras del Hpedo effucnte
en codn velocidad de perfusion y se omalizoren por especkrofplomeirie de wv. Ex esta fiowra se
muestra la liberacion del ON en condiciones control (verde) y ef efecto infibitorio del Gd ** {azul)

por blagues de los CIAE. { 5=5, p<0.03)



Para comparar el efecto de las variaciones en la velocidad de perfusion sobre la
liberacién del ON en el corazén y para verificar que la concentracién 3pM de Gd* que
utilizamos no afecta otras vias por las que se induce la liberacion del ON, se realizaron
pruebas en otro grupo experimental que consistieron en, una curva control, una curva
en presencia del Gd** vy, finalmente, una curva en la que sin detener la aplicacién del
Gd™, se aplico la AcCh 4puM también en infusion continua, como un promotor de la
liberacion del ON dependiente de receptores muscarinicos en el endotelio. Como se
puede observar en la figura 11, en condiciones control, a mayor estiés fisico del flujo
sobre el endotelio se produce el ON en mayor cantidad. El bloqueo de los CIAE con el

Gd* provoca un efecto inhibitorio hacia la liberacion del ON.

La liberacion del ON via AcCh se incrementa significativamente a partir de
10ml/min, aproximadamente 3 veces mas (300%) que los niveles basales vy no se afecta

or la presencia de Gd™* (n=5, p<0.05)
P
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Betacion Comparative ewire oy efecios de extimilacion e inhibicion de Ju liberacion del ON en &

endoielio vascular coronario.

N
Ew esta figura se muesira ef gfecto en lu Bheracion det ON producido por variaciones en Ia velocidad

de perfusiin sehre ol endotelio corenarie. Fn ausencia de formacos (verde) y en presencia del Gd ¥

{azull La liberacidn dof OGN generodn por la accidn de la AcCh frojo) no se gfecta por lo presencia

del Gad* ¢ n=3), p<0.05.
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Una de las estrategias para estudiar los mecanismos involucrados en la liberacién
del ON v los efectos producidos por la disminucion de este gas en diferentes modelos
animales, asi como en estudios clinicos, es la inhibicion especifica de la ONS con
andlogos de la L-arginina, de los cuales, uno de los mds potentes es el L-nitro-arginina-
metil-éster (L-NAME). Nosotros utilizamos este compuesto a una concentracion 100
uM en aplicacién continua sobre el corazon aislado y perfundido, analizando la PP,
RVCy la liberacion del ON en ausencia y presencia del L-NAME.* En Ia figura 12, se
muestran los resultados de otro grupo experimental en el que los corazones fueron
sometidos a variaciones en la velocidad de perfusion en ausencia y en presencia del L-
NAME La PP (figura 12 A), en ausencia del L-NAME se incrementa en cada aumento
de la velocidad de perfusion El L-NAME propicia que la PP se incremente en todos los
puntos, con diferencias significativas en ¢l intervalo de velocidad de perfusion de 7 a
13 ml/min. La RVC (figura 12 B) muestra una respuesta de constriccion sostenida en
flujos bajos hasta 13 ml/min, después de ese punto se observa la tendencia hacia los
valores basales. La hberacion del ON (figura 12 C), disminuye significativamente por
la accién del L-NAME a partir de 10ml/min con respecto al control, pero sin que se

afecte la respuesta celular al flujo. (n =5, p<0.05).
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Efecte de la inhibicién de la ONS sobre lo PP, In RVC v in Nbergcidn del ON.

Lox corazanss fueron aislados y prefundidos en auvencic y en presencia del L-NAME. En (4), se
repravente iz P an condiciones contral fverde} v por aplicacian del L-NAME {and). Fu (8}, la BVC
s2 indica como control fverde) y por accitn del L-NAME fazal). La liberacion del ON {C), dismimye

stenificativamernde por la accidn del L-NAME (rojo) a partir de 10ml/min con respecie of corgrof

ferzud) pero sin gue se afecte la respuesta celular ol fligo. {n=35, p<0B%)
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En gsia figura, ve muesivan los resuliodas de la respuesia endotelial o la inhibicion de fa ONS.
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Otra sustancia con efectos vasodilatadores es la adenosina (ADOY", 1a cual es
liberada por el endotelio en respuesta al estrés hemodinamico, incluyendo condiciones
de hipoxia e isquemia La ADO estd involucrada en la modulacion de la RVC regulada
por el flujo y junto con el ON participa en numerosas condiciones fisiologicas y

