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ABREVIATURAS







Abreviaturas

4-AP 4- aminopiridina

Ca" Ion Calcio

DHP Dihidropiridinas

EDHF Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
EDRF Factor relajante derivado del endotelio
GC Guanilato ciclasa

GMPc Guanosin 3°,5’ ciclico monofosfato
GTP Guanosin-5-trifosfato

HTA Hipertension arterial

K" Ion potasio

Katp Canales de K sensibles al ATP

Kca Canales de K" activados por calcio
Kir Canales rectificadores de K

Kv Canales de K" dependientes de voltaje
L-NMMA L-arginina, N°-monometil-L-arginina
NA Noradrenalina

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa

PG Prostaglandina

PGI, Prostaciclina I,

SBGC Sindrome de bajo gasto cardiaco
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Abreviaturas

TX A, Tromboxano A,
VGCC Canales de calcio activados por voltaje
VSI Vena safena interna
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Introduccion

CARDIOPATIA ISQUEMICA Y CIRUGIA

CORONARIA

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de
mortalidad en el mundo en los inicios del tercer milenio (OMS,
2003). En los paises desarrollados lo han sido durante el siglo

XX, suponiendo cerca del 50% de la mortalidad total.

La enfermedad isquémica del corazon ocasiona en nuestro
pais el mayor nimero de muertes por enfermedad cardiovascular.
Aunque la incidencia de los infartos agudos de miocardio en la
poblacion de 25 a 74 afios se mantiene estable, se estima que cada
afio aumentard un 1,5% el nimero de casos de infarto y angina

debido al envejecimiento de la poblacion.

Es una entidad que tiene un enorme impacto en el
individuo que la padece, en su calidad de vida y en su futuro

personal y social.

15



Introduccion

El tratamiento integral de los pacientes con cardiopatia
isquémica incluye, en la actualidad, medidas farmacoldgicas,
intervenciones para mejorar el flujo coronario y actividades
preventivas que van desde los cambios de habitos de vida a
modernas y potentes terapias farmacologicas que actuan sobre las

concentraciones de colesterol o la agregacion plaquetaria.

Se han realizado multiples estudios que describen y
comparan la eficacia y la efectividad del tratamiento quirargico en
diversas situaciones clinicas y anatomicas, y en relacion con el
tratamiento médico o la angioplastia coronaria. La cirugia
coronaria sigue representando la estrategia de revascularizacion
mas consolidada que, sin duda alguna, ha superado con creces la
prueba del tiempo. Los resultados de los estudios aleatorizados
clasicos que comparaban el tratamiento médico con la cirugia
demostraron no so6lo su utilidad en el tratamiento sintomdtico de

los pacientes con cardiopatia isquémica, sino también su capacidad

16



Introduccion

para mejorar el pronostico de importantes subgrupos de pacientes

con enfermedad coronaria.

El mérito de realizar el primer bypass coronario ha sido
atribuido a varios cirujanos. En 1962 Sabiston comunicé el primer
bypass aortocoronario, pero su paciente fallecié en el periodo
postoperatorio precoz de un accidente cerebrovascular. Segun
algunos autores fueron Garret y DeBakey los que realizaron la
primera revascularizacion coronaria con éxito en 1964 con un
injerto de vena safena interna (VSI) aunque no se publicé hasta
1973. En 1964 en Leningrado, Kolesov '~ realizo la anastomosis
entre la arteria mamaria interna izquierda y la arteria descendente
anterior. Poco después, Green *, en 1968, publica la primera serie
de pacientes. Desde finales de los afios sesenta se popularizd la
revascularizaciéon coronaria con injertos venosos y de arteria
mamaria interna hasta convertirse en una de las intervenciones

mayores mas comunes en nuestros dias.

17



Introduccion

La derivacion aortocoronaria clasica consiste en la conexion
de la aorta con segmentos de las arterias coronarias distalmente a
las lesiones estenosantes u obstructivas mediante un conducto
vascular. Los conductos vasculares son generalmente extraidos del
propio enfermo y pueden ser venosos o arteriales. Los segmentos
venosos, dispuestos en sentido invertido debido a la presencia de
valvulas, son anastomosados sobre la aorta ascendente y sobre la
arteria coronaria. El conducto venoso mas utilizado es la safena
interna y si no esta disponible la safena externa y la vena cefilica.
La principal limitacion de los conductos venosos es la disminucion
progresiva de su permeabilidad a lo largo del tiempo. El conducto
arterial mas utilizado es la arteria mamaria interna pediculada,
conservando su origen en la subclavia. La eleccion del conducto
para la realizacion del injerto se basa en la edad del paciente, su
historia clinica, los vasos a revascularizar y la preferencia del
cirujano. Se ha demostrado que la utilizacion de un injerto de

arteria mamaria interna  izquierda pediculado  mejora

18



Introduccion

significativamente la supervivencia a corto y largo plazo, por lo

que deberia ser utilizado cuando sea posible °.

Desafortunadamente, los espasmos son frecuentes durante
la manipulacion tanto de la vena safena como la arteria mamaria y
se han descrito también en el periodo postoperatorio °. La
naturaleza de los vasoespasmos ' no se ha dilucidado todavia pero
durante y tras la revascularizacidon coronaria aumentan los niveles
circulantes de varios agentes potencialmente espasmogénicos
Existe un incremento de la activacion del sistema nervioso
simpatico que produce un incremento de los niveles plasmaticos de
catecolaminas. La liberacion de noradrenalina de las terminaciones
nerviosas perivasculares durante la manipulacion de los injertos
provoca también contraccién °.  Estudios histologicos han
identificado fibras nerviosas simpaticas en la adventicia de VSI y

10, 11

arteria mamaria interna . Previamente se habia demostrado

que la estimulacion eléctrica de la VSI y de la arteria mamaria

19



Introduccion

interna estaba mediada fundamentalmente por la liberacion de NA

L . s : 12,13, 14
por las terminaciones nerviosas simpaticas perivasculares = > .

USO DE FARMACOS INOTROPICOS Y

VASOCONSTRICTORES

A pesar de la mejoria en las técnicas quirtrgicas y en la
proteccion miocardica, con frecuencia los pacientes presentan un
sindrome de bajo gasto cardiaco de mayor o menor grado durante
el periodo perioperatorio. Como esta cirugia se realiza en una
poblaciéon cada vez de mas edad y con una importante morbilidad
asociada, el riesgo de desarrollar un sindrome de bajo gasto

cardiaco esta cada vez mas presente.

Esta situacion puede llevar a un aporte reducido de oxigeno
a los tejidos y la aparicion de un fracaso multiorgénico,

responsable del incremento de la morbi-mortalidad, de Ila

20



Introduccion

prolongacion de la estancia hospitalaria después de la cirugia

cardiaca y del gasto sanitario .

El tratamiento del sindrome de bajo gasto cardiaco
perioperatorio una vez descartados y/o corregidos otros factores
(anemia, hipovolemia, hipoxia, alteraciones metabolicas,
arritmias...) incluye la administracion de farmacos inotropicos
(adrenalina, dobutamina) con efecto vasodilatador (levosimendan)
o vasoconstrictor (noradrenalina, efedrina) y el empleo del balon

de contrapulsacién intraadrtico o la asistencia ventricular '®.

Los agentes inotrdpicos y vasopresores se han convertido
en un pilar terapéutico basico para el manejo de multiples
sindromes cardiovasculares. En términos amplios, estas sustancias
tienen acciones excitatorias e inhibitorias sobre el corazéon y el
tejido vascular, asi como efectos sobre el sistema nervioso central y

sistema nervioso autdnomo y a nivel metabolico.

21



Introduccion

En el estudio de Bastien y col. '/, realizado en Francia sobre
el uso de farmacos inotropicos en el postoperatorio de cirugia
cardiaca, el 38% de los pacientes requirid6 uno o mas farmacos
inotropicos. Mas del 70% de los pacientes con una fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo menor de 45%, requieren aporte

inotropico después de la cirugia '®.

La eficacia clinica de estos farmacos inotropicos y
vasoconstrictores se ha investigado ampliamente mediante el
examen de su impacto sobre variables hemodindmicas, y la
practica clinica esta basada en opiniones de expertos, extrapolacion
de estudios animales y preferencias de los médicos '° maés que en
guias o algoritmos terapéuticos 7. Cuando se indican, tampoco
hay acuerdo en cudl es el farmaco mas idoéneo para iniciar el

tratamiento ni las dosis o la duracién del mismo.

Habitualmente se administran asumiendo que Ia

recuperacion clinica a corto-medio plazo estara facilitada por el

22



Introduccion

aumento del gasto cardiaco y el tono vascular que se ha

comprometido severamente por diversas condiciones clinicas.

