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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue estudiar la respuesta adrenérgica «, y de angiotensina Il en
la insuficiencia cardiaca post-infarto miocardico. EI modelo experimental para inducir la
insuficiencia cardiaca (IC) fue mediante la ligadura de la arteria coronaria izquierda en ratas
jovenes. El establecimiento de la IC en el animal se estimé por la presencia de la hipertrofia
cardiaca, la disminucion en la presién ventricular sistdlica y elevacion de la presién diastdlica del
ventriculo izquierdo, asi como la disminucion en los (+) dP/dt correspondientes y un area
infartada, correspondiente a 38 %. Los resultados muestran que a las 4 semanas post-oclusion el
animal desarroll la insuficiencia cardiaca. Posteriormente, se determiné el curso temporal de la
densidad de receptores adrenérgicos o4 en musculo cardiaco por estudios de union con el
radioligando [*H] prazosina. Los resultados muestran un incremento en la densidad de los
receptores adrenérgicos o, con relacion a la edad y el tiempo de infarto miocardico. También se
determiné el efecto de inhibir la enzima convertidora de angiotensina (ECA) sobre la expresion
adrenérgica o, por el tratamiento crénico con captopril (2.5 mg/Kg/dia), administrado 24 h
después del infarto miocardico. En este caso, se obtuvo una disminuciéon en la densidad de
receptores adrenérgicos o;. De aqui, se decidid6 determinar el efecto del captopril (2.5
mg/Kg/dia/), del losartan 3 mg/Kg/dia, del propranolol (1 mg/Kg/dia) y del BMY7378 (1
mg/Kg/dia), en ratas con infarto miocérdico sobre la actividad hemodinémica. El tratamiento con
los farmacos se inicié 24 horas postoclusion y se mantuvo durante 28 dias por liberacion
continua, por bombas osméticas, con excepcion del propranolol que se administré en el agua de
beber. Los resultados muestran que el captopril, el losartan y el propranolol evitaron el desarrollo
de la insuficiencia cardiaca, disminuyeron la extension de la necrosis miocardica, previnieron la
hipertrofia cardiaca y mejoraron la actividad hemodinamica. ElI BMY7378 no evit6 el desarrollo de
la insuficiencia cardiaca por lo que parece ser que los receptores adrenérgicos ayp NO estan
involucrados en esta patologia. Ademas, se realizaron estudios en tiras de ventriculo derecho en
presencia y en ausencia de antagonistas selectivos adrenérgicos oya, oig Y 04p (5-metilurapidil,
cloroetilclonidina y BMY7378, respectivamente), en ratas sham (falsamente operada) y con
insuficiencia cardiaca. Los resultados muestran que los subtipos de receptores adrenérgicos o,
s Y 04p participan en la contraccion del musculo cardiaco de ratas sin insuficiencia cardiaca.
Mientras que la participacion del subtipo de receptor adrenérgico o4, €s predominante en el
musculo cardiaco de ratas con insuficiencia cardiaca. Por otro lado, se determiné la actividad
contractil a la angiotensina Il. Los resultados muestran una mayor actividad inotrépica de este
péptido en el musculo cardiaco insuficiente. Lo que nos permite decir que la angiotensina Il es un



factor importante en la disfuncion cardiaca. Por otro lado, se determiné la respuesta contractil a
fenilefrina en tiras de ventriculo derecho de ratas tratadas crénicamente con captopril (2.5
mg/Kg/dia/28 dias) y con losartan (3 mg/Kg/dia/28 dias). En estas preparaciones la respuesta
contractil a fenilefrina no muestra diferencia significativa con respecto al grupo control; mientras
que en el grupo de ratas con insuficiencia cardiaca se observé un aumento significativo en la
respuesta inotrépica a la fenilefrina. Estos resultados nos permiten sugerir que la inhibicion de la
ECA y el antagonismo del receptor AT;, parecen evitar la expresion funcional adrenérgica o, y
que la angiotensina Il es un factor importante del deterioro de la funcién cardiaca. Sin embargo,
se requiere de continuar con esta investigacion con la finalidad de poder caracterizar
temporalmente los efectos del captopril, losartan y propranolol, asi como, la participacion
funcional de los subtipos de receptores adrenérgicos o4a, 04 Y 0i4p €n la fase aguda del infarto y
durante el desarrollo de la insuficiencia cardiaca para determinar en que momento estos sistemas
muestran su potecinal danino en estas patologias.



ABSTRACT

In congestive heart failure (CHF) little is known about alpha 1-adrenoceptor response in
cardiac muscle. Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors, angiotensin Il AT1-
receptor antagonists and beta-adrenoceptor blockers prolong survival in experimental
postischemic heart failure. The aim of this study was investigate alpha 1-adrenergic
and angiotensin Il responses in heart failure after myocardial infarction (Ml) in rats. We
evaluated the beneficial effects of low doses of captopril, losartan, propranolol and
BMY7378 after coronary ligation. In addition, we determined alphat-adrenoceptor
density during establishment of CHF and evaluated alpha 1A-,1B-,1D-adrenoceptor
response in failing cardiac muscle. Male Wistar rats were subjected to Ml by left
coronary ligation. Hemodynamic variables, infarct size and cardiac hypertrophy were
measured. Alpha 1-adrenoceptor density was evaluated by [*H] prazosin binding
studies. Phenylephrine-elicited contraction was determined in rat right ventricle strips
with CHF. The results showed that the most extensive myocardial infarction occurred
24 hours after coronary ligation and CHF established after 4 weeks. Early and long-
term therapy with low doses of captopril reverted hemodynamic variables to sham
values, while losartan and propranolol induced further decrease in systolic blood
pressure. All drugs were able to reduce infarct size. Alpha 1-adrenoceptor density
increased with age, Ml and CHF. Alpha 1A- and 1B-adrenoceptor were involved in
contraction of failing cardiac muscle. Captopril reduced alpha 1-adrenoceptor density.

We suggest that angiotensin Il is an important damaging factor in cardiac function.



GENERALIDADES

1) INTRODUCCION

La activacion de las respuestas neurohumorales, incluyendo el sistema nervioso
simpatico, el sistema renina-angiotensina-aldosterona y el sistema arginina-
vasopresina se han relacionado con la progresion de la enfermedad miocardica y
vascular. En la insuficiencia cardiaca aguda estos sistemas ayudan a restaurar la
homeostasis cardiovascular; sin embargo, su estimulacién cronica eventualmente
conduce al deterioro de la funcién ventricular izquierda (Pfeffer y col., 1998). Las
acciones especificas y los efectos adversos de los mecanismos compensatorios mas
estudiados y significativos de los sistemas adrenérgico y de angiotensina Il incluyen:
regulacion de la presion sanguinea, el mantenimiento de agua y electrdlitos, el aumento
de la frecuencia y la contractilidad cardiacas, la expansion del volumen, la hipertrofia,
los efectos tdxicos en miocitos, crecimiento, remodelacion, apoptosis y expresion
génica alterada (Bristow, 1998). En consecuencia, tanto el sistema adrenérgico o4
como el sistema renina angiotensina-aldosterona, estan involucrados en una variedad
de procesos fisiolégicos y fisiopatologicos importantes. Basicamente, la respuesta del
ligando por la unién a sus receptores especificos da como resultado el incremento de
Ca** citosdlico libre, lo que afecta el estado metabdlico y la contraccién del muasculo
cardiaco (Fedida, 1993). Particularmente en la insuficiencia cardiaca, existe una
disminucion de la funcion y de la disminucion de la densidad de receptores
adrenérgicos B4, por lo que se propone que el sistema adrenérgico o4 sea importante,
como apoyo en la actividad contractil del musculo cardiaco, en esta enfermedad,

ademas de otras vias inotrépicas como de la angiotensina Il. Por lo anterior, decidimos



estudiar la funcién de los receptores adrenérgicos o4 y de angiotensina Il en
corazones insuficientes post-infarto miocardico.

1.1 Sistemas de receptores en el miocardio.

Varios sistemas de receptores participan en la contraccion del musculo cardiaco: a)
receptores que incrementan las concentraciones de AMPc, lo que activa a una proteina
cinasa A (PKA), induciendo asi un aumento en la contraccién del musculo cardiaco. Los
receptores acoplados a esta via son: adrenérgicos By y P2, histaminérgico Hp,
serotoninérgico 5HT,4, péptido vasoactivo intestinal VIP, prostaglandina PE;,, glutamato
Glu; b) receptores que provocan aumento en la fuerza de contraccién del musculo
cardiaco en forma independiente de la via AMPc, como los receptores adrenérgicos o ,
endotelina ET y angiotensina Il ATy; ¢) existen otros receptores que participan en la
inhibicién de la contraccion muscular y estan acoplados a una proteina G; que inhibe la
actividad de la adenililciclasa como receptores muscarinicos M,, adenosina A; y
somatostatina SS. Asi, la contractilidad del musculo cardiaco esta regulada por
numerosos neurotransmisores y hormonas, los cuales actiuan por unirse y activar
receptores de membrana acoplados a diversos mecanismos de sefalizacion intracelular
(Brode, 1995) (Figura 1).

Tres complejos ligando-receptor-proteina G-efector son importantes en el corazén
humano. El primero es el de la noradrenalina - receptor adrenérgico 3 - proteina G; -
adenililciclasa que incrementa los niveles de AMPc y activa a la PKA, lo que promueve la
entrada de Ca®* extracelular por fosforilacién de canales especificos para este ion,
induciendo asi la contraccion del musculo cardiaco (Walsh y col.,1994). El segundo

sistema involucra 2 receptores: a) el de la noradrenalina-receptor adrenérgico o4 y b) el de



la angiotensina Il - receptor ATy, ambos estan acoplados a una proteina Ggy11- PLC,
produciéndose la hidrdlisis del fosfatidil inositol bisfosfato (PIP,) con la formacién de dos
segundos mensajeros: el inositol trisfosfato (IP3) y el 1,2-diacilglicerol (DAG). El IP3
estimula la liberacién de Ca®* del reticulo sarcopldsmico y este aumento en la
concentracién libre del i6n esta asociado a la contraccién muscular (Benfey, 1990). El
tercer sistema es acetilcolina-receptor muscarinico- proteina G;-adenililciclasa que inhibe
la formacion de AMPc y activa canales de potasio, provocando una disminucién en la

contraccién del musculo cardiaco (Birnbaumer y col., 1990).

Receptores en Miocardio de Humano.

B1 B2 H, 5HT; PVI PGE; Glu A; S§ M, a; AT ET

\V \I/ Membrana

Gs \ / Gi Gh

0 AC PLE s

U
+ \ ATP__ AMPc PIP,___IP; + DAG
C 2+C ac 2+ 1
a“Ca™ Ca " / RS //

24, 2+ 2+ . C 2+
&?20%194%: o Caa»

Figura 1. Receptores y sus mecanismos de transduccion de sefiales en el corazén humano. By, B2, y o4
adrenérgicos, H, = histamina, 5HT, = serotonina, PVI = péptido vasoactivo intestinal, PE;
prostaglandina E;, Glu = glucagon, A; = adenosina, SS = somatostatina, M, = muscarinicos, AT
angiotensina y ET = endotelina, Gs = proteina G estimulatoria, G; = proteina G inhibitoria, PLC = fosfolipasa
C, PIP, = fosfatidilinosistol 4,5-bifosfato, DAG = diacilglicerol, IP; = inositol-1,4,5-trifosfato, + = activacion, - =
inactivacion, AMPc = adenosinmonofosfato ciclico; PKA = proteina cinasa A, RS = Retuculo Sarcoplasmico
(modificado, Brode, 1995).

i un

1.2 Receptores adrenérgicos o;.
Los receptores adrenérgicos o4 participan en el incremento de la contraccién muscular.

Fueron descubiertos en 1966 (Govier y col.) por estudios con radioligandos, utilizando



corazones de diferentes especies, entre ellas la rata. Se han identificado tres subtipos
de receptores adrenérigicos oy por ensayos farmacoldgicos y a través de clonacién
molecular: los adrenérgicos aya (previamente o), los aqp y l0s oyp (previamente
o4a) (Hieble y col.,1995; Michel y col, 1995) (Cuadro 1). Estos receptores estan
codificados por distintos genes, localizados respectivamente en los cromosomas
humanos 8, 5033, y 20p13. La heterogeneidad de los receptores adrenérgicos o, esta
generada por variantes del receptor adrenérgico o4a, ya que difieren en su longitud y
secuencias de los dominios C-terminal (Chang y col.,1998). Este dominio C-terminal en
los receptores adrenérgicos o4 contiene aminoacidos que participan en los procesos de
desensibilizaciéon (Lattion y col., 1994). Puede especularse que los receptores
adrenérgicos oy muestran susceptibilidad diferencial a la disminucion en la cantidad de
receptores (“downregulation”), pero esto no se ha probado experimentalmente.

Algunos estudios han propuesto la existencia de un cuarto subtipo de receptor
adrenérgico a4, el cual se ha caracterizado por su afinidad relativamente baja a la
prazosina y a otros compuestos y se le conoce como o4, (Muramatsu y col., 1990). No
obstante, a pesar de los grandes esfuerzos, este supuesto subtipo de receptor no se ha
clonado. Sin embargo, las evidencias sugieren que puede ser una isoforma del receptor
adrenérgico aya (Ford y col., 1997). Las caracteristicas farmacolégicas de los subtipos
de receptores adrenérgicos o4 se muestran en el Cuadro 2.

En el corazén humano la presencia de los receptores adrenérgicos o, fue analizada por

los niveles de RNAm, a través de los ensayos de proteccion a la RNAasa y por la

reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa (RT—PCR). El RNAm para

el subtipo de receptor adrenérgico aig se ha detectado por el mismo analisis.