4% En el endotelio vascular existen receptores para la ADO, del tipo

patologicas
purinérgico, lo que nos permitid explorar la participacion de este autacoide en la
regnlacion de la RVC del corazén aislado. Para este estudio se utilizd la sulfofenil
tiofilina (SPT), que es un bloqueador de los 1eceptores de la ADO y se aplicod a una
concentracidén 10pM en infusién continua al liquido de perfusion antes de llegar a las
arterias coronarias. La PP tiene incrementos significativos en el intervalo de velocidad
de perfusion de 5 a 13 ml/min (figura 13 A), en ese mismo intervalo, la RVC muestra
un efecto constrictor que se 1evierte a los valores basales al aumentar la velocidad de
perfusion (figura 13 B). Para explorar los efectos inhibitorios de la vasodilatacidn por
dos vias, aplicamos de manera simultdnea SPT y L-NAME a cada corazon perfundido.
Comparando los resultados obtenidos por la acciéon del SPT (figura 13 A y B), con los
gue se muestran en log paneles C y D de la figura 13, hay un efecto mayor sobre la PP
(figura 13-C) y sobre la RVC un efecto constrictor sostenido (figura 13-D) por la

accion conjunta del SPT y el L-NAME
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Efecte del bloguea de receptores de adenosing con SPT sobre o PP y la RVE, en ausencia y
presevcia del L-NAME.

Er esta fipura se muestran los resultados de fa PP v la RV obtenidos de corazones aisfudos
expriestos a diferertes velocidades de perfusitn bloguearde los recepiores de ADO. Tomo se pucde
abservar en los panwles A v B, con la aplicacion continug de SPT a las arterias coronarias, se
obtuvieren resultades de la PP y de Ia RVL semeforves a fos obenidas con el L-NAME {figewa 12).
Con la aplicacicn simultdnea de SPTHL-NAME, se genera un nrayor incremento de fn PP (Cl y de o
RFC (D} en el intwrvalo de ¥ a 13 miimin, n=5, p<0.05%
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La existencia de los CCDV en las células endoteliales permanece controversial
debido a que no hay muchas evidencias de su presencia en ese tipo celular. Sin
embargo, en base a que se han reportado en células endoteliales microvasculares de
bovino®™ y también a las evidencias que sefialan que el gadolinio puede bloquear los
CCDV a concentraciones elevadas (100pM 0 mads), realizamos algunas pruebas en
corazones expuestos a las variaciones de fiujo con aplicacion de verapamil (003 nM)
para explorar la participacion de los canales de calcio tipo-L en el efecto del flujo sobre
la liberacién del ON. En la figura 14 A, se muestran los resultados de la PP en los que
no hay diferencias significativas entre {a curva con aplicacion del verapamil y la curva
control Estos resultados se reflejan en la RVC (figura 14 B) que sélo muestra un
cambio significativo a flujo de 5ml/min que rdpidamente se revierte a los valores
basales. Como se puede observar en la figura 14 C, el bloqueo con verapamil de los
canales de calcio ttpo-L produce una disminucion significativa en la liberacion del ON,

pero no se pierde 1a respuesta celular al flujo. (n=5, p<0 05)
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Efpeta def bloguee de OO tipo-L sobre la PP, lo RVC y la liberacion de ON.

En ofre grupe de experimental, cada corazén se perfundic lambién a diferentes velocidades para

incrementar el esirés fisico del flufo sobre las arterias coronarins, en ausencia (verde) ¥ en presencia

del verapamii (regro) para bloguear fos canales de calcio tipo L. En esta figura, se muestran los
resuliados de {a PP (A4 fa RVC () v el efecto producide sobre In Fhevacidn del ON, 61=5, p<i 85}




A otro grupo de corazones se aplico el mibefradil 8 uM para bloquear los canales
de calcio tipo-T. En la figura 15 A se observa que el mibefradil no tiene efecto
significativo sobre la PP, mientras que su accion (figura 15 B) genera un efecto
constrictor a flujo de 5 ml/min que se pierde al aumentar la velocidad de perfusion. La
liberacidon del ON (figura 15 C) disminuye significativamente, principalmente a flujos
altos aproximadamente un 40% con respecto al control. Aungue la accién de la enzima
estd alterada por la disminucion del Ca*" intracelular ain hay respuesta endotelial al

estrés hemodinamico. (n=5, p<0.05)
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Efecto del bloguec de canales de Co™ tipo T e ta PP, en la RVC y en la iberaciin del ON.