VENA SAFENA INTERNA

La vena safena interna continua siendo el conducto mas
ampliamente utilizado como injerto junto con la arteria mamaria
interna izquierda. Esta vena tiene multiples ventajas como
conducto incluyendo la disponibilidad, accesibilidad, facilidad de
diseccion, longitud y su versatilidad. También tiene limitaciones
como la baja permeabilidad a largo plazo, varicosidades,
esclerosis y las posibles complicaciones derivadas de su diseccion,

fundamentalmente en pacientes con vasculopatia periférica.

Aunque el uso de la vena safena populariz6 la cirugia de
bypass coronario, la propension a la oclusion es el talon de Aquiles

del procedimiento.

23



Introduccion

La pérdida de beneficio clinico tras la revascularizacion
derivado de la oclusion de los injertos venosos ha generado
estrategias farmacologicas para maximizar la permeabilidad a corto
y largo plazo. Estudios prospectivos randomizados han
demostrado que la administracion precoz de acido acetilsalicilico
reduce la oclusion del injerto durante el primer afio tras la

20, 21 e . ,
0-21 'El uso de aspirina 48 horas tras la cirugia

revascularizacion
reduce las complicaciones postoperatorias tempranas incluyendo
la mortalidad, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular,
fallo renal, e infarto intestinal *2. M4s recientemente se ha
reconocido que los agentes hipolipemiantes reducen la progresion
de la enfermedad coronaria tanto nativa como la arterioesclerosis
del injerto, asi como los eventos cardiovasculares secundarios. > **
En el futuro la terapia génica podria permitir la modificacion del
25, 26

endotelio venoso para disminuir la hiperplasia intimal.

aunque hasta ahora los resultados no han sido alentadores.
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Introduccion

FUNCION DE LA PARED VASCULAR

La funcion de la pared vascular no s6lo depende de su
morfologia y de los mecanismos neurohumorales que regulan la
contraccion y relajacion del musculo liso vascular, sino también de
otros mecanismos que derivan de la presencia de un endotelio
intacto. El endotelio es la capa de células aplanadas que forma la
superficie luminal de todos los vasos sanguineos, aunque fragil,
desempefia un papel primordial en diversas funciones como
angiogénesis, transporte capilar, fluidez de la sangre e interaccion

27, 28 E] endotelio normal

pared vascular-elementos sanguineos
elabora prostanoides y otras sustancias paracrinas que mantienen
un equilibrio preciso entre vasodilatacion y vasoconstriccion,
angiogénesis y de la agregacion plaquetaria. El endotelio también
es capaz de intervenir en el metabolismo de sustancias vasoactivas
circulantes tales como la adrenalina, serotonina, bradiquinina y

. . 27.2
angiotensina >’ %%,

25



Introduccion

La funcion mas relevante del endotelio con respecto a
nuestro trabajo es la regulacion del tono vascular. Esta regulacion
se ejerce mediante la sintesis y liberacion de sustancias
vasodilatadoras y vasoconstrictoras que modulan el grado de
contraccion del musculo liso y la respuesta vascular a estimulos

neurohumorales de diversa indole %° .

Papel de las prostaglandinas

Los prostanoides son compuestos labiles de vida media

corta, sintetizados a partir del acido araquidonico en respuesta a
gran variedad de estimulos, como las hormonas o los autacoides
30,31 . .
que interaccionan con receptores de membrana acoplados a
proteinas G. El complejo formado produce la activacion directa de

la fosfolipasa C y fosfolipasa A, y/o el aumento de concentraciones

. r1: 2+ . ; . , .
citosolicas de Ca” que incrementaran los niveles de acido

26



Introduccion

araquidénico 2. El 4cido araquidonico, por la via de la
ciclooxigenasa, se metaboliza a prostaglandina G, y ésta a su vez a
prostaglandina H,.> Ambas son endoperoxidos inestables
precursores de los prostanoides entre los que destacaremos la
prostaciclina (PGIl;) y el tromboxano A; (TXA;), por su
implicacion en la regulacion del tono vascular (Figura 1). La PGI,
y el TXA,; tienen acciones antagonicas ya que la primera es un
potente agente vasodilatador y antiagregante plaquetario, mientras

que el TXA; es un potente vasoconstrictor y agregante plaquetario.

Papel del 6xido nitrico

En 1980 Furchgott y Zawadski 3 descubrieron que el
endotelio de la aorta toracica de conejo liberaba un factor que
producia relajacion en respuesta a la acetilcolina. La relajacion no

se producia cuando se destruia el endotelio mediante la frotacion

27



Introduccion

de la capa intima. La conclusion alcanzada fue aparentemente muy
simple: la acetilcolina, actuando sobre receptores muscarinicos
endoteliales estimulaba la liberacién de un factor relajante. Este
factor recibi6 el nombre de “Endothelium derived relaxing factor”

(EDREF) o factor relajante derivado del endotelio.

El endotelio no soOlo interviene en la vasodilatacion

inducida por diversas sustancias sino que también es capaz de

inhibir la vasoconstriccién producida por diversos agentes >° y

modular el efecto de los neurotransmisores liberados en las
terminaciones nerviosas perivasculares de muchas especies

animales *° y en el hombre >,

Entre los afios 1986 y 1988 tres grupos independientes de

34, 39, 40

investigadores propusieron que el EDRF podria ser el

oxido nitrico (NO).
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Introduccion

FOSFOLIPIDOS |

Fosfolipasas

ED Indometacina

L COX
[Poc: |

Peroxidasas

Tromboxano
sintasa

Prostaciclina
sintasa

\ 4

PGF2q, PGD2
PGE:2

|

Vasoconstriccion / Vasorrelajacidon

Figura 1: Biosintesis del tromboxano A, (TXA) y de la prostaciclina
(PGIl,). AA: acido araquidonico, PG: prostaglandina.

El NO se forma a partir del aminoacido L-arginina por la

accion de una familia de enzimas, las sintasas de NO (NOS) Y La

29



Introduccion

liberacion de NO aumenta al afiadir L-arginina al medio de cultivo
de células endoteliales y se inhibe en presencia del andlogo de la L-
arginina, N°-monometil-L-arginina (L-NMMA) *, un inhibidor de

la 6xido nitrico sintasa.

Las acciones del NO se realizan a través de la enzima
guanilato ciclasa (GC) en la cé€lula diana. La activacion de la GC
estimula la conversion de guanosin-5-trifosfato a guanosin 3°,5’
ciclico monofosfato (GMPc) (Figura 2) ¥. La acumulacion de
GMPc en la célula conduce a una serie de acontecimientos cuyo
resultado es la disminucion del calcio citosolico y la induccion de
relajacion **. Este mecanismo es el mismo que utilizan compuestos
como la  nitroglicerina 'y el  nitroprusiato  sodico
(nitrovasodilatadores). Estos compuestos, cuya eficacia clinica se
conoce desde hace mucho tiempo, liberan NO al musculo liso
vascular, de forma espontanea o a través de una reaccion

28, 44

enzimatica El NO regula ademés la actividad de varios

30



Introduccion

canales de potasio y dependiendo del lecho wvascular, la
hiperpolarizacion que produce el NO sobre la célula endotelial
puede contribuir a su relajacion *. E1 NO liberado por el endotelio
vascular es uno de los principales responsables de la vasodilatacion
inducida por diversas sustancias (acetilcolina, bradiquinina,

sustancia P, iondforo de calcio A-23187) *#.

31



Introduccion

L-Citrulina ar

S

Nitrovaso-

L-NMMA dilatadores
ADMA

oL
GTP Musculo

P Liso

RELAJACION

Guanilato
ciclasa

Figura 2: Esquema de la via de formacion de NO y relajacion vascular a
través del GMPc.

AC: Acetilcolina; M: receptor muscarinico; NOS: 6xido nitrico sintasa
L-NMMA, N®-monometil-L-arginina; ADMA, N¢ N°-dimetilarginina
asimétrica; GTP, guanosin-5-trifosfato; GMPc, guanosin 3,5’ ciclico
monofosfato; +, estimulo; -, inhibicion.
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Introduccion

Papel del factor hiperpolarizante derivado

del endotelio

Diversos estudios han puesto de manifiesto que ademas del
NO existen otros EDRF, la prostaciclina y otro factor que produce
hiperpolarizacion de la membrana de las células del musculo liso
por lo que se le ha denominado factor hiperpolarizante derivado del

endotelio (EDHF) ** .

