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RESUMEN

Ya se ha demostrado que el flujo coronario, por medio de sus fuerzas

hemodinamicas, estrés por friccion y deformacion por presion, es capaz de
estimular la fuerza de contraccion ventricular y la conduccion auriculo
ventricular, sin embargo el mecanismo por el cual el flujo ejerce éstos efectos
se desconoce. En éste trabajo exploramos la participacion de los canales
activados por estiramiento y del 6xido nitrico como responsable de éstas
acciones. Se utilizaron corazones de cobayo aislados y perfundidos con
solucidon Krebs. Se midié la contraccién como desarrollo de presion por el
ventriculo izquierdo y la conduccién auriculo ventricular con un osciloscopio.
La participacion de los canales activados por estiramiento se explord
inhibiendolos con cloruro de gadolinio, la sintesis de éxido nitrico se inhibié
especificamente. Al inhibir los canales activados por estiramientc, no se
observd efecto del flujo sobre la contraccion ventricular y tampoco se observa
la conduccién auriculo ventricular. Con verapamil no se obtienen efectos
similares, por lo que los canales de calcio no intervienen en la inhibicién de los
efectos. E! inhibidor de la sintesis de dxido nitrico no tiene ningln efecto sobre
la estimulacién de! flujo sobre los parametros estudiados. Nuestra conclusion
es que el efecto estimulador del flujo coronario en ésos parametros, es que
estan mediados por los canales activados por estiramiento.




INTRODUCCION

Desde la segunda mitad del siglo XX, algunas enfermedades y
afecciones cardiacas han sido tratadas con nitrovasodilatadores, estos
compuestos se han utilizado para controlar la angina de pecho, la
hipertensiéon pulmonar, el vasoespasmo, la diabetes etc., estas
afecciones estan relacionadas con el funcionamiento de la circulacién
sanguinea. En el caso del corazén, el estudio de la circutacién coronaria
ha sido de gran importancia, pues esta, perfunde al érgano que genera
la presién de perfusion de toda la circulacién @), Por lo tanto, ef estudio
del flujo coronario ha llamado la atencion de muchos investigadores en

los ultimos tiempos (1).

El flujo coronario en si, es el mecanismo a través del cual el
endotelio libera factores constrictores o dilatadores, asi como factores de
crecimiento celular, de inhibicion plaquetaria, etc., los que regulan el tono
de su musculo liso, y en casos especiales, tales factores funcionan como
mediadores en la transmicion de impulsos provocados por algun tipo de

estrés.

De las sustancias liberadas por el endotelio vascular, el oxido
nitrico tiene gran importancia por su participacion como vasodilatador
universal. Se ha encontrado que la produccién de dxido nitrico (ON) es

estimulada por cambios en el fiujo, es similar a ia participacién de




agonistas como bradiquinina, histamina y trombina, pero ademas se
sugiere que los cambios en el flujo generan activacidn de proteinas G las
que a su vez, inducen la produccion de éxido nitrico 31).  Asi también,
con el estudio de nitrovasodilatadores y vasoconstrictores, agonistas y
'antagonistas de L-arginina como precursor de la sintesis de ON, se ha
comprobado que la disminucion en la produccion de ON es un factor que
causa hipertension, arteriosclerosis y vasoespasmos, entre otras

afecciones .8, 14},

La musculatura lisa vascular tiene la capacidad de distension y
rapida recuperacién de la longitud inicial. Este fendmeno se conoce como
“autorregulaciéon miogénica” y se puede demostrar con el método
Langendortf para corazén aislado con incrementos rapidos y disminucion

repentina de la presién de perfusion (18).

Pero ésto implica que el diametro de las arterias coronarias se
incremente y disminuya dependiendo de la presion de flujo, con lo que se
provocan estimulos mecanicos y quimicos en los receptores de las
células endoteliales. Estos estimulos inicialmente se estudiaron en
tejidos cardiacos aislados, cuyos resultados mostraron que el
estiramiento del miocardio modula las propiedades electrofisiologicas

del corazdn mediante cambios en el potencial de membrana.

Por tal motivo es que el estudio de los nitrovasoditatadores y en

particular del ON, asi como el andlisis de ia participacion de los canales




idnicos activados por estiramiento son de gran interés fisiolégico y
farmacologico en las dos dltimas décadas, en las cudles, se han
realizado trabajos cuya finalidad es encontrar una relacion farmacolédgica
directa para controlar los efectos producidos por la disminucion o
incremento en los niveles de ON en el cuerpo humano, y como se vera
mas adelante, la posible utilidad farmacolégica del gadolinio en el control

de arritmias cardiacas.

Asi, se tienen algunas alternativas de estudio gue nos
permitiran relacionar los aspectos quimicos y mecanicos que son parte
del mecanismo de accién para la sintesis de ON en la vasculatura
coronaria; de tal forma, conocemos parte de éste mecanismo, y como se
vera mas adelante, el estimulo es generado por el flujo coronario sobre
las células endoteliales en donde sabemos que el ON participa como un
segundo mensajero hasta la relajacién del musculo liso vascular y la
inhibicion de la agregacién plaguetaria. Sin embargo, el mecanismo de

transduccién para la relajacion atin se desconoce.

.




ANTECEDENTES

En 1958 Gregg descubre que al incrementar la perfusion
coronaria hay mayor consumo de oxigeno en el miocardio y que la
contraccion cardiaca es modulada por la velocidad de la perfusion
coronaria. Este hallazgo se conoce como fendmeno de Gregg @),

Se han realizado muchos estudios para tratar de explicar el
fendémeno de Greeg, por ejemplo Lochner y cols. 2 demostraron que el
volumen de sangre intramiocardico se incrementa por vasodilatacion
coronaria y aumento de flujo 0 aumento en la presiéon de perfusion
coronaria, proponiendo asi, que el fendmeno de Gregg se debe a una
distensién de los vasos coronarios dependiente de! flujo. Otros
investigadores (1) han confirmado el papel del flujo mediante ia infusion
de agentes constrictores o dilatadores y bajo diferentes niveles de
resistencia vascular con variaciones de flujo, confirmando las
observaciones de Greeg .

Arnold y cols.(2) demostraron en corazén perfundido de cobayo
con solucion Krebs-Henseleit, que la contractilidad y el consumo de
oxigeno puede incrementarse aumentando [a viscosidad del perfusado
manteniendo el flujc de perfusion constante.

Fisher @), realizd experimentos en muscule papilar de cobayo
con variaciones en el flujo, tanto en isquemia (interrumpiendo el flujo)
como en hipdxia (mediante un perfusado carente de oxigeno),
encontrando que la falta de flujo es mas determinante que la hipoxia,

esto sugiere que el flujo juega por si mismo un papel importante en la
fisiologia cardiaca.

Otros autores, () sugieren gue el incremento del flujo coronario
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produce un efecto inotrépico positivo debido a que aumenta la longitud
del musculo (efecto Starling), ademas de que el calcio libre intracelular
es un determinante en la elevacién contractii.

Los estudios para explicar el fendmenc de Greeg han puesto de
manifiesto que el flujo coronario modula la contraccién y el consumo de
oxigeno en el corazdon. Esta modulacion es independiente del papel que
ejerce el flujo como acarreador de sustratos. Se ha propuesto que el flujo
y sus componentes hidrodinamicos asociados: estrés por friccion y
deformacion por presion, los cuales actuan en la pared endotelial de los
vasos sanguineos, activan o estimulan senales en sus células que
causan la liberacién de sustancias vasoactivas, asi como la activacion de
canales i6nicos, que provocan una respuesta celular al flujo ).




SUSTANCIAS LIBERADAS POR EL ENDOTELIO
DASCULAR

Ya que el propdsito de éste trabajo es el estudio del mecanismo
de accién del flujo coronario sobre la conduccion en el intervalo
auricutoventricular (IAV} y la contraccion ventricular, se analizan algunas
sustancias liberadas por el endotelio vascular.