En esta figura se muestvan los resutiados ebienidos en corazones aisludos y perfundidos en ausencia

¥ en pressncia del mibefradil. Lo PP (4) y lo RVC (B} no muestran cambies significativos, mieniras

gue la liberacidn del ON {€) disminuye significativamente con velucion a fo velocidnd de perfusion.
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Con las prugbas realizadas con el Gd* exploramos la participacién de los CIAE
en la liberacion del ON dependiente de calcio, es decir, dependiente de la ONSc. Para
explorar la liberacion del ON generada por la ONSi, se utilizaron corazones de cobayos
con tratamiento del lipopolisacérido bacterial (LPS) para inducir la activacion de la
enzima La aplicacion del Gd™ a estos corazones, nos permitio diferenciar la
participacion de la ONSc y la ONSi en la liberacién del ON con respecto al estrés fisico

del flujo.

La activacion de la ONSi se genera con el LPS invectado al cobayo por via
intraperitoneal 4 horas antes de extraer el corazén. Es importante notar que en la figura
16 la curva contiol {con LPS) muestra en cada punto que la liberacion del ON es
mayor a la que se produce en corazones de animales no tratados. También cs
importante notar que en los corazones de animales pretratados, al aplicar el Gd*, la
liberacion del ON disminuye pero no se bloguea y sigue habiendo respuesta celular al
flujo La produccién del ON que se obtiene aun con la aplicacion del Gd** es muy
similar a la de animales no tratados, lo que por diferencia reflejaria la accién de la
ONSi. La liberacion del ON inducida por ia acetilcolina sec incrcmenta
significativamente por encima del control ain con la aplicacion del Gd*™ Con lo
anterior podemos decir que ¢l bloqueo de la entrada de calcio por los CIAE no afecta de

manera determinante en la liberacidn de ON generado por la ONSi. (n=5, p<0.05)

54



4006
=% Costrol con LPS

——— £ P&+ Gd (3aM]) |
—= LIPS+ Gd {3uM) + AcCh (45M)

“ Contral ON sin LPS
3604

2008

LIBERACION DE ON (pmob/min)

ﬂﬂ i 28 30
FLUJO (mi/min}

Figura 16
Efecto dd#f Gd * ¥ fa AcCh sobre Ia fiberacicn def ON en animuies prefraindos con of LES para
activar a la ONS i

Ln esta figura se muesfran las curvas gue representan la liberacion del ON, con respecto of
estrds fisica del flujo, en corgzomes de cobayos con tratwmiento previo del LPS. En negro se
represemia la liberacion del ON en econdiviones condrel com LPS, en il esta represemiada o
aplicacien del Gd " v en rojo la aplicacids stmudidnea del Gd ¥ ylg AcCh. £ crva en color verde
sz obtuvo en condiciones controf sin LPS v se sobrepuse a esta figura para comparor y diferencior la

accidn dz fa ONSe y In ONSI, fn=3, p<0.05}.




Discusidn

Aunque el mecanismo por el cual Ia célula endotelial es estimulada para la
liberacidén del ON se desconoce, con base en estudios recientes en los que han

explorado la participacion del endotelio vascular en diversos procesos fisiologicos y

3,10,11,13,20,26 28,43

patoldgicos, asi también por los resultados obtenidos en este trabajo,

podemos mencionar factores que tienen un papel clave en ese mecanismo:

1.- El flujo coronaric que induce el estrés por rozamiento y genera el estimulo

Lo 23,30
mecanico "’

2.- La célula endotelial como el primer sensor del estimulo mecanico y el lugar donde

se lievan a cabo las reacciones quimicas para la libcracién de las sustancias

constrictoras y relajantes

3.- Al Ca*" como un activador esencial de la ONSe en la sintesis basal del ON 45232830
4.- El ON como uno de los segundos mensajeros mas importantes en el efecto de
10,24,25, 31

relajacion dependiente del flujo.