Se ha demostrado la participacion conjunta del NO y del
EDHF en la relajacion dependiente del endotelio en arteria

51 ,
. Ademas, parece que la

coronaria ° y cerebral humana
participacion del EDHF en la relajacion endotelio-dependiente sea
mayor a medida que disminuye el tamafio del vaso >* mientras que
en vasos de mayor calibre, el principal responsable seria el NO. Es
posible que en circunstancias normales el NO y el EDHF actuen

sinérgicamente, de forma que cada factor potencie los efectos del

otro *.Sin embargo, también se ha descrito que la sintesis de NO
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Introduccion

inhibe la actividad vascular del EDHF, por lo que es posible que
en diversas patologias en las que la sintesis de NO esté disminuida,
como en la aterosclerosis, hipertension arterial y la isquemia, la
produccion y los efectos del EDHF puedan incrementarse para
paliar, en parte, la carencia de NO *. En estos casos el EDHF
contribuiria en mayor medida a mantener la relajacion dependiente
del endotelio, adquiriendo mas importancia en la homeostasia
vascular. Se han propuesto diversas sustancias que podrian actuar

55-57
, el

como EDHF, entre ellas, el acido epoxieicosatrienoico

58, 59 60

peroxido de hidrogeno , la anandamida o el péptido

. y e . l . .
natriurético tipo C o1, Hay autores que relacionan el mecanismo de
., . , . 2
accion del EDHF con las uniones estrechas del masculo liso %,

pero la teoria mas aceptada es la que implica a los canales de

: 4
potasio *.

34



Introduccion

CANALES DE POTASIO. Tipos de canales

de potasio

Los canales de potasio (canales K") son estructuras
proteicas insertadas en la membrana plasmatica celular que
permiten el paso de K™ a través de los mismos. Esta cadena de
aminoacidos conforma una estructura espacial que solo facilita la
difusion de K* y no de otros iones. Los canales K han sido
descritos en todos los tejidos humanos. A su vez pueden existir

. + . ,
varias clases de canales K en una misma célula.

Los canales K™ regulan funciones celulares vitales.
Participan entre otras cosas en la secrecion de insulina, activacion
linfocitaria, repolarizacion de la membrana plasmatica cardiaca y
nerviosa, como sensores de oxigeno y en la regulacion del tono
vascular arterial. En los ultimos diez afos, los conocimientos en
este area han experimentado una verdadera revolucion debido al

avance de técnicas de electrofisiologia y de biologia molecular.
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Se expresan varios tipos de canales de potasio, en las
células musculares lisas vasculares y juegan un papel importante
en la regulacion del potencial de membrana y la contractilidad
vascular. Cuando los canales de K' se abren, sale K™ de la célula,
en consecuencia, la membrana se hiperpolariza, los canales de Ca*"
se cierran y el Ca”" intracelular disminuye produciendo relajacion.
Por el contrario, cuando se cierran los canales de K', se produce

. .y . .y 2+ 2+
despolarizacién y activacion de canales de Ca”', entrada de Ca”™ y

por tanto contraccion del masculo liso ®* (Figura 3).

Se han descrito cuatro tipos de canales de K™ a nivel
vascular: los sensibles a ATP, los rectificadores internos, los

regulados por calcio ® y los regulados por voltaje.

Los canales de K™ sensibles al ATP (Katp) habitualmente

estan inhibidos por el ATP intracelular por lo que tienen pocas
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Ca? @ hiperpolarizacion

Canal de Ca ?* Canal de K*
K+

Ca 2* =relajacion

Ca 2* = contraccion o

Canal de Ca %
Canal de K*
Ca?*

@ despolarizacion

Figura 3: Interaccion entre canales de K* y Ca.?* Participacion de éstos

en la contraccién y relajacion vascular
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probabilidades de estar abiertos en condiciones basales. La
glibenclamida es un inhibidor selectivo de estos canales,
generalmente no tiene efectos sobre el tono vascular, aunque hay

67-69

algunas excepciones Diversos farmacos pueden inducir

vasodilatacion por activacion de los canales Katp 67, 70, 71 y por
tanto influir en el mantenimiento del tono vascular (lemakalim,
pinacidil, nicorandil...). Hay algunos estimulos vasodilatadores
endogenos como la hipoxia, la acidosis o sustancias que
incrementan los niveles intracelulares de AMPc, como la
adenosina, la prostaciclina o la noradrenalina, que pueden ejercer
sus efectos vasculares en parte por la activacion de los canales
Kare.”” ™. Por ejemplo, en el shock séptico, la hipoxia disminuye
los niveles de ATP, causando la apertura de los canales Katp, la
membrana se hiperpolariza y el musculo liso se relaja, lo que se

suma a los mecanismos clasicos de vasodilatacion en el shock

séptico.
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Los canales rectificadores de K* (K;g) son activados por
hiperpolarizacion e inhibidos por bario. Se postula que participan
en la vasodilatacion por hiperkalemia. Al bloquear los canales Kir
la corriente de entrada de K" a la célula muscular lisa es mayor que

.1 67,70,72
la de salida

En condiciones basales, un pequefio incremento sobre la
concentracion extracelular de K* (de 3 a 5 mM) produce un
aumento de la salida de K a través de los canales K. Cuando el
incremento es ligeramente mayor a 5 mM, pero menor que 10 mM
en el medio extracelular, como ocurre durante la activacion

73-74

neuronal o muscular puede ocasionar una hiperpolarizacion y

por tanto una relajacion debida a la salida de K™ a través de los

canales Kir. 75-76

El bloqueo selectivo de estos canales usando cloruro de
. . ., s e, 747577 . .
bario causa despolarizacion y vasoconstriccion , lo que indica

que los canales Kjr pueden estar activos en condiciones basales.
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Los canales de K* dependientes de voltaje (Kv) del
musculo liso vascular se activan con la despolarizacién de la
membrana. La 4-aminopiridina (4-AP) es un farmaco ampliamente
utilizado como bloqueante de los canales Kv. Al incubar un
segmento vascular con 4-AP se produce una despolarizacion y
contraccion del musculo liso vascular sugiriendo que la actividad
de los canales Kv existe en condiciones basales en algunos vasos

sanguineos "*’.

Los canales Kv pueden ser activados por AMPc
80. 81 o por NO via GMPc ** * y pueden ser bloqueados por la

p . 4
proteina quinasa C en algunos lechos vasculares.®

Los canales de K" activados por calcio (Kca) se activan
por el Ca’" intracelular, las proteinas quinasas A y G y por la
despolarizacion de la membrana celular. Son especialmente
abundantes en las células de la musculatura lisa vascular "', Se
activan en respuesta tanto a agentes vasoconstrictores como

dilatadores. *°
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La liberacion de Ca*" del reticulo sarcoplasmico regula la
funcion de los canales K¢, y por tanto el potencial de membrana y

el tono vascular * %

(Figura 4). La entrada de calcio produce
contraccion del musculo liso vascular. El aumento de calcio
intracelular determina que este i6n se una al receptor de rianodina
que se encuentra en el reticulo sarcoplasmico e induzca la
liberacion de mas calcio; con ella se activan los canales K¢,, cuya
apertura permite la salida de K© °. La importancia de este
fendmeno radica en que la contraccion causa salida de potasio que
hiperpolariza la membrana y por tanto atenua la contraccion del
musculo liso. Los receptores de rianodina estan en intimo contacto

con los canales K¢, y por lo tanto permiten esta retroalimentacion

negativa. >

Los canales K¢, pueden ser de tres tipos: de alta
conductancia, intermedia y baja ** ¥ y tienen bloqueantes

especificos (iberiotoxina, charibdotoxina y apamina). Hay

41



Introduccion

farmacos como el tetraetilamonio (TEA) que inhibe los tres tipos

de canales Kc,.

Presion arterial y vasoconstrictores

4-amino 1
piridina S
Despolarizacion
Membrana

Apertura de Canales Apertura de Canales Apertura de Canales
de K+ Dependientes de Ca 2+ Dependientes de K+ Regulados
de Voltaje de Voltaje por Ca 2+

Bloqueantes calcicos —l' @ @
Incremento en J

Ca 2+ intracelular

| ®

Incremento en tono arterial

Figura 4. Relacion entre los canales de potasio y calcio con la

regulacion de la presion arterial
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CANALES DE CALCIO. Clasificacion de

los canales de calcio

La concentracién libre de calcio (Ca™) en el citosol de
cualquier célula es extremadamente baja (<10~ M), mientras que
la concentraciéon en el medio extracelular y en el reticulo
endoplasmico es considerablemente mayor (10 —~ M). Esta
diferencia genera un fuerte gradiente de concentracion que tiende a

" +2 . .
permitir el paso de Ca "~ al citosol a través de ambas membranas.