El endotelio vascular es un tejido altamente especializado
(Lamina 1) que participa secretando factores relajantes o constrictores
en respuesta al estrés y a diferentes sustancias vasoactivas para
mantener el tono vascular y moduiar la funcion del musculo liso (25.34), 1a
respuesta inmune, e! crecimiento de células vasculares, la regulacion del
nivel homeostatico, inflamatorio, y de la liberacion de agentes
vasoactivos en la sangre (12),

Las células endoteliales sintetizan y secretan moléculas
solubles que son acarreadas por difusiéon o por flujo convectivo (12); bajo
condiciones basales o cuando el endotelio es activado por
neurotransmisores, hormonas, autacoides, o estimulacion fisica (19),

A continuacion se enlistan y definen las principales sustancias
liberadas por el endotelio:

OXIDO NITRICO.- Radical libre que es el principal factor de relajacién
derivado del endotelio vascular, ademds de poseer otras caracteristicas
que se mencionaran mas adelante.

PROSTAGLANDINAS.- Son muy importantes en el metabolismo de las
plaguetas, el endotelio, y muisculo liso, pués estos tipos celulares
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transforman 4acido graso araquidénico en endoperoxidasas de
prostagiandina de las que se han identificado metabolitos intermedios
inestables en {a via metabdlica del acido araquidénico que conllevan a la
formacién de dos productos finales:

1.- TROMBOXANO A: (formado por plaquetas) : Estimula
la contraccién de musculo liso y agregacion plaquetaria. Es un potente
vasoconstrictor.

2.- PROSTACICLINA (PGl2) : Principal producto de la
actividad de la ciclooxigenasa en las paredes de arterias y venas. La
prostaciclina es sintetizada por células endoteliales y musculares lisas a
partir de acido araquidénico y de las endoperoxidasas liberadas por las
plaguetas. Es un poiente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaquetaria (23),

Se cree que entre oxido nitrico y prostaglandinas exista un
papel importante en la modulacion de la funcién del miocardio. Por otra
parte, ademas de la liberacién de sustancias, en el endotelio hay
activacidn de canales tales como los de Potasio y Calcio (10, 11,12, 13),

RADICALES LIBRES

En respuesta al estrés y estimulacién quimica, las células
endoteliales generan también radicales libres derivados del oxigeno e
hidrogenoperoxidasa. La Superdxido dismutasa (SOD), aumenta la
relajacion dependiente del endotelio y si enddgenamente se inhibe,
reduce la liberacion de ON (25),




FACTORES DE CRECIMIENTO

Contribuyen en la regulacion en el crecimiento celular. E!
endotelio y el musculo liso producen factores promotores e inhibidores
de crecimiento, que regulan ademas la composicion de |la matriz
extracelular. Entre los factores de crecimiento mas importantes se
mencionan los siguientes:

(TGF-B) B-factor de crecimiento y heparinoides son
secretados por el endotelio, inhiben et crecimiento del muasculo liso
vascular.

(PDGF) Factor de crecimiento derivado de plaquetas y
(bFGF) Factor de crecimiento de fibroblastos b estimulan la
proliferacion de células de musculo liso y endoteliales.

CITOQUINAS:

Son mediadores en la inflamacion pero ademas junto con los
factores de crecimiento inducen transiciones celulares que alteran las
propiedades de la superficie luminal de los vasos sanguineos 5),

ENDOTELINA (ET):

Las células endoteliales producen endotelina y elaboran
ademas enzimas convertidoras de endotelina para procesar ésta
prohormona en endotelina-1 (ET-1) que es uno de los vasoconstrictores
mas potentes que se conocen, el cual se puede estimular por hipdxia 25).

ET-1 es también un factor de crecimiento para células del
musculo liso y se ha aislado, purificado, clonado y secuenciado a partir
de células endoteliales de aorta porcina (24},




FACTOR DE HIPERPOLARIZACION DERIVADO DEL
ENDOTELIO
(FHDE)

Causa relajacién en el musculo liso, y en algunos vasos
sanguineos, la hiperpolarizacion es mediada por FHDE a diferencia de la
hiperpolarizacion que causan ON y prostaciclina ya que ésta se da en
una mayor proporcion.

La transferencia de la hiperpolarizacién en células de musculo
liso vascular no ocurre por acoplamiento electronico sino por numerosas
uniones gap ( “gap juction™), para comunicacién intercelular, lo cual es
importante en la liberacidn de sustancias en el endotelio, por ejemplo:

Entre el endotelio y el musculo liso vascular los FHDE tienen
una participacién fundamental en la relajacién vascular; como los
cambios en las concentraciones idnicas del endotelio y células del
musculo liso que participan en la regulacién del vaso conjuntamente con
el ON (13,

FACTOR DE ACTIVACION PLAQUETARIA ( FAP )

El FAP causa contraccién de muasculo liso vascular e induce
desensibilizacion de beta-adrenoceptores mediando respuestas
vasodilatadoras para la circulacion y liberacion neural de catecolaminas
en ciertas zonas vasculares @5),

La célula endotelial produce el FAP después de la activacion de
fosfolipasa A2, la sintesis de FAP es inhibida por la prostaciclina.




COMUNICACIGON HUMODRAL

Entre las células endoteliales y las plaquetas, la prostaciclina
funciona para inhibir la agregacion plaquetaria; entre las células
endoteliales y las células de musculo liso, la funcién de la prostaciclina, el
ON, y otros factores derivados del endotelio funcionan para |a relajacién
vascular, entre las células endoteliales y los leucocitos hay

quimioatrayentes de los leucocitos hacia la superficie de células

endoteliales.

En el macréfago derivado de monocito; la comunicacion
humoral sirve para la modulacién de la actividad aglutinante, la activacién

plaquetaria y la estimulacién de prostaciclina.

La comunicacion entre el endotelio y el miocito cardiaco no se
ha estudiado ampliamente, sin embargo, existen reportes en donde el
flujo coronario es capaz de estimular la glucdlisis, la contraccién y la
conduccién A-V en el corazén perfundido de cobayo (Suarez y Rubio,
Rubio, Ceballos y Sudrez). Estos hallazgos sugieren que el endotelio que
es la estructura que primero se estimula por el flujo, puede interaccionar

con el miocito cardiaco(1. 11},
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LAMINA 1

FOTOGRAFIA 1

Es el corte histologico de corazén de rata tenido con
azul de metileno, en el que se muestra el corte longitudinal de
un vaso. Se puede observar la luz interna del vaso (a), la capa
de células endoteliales (b) y la capa muscuiar lisa (c). 480X

Las fotografias 2 y 3 muestran células endoteliales en
contraste de fases con filtro azul en las que se puede ver la
forma poligonal de la célula, el movimiento de membrana
celular formando pseuddépodos de tipo filopodios, ademas
destacan en el sarcoplasma numerosas vesiculas pinociticas.

Fotografias proporcionadas por el Bidlogo Maric Segura Almardz del Dpto. de
Microscopia Electrénica del Instituto Nacional de Cardiclogia “I. CH.”

11




LAMINA 1




LAMINA 2

Fotografias 4, 5 y 6, muestran células musculares lisas
cultivadas in vitro en contraste de fases con filtro verde, se
puede observar desde una perspectiva panoramica del
crecimiento celular (imagen superior), advirtiendose el
aspecto fusiforme de las células.

En las imagenes 5 y 6 se advierte con mejor detalle las
células, destacando los nucleos ovalados con evidentes
nucleolos y la subestructura celular, se distinguen los
espacios intercelulares. 400, 700 y 1000X respectivamente.

Fotografias proporcionadas por el Biologo Mario Segura Almaraz del Dpto. de

Microscopia Electrénica del Instituto Nacional de Cardiologia “I. CH.” 13




LAMINA 2




MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS PARA LA
SINTESIS DE OHIDO NITRICO

Como ya se menciond, el consumo de oxigeno en el musculo
cardiaco varia con los cambios de flujo, pero ademas el flujo coronario es
determinante para la estimulacion del endotelio y la liberacion de
diversas sustancias que participan en la funcién contractil y la conduccion
(IAV). Asi es que se han propuesto mecanismos de accién para la
liberacidn de ésas sustancias y sus efectos:

Furchgott y Zawadzji, encontraron que las células endoteliales
liberan un poderoso vasodilatador que llamaron Factor de Relajacion
Derivado del Endotelio (EDRF) (7.8.15.32), En 1980 Furchgott reporté que
las células endoteliales tienen un papel muy importante en la relajacién
vascular, y propone que los receptores muscarinicos son activados por
acetil colina (ACh) iniciando la liberacion det EDRF que relaja las células
del musculo liso vascular, pero aunque ya se sabe que ademas de la
ACh existe la participacidon de otros vasodilatadores, el EDRF es
determinante en la regulacién vascular (16).