Analogamente se realizé para el receptor adrenérgico o4p (Faure y col., 1995; Price y

col., 1994b).
Cuadro 1. Receptores adrenérgicos y sus subtipos
Receptores Adrenérgicos
(0] (0.5) B
oA Oy Oup (057 Ogg  Oc Bi B2 By Bai

De cualquier manera, todos los estudios coinciden en que el subtipo de receptor
adrenérgico oya es el mas abundante en comparacion con los otros subtipos,
determinando los niveles de RNAm en el corazé6n humano (Faure y col.,, 1995).
Ademas de su presencia, también hay diferencia en la cantidad de receptores en el
corazén humano (Chang y col.,, 1998), aunque poco se conoce de una posible
distribucion diferencial de estos subtipos en varias regiones del musculo. Por otra parte,
los estudios en rata indican que la abundancia relativa de los 3 subtipos, a nivel del
RNAm, es similar en todas las regiones del corazén (Wolff y col., 1998). Asi, la
extrapolacion del corazén de rata al de humano no es directa ya que el subtipo de
receptor adrenérgico a4g tiene mayor abundancia relativa en el corazén de rata,
comparado con el receptor adrenérgico oua en humano (Price y col., 1994a; Wolff y

col., 1998). Sin embargo, la presencia del RNAmM no puede predecir la existencia de la



proteina correspondiente en la mayoria de los casos, aunque esto no ha sido asi para

los subtipos de receptores adrenérgicos oy.

Cuadro 2. Caracterizacion farmacolégica de los receptores adrenérgicos o,.

O1a (2211 O4p
Orden de Potencia noradrenalina-adrenalina®
Agonistas Selectivos A 61603
Antagonistas Selectivos KMD 3213 (10.4) AH 11110A (7.1) BMY7378(8.4)

(+)Niguldipina (10) Cloroetilclonidina® SK&F 105854
SNAP 5089 (9.7)

5 — Metilurapidil (9.2)

RS 17053 (9.2)

SNAP 5272 (8.4)

La afinidad de los antagonistas est4 expresada como los valores aproximados de -log K; (nimero en
paréntesis).
® Ambos, la adrenalina y la noradrenalina tienen cerca de 10 veces mas afinidad para el oyp que para los

receptores cig y Cqa.

® Aunque el orden del rango de la inactivacién de los subtipos adrenérgicos o por la cloroetilclonidina es
o4p 2 ayp > 4. La cloroetilclonidina puede inactivar todos los subtipos de receptores adrenérgicos o4
dependiendo de la concentracion, tiempo, temperatura y medio de incubacién. (Adaptado de Alexander y
Peters, 1999).

Varios grupos de investigadores han detectado pequefas cantidades de receptores
adrenérgicos o4 en los ventriculos izquierdo y derecho del corazén humano (B6hm y
col., 1988a; Bristow y col., 1988; Vago y col., 1989; Hwang y col., 1996). Siempre que
las cantidades de los receptores adrenérgicos o y B fueron comparados en el mismo

estudio, los segundos fueron mas abundantes (B6hm y col., 1988a, Bristow y col.,

1988). En los ventriculos derecho e izquierdo de corazén humano existe una menor

cantidad de receptores adrenérgicos o4, lo mismo se observa en la rata. De hecho,



esta especie fue la que tuvo mayor cantidad de receptores adrenérgicos o4 (cinco
veces) que otras especies (Steinfath y col., 1992a) (Figura 2).

Estos datos indican que la cantidad de receptores adrenérgicos oy puede ser una
caracteristica particular de cada especie y por ello debe tenerse cuidado en la
extrapolacion de los resultados entre las especies. Ademas, el papel funcional de los
receptores adreneérgicos o4 se ha estudiado ampliamente en corazones de diferentes
especies (Gross y col., 1988; Knowlton y col., 1993; Michel y col.,, 1994a). Los
receptores adrenérgicos o, cardiacos pueden estar acoplados a numerosos sistemas
de transduccién de sefales, no sélo a la PLC y fosfolipasa D (PLD), sino también a
varias corrientes idnicas, incluyendo canales de calcio tipo L, canales de K y el canal
de K* activado por acetilcolina, al intercambiador Na*/H* y a la ATPasa dependiente de

Na*y K* (Endoh, 1991).
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Figura 2. Densidad de receptores adrenérgicos o, de diferentes especies, determinados mediante la

union del radioligando [*H] prazosina en membranas ventriculares (Steinfath y col., 1992a).



La transduccién de sefales de los receptores adrenérgicos oy da como resultado un
efecto inotrépico positivo (incremento en la fuerza de contraccion), pero el efecto final
de varias respuestas de la senalizacion también puede ser una fuerza reducida
colateralmente, por la activaciéon de la PKC (Kissling y col., 1997; Peters y col., 1998).

El mecanismo del inotropismo positivo inducido por la estimulacién de los receptores
adrenérgicos o4 aun es materia de debate. La estimulacion adrenérgica o4 causada
por la unién del ligando, promueve que exista un cambio conformacional en el
complejo de la proteina G, dando como resultado una disminucion en la afinidad de la
subunidad o por el GDP. El estado activo para Go inicia cuando el GDP es
intercambiado por GTP, seguido por la disociacion de la subunidad o del resto del
complejo de la proteina G. La proteina Ga activa a la PLC B, la cual es responsable de
hidrolizar al PIP, en IP; y DAG. El primero genera la liberaciéon de Ca®** de los
almacenes intracelulares, el cual participa en el aumento de la fuerza de contraccion.
Ademés, esta estimulacién incrementa la sensibilidad al Ca®* por los miofilamentos
y el influjo transmembranal de este ibn y causa alcalinizacién intracelular por
activacion del intercambiador Na*/H*, lo que ha sugerido que estos efectos son
debidos, en parte, a la activacion de la PKC inducida por el DAG (Endoh, 1991; Terzic y
col., 1993; Deng vy col, 1996). Ademas, este segundo mensajero activa a una
isoforma de PKC que modula la activacién de factores de transcripcion (c-jun y c-fos) y
la expresion de genes (Chien y col., 1991; Shubeita y col., 1992). La subunidad By de la
proteina G pueden también actuar como transductor de sefal, como se demostro por
su habilidad para estimular la actividad de la PLC in vitro (Schnabel y col.,1996). La

desactivacion de la Go sucede cuando el GTP se hidroliza a GDP. La Go con el GDP



se reasociara con el dimero Py, formando el complejo heterotrimero que alcanza el
equilibrio para la reactivacion de la préoxima sefal extracelular. Recientemente se ha
caracterizado una nueva clase de proteinas que activan a la GTPasa, las cuales juegan
un papel critico en la regulacién de la proteina G. Estas proteinas se nombran como
reguladoras de la proteina G (RSG) (Berman y col., 1998) (Figura 3).

Por otro lado, los subtipos de receptores adrenérgicos o4a Y oyg son los que
contribuyen, principalmente, al efecto inotrépico positivo mientras que la participacion

del subtipo ayp es muy discreta en este efecto (Williamson y col., 1994; Wang y col.,

1997).
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Figura 3 Activacién del receptor adrenérgico o, acoplado a la proteina G y mecanismo de sefalizacion
en el musculo cardiaco (Jalili y col., 1999 ), ver texto.

De hecho, el incremento en la contracciéon del musculo cardiaco se produce por dos

mecanismos diferentes: el primero esta correlacionado con la prolongacion de la
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duracién del potencial de accién, como resultado de la inhibicién en la corriente saliente
de K* (l.x), mientras que el segundo se debe, posiblemente, a un incremento en la
sensibilidad miofibrilar al Ca®* (Hattori, 1998) (Figura 4).

La estimulacion prolongada de los receptores adrenérgicos o4 puede también causar el
desarrollo del fenotipo hipertréfico. Esto se ha estudiado con detalle en cultivos de
cardiomiocitos de ratas neonata y adulta (Meidel y col., 1986; Lee y col., 1988, Waspe
y col,, 1990 y Pinson y col.,1993). No se conoce si la activaciéon de los receptores
adrenérgicos a4 en el corazén humano promueven la hipertrofia cardiaca. Las vias
moleculares que conducen a la hipertrofia cardiaca son estimuladas por los receptores
adrenérgicos o4 en miocitos de rata (Bogoyevitch y col., 1996a; Force y col., 1996;
Page, 1996; Oison, 1999; Sugden, 1999), predominantemente, por los receptores
adrenérgicos oy en ratas (Autelitano, 1998). Estos receptores actian via una proteina
G, insensible a téxina pertusis (LaMorte y col., 1994), lo que conduce a la activacion de
PLC y PKC (Knowlton y col., 1993; Shubeita y col.,, 1992; Karns y col., 1995;
Bogoyevitch y col.,1996b). Queda por resolver como la hipertrofia cardiaca puede
desarrollarse secundariamente a la estimulacién adrenérgica oy miocardica en
humanos.

En la mayoria de los estudios sobre los efectos de la estimulacién adrenérgica o, en el
miocardio humano se ha utilizado fenilefrina como agonista, en presencia de
propranolol. Por el bajo nimero de receptores adrenérgicos o, los efectos contractiles
provocados por la estimulacion de éstos fueron del 15 al 35%, comparados con los

efectos provocados por la estimulacion adrenérgica 8 (Figura 5) o independientemente

del receptor, por elevacién del Ca®* extracelular; como en las observaciones hechas



en auricula y en ventriculo (Shimann y col., 1978; Skomedal y col., 1985; Briickner y
col., 1984; B6hm y col., 1988b; Jahnel y col., 1992; Steinfath y col., 1992b, Bristow y
col., 1993). No obstante, esto puede deberse a que la fenilefrina no es un agonista

completo en algun subtipo de los receptores adrenérgicos a4 (Taguchiy col., 1998).

Exégeno Endoégeno
Agonistas adrenérgicos o Noradrenalina
Olya Qs
Inhibicién de la I, Sensibilidad al Ca®*
l por los miofilamentos

Prolongacion del potencial
de accion

;

Entrada de Ca**

EFECTO INOTROPICO POSITIVO

Figura 4. Mecanismos propuestos para el efecto inotrépico mediado por los subtipos de receptores o4a
y a4g (Hattori y col., 1998).
Por consiguiente, se ha observado que la noradrenalina (NA) endégena causa un
efecto inotrépico positivo mas pronunciado que la fenilefrina (Scholz y col., 1996;
Skomedal y col., 1997).
Existen datos que indican claramente que la estimulacion de los receptores

adrenérgicos o4 pueden causar efectos inotrépicos positivos en el corazén humano.
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Aunque los efectos inotropicos mediados por receptores adrenérgicos o4 en ventriculo
de rata, parecen deberse primariamente por la via adrenérgica o4g (Michel y col.,
1994b), poco se conoce acerca de qué causan los receptores o4 en el efecto inotrépico
en humanos. Mientras que en el tejido cardiaco de rata, se sugiere que los subtipos
receptores adrenérgicos a4a y o4p estan involucrados en la respuesta inotrépica

positiva sostenida (Williamson y col., 1994).
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Figura 5. Numero de receptores adrenérgicos o, y B y efecto inotrépico positivo de isoprenalina
(agonista B) y fenilefrina (agonista o) en preparaciones de corazén humano ( Béhm y col., 1988 ;
Bristow y col., 1993).

Aunqgue los receptores adrenérgicos o4 pueden también causar efectos inotropicos
positivos in vivo; esto puede ser de relevancia fisiolégica limitada porque el agonista
endégeno, NA, actua s6lo en menor grado por via adrenérgica o4. Sin embargo, los

datos presentes son insuficientes para decir que los receptores adrenérgicos o4 Nno

participan en la regulacién de la fuerza cardiaca desarrollada en el marco de la IC por
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el bloqueo de los receptores adrenérgicos 3. En los corazones de las ratas se ha
observado que el tratamiento in vivo con antagonistas adrenérgicos (3, como el

propranolol, incrementa el numero de receptores adrenérgicos o4 (Miugge y col., 1985;

Steinkraus y col., 1989), e intensifica los efectos inotrépicos positivos de la estimulacién

adrenérgica o in vitro (Li y col., 1997).

1.3 Receptores a angiotensina Il (AT; y AT>)

El efecto de la angiotensina Il (Ang Il) en el tejido cardiaco se relaciona con la
activacion de dos receptores especificos, AT, y AT, (Baker y col., 1992). EIl receptor
AT, tiene dos subtipos: ATi4 y ATs. El receptor AT14 es el principal regulador de la
presion sanguinea y estimulador del crecimiento potencial de los cardiomiocitos in vivo,
mientras que los receptores AT;g se involucran en el control del tono vascular cuando
los receptores AT;a estan ausentes (Hein L., 1998) (Cuadro 3). Los receptores de
angiotensina Il son receptores de 7 dominios transmembranales, cuyas estructuras
primarias han sido establecidas por clonacion molecular (Mukoyama y col., 1993). La
activacién del receptor esta unida a varias proteinas intracelulares, empezando con la
proteina G. El receptor regula que la union a las proteinas G involucre a la segunda y a
la tercera asas citosodlicas y al segmento proximal de la cadena carboxilo terminal. En la
rata, el AT, €l AT, y los receptores AT, se localizan en los cromosomas 17, 2 y X
respectivamente (Inagami y col.,1994). La exposicion de los receptores de ATia y
ATig a la Ang Il es seguida por el transporte del receptor a las vesiculas intracelulares
(Sasamura y col., 1997). La internalizacion del complejo Ang Il-receptor AT; ocurre con

una vida media de menos de 2 minutos. A diferencia de los receptores AT,, que no



estan internalizados, los receptores AT, parece que circulan continuamente entre las
vesiculas endosomales y la membrana plasmatica nuclear (Hein y col., 1998). De
acuerdo con este argumento, los receptores AT; en los miocitos de rata se han
localizado en el sarcolema, los tibulos T y el ndcleo (Fu y col., 1998). Al internarse, el
complejo Ang ll-receptor es degradado en la célula o ejerce efectos intracelulares. Asi,
existe evidencia de que la Ang Il se une a un sitio nuclear y que la unién de la Ang Il a
un receptor de alta afinidad ocasiona un cambio en la conformacion de la cromatina

(Baker y col., 1992 y Re y col., 1984).