El flujo de Ca™ a través de la membrana plasmatica esta
regulado por una gran familia de canales, los cuales se abren o
cierran en respuesta a un estimulo determinado, el cual puede
provenir de la interaccion entre la proteina que conforma el canal
y nucledtidos ciclicos, de la union de neurotransmisores con
receptores de canal o bien de cambios en el potencial eléctrico a

través de la membrana.

A los canales de calcio que se activan por cambios en el
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potencial de membrana se les ha denominado como canales de
calcio activados por voltaje (VGCC), que son la via maés
importante para la entrada de Ca®" en las células excitables (células
musculares, neuronas y células de glandulas neuroendocrinas). Al
abrirse, permiten el flujo selectivo de iones Ca*" a través del poro
del canal, inicidndose una variedad de procesos intracelulares entre
los que se incluyen la contraccion muscular, la secrecion de
neurotransmisores, la expresion génica, la modulacion de la

excitabilidad de la membrana y el crecimiento de neuritas ** %

. . . . 2+
Se han descrito seis tipos funcionales de canales de Ca®"

denominados T, L, N, P, Q y R. Estos canales se pueden clasificar
atendiendo a sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas; sin
embargo, la clasificacion mas utilizada se basa en el rango de
voltaje necesario para su activacion, clasificdndolos en dos
categorias: canales de Ca”" de bajo y de alto umbral. El canal de
tipo T es el unico canal de Ca>" de bajo umbral descrito hasta la

actualidad, mientras que los canales de tipo L, N, P, Q y R han sido
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caracterizados como canales de Ca>" de alto umbral debido a que

se requieren grandes despolarizaciones para su activacion.
También se pueden clasificar de una forma general en dos

familias: canales sensibles a dihidropiridinas (DHP) y canales

insensibles a DHP.

Canales de calcio tipo T

Descritos originalmente en neuronas sensoriales de
vertebrados, los canales de Ca®" tipo T han sido encontrados en
una gran variedad de células excitables y no excitables (neuronas,
musculo cardiaco, musculo liso, musculo esquelético durante el
desarrollo, fibroblastos, osteoblastos, astrocitos, pituitaria, etc.) y
se encuentran ausentes en células cromafines y en neuronas
simpaticas. Su funcion estd relacionada principalmente con la

actividad ritmica (marcapasos) y la entrada de Ca*™ °'
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Canales de calcio tipo L

Los canales de Ca>" de tipo L son los mejores estudiados y
se encuentran ampliamente distribuidos en todas las células
excitables y en la mayorias de las células no excitables.
Constituyen la principal via de entrada de iones Ca*" en las células
de los musculos cardiaco, esquelético y liso, y, contribuyen de
forma significativa a controlar la secrecion de neurotransmisores y
los mecanismos de excitacidn, contraccion en las células
neuroendocrinas, en algunas preparaciones neuronales y en las

células de los musculos cardiaco y esquelético.

La farmacologia de este tipo de canales es de gran
importancia debido al éxito alcanzado en el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares (angor pectoris, hipertension

92

arterial), neurologicas, gastrointestinales, etc.”” con farmacos

bloqueantes de los canales de Ca’" de tipo L, denominados

usualmente "antagonistas del calcio” .
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Canales de calcio tipo N

Los canales de tipo N, se denominan asi porque parecen ser
especificos del sistema nervioso y de tejidos relacionados con éste,
94, 95

. Se encuentran fundamentalmente en las neuronas
presinapticas y contribuyen a la liberacion de neurotransmisores *°.
Actualmente, la mejor forma de caracterizarlos es utilizando
criterios farmacoldgicos debido a su insensibilidad a las DHP y a

su bloqueo por diferentes conotoxinas (conotoxina MVIIA,

conotoxina GVIA).

Canales de calcio tipo P

Se denominan canales de tipo P porque se describieron por
. , .. 97, 98. -
primera vez en las células de Purkinje del cerebelo ; sin

embargo, su caracterizacion se realizd tanto en células de Purkinje

como en la sinapsis gigante del calamar.

Los canales de tipo P parecen ser los canales mas
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ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central de
mamiferos, y también se ha descrito su existencia en: retina,
hipoéfisis, células cromafines, etc. 7, Respecto a su funcidn, se le ha
relacionado con la generacion de actividad intrinseca, la
modulacion de la actividad neuronal y liberacion de

neurotransmisores °° .

Canales de calcio tipo Q

Se ha sugerido que este tipo de canal jugaria un papel
predominante en la neurotransmision glutamatérgica debido a que
tanto la transmision sindptica como la liberacion de glutamato
inducida por despolarizaciéon son inhibidas por la conotoxina IVA

. . 90 100
pero solo a elevadas concentraciones ’ .
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Hipdtesis

La administracion de drogas vasoactivas y la propia cirugia
de revascularizacién puede alterar la respuesta vascular de los
injertos utilizados en el bypass coronario disminuyendo su
capacidad para dilatar y por tanto favoreciendo el vasoespasmo.
Esto podria producir eventos isquémicos agudos  tras la
revascularizacion coronaria y disminuir la viabilidad a largo plazo
de los injertos. Aunque en la respuesta vascular estan involucrados
diferentes tipos de canales ionicos, en especial canales de K,
pocos son los estudios realizados en vasos humanos utilizados

como injertos en el bypass aortocoronario.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de factores relajantes en la
modulacién de la respuesta vasoconstrictora adrenérgica en la vena

safena interna humana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la respuesta vascular contractii a la
noradrenalina enddgena y exogena en la vena safena y la

participacion en esta respuesta de prostaglandinas y NO.
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Estudiar el papel de diferentes canales de potasio en la
respuesta contractil tanto a la noradrenalina administrada
exdgenamente como a la liberada por la estimulacion

eléctrica.

Estudiar el papel de los canales de calcio sobre la respuesta

inducida por los bloqueantes de los canales de potasio en la

respuesta adrenérgica endogena y exogena.
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Material y Métodos

PROCEDENCIA DE LOS SEGMENTOS

VENOSOS

En el desarrollo del trabajo se utilizaron segmentos de vena
safena de 40 pacientes, 29 hombres y 11 mujeres (rango de edad
48-82 afios).

Todos los experimentos se llevaron a cabo en segmentos (3
milimetros de longitud) de vena safena interna obtenidos durante
cirugia abierta de revascularizacion coronaria en el Hospital
Clinico de Valencia (Servicio de Cirugia Cardiovascular).

El procedimiento para la preparacion quirtrgica del injerto
sigue el método tradicional. La vena safena se diseca
cuidadosamente y se ligan las ramas. Se mide la longitud y el
segmento de vena redundante, se coloca inmediatamente en una

solucion de suero salino frio y se traslada al laboratorio.
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La mayor parte de los vasos se utiliz6 en el mismo dia de la
cirugia y todos los tejidos se utilizaron dentro de las siguientes 18

horas.

Este estudio fue aprobado por el comité ético de nuestra
institucion y se obtuvo el consentimiento informado de cada

paciente antes del estudio.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Preparacién de las muestras

La limpieza de los segmentos procedentes de la vena safena
se realiz6 en una placa de Petri con solucion salina (NaCl 0,9%)
fria, bajo una lupa de diseccion (Wild M3C) iluminada con luz fria.
Los segmentos venosos se cortaron en anillos de 3 milimetros de

longitud y se montaron en un sistema para el registro de la tension

60



Material y Métodos

isométrica (Figura 5). La preparacion experimental consiste en
introducir dos alambres rigidos (200 um de diametro) de acero
inoxidable a través de la luz del anillo vascular. Uno de los
alambres esta unido a un soporte que a su vez se fija a la pared del
bafio de drganos; el otro alambre, que es movil y se desplaza
paralelamente al anterior, se conecta a un transductor de fuerza
(FTO3 Grass Instruments). Cada segmento vascular, con los
alambres introducidos en su luz, se coloca en un bafio de 6rganos
que contiene 4 ml de solucion fisioldgica cuya composicion es la
siguiente (en mM): NaCl 115; KCI 4,6; MgCl,-6H,0 1,2; CaCl,

2,5; NaHCOj; 25; glucosa 11,1 y EDTA disodico 0,01.

Esta solucion se equilibra con una mezcla gaseosa (95% O,
y 5% CO,) que proporciona un pH entre 7,3 - 7,4. La temperatura
de la solucion se mantuvo a 37 °C durante todo el experimento. Un
tornillo micrométrico unido al transductor de fuerza permite aplicar
al anillo vascular la tensién pasiva adecuada separando los

alambres. Los cambios de tension isométrica se registraron en un
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ordenador Macintosh utilizando un software Chart v3.4/s y un

sistema de adquisicion de datos MacLab /8¢ (AD Instruments).