En 1987 Moncada (8), sugiere que el EDRF es el éxido nitrico y
que el precursor de su biosintesis es L- Arginina (fig. A), aunque también
se debe tomar en cuenta que puede haber otros mecanismos que
tengan una participacion en la relajacion vascular, dependiente del
endotelio, pero diferente al de la liberacion de ON. Después de definir el
factor de relajacién y su precursor, Moncada y cols. estudiaron tejido
cerebral de rata en busca de la enzima que participa en la via L-
Arginina - éxido nitrico, encontrando que ésta es la Oxido nitrico sintetasa
(ONS) y vieron que ademas de ON habia formacion de L-citrulina con
alta dependencia de la concentracién de Ca2++. El| mecanismo de
reaccion se muestra en la figura B. Estos autores encontraron que esos
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procesos eran inhibidos por N-monometil-L-arginina (L-NMMA) un
analogo no metabolizable de L-arginina y concluyeron que el sistema
enzimatico es similar al de células endoteliales, macréfagos y diversos
tipos celulares, asi que en principio, se puede decir que la via L-Arginina-
dxido nitrico es un mecanismo que se encuentra en todo el organismo
mediado por la éxido nitrico sintetasa (5). Mas tarde Mulsch y cols.
demostraron que la liberacion de ON por células endoteliales cultivadas
activa la enzima guanilato ciclasa y produce la relajacién por un aumento

de GMPc que baja la concentracion de Ca2+ intracelular en €l musculo
liso (7.5, 18, 27)

Por ello, el EDRF es considerado como el responsable de la
relajacion que inducen sustancias como ADN, Trombina, sustancia P,
bradicinina, ionéforo A 23187; también hay otros agentes que inducen la
relajacion vascular de forma independiente al endotelio como agonistas
adrenérgicos beta, prostaciclina y péptido natriurético auricular®.
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GMPc —p»  INHIBE AGREGACION
* PLAGUETARIA

ON LUZ DE VASO SANGUINEO
4 Y )

L-citrufina

CELULAS
L-arginina + 02 -Q-N-QE-/ ENDOTELIALES O

\_ 0N A y,

ON

miscuLo
LISO YASCULAR

Activacion
Guanilato ciclasa

Figura (A). Representa una de las principales vias de formacidén de
éxido nitrico a partir de su precursor L-arginina. En presencia de Oz y mediante la
activacion de la oxido nitrico sintetasa constitutiva (ONSc), la L-arginina produce
oxido nitrico y L-citrulina. El ON difunde desde las células endoteliales hasta las
células de musculo lise y mediante la activacion de la guanilato ciclasa se produce
la relajacién de mdsculo liso con un incremento en los niveles de guanidin
monofosfato ciclico (GMPc). El ON también participa en la inhibicion de agregacidn
plaquetaria, asi que parte de él sale a la luz de los vasos sanguineos.
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Figura {B). Representa una posible via de la sintesis de 6xido nitrico “in

viva™. La via de sintesis inicia a partir del precursor L-arginina que en presencia de
cosustratos como oxigeno molecular (O2) y nicotin adenin difosfato (NADPH), asi
como de 6xido nitrico sintetasa (para catalizar la reaccion), da lugar a la formacion
de Nw-OH-L-arginina. En el siguiente paso, 1/2 de NADPH interviene con esa
molécula para formar L-citrulina y dxido nitrico. Podria ser fambién que el sistema

calmodulina sea requerido como cofactor enzimatico regulando transporte

electrénico.
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Figura {C). Aqui, se muestra una posible via de sintesis de éxido nitrico
“in vitro™ a partir de L-arginina y oxigenc molecular.

a) En la reaccion interviene la dxido nitrico sintetasa atrayendo mediante
fuerzas de tipo electrénico al hidrégeno que se encuentra inicialmente unido al
nitrégeno de la fraccion C=N de la porcién guanida de la molécula.
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b) La desestabilizacién que ocasiona la dxido nitrico sintetasa propicia
que el nitrégeno atraiga la forma resonante positiva del oxigeno molecular (O+),
mediante el emplec del par electrénico libre formando un enlace aparente con ésta
especie, el cual se estabiliza al recuperar el nitrégeno su par electrénico del doble
enlace formado con el carbono adyacente.

c} El carbono con deficiencia electrénica resultante de la estabilizacién
del nitrégeno propicia que la fraccidn negativa de la molécula de oxigeno sea
atraida hacia éste, estabilizandose por medio de un enlace real.

d) Por efecto de estabilidad electrénica en la fraccion guanida, por
farmacion del peréxido ciclico, la éxido nitrico sintetasa sustrae totalmente al
hidrégeno enlazado al nitrégeno, lo que ocaciona una desestabilizacion del mismo
nitrégeno induciendo un corrimiento electrénico para formar las especies de Oxido
Nitrico y L- citrulina.

GRIDD NITRICO

Hemos visto por |o anterior, que el ON es muy importante en la

regulacién vascular y del musculo liso: a continuacion se mencionan las
caracteristicas y propiedades de éste radical libre.

Es un nitrovasodilatador endégeno de molécula inestable, que
se sintetiza a partir de L-arginina mediante ia 6xido nitrico sintetasa (fig.
A), su vida media ha sido estimada desde 3 segundos hasta 60 o 70
segundos (8,14,15.36.38), Como radical es considerado de la familia de
congéneres liberados por redox, tales como NO+ (Nitrosonium), NO-
{Nitroxil). El éxido nitrico es altamente difusible por su bajo peso
molecular (33).
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Mediante la Guanilato-ciciasa, el ON regula (36):

* Flujo sanguineo

* Presidn arterial

* Relajacion de musculo liso

* Modula funciones inmunoldgicas
* Liberacion hormonal

Su sintesis es en:

* Endotelio Vascular

* Macrofagos

* Sistema Nervioso Central
* Higado

* Glandulas Suprarrenales

Sus efectos son inhibidos por:

inhibe:

* Hemoglobina
* Azul de metileno
* Antagonistas de L-arginina

*Agregacion plaquetaria por mecanismo dependiente
de GMPc y por un aumento de AMP
* Adhesion plaguetaria
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El ON es una molécula muy inestable que se metaboliza
rapidamente en NO; y NO3 en soluciones oxigenadas. Si el ON interactua
con enzimas, se produce su inactivacién (33). En tal caso se incluye a la
ONS que ya ha sido purificada y clonada, por lo que se sabe que es un
grupo de isoenzimas (constitutiva citosolica e inducida), que se
encuentran en diferentes tejidos como:

a.- Endotelio Vascular

b.- Tejido Nervioso Central y Periférico.
c.- Macrofagos (16)

OXIDO NITRICO SINTETASA

1.-CONSTITUTIVA CITOSOLICA 2.-INDUCIDA

*Dependiente del complejo cdlcio-calmodulina "Después de la activacién de células endo-

teliales por macréfagos y otras células,

“Libera picomoles de oxide nitrico por periodos una vez expresada sintetiza éxido nitrico

cortos en respuesta a estirmulacion fisica en nanomoles, por largos periodos

*Requiere NADPH *Ca++ independiente

8)

En el endotelio vascular la enzima se presenta en forma
constitutiva.