5.- A los CIAE (hasta ahora) como teguladores muy importantes de Ia entrada del Ca®'

a la célula endoteliat >
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Con el modelo de corazén aislado, hemos obtemido evidencias de que los CIAE
representan en la célula endotelial de las arterias coronanas una estructura de respuesta
a las fuerzas fisicas del flujo, a través de la cual se regula importantemente la entrada
de Ca** ala célula ™ Sin embargo, ne sabemos cual es el punto de conexidn entre el
estrés hemodinamico vy la célula endotelial, que a manera de sensor en la membrana,
propicie el cierre o apertura de estos canales En un primer acercamiento a la estructura
de los CIAE, se deduce la posibilidad de que este sensor tenga una estructura con al
menos tres cargas negativas para interaccionar con las cargas positivas del gadolinio

(figura 5), sin embargo, falta mucho por indagar acerca de su estructura.

Con nuestros resultados vemos que, el andlisis de la RVC en condiciones
control, manifiesta la autorregulacién del tono wvascular ya que aun cuando se
incrementan los niveles del estiés hemodinamico, las arterias coronarias mantienen un
mismo nivel de resistencia (figura 9). La reproductbilidad experimental de este hecho
(figuras 12 B, 13 B, 14 B v 15 B) nos ha permitido explorar {a participacion de los
CIAE en el incremento de Ca ', el cual se manifiesta como liberacion de ON.**% En
ese sentido, es muy imporiante considerar de entre las diferentes vias, la posibilidad de
que los reservorios intracelulares de Ca™’ (1cticulo endopldsmico) participen en el

Ly . 13
aumento de su concentracion dentro de la célula.
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La aplicacion del Gd™ provoca un efecto constrictor a velocidades de perfusion
bajas. Este efecto se revierte con tendencia a los valores basales al aumentar Ia
velocidad de perfusién (figura 9), debido posiblemente a que la disminucion del ON
por el bloqueo de los CIAE, dispare la liberacion de otros factotes vasodilatadores,®
como un mecanismo de adaptacién del endotelio a condiciones adversas como la
disminucion del Ca*"i.®

El aumento en la liberacién del ON en condiciones control y su disminueion con
la aplicacion del Gd* (figura 10), es una evidencia de que esta liberacion del ON es
dependiente del flujo ¥ de los CIAE, pero también se observa en estos resultados, que
aun con la presencia del Gd®" sigue habiendo una respuesta celular al flujo, debido
posiblemente a que, como hemos mencionado, con la deficiencia del ON se active la

liberacion de otros factores relajantes.

Ya hemos vistc que ademds de los CIAE, se han piopuesto otras vias para la
entrada del Ca*" a la célula endotelial &13182835:33,3545 por lo que también realizamos
pruebas sobre algunas de estas vias, para diferenciar la participacidén de cada una de
cllas en la liberacion del ON y para descartar que el Gd* pudiera alterar otras rutas

Para apoyar nuestros resultados, utilizamos la AcCh como un promotor de la sintesis

del ON v poder comparar sus efectos con los efectos causados por la presencia del
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Gd™ La activacion de la célula endotelial para la liberacion del ON, via receptotes
muscarinicos, no se afecta por la presencia del lantdnido, lo cual comprueba que se trata
de wvias diferentes para activar esa liberacion del ON (figura 11) Con estas
observaciones se puede decir, gue el modelo de corazon aislado responde a los efectos

caracteristicos para cada farmaco.