Cuadro 3. Receptores de Angiotensina Il ( American Heart Association, 1999).

AT, AT,
Se activa constantemente Se activa sélo después de la lesién
Vasoconstrictores Vasodilatadores
Promueven crecimiento celular Antiproliferativos

Activan 6xido nitrico y bradicinina

El mecanismo de accién de los receptores a angiotensina Il estd muy bien definido. La
activacion de los receptores ATy produce una variedad de sucesos, tales como la
estimulacién de la PLC con la activacion subsecuente de la PKC y la liberacién de
Ca?*, de los depésitos intracelulares. Ademas, la tirosina cinasa activada por mitégeno
es fosforilada (Thomas y col., 1996). Resulta muy interesante que el bloqueo del
receptor AT, incrementa las sefiales tempranas del receptor AT,, con respuesta del
crecimiento cardiaco en el corazon hipertrofiado de la rata (Bartunek y col.,, 1999). La

interaccion entre los receptores ATy y AT, representa una parte interesante en la
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patologia del corazén. En cerdos, la reduccién en el tamano del infarto inducido por el
bloqueo del receptor AT aparece a través de una casacada de senales que involucran
la activacion del receptor AT, bradicinina y prostaglandinas (Jalowi y col., 1998).

Se ha encontrado que la angiotensina Il induce apoptosis en cultivos de miocitos
ventriculares de ratas neonatas, a través de la activaciéon de los receptores AT, y de
PKC, porque la p53 aumentaba la expresion de angiotensindgeno en estas células, lo
que llevd a postular que la p53 induce la apoptosis por la estimulacién en la liberacion
de angiotensina Il de los miocitos y la subsecuente activacion del receptor AT,
(Kajstura y col., 1997). Sin embargo, la apoptosis también se ha atribuido a la
estimulacién del receptor AT, y a su segundo mensajero, la ceramida (Lehtonen y

col.,1997).

1.4 Insuficiencia Cardiaca.

La principal causa de muerte después del infarto miocardico, en humanos, es la
Insuficiencia Cardiaca (IC), como resultado de la pérdida de una cantidad significativa
de tejido ventricular (Rakusan y col., 1980). Los pacientes que sobreviven a la fase
aguda pueden tener un deterioro importante de la funcién ventricular, la que es
compensada por el miocardio residual (Tomanek y col., 1982).

Por otro lado, cuando el musculo cardiaco sufre un dafo por alguna patologia, un namero
de mecanismos neurohumorales se activan para preservar la homeostasis. Inicialmente
estos sistemas se consideran como respuestas compensatorias benéficas a la liberacion
de neurohormonas endégenas como la renina, angiotensina |l, aldosterona,
catecolaminas que, posteriormente, parecen jugar un papel perjudicial en el desarrollo de

la enfermedad cardiaca, como en la IC (Packer y col., 1987). La IC se caracteriza por una
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perfusion inadecuada de los 6rganos periféricos, generando congestion pulmonar y
venosa como consecuencia de la deficiencia en la contraccién del musculo cardiaco
(Fozzard y col., 1991).

Desde hace varios afios se ha identificado que durante la IC, existe funcién sistélica
conservada, por las que la alteracion se centra en la funcion diastélica del ventriculo
izquierdo (VI). La disfuncidn sistélica del VI es responsable de dos tercios de los casos de
IC; mientras que un tercio se produce por disfuncion diastélica con sistdlica conservada,
pudiendo existir la disfuncién ventricular mixta (Ho y col., 1993).

En el esquema 1 se representa el proceso fisiopatolégico de la IC después de haber
sufrido hipertension arterial, o infarto miocardico, entre otras enfermedades, en donde la
pérdida de la masa muscular miocardica y su sustitucion por tejido conectivo, es la
alteracién morfolégica y funcional producida por las enfermedades crénicas identificadas
como “riesgo” para la IC y causa directa de disfuncién ventricular izquierda. Aun siendo la
IC asintomética se disparan o exacerban ciertos procesos enzimaticos que se traducen
en una alteracion de la respuesta humoral.

El proceso fisiopatolégico de la IC, esta asociado a la activacion de los sistemas nervioso
simpdtico y renina-angiotensina-aldosterona, los cuales actian para compensar la IC
(Packer y col., 1988). Se ha demostrado que la activacion del sistema nervioso simpatico
en este sindrome es por el incremento de NA plasmatica (Thomas y col., 1978), debido a
la disminucién de la captacion de este neurotransmisor; ademas de que los almacenes
de NA son depletados en la IC (De Quatro, 1973). El incremento de los niveles circulantes
de NA produce un aumento en la fuerza de contraccion, vasoconstriccion y taquicardia
ventricular (Meredith y col., 1993). De hecho, el aumento de NA circulante se correlaciona

con la severidad de la enfermedad y con el indice de mortalidad (Cohn y col., 1984).
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Esquema 1. Proceso Fisiopatoldgico de la Insuficiencia Cardiaca ( Peters and Pool,1998)

Enfermedad Evento
Diabetes
Hipertensién arterial Infarto miocardico
Isquemia crénica Miocarditis
Miocardiopatias Valvulopatia aguda

Pérdida de Miocitos /

Disfuncién ventricular

;

* Resistencias «———— Activacion Neurohumoral ——p» Retencién de liquidos
* Tension de la pared ventricular Remodelacion Ventricular * Precarga
Dilatacién
Hipertrofia

Fibrosis inadecuada

.

|| Insuficiencia Cardiaca

Por otro lado, la activacion del sistema renina-angiotensina estimula la secrecion de

aldosterona, lo que promueve la retencion de Na' y agua, provocando

vasoconstriccion secundaria a la sintesis de angiotensina |l, ademéas de provocar



efectos inotrépicos y cronotrépicos positivos, asi como la sintesis de proteinas y
crecimiento celular (Levine, 1982).

Eventualmente, la enfermedad progresa y estos mecanismos compensatorios ya no
mantienen adecuadamente la actividad ventricular debido al incremento en la carga de
trabajo del corazén. Asi, la respuesta cardiaca a la estimulacion neurohumoral esta
alterada marcadamente en el corazoén insuficiente (Packer y col., 1987).

Los mediadores neurohumorales en la IC pueden tener accién enddcrina, paracrina y
autocrina y pueden clasificarse, de acuerdo a su accién principal en: agentes
vasoconstrictores, vasodilatadores y factores de crecimiento. La activacion de la
respuesta neurohumoral produce liberacion de multiples sustancias, las cuales ejercen
efectos aditivos u opuestos obteniendo como resultado una respuesta organica
compleja que, dependiendo del efecto dominante, puede ser benéfica o danina a las
estructuras afectadas (Cuadro 4).No toda la respuesta es sincronica, sino que existen
procesos de activacion inmediata, como la respuesta adrenérgica y otros de activacion
tardia, como el sistema renina-angiotensina y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
«). Todas las respuestas compensatorias se producen en beneficio del corazén, pero al

sostenerse o sobreexpresarse, generan dano (Gutiérrez, 2001).

Cuadro 4. Mediadores neurohumorales en la insuficiencia cardiaca (Bristow y col., 1998).

CONSTRICTORES DILATADORES FACTORES DE CRECIMIENTO
Noradrenalina Péptidos Natriuréticos Insulina

Angiotensina Il Prostaglandina E; TNF-a

Vasopresina Oxido Nitrico Hormona de crecimiento
Endotelina Bradicinina Citocinas

Dopamina
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1.5 Receptores adrenérgicos By, P2, o4 y de angiotensina Il (AT{) en la
insuficiencia cardiaca.

Algunos sistemas de receptores presentes en el corazén humano se han investigado,
como es el caso del sistema receptor adrenérgico 3 - proteina G - adenililciclasa. En
1982, Bristow y col. fueron los primeros en reportar que la densidad de receptores
adrenérgicos f; esta disminuida en pacientes con IC crénica de etiologia diferente.
Numerosos estudios han confirmado que la reduccion en la densidad de receptores
adrenérgicos f3 esta directamente relacionada a la severidad de la enfermedad, segun la
clasificacion de la “New York Heart Association” (Bristow y col., 1993). Con respecto a los
receptores f3, los datos son controversiales ya que en algunos casos se ha determinado
que estos pueden encontrarse disminuidos o bien no cambian (Brode, 1991).

Debido a que existe una gran actividad simpatica en la insuficiencia cardiaca crénica,
frecuentemente se asume que la desensibilizacién de los receptores adrenérgicos 3 es
inducida por el agonista (Loshe y col., 1993). De hecho, los agonistas adrenérgicos 3 y los
agentes inotropicos positivos dependientes del AMPc (inhibidores de la fosfodiesterasa),
como es el caso de la milrinona (Béhm y col., 1988b) o pimobendan (Béhm col., 1991),
presentan efectos contractiles reducidos en el miocardio insuficiente de humano. Por otro
lado, el corazén insuficiente tiene una reserva inotrépica, la cual probablemente resulta en
minima parte de la disminucién de la respuesta adrenérgica . De hecho, la densidad de
los receptores o se incrementa en algunas formas de insuficiencia cardiaca (Vago,
1989). De aqui que la estimulaciéon o4 en el miocardio insuficiente es importante en
condiciones de desensibilizacién o disminucién del receptor adrenérgico B

("downregulation" ).
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Es por esto que el uso de bloqueadores adrenérgicos f1, en el tratamiento de la IC, seria
una estrategia adecuada para determinar la importancia del sistema adrenérgico o4 como
apoyo a la actividad contractil del corazén, asi como otras vias inotrépicas.

1.5.1 Efectos de los receptores adrenérgicos o4 en la insuficiencia cardiaca.

Los cambios en la densidad de receptores adrenérgicos o4 en el miocardio y en el
sistema de sefializacion en los pacientes con IC, han variado de un estudio a otro.
Estas diferencias pueden ser el resultado de las diferentes condiciones experimentales
y del uso de distintos radioligandos como [°H] prazosina y ['*°I] IBE — 2254 (Vago y col.,
1989; y Steinfath y col.,, 1992b). Ademas, estas diferencias pueden ser debidas a la
etiologia de la IC. Experimentos in vitro, realizados en el miocardio insuficiente de
pacientes, han mostrado que los receptores adrenérgicos oy se incrementan (Vago y
col., 1989), mientras que la estimulacién adrenérgica oy se mantiene, disminuye o se
incrementa (Skomedal y col., 1997; Mertens y col., 1992). En ratas con insuficiencia
cardiaca, inducida por infarto miocardico, el efecto inotrpico positivo de los agonistas
adrenérgicos a4 se mantiene y con esto se sugiere el potencial terapéutico de los
mismos (Litwin y col., 1995).

Por otro lado, en corazones insuficientes de humano, se ha reportado una reduccion en
el nimero de receptores adrenérgicos o4 en la IC; mientras que otros estudios no
reportan cambios significativos o bien determinan un aumento de los receptores
adrenérgicos a4 (Vago y col.,, 1989; Steinfath y col. 1992b; Hwang y col.,1996;
Yoshikawa y col.,1996). Aunque se ha demostrado que tanto los receptores
adrenérgicos oy como los receptores adrenérgicos B, tienen una afinidad menor para la

NA y que ambos receptores de baja afinidad estan disminuidos (“dowregulation”) en el
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corazon insuficiente de humano (Bristow y col., 1988). Las razones de esta variabilidad
de resultados aun no son claras. Los estudios bioquimicos han mostrado que el
aumento en la densidad de receptores adrenérgicos o4 en corazones insuficientes no
esta asociado con el aumento de la funcién del receptor, porque la activacion de la
proteina G (Gy, de peso molecular alto) permanece sin alteracion debido a una
reducciéon en la Gy en la fraccion de membrana (Hwang y col. 1996). De manera
interesante, la proteina G clasicamente asociada con los receptores o4 (por ejemplo
Gqg) no parece estar alterada cuantitativamente en IC en humanos (Pdnicke y col.,
1998). Ademas, la estimulaciéon o4 indujo la formaciéon del IP3, el cual parece no
cambiar en esta condicién (Bristow, 1993). Estos datos indican la presencia de un
defecto en el acoplamiento entre receptor-efector en la via de senalizacion o, en
corazones insuficientes de humanos. Con los datos anteriores, podemos decir que la
estimulacion de los receptores a4 participa en el mantenimiento de la funcion en la
insuficiencia cardiaca, pero esto no es decisivo ya que los resultados obtenidos de los
estudios in vivo son controversiales.

1.5. 2 Receptores a angiotensina Il en la insuficiencia cardiaca.

Existen dos subtipos de receptores para angiotensina ll, definidos como AT; y AT, los
cuales se han identificado por antagonistas especificos no peptidicos. El receptor AT}
regula los efectos presores, contractiles y el crecimiento celular de los miocitos cardiacos
y células vasculares (Backer y col., 1992; Sadoshima y col., 1993).

Los datos que se han publicado sobre los cambios en la densidad de receptores AT, en
los corazones insuficientes son controversiales. Asi, Urata y col. (1989), describen que

los receptores ATy no cambian, mientras que Regitz-Zagrosek y col. (1995), determinan
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que en el miocardio ventricular y auricular obtenido de corazones de pacientes con IC en
estado final, se encuentran marcadamente disminuidos. Ademas, la respuesta inotrépica
positiva a la angiotensina Il y el RNAm que codifica a este receptor estan disminuidos.

El bloqueo del sistema renina-angiotensina con inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) o con antagonistas del receptor a angiotensina Il (AT;) mejoran la
funcion cardiaca en el humano y en animales de experimentaciéon con IC congestiva
(Jhonston, 1993), ademas de incrementar la respuesta del corazén insuficiente a la
activacion del receptor adrenérgico B (Van, 1995). De hecho, se han obtenido avances
considerables en la terapia médica para los pacientes con insuficiencia cardiaca. Los
inhibidores de la ECA han mostrado mejorar los efectos hemodinamicos, reduciendo la
postcarga e incrementado el gasto cardiaco, que se traduce en la disminucién de la
mortalidad y de la morbilidad en un rango amplio de pacientes con esta enfermedad
(Pfeffer y col., 1992).