Por otra pante, en estudios de GMP¢ como segundo mensajero
en diferentes funciones fisiolégicas se ha encontrado que aunque el
mecanismo no esta bien definido, €l ON aparece para activar la enzima
guanilato ciclasa por interacciéon con el grupo hemo produciendo
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relajacion en el musculo liso vascular e inhibicién plaquetaria 33,

Algunas sustancias pueden unir a sus moléculas el ON
intracelular como por ejemplo; la ONS, la Ciclooxigenasa, la Guanilato
‘ciclasa. El ON puede unirse a grupos -SH en proteinas formando tioles.
También puede unirse a la hemoglobina (Hb) cuya funcién es el
transporte de oxigeno en la sangre de los pulmones a los tejidos por lo
que ésta puede presentarse en dos estados: Hb oxigenada y Hb no
oxigenada (17).

La difusion del ON luminal es de la pared vascular y llevada
rapidamente a células sanguineas rojas (CSR), para ser atraidas, ya sea
por la hemoglobina oxigenada o no oxigenada, esto sucede en venas y
arterias, siendo el nitrato el ultimo metabolito del ON en CSR (fig.D) y que
es transportado dentro del plasma para ser eliminado por filtracién
glomerular. La vida media del nitrato es de 10 a 15hrs (16).

/ No\
HbO2 Hb
NHa
Metahemoglobina HbNO

Nitrosahemoglobina

Reductasa
constitutiva

tncrameanto on la
en CSH

tensidén de O2

v A J
Hb NITRATO METAHEMOGLOBINA

Figura (D). Esquema general del proceso de fijacién del oxido nitrico a la
hemogiobina.
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ENDOTELINA

LUZ DE VASO SANGUMNED @
[ AGIDO ARAOUID(‘JNICD ]
| | CELULA
oufc | CICLOOX|GENASA ENDOTELIAL
|
]
| ENI;OTEL[NA 1
ON |
CELULA DE MUSCULO
GMPc | LISO

CONTRACCION

wamdu |

Figura {(E). En las células endoteliales hay factores constrictores y factores
dilatadores que se liberan por diferentes mecanismos y actian sobre las células de
musculo liso vascular.

En ésta figura se representan la relajacion via L-arginina (que se explica
en la figura A} y la contraccion via metabolismo del acido araguidénico. En la
contraccion participan receptores ETA (Endotelina-A) expresados en células de
misculo liso vascular y receptores ETB (Endotelina-B) que se expresan tanto en
células endoteliales como en células de musculo liso vascular.

Los receptores ETA son especificos para endotelina-1 mientras que los
receptores ETB pueden ser activados por endotelina-1 o endotelina-3. La
endotelina -1 es uno de los primeros productos de las células endoteliales via
ciclooxigenasa y activa los receptores ETA, hay liberacion de calcio intracelular a
través de un segundo mensajero y se produce la contraccion.
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. CHOQUE TERMICO .

MEMBRANA CELULAR

INCREMENTO DE RADICALES INCREMENTC DE Ca++
LIBRES

Y

| sx1IDO NITRICO |

- ADN

incrementa Sox R
sistemas
antioxidantes

HSP70 —un | FACTORES DE TRANSCRIPCION I

INCREMENTA HSP70

Figura (F).- También se ha propuesto que la liberacion de ON se dd4 en
respuesta al ambiente o alguin tipe de estrés y se sintetizan proteinas de la familia
HSP70, las cuales tienen un papel importante tantoc en procariontes como
eucariontes en la adaptacion al estrés (19). Se ha observado que cuando se
someten ratas a estrés caldrico hay generacién de radicales libres en todo el
cuerpo que rapidamente van a NFKB, un factor de transcripcion de muchos genes
incluyendo la codificacién de ONSi. Por otra parte, después de Choque Térmico,
hay una eievacion de catecolaminas y concentracién hormonal ademas de que se

incrementa el caicio intracelular, lo cudl, puede ser otro mecanismo para la sintesis

de ON relacionado con la éxido nitrico sintetasa constitutiva dependiente de calcio.
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ALGUNOS INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE OHIDO
NITRICO

La produccon de ON en el endotelio vascular, puede inhibirse
mediante mecanismos farmacoldgicos empleando analogos estables de
L-arginina de los que a continuacién se mencionan algunos de los mas
utilizados y sus caracteristicas mas importantes.

L-canavanina: en anillos de aorta de rata en incubacion
prolongada inhibe la relajacion dependiente del endotelio.

L-NA (N-nitro-L-arginina} ; inhibe la accién de ONS.
L-NAME (N-nitro-arginin-metil ester): inhibe la accién de ONS.
L-NMMA (N-monometil-L-arginina): inhibe la accion de ONS.

Inhibe la relajacién dependiente del endotelio, incrementa el
tono basa! y atenua la relajacién inducida por acetilcolina en anillos de
aorta y en arterias pulmonares de conejo. En algunos trabajos (32) se
reporta que los efectos de L-NMMA son reversibles con nitroglicerina.
Con éste inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico se han estudiado las
arterias coronarias de humano{32) encontrando por ejemplo, que hay
diferencias de produccion y respuesta' a agentes vasoactivos para la
produccion de oxido nitrico entre el segmento distal epicardial y el
segmento proximal de arterias coronarias.
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CANRLES 10NICOS ACTIVADOS POR
ESTIRRMIENTO

El trabajo muscular responde a cambios por estiramiento, es
decir, todos los musculos conocidos se contraen mas fuerte si éstos son
estirados en rangos fisiolégicos (18). Para realizar estudios sobre éste
fenémeno y la participacion de los canales idnicos, se ha recurrido a una
serie de elementos con ciertas caracteristicas quimicas y numerosas
aplicaciones de éstos en estudios de sistemas bioldgicos, la
reproduccién de tales efectos se ha logrado medianie el emplec de los
lantanidos, como el Gadolinio con un radio de 0.938 A, Lantanum (1.061
A)y Lutetium (0.85 A).

Con base en los estudios de Xian-Cheng Yang y cols. @6) en los
que utilizaron Gadolinio (Gd+++) en diferentes concentraciones sobre

oocitos de Xenopus con la técnica de Patch Clamp y encontraron que
una concentraccion 10 uM de Gd+++ bloquea los canales activados por
estiramiento, en tanto que los otros dos lantanidos también generan
blogueo pero sdélo a concentraciones de 100 uM o mads, ya que a
concentraciones menores, solo se reduce el tiempo de apertura de
canales. Esto sugiere que en los canales de la célula hay un nimero
suficiente de cargas negativas gue son ocupadas por Gd+++.

Es de especial interés el estudio de canales activados por
estiramiento en experimentos con gadolinio (Gd+++) porque es el
bioqueador mas potente que se conoce de éste tipo de canales. La
membrana celular es relativamente impermeable a los lantanidos por lo
que se cree que el efecto de ésos cationes trivalentes es a nivel de
sarcolema (21, 26),
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Hansen y otros (21) utilizaron ventriculos aislados de canidos
para producir en ellos arritmias inducidas por estiramiento ya que la
probabilidad de que éstas arritmias se presenten es mayor cuando se
incrementa el volumen ventricular hasta rangos patolégicos, asi mismo,
realizaron pruebas de estiramiento continuo, los resultados fueron que
de 20 estiramientos control, 19 presentaron arritmias y de 20
estiramientos en los que se aplicoé gadolinio 10 uM, solo uno presenté
arritmia.

También hay trabajos en los que se propone que los cambios
en las condiciones mecanicas modulan las uniones de calcio con las
proteinas contractiles y que al estirar el masculo y luego relajario, se
producen cambios en el potencial de accion porque se incrementa el
influjo de calcio del sarcolema que al seguir aumentandola reactiva la
actividad mecanica (22).

Como ya se menciond, el estrés mecanico altera las
propiedades estructurales y funcionales de las células, por ejemplo: Las
proteinas de superficie celular y la matriz extracelular se unen por
proteinas transmembranales al citoesqueleto activdndose los canales
ibnicos y enzimas por deformacion mecanica. Esas sefiales pueden ser
convertidas en respuestas electrofisiolégicas y bioquimicas como
respuestas de adaptacion celular al medic externo.