Conversor Macintosh
Analdgico-Digital
MacL ab/8e Software Chart v 3.4/s
ESTIMULADOR
~——TRANSDUCTOR
_l_ L
= =-— AGUA 37°C
ELECTRODOS [T = l
DE PLATINO g SEGMENTO
<+ <+
95% O,
5% CO,

Figura 5. Esquema del bafio de 6rganos y preparacion experimental

utilizada para el registro de la tensidn isométrica.
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La integridad funcional del endotelio se comprobd al
principio de cada experimento observando la presencia de
relajacién provocada por bradiquinina (10”7 -10° M) en anillos
previamente contraidos con noradrenalina (107 - 3x107 M). Se

descartaron aquellas que no relajaban mas de un 70%.

2. Tensién pasiva 6ptima

Antes de analizar la respuesta de los anillos venosos a los
diversos estimulos, se procedid a determinar la tension basal
optima en un grupo de experimentos preliminares en anillos de
longitud y didmetro semejantes a los experimentales. Para ello se
registro la contraccion inducida por el KCI (120 mM) después de
exponer los anillos venosos a diversas tensiones pasivas (1, 2,3y 4
g). La tension pasiva a la que se obtuvo la mayor respuesta

contractil al KCl se considerdé como la tension 6ptima de reposo.
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La tension pasiva Optima para los segmentos de vena safena interna

fuede 3 g.

Para aplicar la tension pasiva adecuada, los segmentos se
distendieron separando los alambres mediante el tornillo
micrométrico; puesto que la respuesta inmediata a la distension es
la relajacion, la tension se reajustd peridodicamente hasta alcanzar
una tension de reposo estable, manteniéndose a ese nivel de tension
durante 1 hora de acomodacidon, previo a la realizacion del

experimento.

Una vez alcanzada la tension basal estable, se obtuvieron
las curvas concentracion-respuesta acumulativamente, de forma
que la concentracion del farmaco en el bafio cuando se aplicd una
dosis era la resultante de la suma de esta ultima con las
administradas anteriormente. El cambio de concentracion se llevo
a cabo cuando la dosis anterior habia desarrollado su efecto

maximo.
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3. Curvas concentracion - respuesta

Se construyeron curvas concentracion-respuesta al cloruro
potasico (5-120 mM) para estudiar la capacidad contractil del

musculo liso independiente de receptor.

Se realizaron curvas concentracién-respuesta a la noradrenalina en

segmentos de vena safena en las siguientes condiciones:

e En ausencia de inhibidores (respuesta control).

e En presencia de indometacina (10° M) para inhibir la
sintesis de prostaglandinas.

e En presencia de L-NMMA (10* M) para inhibir la
produccion de NO.

e En presencia de indometacina (10° M) mas L-NMMA 1o

M).

Para estudiar la naturaleza de los canales de K, se

realizaron curvas concentracion-respuesta a la noradrenalina. En

65



Material y Métodos

estos experimentos, la curva se obtuvo siempre previa inhibicion
de la COX y de la NOS con indometacina (10° M) y L-NMMA
(10* M) respectivamente. En estas condiciones se administraron

diferentes bloqueantes de los canales de K

e [Iberiotoxina (10”7 M), un bloqueante de los canales de K"
activados por Ca®" de alta conductancia.

e Charibdotoxina (10”7 M), bloqueante de los canales de K"
activados por Ca®" de intermedia y alta conductancia.

e Apamina (10° M10” M), bloqueante de los canales de K
activados por Ca’" de baja conductancia.

e Glibenclamida (10™ M), bloqueante selectivo de los canales
de K" sensibles a ATP.

e 4- aminopiridina (4-AP) (10> M, 10* M, 10° M y 10° M)
bloqueante selectivo de los canales de K’ voltaje

dependientes.
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Para estudiar el papel del calcio en la potenciacion de la
contraccion inducida por los diferentes canales de potasio, las
mismas condiciones detalladas anteriormente se realizaron en
presencia y en ausencia de nifedipino (10° M), un bloqueante de

los canales de calcio tipo L.

Todas las curvas se realizaron utilizando segmentos
venosos diferentes. Las curvas que se realizaron en presencia de los
distintos inhibidores se construyeron tras un periodo de incubacion

de 20 minutos.

4. Curvas frecuencia-respuesta

El estimulo eléctrico fue aplicado mediante dos electrodos
de platino, situados a 5 mm uno del otro, y entre los cuales se
localiza el segmento venoso. Los electrodos se conectaron a un

estimulador Grass S88 (Grass Instruments, Quincy, U.S.A.). La
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relacion entre la frecuencia aplicada y la respuesta obtenida fue
estudiada en un rango de frecuencias comprendido entre 1 y 4 Hz,
con estimulos de 15 V (voltaje supramaximo) de 0,2 ms de

duracion, durante 15 s.

Para estudiar la naturaleza de la respuesta contractil al
estimulo eléctrico, los segmentos venosos se incubaron durante 10

minutos con tetrodotoxina (10 mol/L) **+!01102

un bloqueante de
la conduccion nerviosa, guanetidina (10 M), un bloqueante de la
neurotransmision adrenérgica o prazosin (10° M), un antagonista
de los receptores o-adrenérgicos. Como control, en otro grupo de

segmentos se realizd una segunda secuencia de estimulos en

ausencia de los antagonistas.

La respuesta contractil al estimulo eléctrico, se estudio en

vena safena en las siguientes condiciones:

e En ausencia de inhibidores (respuesta control).

e En presencia de indometacina (107> M).
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e En presencia de L-NMMA (10'4 M).

e En presencia de indometacina (10”° M) méas L-NMMA (10™
M).

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M)
e iberiotoxina (107 M).

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M)
y charibdotoxina (10”7 M).

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M)
y apamina (10° M).

e En presencia de indometacina 10 M), L-NMMA (10 M) y
glibenclamida (10° M).

e En presencia de indometacina 10° M), L-NMMA (10™* M),

y 4- aminopiridina a diferentes concentraciones.

Para estudiar el papel del calcio en la potenciacion de la
contraccion inducida por los diferentes canales de potasio, se
realizaron curvas frecuencia-respuesta en presencia de nifedipino,

(10° M) en caso de existir tal potenciacion.
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En el caso de la potenciacion al estimulo eléctrico
observada con la incubacion de 4-aminopiridina y con el fin de
estudiar la naturaleza de este efecto, se realizaron experimentos en

las siguientes condiciones:

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10™ M)

y 4- aminopiridina como control.

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M),
4- aminopiridina (10° M) y conotoxina MVIIA (10°*M),

bloqueante especifico de los VGCC tipo N

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M),
4- aminopiridina (10° M) y conotoxina MVIIC (107M),

bloqueante especifico de los VGCC tipo Q.
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e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M),
4- aminopiridina (10° M) y conotoxina GVIA (107M),

bloqueante especifico de los VGCC tipo N y L

e En presencia de indometacina (10° M), L-NMMA (10 M),
4- aminopiridina (10° M) y conotoxina IVA (10°M),

bloqueante especifico de los VGCC P.

Las curvas frecuencia-respuesta en condiciones control y
tras incubar con los distintos bloqueantes se realizaron en el mismo

segmento.

Los inhibidores fueron afiadidos al bafio de 6rganos 20-30

minutos antes de la iniciacion de las curvas frecuencia- respuesta.
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5. Farmacos y soluciones

Cloruro de bradiquinina, clorhidrato de noradrenalina,
acetato de NY-monometil-L-arginina (L-NMMA), indometacina,
iberiotoxina, charibdotoxina, apamina, glibenclamida, nifedipina,
tetrodotoxina, sulfato de guanetidina, clorhidrato de prazosin, 4-
aminopiridina, conotoxina MVIIA, conotoxina MVIIC, conotoxina
GVIA y conotoxina IVA. Todos ellos distribuidos por Sigma
Chemicals Co. (St Louis, MO). Cloruro potésico distribuido por
Panreac.

Las soluciones concentradas de los farmacos se realizaron
con agua bidestilada, excepto la indometacina que se disolvid en
etanol y bicarbonato sédico (150 mM) ajustado a un pH 7,4 con
HCI. La concentracién de etanol final en el bafio fue inferior al
0,01 %. Las diluciones correspondientes se hicieron con solucion

fisiologica (NaCl 0,9%).
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ANALISIS DE DATOS

Los resultados se indican como la media + error estandar.
La contraccion se expresa en porcentaje de la respuesta al KC1 (120
mmol/L).