Entonces, durante la IC compensada después del infarto miocardico, el sistema receptor
adrenérgico B manifiesta alteraciones que se asocian con el empeoramiento de la
respuesta a su estimulaciéon y pone de manifiesto la actividad de otros sistemas que
sirven de apoyo a la funcién contractil del corazén insuficiente, como es el caso de los
sistemas adrenérgico o4 y de angiotensina Il (AT).

1.6 Interaccion entre el sistema adrenérgico o, y el de angiotensinal Il.

Las interacciones fisiolégicas importantes entre los sistemas de receptores adrenérgicos
oy y de angiotensina Il son la facillitacion de la liberacién del neurotransmisor NA de las
terminaciones nerviosas presinapticas, lo que causa vasoconstriccion y dafo miocardico

(Schuerman y col., 1970; Henegar y col., 1995). En neuronas, la NA liberada interactia
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con los receptores adrenérgicos o4 y su activacion continua resulta en la disminucién del
numero de receptores de angiotensina Il (AT) (Summers, 1993). Por el contrario, Hu y
col. (1998), determinaron que la angiotensina Il induce la transcripcion y expresion de los
receptores adrenérgicos o en células de musculo liso vascular. Hong-Tai y col. (1997)
demostraron la existencia de comunicacién cruzada (“cross talk”) entre los receptores de
angiotensina Il (AT;) y adrenérgicos o4 en miocitos cardiacos; ademas de que la
angiotensina |l selectivamente disminuye el RNAm del subtipo de receptor adrenérgico

044, sugiriendo con esto que la angiotensina Il podria actuar como modulador negativo de

la hipertrofia estimulada por los receptores adrenérgicos ;.

1.7 Modelos experimentales en la insuficiencia cardiaca.

La IC puede ser inducida experimentalmente por sobrecarga de presion, de volumen,
por infarto miocardico, o por la creacién de otros casos de enfermedad en el miocardio.
El modelo por sobrecarga de presion puede ser util en el estudio de hipertrofia
ventricular, cambios celulares y vasculares. Mientras que el modelo de sobrecarga de
volumen se utiliza para analizar la patogénesis de la alteracion hormonal y electrolitica.
El modelo de infarto miocardico o destruccién celular, parece ser el mas conveniente
para valorar terapias nuevas que proporcionen el mantenimiento de los reflejos
periféricos. La cardiomiopatia experimental puede proporcionar un medio importante
para la identificacion de mecanismos subcelulares patolégicos. Para mayor relevancia,
los estudios deberian realizarse en animales despiertos con los reflejos intactos (Smith

y col., 1985) (Cuadro 5).



Cuadro 5. Modelos experimentales para inducir insuficiencia cardiaca de acuerdo al tipo y especie

(Smith, 1985).

Técnica Experimental
Sobrecarga de presion

Ligadura de la arteria pulmonar
Contriccién adrtica
Hipertensién experimental

Sobrecarga de volumen

Fistula de la aorta a la vena cava
Incompetencia valvular adrtica
Defecto septal auricular

Infarto miocardico

Ligadura coronaria
Embolismo coronario
Mercurio liquido
Microesferas

Hipoxia

Cardiomiopatia
Cardiomiopatia espontanea

Sobredosis de barbituricos
Isoproterenol

Especie

gato, perro, cerdo
rata, conejo,perro
rata, perro

rata, perro
rata, conejo
gato

rata, perro, cerdo
perro

perro

perro, cerdo, bovino
rata

hamster
perro

rata
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1.8 Mecanismo de accion de los inhibidores de la ECA y antagonistas del receptor a

angiotensina Il (AT,)

El sistema renina-angiotensina-aldosterona desempena una funcién importante en los

mecanismos interrelacionados con la regulacion de la presion arterial a plazos cortos y

largos. Los factores que reducen el volumen sanguineo, la presion de perfusion renal o la

concentracion plasmatica de sodio tienden a activar el sistema, mientras que el aumento

de estas variables lo suprime. La renina es una enzima que se genera en las células

yuxtaglomerulares del rindn, de donde se segrega a la circulacion y el sustrato natural de
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la renina es la op-globulina llamada angiotensinégeno. Ademas es la enzima que se

encarga de mediar la separaciéon del decapéptido angiotensina | a partir de la proteina
angiotensinégeno. Este decapéptido se desdobla mediante la ECA y da como resultado el

octapéptido angiotensina Il.

Esquema 2. Mecanismo de accion de los inhibidores de la ECA y antagonistas del Receptor AT,
(Opie,2001).

Sistema de Bradicinina Sistema de Angiotensina
Factor Xll activado Cininégeno Angiotensinégeno (cp-globulina)
Precalicreina —p,  Calicreina " UAN— Renina
v
Endotelio = || Bradicinina " Angiotensina |

l e —— %4 ----------- > «-- inhibidores de ECA
l 4- ’’’’’’ v

Prostaglandinas Angiotensina Il
Oxido Nitrico (Bloqueo a través de los receptores AT})
\ Péptido Inactivo /

Crecimiento Aumento de la liberacion de aldosterona

Vasodilatacion || ‘I Vasoconstriccion Aumento actividad Simpatica

La ECA (proteasa) tiene dos grupos zinc, cada uno de los cuales participa en la estructura
del sitio de alta afinidad con el cual interactuan la angiotensina | o los inhibidores de la
ECA. Esta proteasa no sélo convierte la angiotensina | en angiotensina Il sino que
ademas inactiva a la bradicinina (por lo que también se le denomina cininasa) y a otros
péptidos vasodilatadores. La inhibicion de la ECA tiene un efecto vasodilatador al reducir

la formacién de angiotensina Il y quiza aumentar la formacién de bradicinina. No toda la
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angiotensina Il se produce por accion de la ECA; hay vias distintas de la ECA, como la de
las proteasas con la actividad de quimasa similares a serina, que también pueden formar
angiotensina Il y generan el mismo resultado. La participacién exacta de de las vias
distintas de la ECA, aun es motivo de controversia, sobre todo a nivel cardiaco y renal. Sin
embargo, hay cada vez mas evidencia de que las vias alternativas son de gran relevancia

en el tejido vascular (Opie, 2001) (Esquema 2).
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2) HIPOTESIS

En la insuficiencia cardiaca existe disminucion en la respuesta contractil por el sistema
adrenérgico B, ya sea por desensibilizacion o por disminucién en la densidad de
receptores, lo que promueve a que otros sistemas participen en la homeostasis
cardiovascular, entre ellos los sistemas adrenérgico oy y de angiotensina Il. Entonces,
esto nos permitira determinar el efecto de ambos sistemas sobre la funcionalidad del

musculo cardiaco insuficiente.

3) OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion del sistema adrenérgico oy (o4a, o4, oup) y €l de
angiotensina Il (ECA y AT,) mediante las respuestas in vivo e in vitro, en el modelo de

insuficiencia cardiaca inducida por el infarto miocardico .
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3.1 Objetivos Particulares

e Determinar por medio de las variables cardiacas (indice de peso de las auriculas
izquierda y derecha y los ventriculos izquierdo y derecho) y los cambios hemodinamicos
(presion arterial media, frecuencia cardiaca, presion sistdlica y la presion diastdlica final
del ventriculo izquierdo y sus respectivas dP/dt), el desarrollo de la insuficiencia cardiaca,
inducida por infarto miocardico en la rata.

e Determinar el curso temporal de la cantidad de receptores adrenérgicos o4 en
ventriculo derecho de ratas sham (sin oclusion) y con infarto miocardico.

e Determinar el efecto del captopril (inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina) sobre la cantidad de receptores adrenérgicos o4, en el ventriculo derecho
de ratas con 4 semanas de infarto miocardico.

e Comparar el efecto del captopril con el de losartan (antagonista del receptor AT;), el de
propranolol (antagonista adrenérgico ) y el de BMY7378 (antagonista adrenérgico o4p),
midiendo los parametros hemodinamicos y variables cardiacas en ratas con 4 semanas
de infarto miocardico.

e Determinar la respuesta contractil adrenérgica oua , i Yy o4p en tiras de ventriculo
derecho de ratas control y con insuficiencia cardiaca.

e Determinar la respuesta contractil de la angiotensina Il en tiras de ventriculo derecho
de ratas control y con insuficiencia cardiaca.

e Determinar la respuesta contracil adrenérgica o, en tiras de ventriculo

derecho de ratas tratadas cronicamente con captopril o con losartan.
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4.0 MATERIAL y METODOS.

Reactivos. La fenilefrina, el captopril, la cloroetilclonidina HCI (CEC) y el BMY7378 (8-(2-
(4-(2-metoxifenil)-1piperazinil)etil) 8-azaspiro (4,5) decano-7, 9-diona 2HCI) se obtuvieron
de Research Biochemicals Int. (Natick, MA, USA), y el (+) propranolol HCI de Sigma
Chemical Co (St Louis, MD). El losartan fue una donacién de Merck-Sharp-Dohme,
México y el captopril de Bristol Myers-Squibb (NJ USA). NET-823 Prazosin,[7-metoxi->H],
actividad especifica 77 Cii/mmol. Todos los demas reactivos fueron grado analitico,
obtenidos de fuentes comerciales locales.

Animales. Ratas Wistar macho (10 semanas de edad, 250-300 g de peso) se mantuvieron
en condiciones controladas de luz:oscuridad y tuvieron libre acceso al alimento y al agua.
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional sobre el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio.

Los diferentes compuestos se administraron mediante el uso de bombas osméticas
(Alzet, CA, EUA) 24 h postoclusion, las cuales se implantaron subcutaneamente. Excepto

el propranolol que se administré en el agua de beber.

4.1 Induccioén del infarto miocardico en la rata

A las ratas Wistar anestesiadas con éter se les realizé una toracotomia entre el cuarto
y el quinto espacio intercostal, se expuso el corazén y se localizé la arteria coronaria
descendente anterior izquierda, la cual se ocluyé con hilo seda 5/0. Posteriormente se
regreso el corazon a la cavidad toraxica, se insuflaron los pulmones con ayuda de una

bombilla y se suturé el musculo y la piel. A las ratas se les permitié recuperarse. Las

ratas con operacion falsa se les realizo el mismo procedimiento quirdrgico, excepto la

ligadura de la arteria coronaria (Seyle y col.,1960). Posteriormente, fueron sacrificadas
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para determinarles el area de infarto . Esto se llevé a cabo, a las 4, 6, 12, 24 y 48 horas
después de la oclusién coronaria. Los corazones fueron extriados y lavados con
solucion salina isoténica . Se disecé sélo la masa ventricular, ésta fue cortada del apex
a la base en rebanadas transversales de aproximadamente 1 mm de espesor y los
cortes fueron colocados en una camara de tejidos aislados para ser tefidas. La tincion
se realizdé con el azul de tetrazolio al 0.1% a 37 °C durante 15 minutos
aproximadamente, tiempo necesario para observar las zonas infartadas (color rojo) y
las no infartadas (color azul). Los cortes fueron colocados en una caja de petri y lavados
con solucién salina isoténica. Después se dejaron en un portaobjetos para fijarlos con
formol al 6% durante 24 horas. Se lavaron y se fotografiaron junto con 1 cm? de papel
milimétrico para facilitar su calibracién en el planimetro. El negativo se proyecté para
dibujar el contorno de las rebanadas, sus cavidades y la zona necrosis. Posteriormente,
se calibré el planimetro Polar Planimeter 205 con 1 cm? de area y con éste se midi6 el
area total de la rebanada y el area de la cavidad, con la sustraccién de la segunda, con la
sustraccién de la segunda, se obtuvo el area total del miocardio y por ultimo se medio el
area de infarto, el que fue expresado como el porcentaje de miocardio infartado (Nachals,

1963).

4.2 Estudio hemodinamico en la rata

Después de diferentes tiempos de haber inducido el infarto miocardico, los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico (35 mg/Kg, i.p.), Se canulé la arteria
carétida derecha con un catéter de polietileno PE50 para determinar la presion arterial, la
cual se midi6 con un transductor Gould P231D Grass (Astro-Med, W. Warwick, RIl, USA);

la presion sanguinea media es obtenida directamente de un amplificador de presiéon
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Grass (Astro-Med). La medicién de la frecuencia cardiaca se realizé mediante el uso de
un tacégrafo, el cual fue acoplado a un amplificador de presién arterial. La determinacion
de la presion ventricular izquierda se realizé por el deslizamiento del catéter de la carétida
derecha hacia el ventriculo izquierdo. La primera derivada de la presion ventricular
izquierda (dP/df) se obtuvo por medio de un diferenciador Grass (Astro-Med).
Posteriormente, los animales se sacrificaron, se extrajo el corazén y se determind la
actividad contractil de las diferentes preparaciones del musculo cardiaco (DeFelice y

col.,1989).

4.3 Determinacion de la hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca se estimé por el indice de peso de cada cavidad del corazén
(auricula derecha e izquierda, ventriculos izquierdo y derecho); es decir, se determind
por el cociente entre el peso de la cada cavidad expresada en mg y el peso del animal

en g (Litwin y col., 1995).