En el sistema cardiovascuiar, el estrés mecanico de adaptaciéon
facilita la distribucion adecuada de la sangre y en el endotelio los
diferentes tipos de estrés mecanico son impuestos sobre una fuerza de
equilibrio generada por tension del citoesqueleto 28),

Dentro de la funcién de los canales idnicos activados por
estiramiento, se involucra al calcio como segundo mensajero en la
activacion endotelial para la secrecion de EDRF y prostaglandina (7),
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pero ademds se tiene la hipétesis de que esos canales sean también, un
mecanismo para la entrada de calcio a la célula.

s . Estiramiento
Friccion por flujo

- Presién
CAE

PIM

La figura (G). Representa la forma esquemética de una célula
endctelial en la que estan representados una proteina integral de membrana (PIM),
un canal activado por estiramiento {CAE}, una parte de citoesqueleto, y con
flechas, se indica la fuerza hemodinamica y su direccién. Las fuerzas externas que
actuan sobre la célula durante el flujo, cambian la tension celular interna, para
equilibrarse con la fuerza extema.

La mecanotransduccién inducida por el estrés, puede ser por:
1.- Desplazamiento de sensores a ia pared celular.

2.- Transmision de la fuerza a través de elementos del
citoesqueleto para distribuirlo por toda la célula.

3.- Fuerza de transduccion del estrés mecanico trasmitido
como mecanotransduccion a sitios distantes de
donde se aplico el estrés.

4.- Activacion o inactivacion de canales ionicos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por los antecedentes presentados, el flujo coronario puede ser

un factor regulador de la funcién cardiaca, sin embargo, los mecanismos
por los cuales el flujo coronario es capaz de transmitir una sefal fisica en

el organo receptor y dar una respuesta celular, se desconocen.

El flujo coronaric estimula la contraccion cardiaca y la
conduccion auriculoventricular por un mecanismo desconocido. No se
sabe cuales son los eventos iniciales desde que el flujo interactia con las
células endoteliales hasta que se genera la respuesta en la célula

cardiaca.

En este trabajo queremos explorar si los canales idnicos

activados por estiramiento tienen que ver con el efecto estimulador del

flujo sobre la conduccion AV y la contraccion cardiaca asi como estudiar

el papel del 6xido nitrico como mediador de estos efectos.

30




CBJETIDOS

GENERAL.

Estudiar los mecanismos de accion del flujo coronario sobre

la funcién cardiaca en corazén aislado y perfundido.

PARTICULRARES.

1.- Estudiar cuales son los efectos del flujo en la contraccion
ventricular y la conduccion auriculoventricular cuandoe se bloguean los
canales ionicos activados por estiramiento con cloruro de Gadotinio.

2.- Estudiar los efectos del flujo sobre |la funcién cardiaca si se
inhiben los canales de calcio con Verapamil.

3.~ Evaluar los efectos del flujo sobre la contraccion ventricular
y la conduccidn auriculoventricular si se inhibe la éxido nitrico sintetasa.

4.- Comparar con el objetivo anterior, los efectos del flujo sobre
la contraccién e Intervalo Auriculo Ventricuiar si se promueve la sintesis
de oxido nitrico.
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HIPOTESIS

Si la contraccion cardiaca y la conduccion auriculoventricular,
dependen de factores tales como liberacion de ON, concentracion de
calcio intracelular y de los efectos hemodinamicos en el endotelio entre
otros, estando éstos intimamente relacionados con la velocidad de flujo,
entonces se podra delimitar las alteraciones que se producen en la
contraccién y la conduccion auriculoventricular; generando e inhibiendo

la liberacién o activacion de tales factores.

Derivandose de tal supuesto, se puede establecer como
hipdtesis alternas:

a) Si los canales ionicos activados por estiramiento participan
tanto en la regulacién de fa conduccion auriculo-ventricuiar, asi como en
la contraccion cardiaca y estas funciones son dependientes de la
concentracion de calcio, pudiera ser que la liberacion de ON que también
es dependiente de calcio, fuera mediada por este tipo de canales. Al
bloguear los canales con cloruro de gadolinio, habra alteraciones de la
funcidn cardiaca en respuesta al flujo.

b) Si la conduccién auriculo-ventricular y la contraccion son
dependientes de la concentracion de caicio, se esperan alteraciones en
los efectos inotrépico y dromotrépico si utilizamos un bloqueador
especifico de canales de calcio, ademas, se podra determinar su
participacién e importancia de ésta en el mecanismo de regulacion
endotelial a la funcién cardiaca.

c) Dado que el éxido nitrico es uno de los principales
compuestos liberados por el endotelio en respuesta al estrés por friccion
de flujo y ademas participa en la regulacién de la conduccion auriculo-
ventricular y la contraccion cardiaca, entonces inhibiendo su sintesis con
antagonistas de su precursor L-arginina, o promoviendo su sintesis con
ése aminoacido se pueden estudiar las alteraciones sobre la regulacion
de los efectos inotrépico y dromotropico.
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METODOLOGIRA

El modelo a emplear es el corazén perfundido de cobayo por el
método de Langendortf:

A fines del siglo XIX Oscar Langendorif realizé experimentos
sobre la accion mecanica cardiaca en corazén aislado de marmifero,
obteniendo como principic que se podia separar el corazén del cuerpo
de un mamifero y mantener su actividad mecanica haciendo pasar a
través de él una solucidn con caracteristicas nutricionales, de oxigeno,
pH y temperatura, parecidas a las de la sangre del mamifero.

El método de Langendorif se ha modificado desde 1904
(Gottlieb y Magnus, Heymans y Kochman) y ahora se tienen dos
variables (presion y fiujo) las cuales se pueden medir manteniendo una
de ellas como constante, por lo que son dos formas experimentales (18);

Método de Langendorif para corazén aislado

a) A presidn constante.

b) A flujo constante.

En éste trabajo se registraron, como se especifica
posteriormente, variables tales como la conduccién auriculoventricular y
la contraccion ventricular.

También, es posible calcular la resistencia vascular al fiujo,
basandose en la presion de perfusion que nos da informacion adicional si
se calcula antes y después de autorregulacién miogénica (18) ;
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PRESION

FLUJO

RESISTENCIA VASCULAR

Los experimentos se realizaron a fiujo de perfusion constante.

Se utilizaron cobayos de aproximadamente 300 g anestesiados
con pentobarbital a una proporcion de 0.1mi/100 g de peso por via
intraperitoneal y con ventilacion artificial.

En el equipo de perfusion se utilizd un recipiente de doble
camara de 1.5 litros que se conecta por un lado a una bomba peristaltica
con termostato que impulsa agua a temperatura de 37°C a la camara
mas externa del recipiente y a un tubo serpentin para mantener a
temperatura constante el liquido de perfusion que pasa a través de él, el
liquido de perfusién se conduce por ese tubo a la salida a la que ira
conectada la aorta ascendente del cobayo.

El liquido de perfusién es una solucidon Krebs con la siguiente
cOmposicion:

Cloruro de sodio NaCli 117.8 mM
Fosfato de sodio monobasico NaHzPO4+*H=0 12 mM
Etilendinitrilotetracetato Disédico Na2EDTA*2H20 0.027 mM
Cloruro de potasio KCl 60 mM
Cloruro de calcio dihidratado CaClz * 2H=0 16 mM
Sulfato de magnesio MgSQa *7H0 1.2 mM

La solucién Krebs de trabajo, se prepara de la siguiente
manera:
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A 200 ml de solucién stock se agregan 4.08 grs. de bicarbonato
de sodio (NaHCOzs) y 2.0 grs. de glucosa cuyo volumen al ser llevado a 2
litros de disolucién con agua desionizada da un pH de 7.4. Esta solucién
de trabajo se mantiene en constante burbujec con 95% de Q2 y 5% de
COz2 durante el tiempo que el corazdn se esté perfundiendo.

Al equipo de perfusion estan conectados dos transductores de
presion, uno para registrar presion del fiujo y otro para registrar la fuerza
de contraccion del ventriculo izquierdo, ambos parametros se registraron
en un poligrafo. En el caso de la fuerza de contraccién, un baloncito de
latex se introduce al ventriculo izquierdo y por el otro extremo se conecta
al transductor. (Fig. H)
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N

POLIGRAFO

Figura (H). Representacién general del equipo de perfusién para el
método de Langendorff a flujo de perfusidn constante.