La concentracion de agonista que produce el 50 % de la
respuesta maxima (CEsg) se calcul6 para cada curva concentracion-
respuesta por un método de analisis de regresion no lineal. A partir
de estos valores se calculd la media geométrica de la CEsp y su
intervalo de confianza del 95% para cada grupo de experimentos.
Los resultados se expresan como el valor de pD, + el error

estandar. pD,=- Log CEjs

En cada grupo de experimentos, n indica el nimero de
individuos.

La comparacion de las respuestas de los segmentos venosos
en las distintas condiciones estudiadas se llevé a cabo mediante un

analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre grupos fueron
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estimadas por el test de la t de Student. Las comparaciones de los
valores, obtenidos en los mismos segmentos venosos, se realizaron
por el test de la t de Student pareada. Cuando los controles fueron
segmentos venosos distintos a los tratados, los valores se
compararon con la t de Student no pareada. En todos los casos se
consideraron las diferencias significativas cuando el valor de p <

0,05.
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RESPUESTA AL CLORURO POTASICO

La administracion de KCI (5-120 mM) produjo contraccion
dependiente de la concentracion (Figura 6). Tras una primera fase
de contraccidon exponencial, se alcanzé un tramo asintdtico a partir
de 60 mM, valor al que practicamente corresponde la respuesta

maxima (Emax).
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Figura 6 . Curva concentracion - respuesta al KCI.
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RESPUESTA A LA NORADRENALINA

La noradrenalina provocd una contraccion en los segmentos
de vena safena que fue dependiente de la concentracién, como se

muestra en la figura 7.

1. PARTICIPACION DE PROSTAGLANDINAS

Para estudiar la posible intervencion de prostaglandinas en
la respuesta contractil inducida por noradrenalina, se incubaron los
segmentos de vena safena con indometacina 10° M. Este inhibidor
no modificé la curva concentracion-respuesta a la noradrenalina, ni
en su efecto maximo, ni en su valor pD, (Figura 7, tabla 1), por lo
que no parece probable que la noradrenalina induzca la liberacion

de prostaglandinas.
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2. PARTICIPACION DE OXIDO NiTRICO

Se realizaron curvas concentracion-respuesta a la
noradrenalina, en presencia de un inhibidor de la NOS, para valorar
la liberacion de NO. La incubacion con L-NMMA (10* M)
desplazd6 la curva concentracion-respuesta a la izquierda,
aumentando significativamente (p <0.05) tanto el valor de pD;
como el efecto maximo (p <0.05) (Figura 8 y tabla 1). Estos
resultados indican que la noradrenalina es capaz de inducir la

liberacion de NO en segmentos de vena safena.

La administracion conjunta de indometacina mas L-NMMA

no provoco mayor respuesta que la administracion de L-NMMA.
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Figura 7. Curvas concentracién - respuesta a la noradrenalina en

ausencia (control) y en presencia de indometacina (10°° M)
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Figura 8. Curvas concentracién respuesta a la noradrenalina en
ausencia (control) y en presencia de L-NMMA (10 M) e indometacina
(10° M) méas L-NMMA (10 M).
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Tabla 1. Valores de pD, + error estandar (e.e.), y del efecto maximo
(Emax) * error estandar (e.e.), de las curvas concentracién-respuesta a
la noradrenalina en ausencia (control) y en presencia de indometacina o

L-NMMA o ambos en segmentos de vena safena.

Noradrenalina PD,+ee Emax + ee n
Control 6,44 + 0.05 110+5 18
Indometacina 105 M 6,22 + 0,07 111+6 12
L-NMMA 104 M 6,99 +0,08* 143 + 6* 14
Indometacina 105 M + L-NMMA 104 M 6,93 + 0,09 145 + 6* 17

* p <0,05 comparado con el control. n, numero de pacientes

3. PARTICIPACION DE CANALES DE K’

ACTIVADOS POR CALCIO

Iberiotoxina (107 M), charibdotoxina (10”7 M) o apamina
(10° M) no producen efectos sobre los segmentos venosos en

condiciones basales. En algunos experimentos iberiotoxina produjo
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una pequefia contraccion (entre 300 y 500 mg) que desaparece a los

pocos minutos recuperando los niveles de tension basal.

En este grupo de experimentos se tomdé como control la
respuesta a la noradrenalina de segmentos incubados con
indometacina y L-NMMA para descartar los efectos mediados por

prostaglandinas y NO.

La curva concentracion-respuesta a la noradrenalina se
desplazé a la izquierda en presencia de iberiotoxina (107 M) y
charibdotoxina (10”7 M) pero no en presencia de apamina (10 M)
(Figura 9).

La tabla 2 muestra los valores de pD; y del efecto maximo
de las curvas concentracion-respuesta a la noradrenalina incubadas
con los diferentes bloqueantes de los canales de K™ para los

segmentos venosos .
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Estos resultados ponen de manifiesto la participacion de los
canales de K' activados por Ca®" de alta conductancia en los

segmentos venosos en respuesta a la noradrenalina.

Tabla 2. Valores de pD, + error estandar (e.e.), y del efecto maximo
(Emax) * error estandar (e.e.), de las curvas concentracién-respuesta a
la noradrenalina en ausencia (control) y en presencia de iberiotoxina,

charibdotoxina, apamina y glibenclamida.

Noradrenalina pD2te.e Emax te.e n
Control 6,93 + 0,09 145+ 6 17
Iberiotoxina 10" M 7,20 £ 0,08* 157+ 5 10
Charibdotoxina 107 M 7,23 £0,07* 147 £10 10
Apamina 10-¢M 6,83 0,11 140+ 3 7
Glibenclamida 10-°M 7,01 £0,10 150 £8 8

*p<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= nimero de
pacientes. Todos los experimentos se realizaron previa incubacion con
indometacina (10 M) y L-NMMA (10™*M).
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180

160 - Control

140 - Iberiotoxina
—— Charibdotoxina

120 =fi— Apamina

100

80

Tension (%KCl 120 mM)

60

40

20

Noradrenalina (-log M)

Figura 9. Curva concentracion-respuesta a la noradrenalina en
ausencia (control) y en presencia de iberiotoxina (107 M),
charibdotoxina (107 M) y apamina (10° M). Todos los experimentos se
realizaron previa incubacién con indometacina (10° M) y L-NMMA (10
M).
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4. PARTICIPACION DE CANALES DE K°

SENSIBLES A ATP

En este grupo de experimentos de nuevo se tomo como
control la respuesta a la noradrenalina de segmentos incubados con
indometacina y L-NMMA para descartar los efectos mediados por

prostaglandinas y NO.

La curva concentracion-respuesta a la noradrenalina no
cambid en presencia de glibenclamida (10° M), ni el valor de pD,
ni el Emax se vieron alterados con la administraciéon de este
bloqueante (Figura 10, tabla 2). Estos resultados ponen de
manifiesto que estos canales no participan en la respuesta de la

vena safena a la noradrenalina.
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Figura 10. Curva concentracion - respuesta a la noradrenalina en
ausencia (control) y en presencia de glibenclamida (10 M). Todos los
experimentos se realizaron previa incubacién con indometacina (10° M)
y L-NMMA (10 M).
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5. PARTICIPACION DE CANALES DE K°

VOLTAJE DEPENDIENTES

La 4-aminopiridina (10° M - 10° M) no modifica la
respuesta a la noradrenalina de los segmentos de vena safena, lo
cual descarta la participacion de los canales de K dependientes de
voltaje en la contraccion inducida por noradrenalina (Figuras 11 a-
d, tabla 3). Todos los experimentos se realizaron en segmentos

preincubados con indometacina y L-NMMA.

En conjunto estos resultados ponen de manifiesto que la
respuesta contractil a la noradrenalina en la vena safena humana
esta modulada en parte por la participacion de canales de K"
dependientes del Ca™ de alta conductancia. El bloqueo selectivo de
estos canales produce una potenciacion de la respuesta a la

noradrenalina.
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Tabla 3. Valores de pD, + error estandar (e.e.), y del efecto maximo

(Emax) * error estandar (e.e.), de las curvas concentracién-respuesta a

la noradrenalina en ausencia (control) y en presencia de diferentes

concentraciones de 4-aminopiridina.