4.4 Determinacion de la actividad contractil en la preparacion in vitro de
ventriculo derecho en presencia y en ausencia de los antagonistas 5-metilurapidil
(antagonista adrenérgico o4a), cloroetilclonidina (antagonista adrenérgico oig) y

BMY7378 (antagonista adrenérgico o4p) en ratas

Se sacrificaron los animales 4 semanas después de la oclusion. El corazén se extrajo y
se colocé en una caja petri con solucion Krebs (NaCl 0.12, Dextrosa 0.017, NaHCO;3;
0.025, KCI 0.0047, MgSO, . 7H,0 0.0012, KH,PO,4 0.0012, CaCl, 2H,0O 0.0025 y Ca-Na-
EDTA 2.6 x 10° M) con oxigenacién (95% O, y 5% CO.), a temperatura de 30-32 °C. Se

diseco el ventriculo derecho y se corté longitudinalmente en tiras de 5 mm de largo x 1
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mm de ancho, aproximadamente. Las tiras de ventriculo derecho se estimularon con una
frecuencia de 1 Hz, con pulsos de duracion de 5 ms y 1.5 veces mas del potencial umbral
(20-30 V) y la tension se ajusté en la preparacion a 750 mg con la finalidad de producir la
contraccion isométrica maxima, la cual se registré con transductores de tension (FTO3C)
en un poligrafo 7DGrass. Se dejaron estabilizar las preparaciones por un periodo de 1.5
h y se realizaron cambios con solucién Krebs cada 15 min.

Posteriormente, las tiras de ventriculo derecho se incubaron durante 30 min con
propranolol (1 uM) para prevenir los efectos potenciales de las catecolaminas endégenas
y asegurar que la fenilefrina no actuase sobre receptores adrenérgicos f. Se determind la
respuesta a fenilefrina 10° M en ausencia y en presencia de 5-metilurapidil ( 3 X 107,
107, y 10°® M); cloroetilclonidina (10® Y 10° M) y de BMY7378 (10® y 10° M). Esto se
realiz6 en ratas sham, con insuficiencia cardiaca y tratadas con captopril y losartan

(Michel y col., 1994b).

4.5 Estimacion de la cantidad de adrenérgicos .

4.5.1 Obtencion de membranas. Las membranas se obtuvieron de ventriculo derecho, el
cual fue cortado y colocado en amortiguador frio (Tris HCI, 25 mM; EDTA, 1 mM; MgCl,,
2 mM; KCI, 100 mM, pH 7.4) y se homogenizé a 4 °C con un Polytron. El homogenado fue
filtrado a través de 4 capas de nylon de malla (tamano de poro 93 um), se diluyé con
amortiguador y se centrifugé dos veces a 40,000 g por 30 min a 4°C. El pellet resultante
se lavo con amortiguador de incubacién (Tris HCI, 50 mM; MgCl,, 2 mM; EDTA, 1 mM,
pH 7.4) y se recentrifugd. El pellet final fue suspendido en amortiguador de incubacién frio

y se determind la cantidad de proteina por el método de (Lowry, 1951).
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4.5.2 Determinacion de la cantidad de receptores adrenérgicos oy.

Se utilizaron alicuotas de 400 ug de proteina/100ul, y se anadieron 100 ul prazosina
desde una concentracién de 0.01 hasta 7.5 nM marcada con tritio ([°H]), en un volumen
final de 250 pl, los que se incubaron por 60 min a temperatura ambiente. La reaccion se
terminé por filtracion en un multifiltro Bradel con papel GF/C con amortiguador de
incubacion frio. Los filtros se lavaron 3 veces con el amortiguador y se colocaron en
viales a los que se les adicioné 5 ml de liquido de centelleo. La radiactividad retenida se
cuantifico por medio de un contador de centelleo liquido (Beckman LS 6000SC). La unién
no-especifica se determiné por la adicion de 10 uM fentolamina. Todos los ensayos se

hicieron por triplicado (Deng y col., 1996).

5.0 Analisis estadistico. Los valores se presentan como promedio +EE. Las diferencias
significativas son valoradas por la prueba t de Student. Un valor de *p < 0.05 se
considerd significativo. Los datos de los estudios de unién fueron analizados con el
programa EBDA-LIGAND (Biosoft, Elsevier), con el que se determin6 el nimero de

receptores maximo (Bnax) Y la constante de afinidad (Ky).
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5.0 RESULTADOS

5.1 Determinacion del area afectada por el infarto miocardico en la rata

Cuando se ocluye una arteria coronaria, las fibras miocardicas incluidas en la zona
irrigada por el vaso sanguineo afectado presentan una lesién isquémica cuya gravedad
y trascendencia funcional, son proporcionales al diametro de la arteria ocluida y al
tiempo de la oclusion, e inversamente proporcional a la densidad de la circulacién
colateral que puede sustituir la deficiencia circulatoria.

La determinacion diferencial de las zonas del corazén afectadas irreversiblemente por
la isquemia puede hacerse mediante varias técnicas. Una de las reacciones
histoquimicas que permiten identificar y cuantificar el tejido necrosado por los
fendmenos isquémicos es utilizando azul de tetrazolio. Esta técnica es una de las mas
eficientes, y esta basada en la capacidad del colorante en tenir intensamente de azul a
las células cuya integridad funcional se manifiesta por las deshidrogenasas, enzimas
intracelulares que reaccionan selectivamente con este compuesto, que por otro lado, se
encuentra ausente de las células con dano importante. Por lo tanto, éstas quedan sin
color en los cortes histolégicos incubados con este colorante en condiciones
supravitales (Nachals, 1963). Por medio de esta técnica histoquimica, se pudo valorar
la evolucién de las dimensiones del tejido afectado con relacién al tiempo de oclusién
de la arteria coronaria descendente anterior izquierda en la rata.

La grafica 1 muestra los resultados obtenidos en lotes comparables de ratas a los que
se les practicé la ligadura coronaria y se les sacrificé para la cuantificacion de las
dimensiones de la zona necrosada como consecuencia de la oclusiéon coronaria,

transcurridos distintos tiempos después de practicada la oclusion.
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Evolucion Temporal del Infarto Miocardico
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Gréfica 1. Evolucién temporal de las dimensiones del miocardio infartado por la ligadura de la
arteria coronaria izquierda en la rata. La altura de las barras es proporcional a la fraccion
porcentual del miocardio ventricular infartado, determinado con Ia tincion del azul de tetrazolio.
Nétese que a las 24 h post-oclusién coronaria se obtiene el area maxima de infarto miocérdico.
Valores promedio * p< 0.05 grupo 4h ,6h,8h,12,vs grupo 24 h n= 8prueba t de Student datos no pareados

Se puede apreciar en este modelo experimental, que la cantidad de tejido afectado por
la isquemia presenta dimensiones no estables, ya que desde las 4 horas (tiempo
minimo de evolucién del infarto que conviene valorar en este modelo), la magnitud de
tejido lesionado tiende a aumentar hasta las 24 horas. Las ratas después de 4 horas de
oclusién coronaria presentaron un area afectada (reaccién negativa al azul de
tetrazolio) de 15.3 + 0.9% de la superficie del miocardio analizado; a las 6 horas la
superficie del infarto ha aumentado a 22.70 + 1.4%, a las 8 horas a 28.9 + 1.3%, a las

12 horas a 32.5 + 0.9% y a las 24 horas a 36.0 + 1.1%.
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A partir de las 24 horas las dimensiones del infarto miocardico tienden a estabilizarse, a
las 48 horas el area infartada no difiere significativamente comparado con el grupo de

las 24 horas de oclusién coronaria.

5.2 Determinacion de la instalacion de la insuficiencia cardiaca después de
inducir infarto mediante la ligadura de la arteria coronaria descendente anterior
izquierda en la rata

Las variables cardiacas y los parametros hemodinamicos de cada uno de los grupos
diferentes se muestran en las tablas 1, 2, 3,4 y 5.

El estudio hemodinamico se realizé en 55 ratas, las cuales se dividieron en 5 grupos:
ratas con un dia, 1, 3, 4 y 6 semanas después de la oclusién de la arteria coronaria
izquierda (n=5) y los grupos control de cada uno de los diferentes tiempos (operacion
falsa, n=6). La ligadura de la arteria coronaria izquierda produjo un 35% de mortalidad
en 48 horas.

Los pesos corporales de las ratas control y las infartadas no presentaron cambio
significativo. A pesar del adelgazamiento de la pared libre del ventriculo izquierdo (VI),
su peso se incrementa a partir de la tercera semana post-infarto miocardico, asi como
del ventriculo derecho (VD) y las auriculas izquierda (Al) y derecha (AD), lo que nos
indica que a partir de este momento se desarrolla la hiopertrofia cardiaca. La presién
diastdlica final del ventriculo izquierdo se incrementé significativamente en los grupos
de 3, 4 y 6 semanas de oclusién coronaria (control 9 + 2 vs infartada 26 + 5; control 5 +

1 vs infartada 22 + 2 y control 3.3 + 0.3 vs infartada 19 + 3, respectivamente) y

permenecio aumentada de 4 a 5 veces mas que los valores control. De hecho este

parametro hemodinamico se asocia con el evento hipertréfico. La presién sistélica del



37

ventriculo izquierdo disminuyé 19% y 23% en los grupos de 4 y 6 semanas de oclusiéon
coronaria, respectivamente. Tanto el (+) dP/dt de la presion sistélica como el (-) dP/dt
de la presién diastélica del ventriculo izquierdo, disminuyeron significativamente en las
ratas de 4 y 6 semanas. Sin embargo, en el grupo de 3 semanas sélo disminuyé el (-)
dP/dt. Cabe mencionar que en el grupo de un dia post-infarto miocardico no se pudo
medir la presion sistélica ni la diastdlica del ventriculo izquierdo, asi como su
respectiva dP/dt, ya que al llevar a cabo el cateterismo cardiaco, se presentaron
arritmias cardiacas.

La presion arterial media se mantuvo sin cambio en los grupos de 1 dia, 3 y 4,
semanas después de la ligadura, mientras que en los grupos de 4 y 6 semanas
postoclusion coronaria, mostraron una reduccion significativa. La frecuencia cardiaca
se incrementé en 14% y 29% en los grupos de un dia y 3 semanas postinfarto,
respectivamente. Mientras que en los grupos restantes no existieron cambios
significativos.

Las mediciones hemodinamicas efectuadas in vivo revelaron una marcada disfuncion
del ventriculo izquierdo en las ratas con infarto miocardico, lo que indica que alas 4y a
las 6 semanas existe insuficiencia cardiaca. Con base en estos resultados y en
estudios previos, las ratas se trataron durante 4 semanas postoclusion con los
farmacos elegidos.

La Figura 6 muestra los registros hemodinamicos tipicos de una rata control (panel
superior) y de una rata con 4 semanas postoclusién coronaria (panel inferior).
Obsérvese que la frecuencia cardiaca no cambia, la presién arterial sistdlica y la

diastélica tienden a disminuir, la presion sistolica del ventriculo izquierdo con su
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respectivo (+) dP/dt disminuyen, mientras que la presion diastélica final del ventriculo

izquierdo aumenta y su (-) dP/dt disminuye.

Figura 6. Registros de la actividad hemodinamica de las ratas control (Sham) y ratas con insuficiencia

cardiaca (ver texto).

— ——

00 lavmin

dP/dt (mm Hg/seg)

Rata Control (Sham)

SAARAAAAIIAND

Presion Arterial Media (mm Hg)

WAoo wailg ™
0 mmHg _ \
800 sl min —  FRECUBNCIA CARDIACA (lavmin) 3 _-'. : i
; I ' E h
aoe : i it ' !
L ] " [
[ 7 W vt LY. t ]
. Vo § "
Rata Infartada dP/dt mm Hg/seg

1 \
i : f :
. PRECUEHCLIA CARDIACA (latmin) ; . 3 _ - - J . s D
Tk | A EE : A
Cl ! ! ! % L 1 } I 1 ; Y.
2 LN T B AT I Ll |
| 499 latmin et ..IL 2 i s i ! : L
T s 3




39

Tabla 1. Pardmetros hemodinamicos y variables cardiacas de ratas con operacion falsa y un dia de oclusién
coronaria.
CONTROL OCLUSION CORONARIA
PESO CORPORAL (g) 278 +9 265 + 2
FRECUENCIA CARDIACA (lat/min) 352 + 10 402 + 9*
PRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) 113 +1 103+3
PHESEQN SISTOLICA DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 119+3 no se midié
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 25+1 no se midié
(+) dP/dt (mmHg/seg) 4452 + 20 no se midio
(-) dP/dt (mmHg/seq) 4394 + 42 no se midié
Al/PC mg/g 0.11 + 0.008 0.12 +0.008
AD/PC mg/g 0.22 + 0.009 0.20 +0.098
VI/PC mg/g 2.62+0.13 27 +041
VD/PC mg/g 0.7 +0.02 0.78 +0.03
PC: peso corporal n=5 n=5
Al: auricula izquierda AD: auricula derecha
VI: ventriculo izquierdo VD: ventriculo derecho *p<0.05 prueba t de Student datos no pareados
Tabla 2. Parametros hemodinamicos y variables cardiacas de ratas con operacion falsa y con una semana
de oclusién coronaria.
CONTROL OCLUSION CORONARIA
PESO CORPORAL (g) 277+ 2 280+ 8
FRECUENCIA CARDIACA (lat/min) 447 + 18 420 + 10
PRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) 107+ 6 91 4+ 1*
PRESION SISTOLICA DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 112+ 3 95+ 10
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 9 +1 12+1
(+) dP/dt (mmHg/seg) 3762 + 162 3450 + 404
(-) dP/dt (mmHg/seg) 3481 + 153 3059 + 355
Al/PC mg/g 0.10 + 0.01 0.15 +0.06
AD/PC mg/g 0.22 + 0.02 0.24 +0.04
VI/PC mg/g 25 +0.06 2.35 +0.09
VD/PC mg/g 0.95 + 0.05 0.87 +0.02
PC: peso corporal n=6 n=5
Al: auricula izquierda AD: auricula derecha
VI: ventriculo izquierdo VD: ventriculo derecho *p < 0.05 prueba t deStudent datos no pareados



Tabla 3. Parametros hemodindmicos y variables cardiacas de ratas con operacion falsa y con tres semanas de

oclusion coronaria.
CONTROL OCLUSION CORONARIA

PESO CORPORAL (g) 359 +8 336 +21
FRECUENCIA CARDIACA ( lat/min) 385 + 18 498 + 11
PRESION ARTERIAL MEDIA ( mmHg) 108 +5 113 + 13
PRESIQN SISTOLICA DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 112 + 4 119 +9
PHESIQN DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 9 +2 26 +5*
(+) dP/dt (mmHg /seg) 3776 + 61 3650 + 67
(-) dP/dt (mmHg/seg) 3519 +70 2822 + 198"
Al/PC mg/g 0.09 +0.01 0.19 + 0.04*
AD/PC mglg 0.17 +0.01 0.20 +0.01*
VI/PC mg/g 2.04 +0.09 2.45 +0.12°
VD/PC mg/g 0.82 + 0.01 0.97 +0.01*

PC: peso corporal n=§6 n=5

Al: auricula lzquierda AD: auricula derecha

VD: ventriculo derecho *p<0.05 prueba tde Student datos no pareados

Vi: ventriculo kzqulerdo

Tabla 4. Parametros hemodindmicos y variables cardiacas de ratas con operacion falsa y con cuatro semanas

de oclusion coronaria.