A.- Recipiente de doble camara

B.- Union del recipiente de dobie camara a una bomba termostato

C.- Tubc de doble camara, con camara interier en espiral

D.- Bomba peristaltica que envia el perfusadoaCyaE

E.- Canula de plastico a ta que se conecta la aorta ascendente

F.- Funciona como atrapador de burbujas y mantiene una constante de presion
G.-Transductor de corriente que envia sefales al poligrafo y este registra la presion
de flujo

H.-Transductor de corriente unido al balon de latex y conectado al poligrafo, para
registrar {a fuerza de contraccion del miccardic
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CIRUGIAR

Después de instalar el equipo de perfusion y preparar la
solucion de trabajo, se pesa el animal y se aplica anestesia general con
pentobarbital sédico (0.1ml/100 grs. de peso) . En el acto quirdrgico se
hace una insicion en el cuelio del animal para descubrir la traquea y otra
a ella misma para insertar una canula conectada a la bomba de
ventilacion artificial (Lamina 3). Se hace un corte en la piel a mitad del
abdédmen y se descubre por encima del diafragma.

El torax se corta a 1a izquierda y derecha en linea paralela al
esternon para descubrir el corazén, luego se coloca como referencia un
hilo debajo de la aorta ascendente (Lamina 4).

El corazdn se separa cortando a nivel del tronco broncocefalico
en direccion a la cavidad de! térax hasta extraer el corazén cortando las
venas cavas y los pulmones. Lo mas rapido posible se pasan a un
recipiente con solucién salina a 4°C insertando la aorta a la canula de
perfusidn asegurandola con el hilo de referencia, posteriormente se
separan los pulmones del corazon.

Una vez colgado el corazdn se perfunde a 20 ml/min durante 5
minutos disminuyendo a 10ml/min durante 25 minutos, para que el
corazon se adapte a la perfusion (Lamina 5). Durante ése tiempo de
adaptacién, se inserta en ventriculo izquierdo el baloncito de latex con
solucion salina evitando la presencia de burbujas, también se colocan
dos electrddos de estimulacidn en la auricula derecha, un electrodo mas
de registro en la auricula izquierda y otro en el apex del corazén (Lamina
6). Los electrodos estan conectados a un estimulador de corriente en el
que se controla la frecuencia en pulsos por segundo (PPS) y el voltaje
de estimulacién. Ei estimulador se conecta a un osciloscopio en el que se
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mide la velocidad de conduccién auriculo ventricular (IAV) en
milisegundos (ms).

Después de los 30 minutos de adaptacién a ésta situacion se
inicia la variacién de flujo registrando la contraccién e IAV para cada
experimento. En la Lamina 8 se ejemplifica un registro de conduccion AV
en el que se puede observar la despolarizacion auricular y después la
despolarizacién ventricular, es decir el tiempo que tarda el impulso
eléctrico en llegar de la auricula al ventriculo.

En la Lamina 7 se muestra un ejempic de registro de la
contraccion ventricular y presion de perfusidén para un experimento con
L-NAME. Se observan los efectos de las variaciones de flujo sobre la
contraccion ventricular y la presion de perfusion respectivamente, en
condiciones control y experimentales.

Experimentaimente se recomienda que la presion de perfusion
inicial esté entre 50-60 mmHg en cobayos y 60-70 mmHg en ratas (18).
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Lamina 3.
Tragueostomia para ventilacion artificial




Lamina 4.
En ésta lamina se muestra el hilo dej
referencia asegurando la aorta.
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Lamina 3.
Corazon aisiado y perfundido, sin estimulo
eléctrico.
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ERPERIMENTOS

EFECTOS DEL CLORURO DE GADOLINIO (GdCls) :

Después de un periodo de 30 minutos de adaptacion a la
presion de flujo, del corazén aislado y perfundido, en cada experimento
(n=5) se registré una curva controt con variaciones de flujo (5,10,15,20 y
25 ml/min) midiendo AV y registrando contraccién ventricular durante
dos minutos aproximadamente para cada variacion de flujo.

Después de registrar la curva control se disminuyé el flujo a 10
ml/min y se preparod una solucién de cloruro de gadolinio.

El cloruro de gadoiinio se inyectd al medio de perfusion a 0.15
mi/min en infusidon continua durante 20 minutos para obtener una
concentracion final 3 pM. Se registré otra curva con las mismas
variaciones de fiujo, midiendo IAV y registrando contraccion ventricular.

EFECTOS DEL VERAPAMIL :

Al finalizar el periodo de adaptacion, se registré una curva
controi de contraccion e IAV para cada variacion de flujo (5,10,15,20y 25
mi/min). Se prepard una disolucion de verapamil 1 : 10000 a partir de 0.6
ml de Dilacoran en 9.4 ml de solucidn salina.

Al término de la curva control, el flujo se mantiene a 10 ml/min
para inyectar la dilusion al medio de perfusion a 0.15 ml/min de infusién
continua durante 20 minutos. Después de ése tiempo se registra otra
curva con las mismas variaciones de flujo midiendo el 1AV y registrando
contractilidad sin detener la infusion.
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L-Nitro-arginin-metilester (L-NAME) :

Después del tiempo de recuperacién del corazén, se realizé una
serie de experimentos (n=5), en los cuales se registrd una curva control
de contraccién con variaciones de flujo (5,7,9,11,13,15,17 y 19 ml/min.} y
registrando también el IAV. Al término de la Gitima variacion de flujo (19
ml/min), se disminuye el flujo a 10 ml/min y mediante una bomba de
infusion continua se inyectd al medio de perfusion una solucion de L-
NAME, 50 mg/5m! y a una veiocidad de infusidn de 0.15ml/min durante
10 minutos. Pasando ése tiempo registramos otra curva con las mismas
variaciones de flujo que la control.

L-Arginina :

Para cada experimento se registré una curva control variando la
presién de fluje (5,7,9,11,13,15,17,19 ml/min) midiendo IAV vy
registrando la fuerza de contraccion ventricular durante dos minutos
aproximadamente para cada flujo. Se preparé una solucion de L-Arginina
PM=210.7grs.

1mM = 21 mg / 10 ml de buffer

Esta solucion se inyecté al medio de perfusion con la bomba de
infusion continua a una velocidad de 0.15 ml/min durante 10 min. y a un
flujio de 10mi/min. Pasando ése tiempo se registré una segunda curva
con las mismas variaciones de flujo y midiendo las mismas variables, sin
detener la infusion de L-Arginina.
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En fa Lamina 7 se muestra un ejemplo de registro
de la contraccion ventricular y presion de perfusion para
un experimento con L-NAME. Se observan los efectos de
las variaciones de flujo sobre la contraccién ventricular y
la presion de perfusién respectivamente, en condiciones
control y experimentales.

La Lamina 8 ejemplifica un registro de conduccion
AV en el que se puede observar la despolarizacion
auricular y después la despolarizacién ventricular, es
decir el tiempo que tarda el impulso eléctrico en llegar de
auricula a ventriculo.
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RESULTADOS

GADOLINIOD
IP/FLUJO IAV CONTROL (ms} 1AV GdCla
mifmin X__SX__ ES X SX ES TP
5 124.8 12.78 57 138.8 256 11.45 | 1.095

10 102.8 17.4 7.79 1344 275 |123 217

15 99.2 18.63 8.33 1352 | og4g |12.74 2.37
20 976 | 1864 | 816 |1328 | 3142 |14 2.17
25 | o8 | 1879 | 84 1236 | og7o |12.48 | 1.71