Noradrenalina

Control

4-Aminopiridina 10-M
4-Aminopiridina 10-’M
4-Aminopiridina 10-“M

4-Aminopiridina 10-M

pD2 te.e Emax * e.e n
6,93+ 0,09 145+ 6 17
7,04 £0,05 159+ 8 6
7,02 +0,09 155+ 5 9
6,93 £0,05 14116 8
6,75+ 0,13 144 £ 13 11

n= numero de pacientes. Todos los experimentos se realizaron previa
incubacion con indometacina (10°M) y L-NMMA (10*M).
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Figuras 11 a-d. Curvas concentracion - respuesta a la noradrenalina en
ausencia (control) y en presencia de diferentes concentraciones de 4-
aminopiridina. Todos los experimentos se realizaron previa incubacion
con indometacina (10 M) y L-NMMA (10™*M).
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6. PAPEL DE LOS CANALES DE CALCIO

Para estudiar la naturaleza de esta potenciacion
incubamos con nifedipino los segmentos con iberiotoxina y
charibdotoxina y se repitieron las curvas concentracion-respuesta a
la noradrenalina (figura 12 , tabla 4).

El nifedipino disminuye la respuesta contractil a Ia
noradrenalina, indicando que la contraccién inducida por
noradrenalina es en parte mediada por la entrada de Ca™ a través
de canales sensibles a DHP. En presencia de nifedipino no se
produce la potenciacion inducida por iberiotoxina o charibdotoxina
indicando la participacion de los canales de calcio tipo L en esta

respuesta.
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Figura 12. Efecto de nifedipino (10°® M) en la curva concentracion-
respuesta a la noradrenalina en ausencia (control), y en presencia de
nifedipino,  nifedipino con iberiotoxina (107 M), nifedipino con
charibdotoxina (107 M). Todos los experimentos se realizaron previa
incubacion con indometacina (10° M) y L-NMMA (10™M).
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Tabla 4. Valores de pD, + error estandar (e.e.), y del efecto maximo
(Emax) * error estandar (e.e.), de las curvas concentracién-respuesta a
la noradrenalina en ausencia (control), y en presencia de nifedipino,

nifedipino con iberiotoxina , nifedipino con charibdotoxina

Noradrenalina PDotee Emax + ee n
Control 6,93 £ 0.09 143+6 5
Nifedipino 10-¢ M 6,77 £ 0,05* 105 + 5* 5
Nifedipino + Iberiotoxina 10" M 6,78 +0,08* 115 + 4* 5
Nifedipino + charibdotoxina 10" M 6,76 + 0,09 108 + 5* 5

*P<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= nimero de
pacientes. Todos los experimentos se realizaron previa incubacién con
indometacina (10° M) y L-NMMA (10™*M).

RESPUESTA AL ESTIMULO ELECTRICO

El estimulo eléctrico (15 V, 0,2 ms de duracion, 1,2 y 4 Hz
durante 15 s), indujo contraccion dependiente de la frecuencia en

los segmentos venosos. Esta contraccion fue abolida al incubar con
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tetrodotoxina, guanetidina o prazosin, (todos a la concentracion de
10° M), en todo el rango de frecuencias estudiado, lo cual indica
que la contraccion inducida por el estimulo eléctrico es debida a la
liberacion de noradrenalina de las terminaciones nerviosas
perivasculares y a la activacion de los receptores o j-adrenérgicos y

no a un estimulo directo sobre el musculo liso vascular (Figura 13).
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Figura 13. Ejemplo de registro de la respuesta al estimulo eléctrico

perivascular en segmentos de vena safena humana.
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1. PARTICIPACION DE PROSTAGLANDINAS

La indometacina (10 M) no potencié la respuesta contréctil al
estimulo eléctrico en segmentos de vena safena en el rango de
frecuencias estudiado (Figura 14, tabla 5). Estos resultados indican
que el estimulo neur6geno no es capaz de inducir la liberacion

prostaglandinas relajantes en la vena safena.

2. PARTICIPACION DE OXIDO NITRICO

El L-NMMA (10 M) aumenté significativamente (p<0.05)
la respuesta al estimulo eléctrico en segmentos de vena safena, lo
que sugiere que el estimulo eléctrico es capaz de inducir la

liberacion de 6xido nitrico, atenuando asi la respuesta contractil.

(Figura 15 y tabla 5).
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El bloqueo conjunto de COX y NOS con indometacina y L-

NMMA, no increment6 los efectos inducidos por L-NMMA.

30 -
i Control
25 - i Indometacina T T
— 20 -
S
€
S
g 15 7
S
N
E’ 10 - T, !
5 _
N~
1 Hz ‘2 Hz Az

Frecuencia (Hz)

Figura 14. Respuesta contractil al estimulo eléctrico en ausencia

(control) y presencia de indometacina (10° M).
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Figura 15. Respuesta contractil al estimulo eléctrico en ausencia
(control) y en presencia de L-NMMA (10 M) y de indometacina (107
M) con L-NMMA (10™* M). *p<0,05 con respecto a los valores del grupo
control.
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Tabla 5. Valores de respuesta al estimulo eléctrico de vena safena

humana en condiciones control y en las distintas situaciones
experimentales.
Estimulo Eléctrico 1 Hz 2Hz 4 Hz n
Control 2,76 +£0.75 8,97 £ 0.95 2313210 18
Indometacina 105 M 2,68 +0.50 9,69+1,20 21,75+ 2,60 12
L-NMMA 104 M 5,50 + 1,20* 13,60 £ 1,40 30,20 £ 2,2 12
Indometacina 10 M +

54 +1,0* 14,6 +1,5* 31,0+£1,9% 19

+L-NMMA 104M

*p<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= ndmero de

pacientes.

98



Resultados

3. PARTICIPACION DE CANALES DE K°

ACTIVADOS POR CALCIO

De nuevo la situacién control de las curvas frecuencia-
respuesta, requiere del bloqueo previo de la COX y la NOS con

indometacina y L-NMMA respectivamente.

En estas condiciones, tanto la iberiotoxina (10”7 M) como la
charibdotoxina (107 M) potenciaron la respuesta contractil al
estimulo eléctrico (Figuras 16, tabla 6). La apamina (10° M) no
modificd la respuesta al estimulo eléctrico (Figura 16, tabla 6).
Estos resultados indican que hay una participacion de los canales
de K" activados por Ca*" de alta conductancia en respuesta al

estimulo neurdgeno.
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Tabla 6. Valores de respuesta al estimulo eléctrico en ausencia (control)

y en presencia de diferentes inhibidores de canales de K* .

Estimulo Eléctrico 1 Hz 2Hz 4 Hz n
Control 54+1,0 14615 31,0£1,9 19
Iberiotoxina 10" M 8,6+0,7 248 +6,5¢ 52,771 8
Charibdotoxina 10" M 8107 255+ 54" 53,6 +4,9 8
Apamina 106 M 6,714 17,139 341+£6,2 6
Glibenclamida 105 M 59+0,8 21,5+2,3" 46,5+ 7,0 10

*p<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= nimero de
pacientes. Todos los experimentos se realizaron previa incubacion con
indometacina (10° M) y L-NMMA (10™* M).
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Figura 16. Efecto contréctil del estimulo eléctrico en ausencia (control)
y en presencia de iberiotoxina (107 M), charibdotoxina (107 M) y
apamina (10° M). Todos los experimentos se realizaron previa
incubacién con indometacina (10° M) y L-NMMA (10 M). *p<0,05 con
respecto a los valores del grupo control.
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4. PARTICIPACION DE CANALES DE K°

SENSIBLES A ATP

La glibenclamida potencia la respuesta contractil inducida
por el estimulo eléctrico a 2 y 4 Hz, a diferencia de lo observado
para iberiotoxina o charibdotoxina, que potenciaban el estimulo
eléctrico en todo el rango de frecuencias estudiado. Los resultados
indican la participacion de los canales de K sensibles al ATP en

la respuesta adrenérgica de origen neurdgeno. (Figura 17, tabla 6).

5. PARTICIPACION DE CANALES DE K°

VOLTAJE DEPENDIENTES

En segmentos con bloqueo previo de la COX y la NOS con
indometacina y L-NMMA, 4-aminopiridina (10°- 10* M) induce
una potenciacion de la respuesta contractil al estimulo eléctrico que

fue dependiente de la concentracion. (Figura 18 y tabla 7) Estos

102



Resultados

resultados indican que hay una participacién de los canales de K"

voltaje dependientes en respuesta al estimulo neurégeno.
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Figura 17. Efecto contractil del estimulo eléctrico en ausencia (control)
y presencia de glibenclamida ( 10° M). *p<0,05 con respecto a los
valores del grupo control. Todos los experimentos se realizaron previa
incubacién con indometacina (10° M) y L-NMMA (10*M).