CONTROL OCLUSION CORONARIA

PESO CORPORAL (g) 349 + 8 349 +4
FRECUENCIA CARDIACA ( lat/min) 385 +9 387 +13
PRESION ARTERIAL MEDIA ( mmHg) 112 +7 94 +6
PRESION SISTOLICA DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 1256 + 6 102 +5*
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 5 +1 22 4 2°
(+) dP/dt (mmHg /seg) 3853 + 75 2625 + 216"
(-) dP/dt (mmHg /seg) 3500 + 78 2740 + 140°
AI/PC mg/g 0.083 + 0.005 0.29 +0.02*
AD/PC mg/g 0.12 + 0.01 0.28 1+ 0.06*
VI/PC mg/g 22 1004 2.61 4+0.18
VD/PC mglg 0.84 + 0.05 1.3 +0.18"
n=6 n=5

PC: peso corporal
Al: auricula izquierda
VI: ventriculo izqulerdo

AD: auricula derecha
VD: ventriculo derecho

*p <0.05 prueba tde Student

datos no pareados
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Tabla 5. Pardmetros hemodindmicos y variables cardiacas de ratas con operacion falsa y con seis semanas

de oclusién coronaria .
CONTROL OCLUSION CORONARIA

PESO CORPORAL (g) 346 + 9 378 + 16
FRECUENCIA CARDIACA ( lat/min) 425 + 4 328 + 16°
PRESION ARTERIAL MEDIA ( mmHg) 129 + 4 107 +5*
PRESION SISTOLICA DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 155 + 3 118 + 7°
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 33+03 19+ 3
(+) dP/dt (mnmHg/seg) 4400 + 200 3650 + 50°
(-) dP/dt (mmHg/seg) 4333 + 177 2437 +108°
AI/PC mg/g 0.012 + 0.01 0.31 +0.04*
AD/PC mg/g 0.19 +0.01 0.38 +0.06"
VI/PC mg/g 2.28 +0.07 2.36 +0.01°
VD/PC mg/g 0.98 +0.02 1.5 +0.01"

PC: peso corporal n=6 n=5

Al: auricula izquierda AD: auricula derecha

VI: ventriculo lzquierdo VD: ventriculo derecho *p<0.05 prueba tde Student datos no pareados

5.3 Determinacion temporal del nimero de receptores adrenérgicos o4 en

ratas control y con 1 dia, 1, 3 y 4 semanas post-infarto miocardico

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en la cantidad de receptores

adrenérgicos oy (Bmax) €n membranas de ventriculo derecho de ratas control y las

que fueron sometidas a diferentes tiempos postinfarto. Las ratas control de 1 dia

mostraron menor cantidad de receptores adrenérgicos o4 en el ventriculo derecho

que en las ratas control de 4 semanas (10 semanas vs 14 semanas de edad,

respectivamente). Asimismo, las ratas de 4 semanas con oclusiéon coronaria

mostraron un aumento en la cantidad de receptores adrenérgicos o (3 veces) con
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respecto a las ratas de 1 dia post-infarto miocardico. Esto ultimo lo interpretamos como
un mecanismo compensatorio por la disfunciéon ventricular izquierda. Por otro lado, la
constante de afinidad (Kg) no tuvo cambios significativos en los grupos control y en los

grupos con infarto miocardico.

Tabla 6. Determinacion temporal de la cantidad de receptores adrenérgicos o4 en ventriculo
derecho de ratas control y con oclusién coronaria.

CONTROL OCLUSION CORONARIA
Brax K Bt b
(fmol/mg proteina) (10" M) (fmol/mg proteina) (10" M)
1 dia 33+0.7 0.84 + 0.03 34+19 1.3+0.1
1 semanas 39+0.3 1.6 +0.21 65+6.1" 42+04
3 semanas 44 +1.6 1.0+ 0.03 58+75 1.0+05
&4 semanas 65 + 5** 2.3+0.62 102 + 10*** 2.2+0.1

Valores promedio + E.E.; n =5 & Insuficiencia Cardiaca; *p<0.05 control vs oclusién coronaria (OC);
** p<0.05 control 1 dia vs control 4 semanas; ***p<0.05 1 dia de OC vs 4 semanas de OC
prueba t de Student, datos no pareados

5.4 Efecto de la inhibicion de la ECA sobre la expresion adrenérgica a4. En la tabla
7 se muestran los resultados de cantidad de receptores adrenérgicos o4 que se
determinaron en el ventriculo derecho de ratas controles (sham), con insuficiencia
cardiaca y tratadas cronicamente con captopril donde se observa que la inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina |l provocé una disminucién pardial de la expresion

adrenérgica o4, sin cambio significativo en la constante de afinidad.
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Tabla 7. Cantidad de receptores adrenérgicos o4 en ratas controles, con insuficiencia cardiaca
(IC) ycon captopril (2.5mg/Kg/dia).

Control Insuficiencia Captopril
Cardiaca
Brmax 65+5 102 + 10* 82+8
fmol/mg proteina
K (10" M) 23+0.6 22+0.1 23+05
Valores promedio + EE n=5 *p < 0.05 control vs IC prueba t de Student datos no pareados

5.5 Determinacion del efecto del captopril, del losartan, del BMY7378 y del
propranolol administrados durante 4 semanas en ratas con oclusion coronaria

En las tablas 8, 9 10 y 11 se muestran los parametros hemodinamicos y el peso de las
cavidades del corazén de los animales control, los que se sometieron a oclusion
coronaria y los que recibieron tratamiento farmacolégico. Los compuestos fueron
administrados mediante bombas osméticas, con una liberacién de: a) captopril de 2.5
mg/Kg/dia; b) losartan (3 mg/Kg/dia), ¢) BMY7378 1mg/Kg/dia y d) propranolol
(1mg/Kg/dia, en el agua de beber) durante 28 dias. Como puede observarse, el captopril
previno los cambios hemodinamicos y la hipertrofia cardiaca generados por la oclusion
coronaria; mientras que el losartan y el propranolol disminuyeron significativamente la
presion sistélica del ventriculo izquierdo y su respectiva (+) dP/dt. También evitaron la
elevacion de la presion diastdlica final de llenado del ventriculo izquierdo y la hipertrofia

cardiaca, parametros importantes que nos hablan de insuficiencia cardiaca.



Por otro lado, el antagonista adrenérgico oyp BMY7378 (Tabla 10), no previno la
instalacion de la insuficiencia cardiaca ya que las variables cardiacas y la hemodinamia
de las ratas sometidas a infarto miocardico fueron muy similares al grupo de ratas con

oclusiéon coronaria.

Tabla 8. Efectos del tratamiento crénico con captopril 2.5 mg/Kg) sobre los parametros hemodinamicos y
variables cardiacas de ratas con oclusién coronaria.
CONTROL OCLUSION CAPTOPRIL

PESO CORPORAL (g) 396+ 2 382+ 23 375+ 12
FRECUENCIA CARDIACA {at/min) 385+ 9 387+ 13 370+ 20
PRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) 112+7 94 + 6* 115+ 6**
PRESION SISTOLICA DEL
VENTRICULO I1ZQUIERDO (mmHg) 125 + 11 102+ 5* 11843
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 5+1 22+ 2* 6 +2**
(+) dP/dt (mmHg/seg) 3853+ 75 2625 + 16* 3858 + 69"
(-) dP/dt (mnmHg/seg) 3500 + 78 2740 + 30* 3268 + 102**
AI/PC mg/g 0.083 + 0.02 0.29 +0.02* 0.16 + 0.01**
AD/PC mg/g 0.12 + 0.01 0.28 + 0.06" 0.16 + 0.01**
VI/PC mg/g 2.2 +0.04 2.61 +0.01* 212+ 0.07**
VD/PC mg/g 0.84 + 0.05 1.3 +0.18* 0.72 + 0.05**

PC: peso corporal n=5 n=5 n=>5

Al: auricula izquierda AD: auricula derecha valores promedio + EE

VD: ventriculo derecho *p < 0.05 control vs OC  **p < 0.05 OC vs CAPTOPRIL

prueba t de Student datos no pareados

VI: ventriculo izquierdo
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Tabla 9. Efectos del tratamiento crénico con losartdn (3.0 mg/Kg) sobre los parametros hemodinamicos y
variables cardiacas de ratas con oclusién coronaria.
CONTROL OCLUSION LOSARTAN
PESO CORPORAL (g) 396 + 2 382 + 23 390+5
FRECUENCIA CARDIACA (lat/min) 385+9 387 + 13 372+ 20
PRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) 112+7 94 + 6* 88 + 6**
PRESION SISTOLICA DEL [
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 125 + 11 102 + 5* 83+3
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 5+1 22+ 2* 94 2%
(+) dP/dt (mmHg/seg) 3853 + 75 2625 + 16* 2765 + 140
(-) dP/dt (mmHg/seg) 3500 + 78 2740 + 30* 2625 + 153
Al/PC mg/g 0.083 + 0.02 0.29 + 0.02* 0.11 + 0.01**
AD/PC mg/g 0.12 + 0.01 0.28 +0.06* 0.15 + 0.003"*
VI/PC mg/g 2.2 +0.04 2.61 +0.01* 1.99 + 0.07**
VD/PC mg/g 0.84 + 0.05 1.3 +0.18* 0.94 + 0.03**
PC: peso corporal n=5 n=5 n=5
Al: auricula izquierda  AD: auricula derecha valores promedio + EE
VI: ventriculo izquierdo VD: ventriculo derecho *p < 0.05 control vs OC ~ **p < 0.05 OC vs LOSARTAN
Tabla 10. Efectos del tratamiento crénico con BMY 7378 (1.0 mg/Kg/dia) sobre los pardmetros hemodinamicos
y variables cardiacas de ratas con oclusién coronaria.
CONTROL OCLUSION BMY7378
PESO CORPORAL (g) 396 + 2 382 + 23 425 + 10
FRECUENCIA CARDIACA ( lat/min) 385+ 9 387 + 13 302 +31*
PRESION ARTERIAL MEDIA ( mmHg) 112 +7 94 + 6* 93 +1
PRESION SISTOLICA DEL
VENTRICULO 1ZQUIERDO ( mmHg) 125 + 11 102 + 5* 95 +5
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO ( mmHg) 5+1 22 + 2° 18 + 2
(+) dP/dt (mmHg/seg) 3853 + 75 2625 + 16" 2850 + 50
(-) dP/dt (mmHg/seg) 3500 + 78 2740 + 30* 2715 + 90
Al/PC mg/g 0.083 + 0.02 0.29 + 0.02* 0.30 +0.02
AD/PC mg/g 0.12 + 0.01 0.28 +0.06° 0.24 +0.03
VI/PC mglg 2.2 +0.04 2.61 +0.01* 3.05 +0.08**
VD/PC mg/g 0.84 + 0.05 1.3 +0.18* 2.15 +0.25*"
PC: peso corporal n=5 n=5 n=3

valores promedio + EE
*p <0.05 control vs OC  **p < 0.05 OC vs BMY7378
prueba t de Student datos no pareados

AD: auricula derecha
VD: ventriculo derecho

Al: auricula izquierda
VI: ventriculo izquierdo



Tabla 11. Efectos del tratamiento cronico con propranolol 1 mg/Kg sobre los parametros hemodinamicos y
variables cardiacas de ratas con oclusion coronaria.

CONTROL oc PROPRANOLOL
PESO CORPORAL (g) 380+ 6 363 +2 35147
FRECUENCIA CARDIACA (lat/min) 370 + 13 370 + 10 380 + 14
PRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) 120 + 1 98 + 5°* 113 4+ 6*
PRESION SISTOLICA DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 139 + 11 112+ 6" 115+ 2
PRESION DIASTOLICA FINAL DEL
VENTRICULO IZQUIERDO (mmHg) 3+02 244 2* 8+ 1™
(+) dP/dt (mmHg/seg) 3828 + 68 2365 + 30* 2756 + 39**
(-) dP/dt (nmHg/seg) 3268 + 70 2258 4+ 108" 2520 + 55*
AI/PC mg/g 0.074 + 0.02 0.25 +0.01* 0.10 + 0.02**
AD/PC mg/g 0.12 + 0.01 0.38 +0.06* 0.18 + 0.05**
VI/PC mg/g 2.04 +0.01 2,61 +0.01° 2.03 + 0.05**
VD/PC mg/g 0.84 + 0.05 1.4 40.03* 0.93 + 0.04*
PC: peso corporal n=5 n=5 n=5

AD: auricula derecha
VD: ventriculo derecho

Al: auricula izquierda
VI: ventriculo izquierdo

5.6 Efecto del captopril, del losartan, del BMY7378 y del propranolol

tamano del infarto en ratas con 4 semanas de oclusion coronaria.

valores promedio + EE

*p < 0.05 control vs OC

**p < 0.05 OC vs propranolol

prueba t de Student datos no pareados
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sobre el

La tabla 12 se muestra el porcentaje del area infartada de la pared libre del ventriculo

izquierdo, evaluada 4 semanas postoclusion coronaria sin y con los tratamientos del

inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), el antagonista de los

receptores ATy y el bloqueo del receptor adrenérgico B. El Captopril, el losartan y el

propranolol evitaron que el tamano del infarto fuera > 40%; mientras que el BMY7378

(antagonista adrenérgico a4p), no lo redujo.
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Tabla 12. Porcentaje de area infartada en ratas controles, con insuficiencia cardiaca, BMY 7378,
propranolol, captopril y losartan.
CONTROL OCLUSION FARMACO
BMY 7378
0 42.7 + 2.12* 415+ 29
PROPRANOLOL
0 39.4 + 2.68" 22.0 + 0.7*"
CAPTOPRIL
0 42.7 + 2.12* 27.4 £ 1.2*
LOSARTAN
0 427 +2.12° 27.6 £ 0.92**

Valores promedio + EE ~ “p< 0.05 control vs Oclusién Coronaria **p<0-05 Oclusion vs Farmaco prueba t de Student datos no pareados

5.7 Determinacion de la respuesta adrenérgica o en tiras de ventriculo derecho.
Las acciones inotrépicas positivas de fenilefrina (10 uM) en tira de ventriculo derecho
provocaron una respuesta trifasica: un efecto inotrépico positivo transitorio, seguido de
un efecto inotrépico negativo transitorio y una respuesta inotropica positiva sostenida.
Esta ultima, se consider6 como la respuesta contractil a fenilefrina en ausencia y en
presencia de los diferentes antagonistas (Figura 7).