[P/FLLJO | conTRACCION CONTROL (mmHg) | CONTRACCION GACI 3 (mmHg)
ml/min "‘)'(" Si- —E§ Y SY ES P
S 25.4 888 | 3.97 242 | 1028 | 46 | 0.197
10 46 1463 | 654 275 | 1199 | 536 | 2187
15 52.7 | 1579 | 7.06 295 {1159 | 518 | 2.649
20 577 | 153 6.86 295 |1081 | 483 | 3.361
25 503 | 14.95 | 6.86 287 11091 | 488 { 3699

n=>5 gl = 8.85



UERAPAMIL

[PIFLUJO JAV CONTROL. (ms) IAV (ms) VERAPAMIL
mi/min X ___SX___ES X SX ES TP
5 1328 | 1119 | 5 1452 | 128 571 | 1.634
10 101.2 482 | 2154 1084 | 6.387 | 2857 | 2
15 97.2 4.38 1.96 102 584 | 245 | 1529
20 96 4243 | 1897 | 1032 | 720 |326 | 191
25 94.8 4.38 1.96 1028 | 743 |33 | 208
P/FLUJO |CONTRACCION CONTROL (mmHg} | CONTRACCION {(mmHg) VERAPAMIL
my/min X __SX___ES X sX ES TP
5 217 3.87 1.73 204 | 555 | 248 | 043
10 444 | 814 | 364 359 | 23 | 103 | 225
15 51.2 6.72 3 41.4 4.1 183 | 2.789
20 54.9 2.92 1.31 a5 7 314 | 3.94
25 54.8 3.35 15 404 § g53 | 382 | 3.51
n=>5 gl = 8.85
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L-NBME

PrFLLJO JAV CONTROL (ms) JAV (ms) L-NAME
mVmin X __SX__ES X SX ES TP
5 936 | 128 | 5.7 100 122 | s 0.844
7 856 | 7.4 3.3 86.4 8 3.6 |0.164
9 784 | 7.4 3.3 78.8 81 | 36 |o0.082
11 736 | 555 | 25 74 7 3.1 | 0.100
13 70.8 | 6.3 2.8 71.6 68 | 3.1 | 019
15 696 | 5.9 2.64 70.8 7 3.1 | 0.295
17 68.4 | 6.7 2.99 68 7.5 | 3.96 ] 0.081
19 67.2 | 5.8 2.6 67.6 7.3 | 3.25] 0.096
n=5 gl = 0.85
P/FLUJO | \nTRACCION CONTROL (mmHg) CONTRACCION (mmHg) L-NAME
mimin X ___SX___ES X SX ES TP
5 |272 |63 2.8 23.2 22 | 1.1238
7 |356 | 555 | 248 33.8 64 | 29 | 0472
9 |48 6.7 298 | 415 | 37 | 17| 18%0
11 562 | 7.8 3.5 47.7 42 | 1.9 ] 214
13 637 | g4 4.0 54 69 | 3 1.88
15 716 9.74 4.4 60.5 6.8 3 2.08
17 |76.1 8.86 3.96 642| 94 | 42 | 2.06
19 786 | 9.26 4.14 728] 69 | 3 1.130

-~
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L-ARGININA

[PFLUdO | jav conTROL (ms) IAV (ms) L-arginina
mUmin X sX _Es X SX ES TP
5 |956 }125 56 |100.8 | 11.88 | 53 | 0.674
7 84.8 8.6 3.8 888 {1 1368 | .11 ] 0.556
9 B80.8 9.3 4.2 81.6 920|412 | 0.136
1 74.4 5.6 25 764 | 6.99]|312] 05
13 72.8 5.8 2.6 72 2 0.89| 0.29
15 |69.2 3.6 1.6 716 | 260 1.17] 121
17 | 684 3.3 1.5 69.6 | 3.29| 147] o057
19 |68 3.7 1.67 | 692 | 3.90| 1.74] ga40g
n=5 gl = .85
[PFFLUJO |conthaccion conTroL (mmHg) | CONTRACCION (mmHg) Larginina
mymin X __SX _ES X SX__ES TP
5 395 11588 | 7.1 376 | 127 | 568 0.209
7 492 | 1754| 784 | 549 | 1354 | 6 0.578
9 66 2273} 102 70 14 6.3 | 0.334
1 804 | 17.8 796 | 808 | 16.27 | 7.28 | 0.037
13 92.4 | 20.85 9.33 | 89.2 | 17 7.63| 0.27
15 99.3 | 20.89 934 | 95 | 16.52 | 7.39 | 0.360
17 103 | 19.26 861 | 972 | 16 7.17 | 0.52
19 104.2 | 18.7 8.37 | 1024 11654 | 7.39] 0.162
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FIGURA 1.-
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140

—_—f—  [AV C (ms)

INTERVALO A=Y (ms)

4] ’ 1I0 ' 2l0 30
FLUJO® ml/min

CONTRAGCION wvs FLUJO (Contrel)

70

b)

—f— CONT C mmHg

30 1

VENTRIGULAR (mmig)

CONTRACCION

20 = - . T .
0 10 20 30

FLUJO milfmin

52




FIGURA 1 : a) IAU CONTROL, b) CONTRARCCION CONTROL.

En ésta figura se muestran los promedios de las curvas controf
obtenidas de 5 corazones perfundidos a 5 niveles de flujo ceronario (5,10,15,20
y 25 mi/min), en las que se observan efectos estimuladores de los mismos

sobre la transmisién en el (LAV) y sobre la contraccion ventricular.

a) Representa el tiempo de propagacion en el IAV a diferentes niveles
de flujo coronario y denota un efecto dromotropico positivo, es decir, una
disminucion del tiempo de propagacién en el IAV en cada incremento de la
velocidad de perfusién.

En el flujo de 5 ml/min, el tiempo de propagacién en IAV es mayor en
promedic (124.8 ms., n=5), debido a que disminuye la velocidad de flujo, sin
embargo cuando se incrementa la presion a 10 ml/min la disminucién en el
tiempo de propagacién es de 17.63 % . Al aumentar la velocidad de perfusion
a 15 ml/min, el porcentaje de acortamiento en el tiempo de propagacion AV es
de 20.5%; en 20 ml/min es de 21.8% vy en 25mi/min es de 22.4%. Todos los
porcentajes son con respecto al tiempo de propagacion en AV inicial.

Este efecto dromotrépico positivo indica que el flujo coronario tiene un
papel estimulatorio importante en la propagacion del estimulo en el 1AV, dado
que al incrementar la presién de perfusion la transmision del impuise es mas
rapida.

b) En forma simultdnea al registro del |IAV, se registré también la
contraccion ventricular en mmHg para n=5 y en la curva se muestra el efecto
estimulatorio del flujo coronario sobre esa funcidon. En la grafica se puede
observar claramente un efecto inotropico positive, es decir que en cada aumento
de la presidn de perfusion la fuerza de contraccion ventricular se incrementa.

Tomando ia contraccién a Smi/min como la inicial, el incremento es de
45% en 10 ml/min, 52% en 15 ml/min, 56% en 20 ml/min y 58% en 25 mi/min.
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FIGURA 2.-
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FIGURRA 2 :

En ésta figura se muestra en forma comparativa las curvas
controt de a figura 1y las curvas abtenidas al registrar el IAV y la fuerza
de contraccidn cuando se administra cloruro de gadolinio (GdCls) 3uM
como bloqueador de canales idnicos activados por estiramiento.

Comparando el efecto estimulatorio control del flujo coronario
sobre el IAV y el efecto producido por bloqueo de canales idnicos
activados por estiramiento con GdCls en la misma funcidn (c); se puede
observar en la curva de gadolinio un efecto inhibitorio pués se da un
aumento en el tiempo de propagacién del estimulo en el AV y también
existe una tendencia a que el flujo coronario pierda su efecto estimulador
sobre esa funcion. Con base a pruebas de (TP), los resultados en los
flujos de 10, 15 y 20 ml/min son significativos.

De igual manera se comparé la curva control y la curva con
GdClz correspondientes a la contraccion ventricular {(d) encontrando que
hay un efecto de inhibicién sobre la contraccion con GdCls, que por ese
efecto, el flujo coronario pierde su accion estimulatoria debido a que se
bloquean canales i6nicos que se activan por estiramiento. Se puede
observar que por mas que se incremente el flujo no aumenta la
contraccion y por prueba TP a partir de 10 ml/min los resuitados son
significativos. Asi que los canales activados por estiramiento tienen un
papel importante para la regulacion de funciones cardiacas.