Otra estrategia para estudiar el mecanismo de liberacidon del ON es la inhibicion
de la ONS con L-NAME ***>! En estos experimentos, el incremento de la PP y ¢l
efecto de constriccidn sestenido en la RVC a flyjos bajos, por efecto de inhibicidn de la
ONS (figura 12), nos sugieren que ¢l L-NAME pudiera ser mas efectivo a bajas
velocidades de perfusion por la disminucion del estrés mecanico, 1o cual es consistente
con los resultados obtenidos para la liberacidn del ON que aungue ésta disminuye
parcialmente, no se afecta por la presencia del L-NAME vy el efecto constrictor se
revierte entre 10 y 12 ml/min, que es el flujo normal en los cobayos del peso que
utilizamos. Estos resultados también apoyan la idea de que la liberacion de ON es
dependiente del estrés mecdnico y que hay oiros factores quc participan en ia
regulacion del tono vascular,™® como lo muestran los resultados obtenidos con el
bloqueo de receptores de ADO * Se sabe que este autacoide tiene un efecto similar al
de sustancias como la acetilcolina (AcCh) y {a bradicinina incrementando el flujo

sanguineo y estimulando la produccién de ON 'y que junto con este gas participa de



manera importante disminuyendo la resistencia de los vasos para incrementar el flujo
sanguineo y el suministro de oxigeno a los tejidos.

En los resultados obtenidos en nuestros experimentos se muestra que hay un
efecto mayor sobre la PP y sobre la RVC cuando se aplica el L-NAME y el SPT de
manera simultdnea, a la accidn que provoca cada farmaco aplicado en forma
independiente. Con estas observaciones podemos decir que la ADO v el ON participan

de manera conjunta en la regulacién de la RVC (figura 13).

Hemos mencionado, que el Gd’* es un blogueador de los CIAE, pero que a
concentraciones altas también bloquea los CCDV, por lo que decidimos explorar si en
¢l corazdn hay respuesta endotelial ante algunos antagonistas de calcio especificos para
canales de Ca’" tipo Ty tipo L. Los resultados de la disminucién en la liberacion del
ON ante estos agentes sugieren la posibilidad de que estos canales existan en la céhila
endotelial y que su activacion sea dependiente del estrés hemodindmice. No se descarta
que los antagonistas actien a nivel de células de musculo liso,”® por lo que para
eliminar esa posibilidad, trabajos futuros pudieran ser enfocados a explorar los CCDV
en cultivos de células endoteliales con estudios mas especificos sobre cotrientes de

calcio.

Otro aspeclo a estudiar fue analizar la participacion de la ONSc y 1a ONSien la

liberacién del ON dependiente del estrés generado por el flujo. Su principal diferencia
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8,22,25,
2,25,26 con

es, que la primera es dependiente de Ca®* mientras que Ia segunda no lo es,
lo cual pudimos explorar si estas isoformas son dependientes del flujo coronario v de

los CIAE.

Un aspecto muy importante en el mecanismo por el cual se estimula la
liberacion del ON en el corazdn es precisamente el estudio de la participacion de la
ONSc y la ONSi, para lo cual una de las herramientas experimentales es el uso de
animales con tratamiento de LPS bacterial para inducir la activacion de la ONSi. Esto
nos permitid establecer una participacion diferencial de estas dos isoformas de la ONS
en los corazones de cobayo. En base a los resultados obtenidos de los animales tratados
con ¢l LPS, podemos afirmar que la disminucion en la Hiberacion del ON por bloqueo
de los CIAE corresponde a un blogueo de la ONSc ya que ésta es dependiente de
calcio. La liberacion dei ON que no es afectada por el gadolinio se atribuye a la accidn
(ONSI, es decir que en la curva control de Ia figura 16, la liberacion del ON se debe ala
accidén conjunta de la ONSc y la ONSi. También podemos decir que solo la ONSc es
dependiente de los CIAE, aungue las dos isoformas de la ONS son dependientes del

estrés hemodinamico del flujo (figura 16)

Como hemos visto, existen diferentes vias para incrementar el Ca®'i, que

pudieran estar relacionadas a los estimulos mecanicos del flujo, sugiriéndonos también
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la posibilidad de que existan en el endotelio no solo diferentes tipos de canales y
receptores sino también diferentes tipos de sensores al estrés hemodindmico, tomando
en cuenta que el calibre, la longitud y la funcién de los vasos es muy diversa, ademas
de que la forma de la célula endotelial depende de las condiciones

v, . 3
hemodinamicas 1*'%2

En general se conoce poco no solo en lo que se refiere a los mecanisimos de
sintesis del ON, sino también del resto de sustancias vasoactivas liberadas en el
endotelio Tampoco se conoce mucho sobre la estructura de los CIAE vy del tipo de
sensores a estrés mecanico que pudieran tener este tipo de canales  Por lo anterior, es
importante abordar y realizar estudios mas detallados sobre el endotelio v su funcidn,
asi como estudios sobre la transformacion del estimulo mecanico a estimulos quimicos
y sobre las estrategias estructurales que adquiere el endotelio para controlar las

presiones del microambiente y mantener Ia homeostasis vascular.’