Efectos del 5-metilurapidil (5MU), la cloroetilclonidina (CEC) y el BMY 7378 sobre
la respuesta contrédctil a fenilefrina. Los efectos de los diferentes antagonistas sobre
las respuestas contractiles a la estimulacion adrenérgica a4, fueron comparados antes y

después de haber adicionado las diferentes concentraciones de los antagonistas oa,
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oig Y op. La respuesta inotrépica positiva sostenida a fenilefrina se redujo a las
concentraciones 3 x 10'% 10°y 10® M del 5MU en las tiras de ventriculo derecho de
ratas sham y con insuficiencia cardiaca (Grafica 2). La adicion de CEC (10° M)
disminuyd la contraccion sostenida a fenilefrina (10 uM) en las tiras de ventriculo
derecho de las ratas sham. Mientras que la respuesta contracti a fenilefrina se
incrementé en presencia de CEC (10° M), en las preparaciones de ventriculo derecho
de ratas con insuficiencia cardiaca (Grafica 3). En presencia de BMY7378 (107 M), se
disminuyd la actividad adrenérgica o en las tiras de ventriculo de los corazones de las
ratas sham. Por el contrario, se observé un aumento de la respuesta a fenilefrina en
presencia del antagonista oyp (102 y 107 M), en las tiras de ventriculo derecho de los

corazones de las ratas con insuficiencia cardiaca (Gréfica 4).

Figura 7. Registro tipico de la actividad contractil por
Fenilefrina (10° M) en tira de ventriculo derecho de rata.
Obsérvese la respuesta trifasica de este agonista
adrenérgico o, efecto inotropico positivo transitorio (A),
seguido del efecto inotrépico negativo transitorio (B) y una
respuesta inotrépica positiva sostenida (C).

Fenilefrina 10™ (M)
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Efecto de la Fenilefrina en Tiras de Ventriculo Derecho
de Rata con Insuficlencia Cardiaca
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Gréfica 2 . Efectos del 5MU sobre el incremento méximo en el desarrollo de la tension provocada por 10 uM de
fenilefrina (FEN) en tira de ventriculo derecho. La accién inotrépica de la fenilefrina fue analizada antes (barras
claras) y después de la adicién de 5MU (barras obscuras, 3 x 10°, 10° y 10® M). Los valores son presentados
en mg de tensién desarrollada por las tiras de ventriculo derecho de las ratas sham (sin insuficiencia cardiaca) y
de las ratas con insuficiencia cardiaca (4 h de oclusién coronaria). Obsérvese que la tensién basal de la tira de
ventriculo derecho de la rata control es menor que la de rata con insuficiencia cardiaca. Los resultados son
representados como el promedio + EE de 6 ratas por grupo. Prueba t de Student datos no pareados * p<0.05
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Gréfica 3 . Efectos del CEC sobre el incremento maximo en el desarrollo de la tensién provocada por 10 uM de
tenilefrina (FEN) en tira de ventriculo derecho. La accion inotrépica de la fenilefrina fue analizada antes (barras
claras) y después de la adicién de CEC (barras obscuras, 10° y 10° M). Los valores son presentados en mg de
tension desarrollada por las tiras de ventriculo derecho de las ratas sham (sin insuficiencia cardiaca) y de las ratas
con insuficiencia cardiaca (4 h de oclusién coronaria). Obsérvese que la tensién basal de la tira de ventriculo

derecho de la rata control es menor que la de rata con insuficiencia cardiaca. Los resultados son representados
como el promedio + EE de 6 ratas por grupo. Prueba t de Student datos no pareados * p<0.05
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Gréfica 4. Efectos del BMY7378 sobre el incremento méximo en el desarrollo de la tensién provocada por 10 uM
de fenilefrina (FEN) en tira de ventriculo derecho. La accién inotrépica de la fenilefrina fue analizada antes (barras
claras) y después de la adicion de BMY7378 (barras obscuras, 10° y 107 M). Los valores son presentados en mg
de tensién desarrollada por las tiras de ventriculo derecho de las ratas sham (sin insuficiencia cardiaca) y de las
ratas con insuficiencia cardiaca (4 h de oclusién coronaria). Obsérvese que la tensién basal de la tira de ventriculo

derecho de la rata control es menor que la de rata con insuficiencia cardiaca. Los resultados son representados

como el promedio + EE de 6 ratas por grupo. Prueba t de Student datos no pareados * p<0.05
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5.8 Respuesta a angiotensina Il en tira de ventriculo derecho de ratas sham y con
insuficiencia cardiaca. La respuesta a la angiotensina Il en estas preparaciones dio como
resultado un incremento significativo en la respuesta contractil en las tiras de ventriculo
derecho de ratas con insuficiencia cardiaca (4 h de oclusién coronaria), comparado con la

respuesta a angiotensina Il en ratas sham (grafica 5).

Respuesta Contractil a Angiotensina Il en Tira de
Ventriculo Derecho
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Grafica 5. Efectos de la angitensuna Il en tira de ventriculo derecho de ratas sin oclusién y con
insuficiencia cardiaca (4 h de oclusién coronaria). Las barras claras muestran la actividad contractil basal
de las tiras de ventriculo derecho de los corazones del grupo control y con insuficiencia cardiaca. Las
barras obscuras representan la actividad contractil a la angiotensina Il en ambas preparaciones. Nétese el
aumento en la respuesta inotrépica a la angiotensina Il en las tiras de ventriculo derecho de los corazones
insuficientes.

Valores promedion=6  +EE *p<0.05 Control vs IC Prueba de t de Student, datos no pareados
** p< 0.05 angiotensina control vs angiotensina IC



53

5.9 Respuesta adrenérgica oy en tira de ventriculo derecho de ratas tratadas
cronicamente con captopril y con losartdn. La respuesta contractil sostenida a
fenilefrina (10 uM) de las prepraciones de ventriculo derecho, es semejante en las ratas
tratadas con captopril y con losartan con las preparaciones de las ratas sham. Mientras
que la respuesta inotrépica al agonista adrenérgico o4 se incrementé en las

preparaciones de ratas con insuficiencia cardiaca (Gréfica 6).

Respuesta Contractil a Fenilefrina en Tira de Ventriculo Derecho
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Gréfica 6. Respuesta inotrépica a la fenilefrina en tiras de ventriculo derecho de ratas control, con
insuficiencia cardiaca, con captopril (2.5 mg/Kg/28 dias) y con losartan (3.0 mg/Kg/28 dias) 24 horas
después de la oclusién de la arteria coronaria. La respuesta contractil basal de cada grupo se representa

con las barras claras y la actividad contractil a la fenilefrina se representa con las barras obscuras.

Valores promedio +EE n = 6 *p< 0.05 control vs IC; **p<0.05 IC vs Captopril; ***p<0.05 IC vs Losartan
prueba t de Student datos no pareados
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6.0 DISCUSION DE RESULTADOS

El modelo experimental de infarto miocardico inducido mediante la oclusion de la
arteria coronaria izquierda en la rata, ha sido utilizado para estudiar la morfologia, los
cambios funcionales del ventriculo izquierdo y la sobrevida después de la pérdida de
tejido miocardico. Los cambios histoldgicos y la formacién de la cicatriz después de la
oclusién coronaria, son comparables en humanos y en ratas. De hecho, la disfuncién
del ventriculo izquierdo depende del tamaro del infarto (Pfeffer y col., 1979).

La trayectoria basica de los cambios cardiovasculares, en las ratas que sobrevivieron
al infarto agudo del miocardio, reflejan una adaptaciéon a la necrosis miocardica del
ventriculo izquierdo, a pesar de unaa hipertrofia del miocardio residual y
descompensacion subsecuente. A las 4 semanas después de haber inducido infarto
miocardico, los corazones pesan 20% mas que los normales. Se ha propuesto que el
corazén empieza a ganar peso desde la cuarta semana post-infarto (De Felice, 1989).
Nuestros resultados muestran este incremento a partir de la tercera semana después
de la oclusién coronaria. Por otro lado, el peso del ventriculo derecho refleja una
mayor ganancia que el ventriculo izquierdo, resultado que esta de acuerdo con lo
reportado por DeFelice y col. (1989).

Otros autores han demostrado que con 3 semanas de oclusién coronaria, el tejido
miocardico necrosado es completamente reemplazado por tejido conectivo (Fishbein y
col., 1978). A pesar de la severa cicatriz del ventriculo izquierdo (40%) después de un
mes de la oclusién coronaria, la apariencia y la conducta normal de las ratas asi como

el mantenimiento de la frecuencia cardiaca y la presion arterial media no cambian, lo

que refleja la participacion de uno o varios mecanismos compensatorios. Entre ellos el

incremento de catecolaminas circulantes las que pueden participar en el aumento de la
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funcién contréactil del musculo cardiaco, en la hipertrofia cardiaca, en la disminucién de
la resistencia a la eyeccion ventricular o a la estimulacion del sistema renina
angiotensina-aldosterona, que promueve al aumento del volumen sanguineo. El
incremento en la presion diastolica de llenado final del ventriculo izquierdo, observado
en los grupos de 3, 4 y 6 semanas post-infarto, significa un incremento en el peso total
del corazén y una reduccion en las resistencias vasculares periféricas. Esto indica que
por lo menos 3 de estas respuestas adaptativas, estan actuando para mantener un
gasto cardiaco y una perfusion favorable de los érganos.

Con relacion a la hemodinamia y a la hipertrofia en esta condicién, se han reportado
cambios en estos parametros, como: disminucién de la presién maxima del ventriculo
izquierdo o (+) dP/dt, hipotensién, incremento en la presion diastdlica final del
ventriculo izquierdo y disminuciéon en su respectiva (-) dP/dt, presencia de hipertrofia
cardiaca evidenciada por el incremento en el peso del corazén, tamafo del infarto > a
un 40% y dilataciéon de la cavidad ventricular izquierda (Pfeffer y col., 1979). En
nuestros resultados, estos cambios son observados a partir de la cuarta semana de
oclusioén coronaria y fueron similares a los reportados, por lo que consideramos que el
modelo es exitoso, al usar ratas jovenes, las cuales muestran una trayectoria con
infarto miocardico severo y sanado, lo que se refleja en una descompensacion

cardiaca progresiva, conduciendo a una insuficiencia cardiaca terminal.

6.1 Expresion adrenérgica o4 en musculo cardiaco.

La relacion envejecimiento-enfermedad y los cambios en los receptores

transmembranales con la edad pueden ser (tiles para establecer la patogénesis de
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enfermedades progresivas, en este caso la insuficiencia cardiaca (Dax y col., 1987).
En el modelo de crecimiento natural de ratas Wistar no se habia determinado los
cambios en la cantidad y en la afinidad de los receptores adrenérgicos o del musculo
cardiaco, ni en ratas con infarto miocardico ni con insuficiencia cardiaca. Por otro lado,
se ha sugerido que la edad es un factor determinante en la expresién funcional de los
receptores adrenérgicos o, (Ibarra y col., 1997).

En nuestro caso, encontramos que la densidad de los receptores se incrementa al
doble en el musculo ventricular derecho de las ratas sin oclusiéon coronaria con la
edad; mientras que las ratas insuficientes muestran una cantidad 3 veces mayor.
Estos resultados son diferentes a los obtenidos por Litwin y col., 1991, ya que ellos
determinaron que la cantidad de receptores adrenérgicos o, se mantiene, asi como la
funcionalidad del musculo cardiaco.

Los RNAm de los tres subtipos de receptores adrenérgicos oy se han identificado en
las diferentes cavidades del corazén (auriculas y ventriculos), predominando el subtipo
de receptor a4g > oya > o4p. De hecho, hasta el momento no se han identificado los
RNAm de los subtipos de losreceptores adrenérgicos oy en musculo ventricular
insuficiente, lo cual seria interesante de investigar ya que en otros modelos de dafio,
como la hepatectomia parcial y regeneracion hepatica, favorece la expresion de

receptores adrenérgicos B (Huerta-Bahena y col, 1983).