Para ver si el gadolinio es un bloqueador especifico de canales
idnicos activados por estiramiento y por otra parte para estudiar el papel
que pudieran tener los canales de calcio en el efecto estimulador del flujo
coronario sobre la contraccion, probamos el efecto de un inhibidor de
canales de calcio (Verapamil).
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FIGURA 3 .-
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FIGURA 3 :

€) En ésta figura se tienen dos curvas de IAV ; una obtenida en
condiciones control n=5 y cuyo comportamiento y caracteristicas son
similares a las observadas en la figura 1(a); y la segunda corresponde a
n=5 después de administrar Verapamil (0.03nM) como inhibidor de
canales de calcio, pero ésta no muestra en base a TP diferencias
significativas, por lo que se puede decir que el verapamil no provoca
ninguna aiteracion y que los canales de calcio no participan en la
modulacién por el fiujo en el intervalo auriculo-ventricular, o a que hay
otros factores que son de mayor determinacion.

) Muestra el efecto estimulatorio del flujo coronario sobre la
contraccion ventricular en una curva control n=5 con caracteristicas
similares a la figura 1(b) ; y una curva con las mismas variaciones de flujo
obtenida después de aplicar Verapamil (0.03nM) durante 15 min.

En base a TP y a partir del flujo 10 ml/min, los resultados son
significativos, observandose un efecto inotrépico negativo.
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FIGURA 4.-
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FIGURA 4 : SALE T. b FH

g) En el estudio de la participacion del éxido nitrico como

mediador del efecto del flujo en la funcién cardiaca se utilizé L-NAME
(Nitro-arginin-metil ester) como inhibidor de ONS y por lo tanto de la
sintesis de ON. En ésta figura se muestra la comparacion de una curva
control como la de la figura 1(a) y una curva obtenida después de aplicar
L-NAME durante 10 minutos. No se encontré ninguna alteracion dado
que no se pierde el efecto estimulatorio del flujo coronario mientras que
por TP no hay diferencias significativas.

En base a éstos resultados se puede decir que la inhibicion de
oxido nitrico no afecta el efecto del flujo en la propagacion del estimulo

en el lAV.

h) La figura muestra las curvas de contraccion ventricuiar

control y después de aplicar L-NAME. Los cuales se registraron
simultaneamente con su correspondiente en la figura g.

Se observa que con L-NAME no se pierde el efecto
estimulatorio del flujo pués a cada aumento en la velocidad de perfusion
aumenta la contraccién y en relacion a TP no hay diferencias

significativas.
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FIGURA 5.-
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FIGURA 5 :

i) Ya que inhibiendo la sintesis de ON no se obtuvieron
resultados significativos, se decidié probar si administrando el precursor
de la sintesis de ON (L-arginina) se dieran alteraciones en el efecto del
flujo sobre la funciéon cardiaca. La figura representa el efecto
estimulatorio del flujo coronario sobre IAV control y se compara con la
curva que resulta después de la aplicacion de L-arginina (1mM) por 10

min.. No hay diferencias significativas.

J) Representa la curva control del efecto estimulatorio del flujo

coronario sobre la contraccion ventricular comparada con la curva
obtenida de la aplicacion de L-arginina al medio de perfusion. No hay
diferencias significativas ni se pierde el efecto estimulatorio. Por lo que se
puede decir que ademas del éxido nitrico hay factores de mayor
determinacion para la regulacion de la funcién cardiaca.
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DISCUSION

Estudiando el mecanismo por el cual el flujo coronario estimula
mediante sus fuerzas hemodindmicas la activacion de canales iénicos y
la liberacion de sustancias vasoactivas por el endotelio vascular
coronario, asi como la relacién de éstas sustancias con los efectos
producidos sobre la funcidn cardiaca cuando alteramos alguna parte de
ése mecanismo, se tiene que el corazén aislado y perfundido es un
modelo experimental adecuado para estudiar las alteraciones cardiacas
in vitro y explorar cudl es la participacion de los canales idnicos que se
activan por estiramiento para estimular la liberacién de ON.

De los resultados obtenidos en éste trabajo se puede decir lo
siguiente:

En los experimentos con cloruro de gadolinio, los efectos son
altamente significativos tanto en |AV donde se incrementa
considerablemente el tiempo de conduccion (efecto dromotrépico
negativo) como en la contraccion ventricular en fa que se pierde el efecto
inotropico positivo provocado por el flujo. Esto refuerza la idea de que la
presién de flujo juega un papel importante por sus caracteristicas
hemodinamicas como friccion y deformacion por presién, sin embargo,
con las pruebas realizadas como variaciones de flujo e inhibicién
especifica de canales idnicos que se activan por estiramiento sdlo
podemos decir que ése tipo de canales responden de manera importante
al estimulo mecanico y gue su inhibicion produce efectos negativos
sobre IAV y contraccién ventricular. Lo cual no significa que esos
canales sean el (nico mecanismo para fa funcion cardiaca, pues cuando
se utiliza el verapamil como inhibidor especifico de canales de calcio, no
se observan diferencias significativas en la conduccion AV pero si en la
contraccién, sobre todo cada vez que se aumenta la presion de flujo ya
que la inhibicion es mas rapida. Esto significa que también los canales de
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calcio participan en ia regulacién cardiaca pero comparando los efectos,
éstos son mas significativos con gadolinio como se puede ver en la figura
(2) en donde el efecto del flujo coronario sobre la conduccion
auriculoventricular y la contraccion tiende a perderse.

Asi, el flujo coronario es determinante en la regulacion cardiaca
pero ademas de los canales de calcio y de canales idnicos activados por
estiramiento, hay otros factores que se interrelacionan en la respuesta al
flujo coronario.

Cuando se utiliza L-NAME a una concentracién de 300uM como
inhibidor de ONS, no se obtienen diferencias significativas en base a la
prueba de T Pareada ni en la conduccién AV, ni en la contraccién
ventricutar, aunque en ésta Ultima se ve una atenuacién de la respuesta
al flujo. En ninguna de éstas funciones se pierde el efecto al flujo. Estos
resuitados podrian deberse a que la concentracién de L-NAME o el
tiempo de infusion se deban modificar.

Por eso se explord la promocion de la sintesis de dxido nitrico a
partir de L-arginina y tampoco hubo diferencias significativas, es decir
que se utilizé uno de los inhibidores mas potentes de la sintesis de éxido
nitrico y por otra parte su principal precursor, lo cudl no significa que no
haya inhibicion en un caso y promocion de la sintesis de ON en el otro
sino que en |as alteraciones que se estudiaron en la transmisién auriculo-
ventricular y la contraccion cardiaca, hay otros factores ademas del 6xido
nitrico que participan en el mecanismo de transmision de mensajes
celulares entre el endotelio y el masculo liso.

En los resultados obtenidos con L-NAME, pudiera ser que para
estudios posteriores se calcule la resistencia vascular para ver si la
inhibicién de la ONS y por io tanto de ON, se rompa con la vasodilatacién

y en consecuencia se incremente la resistencia vascutar a mayor
velocidad de flujo.
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En ése sentido podemos decir, que el estudio del mecanismo de
accion del flujo coronario y de la importancia del éxido nitrico asi como
los canales iénicos que se activan cuando hay deformacion celular
implica el andlisis de otros factores que pueden ser manejados “in vitro”,
como {ademds de los anteriores), la medicion en los niveles de
metabolitos estables derivados de dxido nitrico, la frecuencia cardiaca, la
medicién de metabolitos diferentes al oxido nitrico.

CONCLUSION

En base a los resultados, podemos concluir que el efecto

estimulador del flujo coronario sobre la conduccion A-V y sobre la
contraccion ventricular esta mediado principalmente por los canales
ionicos que se activan por estiramiento y en menor grado por las
concentraciones de calcio. La inhibicion especifica de la sintesis de dxido
nitrico no tienen ningun efecto sobre las funciones estudiadas, indicando
que éste gas no participa como mediador de los efectos mencionados.
Sin embargo se requiere de nuevos estudios en los que se puedan
analizar en mayor detalle la participacion de los canales ionicos activados
por estiramiento y la sintesis de dxido nitrico.
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