Importancia y peispectivas

Evidencias clinicas y experimentales han demostrado que la disfuncién
endotelial es un factor determinante para el desamrollo de enfermedades

cardiovasculares y renovasculares, por lo que numerosas investigaciones estudian al
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ON como un factor importante en situaciones patolégicas como la hipertension arierial
v la hipertensién pulmonar primaria, entre otras afecciones *. EI ON, otras sustancias
vasoactivas y toda la red de comunicaciones de la célula endotelial con otras células a
las que van dirigidos los diversos mensajes, definen al endotelio como la estructura de

7,14,15
V. En ese

comunicacién mas importante entre la sangie y las células del ML
sentido, se puede mencionar que las caracteristicas de adaptacion adquiridas por la

célula endotelial son, en mucho, diferentes al resto de Ias células de los mamiferos,

principalmente porque estan expuestas a las presiones del ambiente hemodinamico.

Uno de los principales problemas que se presentan en el estudio de las funciones
del endotelio vascular, es definir los elementos estructurales de la célula que estan
mvolucrados en las repuestas hemodindmicas y como es que se da la transformacion de

1318 A este respecto, una de las

los estimulos mecanicos a los mensajes quimicos
aportaciones de nuestro trabajo, s la evidencia de gue la activacion de los CIAE
presentes en ¢l endotelio vascular coronario, depende de las fuerzas hemodinamicas del
flujo v que participan de manera importante en la regulacién del Ca’™i y en la

218,32 - .
= Futuros trabajos pueden enfocarse a definir la estructura de

activacion de la ONSc
los CTAE y del o los posibles scnsores relacionados con estos canales v que pudieran

estar involucrados con las fuerzas fisicas del flujo.
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En cuanto a la sintesis del ON, un aspecto importante al que se deberda poner
especial atencidn es a los métodos de cuantificacion de la liberacién de este gas, ya que
para realizarla se utilizan herramientas alternativas y no una cuantificacién directa ***#
Para completar esas observaciones, es necesario analizar la expresién de las diferentes
isoformas de la ONS en pruebas de Western blot™ con relacion al estrés

hemodinamico, tanto en los amimales tratados con LPS como en los animales no

tratados.

El conocimiento de los mecanismos de la liberacidn de sustancias vasoactivas
en el endotelio y su participacion en la homeostasis vascular permitirda implementar
estrategias farmacologicas para contrarrestar los efectos nocivos del ON producidos por
la alteracién de sus niveles basales, sobre tode en pafses como México, que cuentan

con un alto porcentaje de enfermedades vasculares

Hablar de la importancia y perspectivas de trabajos de investigacion como ¢ que
hemos presentado resulta complejo, sobre todo cuando se abordan aspectos sociales
como la apremiante necesidad de dar solucion a problemas 1eales, en €l caso de la salud
publica, por ejemplo, como contrarrestar el incremento de los diversos padecimientos
que afectan a la poblacion, si en paises como México no hay una integracion solida de

los estudios clinicos con la investigacidon bdsica, ni la infraestructura, nt los apoyos
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econémicos acordes a los verdaderos problemas, situacidn que, como se sabe, no solo

se limita a la salud pablica si no a la investigacidn cientifica en general

Conclusiones

Por los 1esultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir lo sipuiente:

s El flujo coronario es parte importante del mecanismo por ¢l cual se libera ON en
el corazédn, por lo que estd involucrado en Ia regulacion del tono vascular

¢ Los CIAE son regulados por el flujo coronarie y participan como mediadores en
1a liberacidén de ON

s La ONSc es dependiente del flujo y esta regulada por los CIAE.

o La ONSitambién es estimulada por el flujo pero no esta regulada por los CIAE
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