6.2 Receptores adrenérgicos o;p en la insuficiencia cardiaca. Debido a que el BMY
7378 es un antagonista altamente selectivo, se usa ampliamente para caracterizar y

cuantificar a los receptores adrenérgicos o4p (Goetz y col., 1995; Villalobos-Molina,
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Ibarra, 1999). Esta propiedad nos permitid investigar si estos receptores estan
involucrados en los cambios hemodinamicos y sobre todo, en la hipertrofia cardiaca,
como se ha descrito en los vasos sanguineos (Chen y col., 1995; Xin y col., 1997). Sin
embargo, el BMY 7378 no tuvo efectos benéficos en las ratas infartadas, por lo que
concluimos que los receptores adrenérgicos a1p no participan en los mecanismos que
generan la insuficiencia cardiaca. Esto ha sido apoyado con otros datos donde no se
les atribuye funcién a estos receptores (Deng., y col. 1996). Aunque no se descarta su
participacion en la contraccion del musculo cardiaco ya que se ha descrito su
presencia en el musculo cardiaco (Deng y col., 1998; Zhang y col.,1999) y los
receptores adrenérgicos oyp aparecen, funcionalmente, con la edad (lbarra y col.,
1997; Villalobos-Molina y col., 1999), por lo que se planea utilizar ratas adultas (6-8

meses) y estudiar la funcion cardiaca.

6.3 Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina Il. Como es conocido, el
corazén responde a la sobrecarga posterior al infarto miocardico con una reaccién
hipertréfica adaptativa que restaurara la masa cardiaca y normalizara el aumento en la
tension del musculo. En nuestras condiciones, los animales infartados que
desarrollaron insuficiencia cardiaca presentaron aumento en el peso del corazén; asi,
el peso del ventriculo derecho y de las auriculas se incremento, como se ha reportado
en otros estudios (Peffer y col., 1985c; Sladek, 1996). En marcado contraste, los
animales con oclusién coronaria que recibieron terapia inmediata y por largo plazo con

captopril a la dosis de 2.5 mg/Kg/dia/28 dias, no desarrollaron insuficiencia cardiaca,

demostrado por la ausencia de cambios significativos en la hemodinamia y el corazon
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no desarrollé hipertrofia. Ademas, el tamano del infarto disminuyé en estos animales,
lo que significa que la zona infartada, comprometida por la isquemia, se beneficia por
el captopril (probablemente favoreciendo una mejor circulacién en las arterias de
resistencia) y la cantidad de células que mueren, es menor. Cabe destacar que una
dosis menor de captopril (1.25 mg/Kg/dia /28 dias, en el agua de beber) no presentd
estos efectos benéficos. El uso del captopril en el entendimiento de la insuficiencia
cardiaca ha sido amplio; sin embargo, la mayoria de los estudios reportan el efecto
benéfico de la inhibicién de la ECA cuando ya se ha establecido la insuficiencia (Litwin
y col. , 1991; Martinez y col.,, 1999) y nuestra propuesta es aplicar la terapia unas
horas postinfarto, para asi evitar el desarrollo de la insuficiencia, ya que el tamafo del

infarto sera menor.

6.4 Antagonismo de los receptores a la angiotensina Il (AT;). Los resultados
obtenidos con el losartan, en animales con oclusién coronaria, son similares a los
descritos por la inhibiccion de la ECA. Asi, no hay hipertrofia del corazén y la extension
del infarto miocardico disminuye, al igual que con el captopril. Sin embargo, con la
dosis de losartan utilizada (3mg/Kg/dia/28 dias) la presiéon sistélica del ventriculo
izquierdo fue menor, incluso que los animales sin tratamiento, por lo que se obtuvieron
valores de presion arterial media y (+) dP/dt, similares a los animales sin tratamiento.
Es probable que una dosis menor de losartan tenga mejores efectos hemodinamicos y
mantenga al corazén sin hipertrofia. En la literatura existen gran cantidad de datos
sobre el antagonismo AT, y su efecto benéfico en animales con insuficiencia cardiaca
(Sladek, 1996; Hu, 1998; Richer, 1999; Bastien, 1999). Sin embargo, la controversia

sobre su uso en la clinica existe, ya que es muy dificil comparar experimentos pues las
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dosis empleadas, la duracién del tratamiento, la etapa inicial de la terapia y el
antagonista empleado difieren. No obstante, el bloqueo AT; puede repercutir en que
otros sistemas (como el adrenérgico), participen en el mantenimiento de la funcion
contractil del corazon.

Ademas el bloqueo de los receptores AT, produce un aumento de las concentraciones
circulantes de la angiotensina |l y sus metabolitos, lo que causa estimulacion de los
receptores AT, que no son bloqueados y que cantrarrestan los efectos de los
receptores AT,, lo que previene el crecimiento y promueve la remodelacion cardica

(Bunkenburg y col., 1992 Trevethan, 2001).

6.5 Bloqueo de los receptores adrenérgicos f.

Los datos obtenidos con el propranolol, en animales con oclusion coronaria, son
similares a los descritos por la inhibiccion de la ECA y el antagonismo del receptor AT;.
Asi, no hay hipertrofia del corazén y la extensién del infarto miocardico disminuye, al
igual que con el captopril y el losartan. Sin embargo, con la dosis de propranolol
utilizada (1mg/Kg/dia/28 dias) la presién sistdlica del ventriculo izquierdo fue menor,
incluso que los animales sin tratamiento, por lo que se obtuvieron valores de presion
arterial media y (+) dP/dt, similares a los animales sin tratamiento. Es probable que
una dosis menor de propranolol al igual que con el losartan tenga mejores efectos
hemodinamicos. El bloqueo adrenérgico B puede revertir cambios inducidos por
estimulacién adrenérgica B, lo que permite recuperar la funcién mecanica (brophy, col.,

2001; Sjaastad y col., 2003). Se ha determinado que los bloqueadores adrenérgicos 3
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son capaces de promover la regresion del fenotipo hipertréfico lo que resulta como un
efecto benéfico en la IC (Grimm y col., 2002)

En estudios actuales se ha valorado el efecto de la combinacion de un inhibidor de la
ECA, con un antagonista de los receptores ATy y con bloqueador adrenérgico f en la
IC, de lo que se ha obtenido una disminucién en la morbilidad y mortalidad en los
pacientes con IC (Van der Sloot. 2003). La importancia de estas intervenciones han
sido dirigidas favorablemente sobre los procesos de remodelacion del ventriculo
izquierdo, lo significa una nueva estrategia terapéutica para limitar el tamano del infarto
y retardar asi la progresion de la remodelacion del ventriculo izquierdo (Gaballa y col.,

2002).

6.6 Respuesta contractil a la fenilefrina en tiras de ventriculo derecho en
presencia y en ausencia de los antagonistas o4a, 04 Y O1p
Uno de los propésitos de este estudio fue determinar la participacion de los subtipos de

receptores adrenérgicos o4a , 04g y G4p €N el musculo cardiaco de ratas sin y con

insuficiencia cardiaca. Los subtipos de receptores adrenérgicos aya, gy 0tip median
la contraccion del musculo cardiaco, lo que se ha caracterizado por el uso de
antagonistas especificos para cada subtipo de receptor, cuando son usados en
experimentos funcionales y de unién (Zhang y col., 1999) y moleculares (Faure y col.,
1995). Por otro lado, se sabe que las respuestas cardiacas a las catecolaminas via los
receptores adrenérgicos o4, existen tanto en corazén normal como en multiples
estados fisiopatolégicos. Deng y col., (1996), determinaron las diferencias ontogénicas

en la funcién de los subtipos de receptores adrenérgicos o4. De hecho, la contraccion
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del ventriculo derecho esta dada por la participacion adrenérgica aya en ratas recién
nacidas, mientras que en rata adulta es a4a y a4g. Resultados previos muestran que
los receptores o4 y 0i4p activan la respuesta inotrépica positiva en la auricula izquierda
(Zhang y col., 1994); mientras que nuestros resultados demuestran que los subtipos de
receptores adrenérgicos oua, o Y oyp participan en la contracciéon del ventriculo
derecho de rata adulta y el subtipo de receptor adrenérgico o4a participa en la
contraccién del musculo cardiaco de rata con insuficiencia cardiaca. Con esto
podemos decir, en general, que los 3 subtipos de receptores adrenérgicos o4
participan, diferencialmente, en la actividad contractil del corazén. Por otro lado, se
sabe que después de una exposicion continua a agonistas adrenérgicos a4 como en la
insuficiencia cardiaca, las células miocardicas muestran una respuesta hipertréfica,
incluyendo un incremento en el volumen y acumulacion de proteinas contractiles
(Simpson, 1983). Se ha sugerido que los receptores adrenérgicos aya activan las vias
de senalizacién que controlan la transcripcion y median el incremento del tamano de la
célula en miocitos ventriculares de rata (Knowlton y col., 1993). Es interesante saber
que existe comunicacién cruzada entre los subtipos de receptores adrenérgicos oa y
oy (Deng y col., 1998). De hecho, la activaciéon del receptor a4g inhibe las acciones
mediadas a través del receptor adrenérgico o4a, posiblemente a través de un
acoplamiento a los canales de Ca®* sensibles a nifedipina. Ademés, la exposicion a los
agonistas adrenérgicos induce un incremento en el RNAm de los receptores
adrenérgicos oya y disminuye la expresion de los otros subtipos de receptores
adrenérgicos o, (Rokosh y col., 1994). En nuestros resultados observamos que la

contraccion miocardica a fenilefrina es mayor en el musculo cardiaco hipertrofiado de
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la rata con insuficiencia cardiaca y que la respuesta contractil adrenérgica oya es
predominante. Aunque en ratén transgénico la hipertrofia cardiaca es inducida por el

subtipo de receptor adrenérgico oyg (Milano y col., 1994 ).

6.7 Respuesta a angiotensina Il en tira de ventriculo derecho de ratas sham y con
insuficiencia cardiaca.

Nuestros resultados demuestran que la exposicion del miocardio a angiotensina |l
genero un efecto inotrépico positivo como la medicion in vitro de la funcion contractil en
tira de ventriculo derecho de ratas con IC post- infarto miocardico. Se ha determinado
que la angiotensina |l administrada in vitro produce un efecto inotrépico negativo sobre
la actividad contractil en los corazones de ratas control, infartadas y con insuficiencia
cardiaca, siendo muy marcado el efecto de la angiotensina Il en éstas dltimas
(Capasso y col.,, 1993). Se sugiere que la angiotensina Il favorece la respuesta
contractil del musculo cardiaco por la movilizacién de Ca®* extracelular mediante los

canales tipo “L” de calcio.

6.8 Respuesta adrenérgica o4 en tira de ventriculo derecho de ratas tratadas
crénicamente con captopril y con losartan

Se ha concluido de experimentos in vivo que la angiotensina Il incrementa la liberacion
de noradrenalina en el corazén (Krasney y col., 1966). El sistema renina-angiotensina
modula el tono simpatico, no sdélo por accién a nivel del sistema nervioso central o por
el incremento de la liberacion de catecolaminas de la médula adrenal sino también por

el efecto local de las terminaciones nerviosas simpaticas en los tejidos (Peach M.,
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1972). En nuestros resultados, la respuesta contractil a fenilefrina se disminuyé tanto
por el captopril (inhibidor de la ECA) como por el losartdn (antagonista de los
receptores AT,) en las ratas con insuficiencia cardiaca. Evidentemente se determiné la
regulacion de la respuesta adrenérgica a4 por la angiotensina Il en el tejido cardiaco de
ratas con insuficiencia cardiaca. Por otro lado, Hong-Tai y col., 1997, demuestran que
existe comunicacién cruzada entre los receptores a angiotensina Il (AT;) y el subtipo

de receptor adrenérgico o4a en miocitos cardiacos debido a que la angiotensina Il

disminuye el RNAm del subtipo de receptor a4a.

El nuevo concepto de la insuficiencia cardiaca como el modelo neurohumoral, ha
llevado al uso de inhibidores de la ECA, antgonistas del receptor ATy y bloqueadopres
adrenérgicos B en el tratamiento de la IC. De acuerdo a la hipétesis neurohumoral, la
falla cardiaca se desarrolla y progresa como una consecuencia de la activacion de
neurohormonas enddégenas que a su vez representan una respuesta inicial como
puede ser dafio agudo al corazén. El sindrome de la IC ha sido redefinido como el
desarrollo y progresién de remodelacién miocardica del ventriculo izquierdo. Lo que

sugiere que se debe continuar con los estudios sobre la participacion de los sistemas

adrenérgicos B, o, y de angiotensina ll en la IC.



7.0 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

El infarto miocardico maximo por ligadura de la arteria coronaria experimental, se

presenta 24 horas post-oclusion.

La instalacion de la insuficiencia cardiaca inducida por infarto miocardico se
desarrolla gradualmente y en nuestras condiciones, se obtiene a las 4 horas de

oclusion coronaria.

La cantidad de receptores adrenérgicos o4 en el ventriculo derecho se incrementa
con la edad, el infarto miocardico y la insuficiencia cardiaca, sin cambio

significativo en la constante de afinidad.

La prevencion de la insuficiencia cardiaca por el captopril y por el losartan sugiere
que al inhibirse la sintesis de angiotensina Il y su interaccién con el receptor AT;,
disminuye los efectos deleteréos de esta hormona con la progresion de la
enfermedad.

La disminucién del area infartada por los farmacos propranolol, captopril y losartan
se ve reflejada en una mejor actividad hemodinamica y remodelacioén cardiaca.

Los receptores adrenérgicos aiyp no estan involucrados en la patogénesis de la

insuficiencia cardiaca.

La hipertrofia cardiaca promueve que la respuesta contractil adrenérgica o4 del

musculo cardiaco insuficiente sea mayor que en el normal.
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8) Se sugiere que los receptores adrenérgicos o4a Y o4 estan involucrados en la
respuesta inotropica positiva a fenilefrina en ventriculo derecho de rata con

insuficiencia cardiaca.

9) La prevencion de la insuficiencia cardiaca y la disminucién de la actividad
adrenérgica o4 por el captopril y por el losartan, disminuyen la cantidad de
hipertrofia cardiaca y la posible induccion de la expresion de los receptores

adrenérgicos o .

10) La respuesta de la angiotensina Il se incrementa en el musculo cardiaco
insuficiente y sugiere que es un factor importante en el deterioro de la funcion

cardiaca.
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