103



Resultados

140 -
u Control
* * *
120 ] 14-AP 10-6 M
14-AP 10-5 M
S 100 - ®4-AP 10-4 M
g
S 4 4-AP 10-3 M
i 80 4 * ok %k
g T
g T
= 60 -
S
1721
S T
=40 - T
* * * T
20 - . .
o L i "1
1Hz 2 Hz 4 Hz

Frecuencia (Hz)

Figura 18. Efecto contractil del estimulo eléctrico en ausencia (control)
y en presencia de 4- AP a diferentes concentraciones. *p<0,05 con
respecto a los valores del grupo control. Todos los experimentos se
realizaron previa incubacion con indometacina (10° M) y L-NMMA (10™*
M).
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Tabla 7. Valores de respuesta al estimulo eléctrico en ausencia (control)

y en presencia de diferentes concentraciones de 4- aminopiridina.

Estimulo Eléctrico 1 Hz 2Hz 4 Hz n
Control 54+1,0 146+15 31,0+1,9 19
4-Aminopiridina  10-€M 58+1,0 164 +1,6 330+£25 8

4-Aminopiridina 10-°M 11,9+14° 388+ 28 738+48° 10
4-Aminopiridina  104M 230+2,7* 68,151 1100+x71* 9

4-Aminopiridina  10°M  17,3+4,9" 45253 103587 7

*P<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= nimero de
pacientes. Todos los experimentos se realizaron previa incubacion con
indometacina (10° M) y L-NMMA (10™*M).

En resumen, los resultados derivados del estudio con
bloqueantes de los canales de K' indican que en la respuesta
adrenérgica neurégena participan los canales de K™ activados por
Ca™ de alta conductancia, los dependientes de voltaje y los
dependientes de ATP. El bloqueo selectivo de estos canales

produce una potenciacion de la respuesta al estimulo eléctrico.
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6. PAPEL DE LOS CANALES DE CALCIO

Para estudiar la naturaleza de esta potenciacion incubamos
con nifedipino (10° M) los segmentos en las condiciones
experimentales en las que se habia producido la potenciacion y se
registro la respuesta a la frecuencia de 2 Hz. El nifedipino no
afecto significativamente a la contraccion inducida por el estimulo
eléctrico pero revirtido la potenciacion inducida por iberiotoxina,
charibdotoxina y glibenclamida (Figura 19) indicando que la
potenciacion es debida a la participacion de los canales de Ca™

tipo L.
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Figura 19. Respuesta contractil al estimulo eléctrico (2 Hz) en
condiciones de control y en presencia de nifedipino (10° M), nifedipino
(10° M) con iberiotoxina (107 M), nifedipino (10° M) con
charibdotoxina (107 M) y nifedipino (10° M) con glibenclamida (10°
M). Todos los experimentos se realizaron previa incubacion con
indometacina (10 M) y L-NMMA (10™*M).
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Tabla 8. Valores de respuesta a 2 Hz de estimulo eléctrico en ausencia
(control), y en presencia de nifedipino, nifedipino con iberiotoxina ,

nifedipino con charibdotoxina y nifedipino con glibenclamida.

Estimulo Eléctrico 2Hz n
Control 14,58 £ 1,98 8
Nifedipino 10-¢ M 11,96 + 2,02 8
Nifedipino 10 M + Iberiotoxina 107 M 13,41+ 2,15 7
Nifedipino 106 M + Charibdotoxina 10" M 13,2+ 2,70 7
Nifedipino 10 M + Glibenclamida 105 M 12,80 £ 3,50 7

n= nlmero de pacientes. Todos los experimentos se realizaron previa
incubacion con indometacina (10° M) y L-NMMA (10*M).

4-AP también potencid la respuesta al estimulo eléctrico,
probablemente por apertura de canales de Ca™. Con el fin de
dilucidar la naturaleza de los canales de Ca “implicados, segmentos
incubados con 4-aminopiridina (10° M) se incubaron en ausencia

y en presencia de nifedipino (10° M, 3x10° M) y de distintas
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conotoxinas, bloqueantes especificos de canales de Ca®" voltaje-
dependientes.

Nifedipino bloque6 en parte la potenciacion inducida por 4-
aminopiridina (Figura 20 y tabla 9) lo que pone de manifiesto la
participacion de canales de Ca®" distintos de los de tipo L. La
incubacién con conotoxina GVIA, bloqueante especifico de los
VGCC tipo N y L o con conotoxina MVIIA, bloqueante especifico
de los VGCC tipo N inhibe la potenciacién inducida por 4-
aminopiridina (Figuras 2la y 21b, tabla 9). La presencia de
conotoxina MVIIC, bloqueante especifico de los VGCC tipo Q o
de conotoxina IVA, bloqueante especifico de los VGCC P no
modifico la respuesta a la 4-aminopiridina (Figuras 21c y 21d,
tabla 9). Estos resultados ponen de manifiesto la participacion de
los canales de Ca®" de tipo N en la potenciacion inducida por la 4-

aminopiridina.
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Figura 23. Respuesta contractil al estimulo eléctrico en condiciones de
control y en presencia de 4-AP (10° M) , en presencia de 4-AP (107
M) con nifedipino a 10° My en presencia de 4-AP (10®° M) con
nifedipino a 3x10° M. Todos los experimentos se realizaron previa
incubacién con indometacina (10° M) y L-NMMA (10*M). *P<0,05 con
respecto a los valores del grupo de 4-AP.
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Figuras 21 a-d. Respuesta contractil al estimulo eléctrico en

condiciones de control, en presencia de 4-AP y en presencia de 4-AP
(10-5 M) con diferentes conotoxinas. Todos los experimentos se

realizaron previa incubacion con indometacina (10-5 M) y L-NMMA
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(10-4M). *P<0,05 con respecto a los valores del grupo de 4-AP.

Resultados

Tabla 9. Valores de respuesta al estimulo eléctrico con 4- aminopiridina

en ausenciay en presencia de diferentes bloqueantes.

Estimulo Eléctrico
4-AP 10°M

4-AP 10-5M + Nifedipino
106 M

4-AP 10-*M + Nifedipino
3x10 €M

4-AP 10-°M + GVIA 10" M
4-AP 10-M + MVIIA 10° M
4-AP 10-M + MVIIA 108 M
4-AP 10M +IVA 10°M

4-AP 105M + MVIIC 10" M

1Hz

119+14

82+15"

64+11"

3,7+05"

10,7+ 0,6

45+0,8"

12518

13,1£2,6

2Hz

388+ 28

33,742

21934

14,0 £1,6*

33027

11,9+£12*

42,7+25

415+27

4Hz

738+48

56,8 + 6,0

379+42°

16,2+£1,7*

59,8 +5,6

19,1+£1,9%

79,7 +31

82,6 3,0

10

*p<0,05 con respecto a los valores del grupo 4- AP. n= numero de

pacientes.
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Discusion

Al plantear esta tesis, tan alejada en términos
metodologicos de la practica quirtrgica, nos encontrabamos con el
problema de su aplicacion directa a la clinica, olviddndonos asi, de
que se trata de una investigacion basica, que aun tiene que madurar
para poder llegar al paciente con garantias. El presente trabajo
estudia a nivel del vaso sanguineo, los mecanismos que regulan su
reactividad, con la pretension de ahondar en los conocimientos
fisiologicos mas bdsicos para aumentar nuestro entendimiento
sobre la funcion vascular y poder aplicarlos en un futuro a la

practica clinica.

Sabemos que la respuesta vascular a un agonista
adrenérgico es, en la mayoria de territorios vasculares, una
contraccion del mdusculo liso. Sin embargo, una serie de
mecanismos se activan desde la union del agonista al receptor hasta
la contraccion final, que son los responsables de que ese efecto sea

posible. Muchas veces dichos mecanismos son modulados por el
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endotelio, que puede verse alterado en algunas patologias, por lo

que éstas pueden cambiar la respuesta a ciertos agonistas.

Ademas estos mecanismos que subyacen no son siempre los
mismos en cualquier territorio vascular, por lo que tampoco son
igual de idoneos los diversos candidatos a ser utilizados como
injertos en un bypass aorto-coronario. Nosotros nos hemos
centrado en estudiar la vena safena, por ser la mas cominmente
utilizada en la ultima década en el Servicio de Cirugia
Cardiovascular del Hospital Clinico Universitario de Valencia, del
cual procede el material para realizar esta tesis doctoral. Los
hallazgos encontrados suponen un mejor entendimiento de la
reactividad vascular de este injerto y pueden diferir de los
encontrados en arteria mamaria, radial u otros injertos utilizados

junto con la vena safena para el mismo fin.

El objetivo general es conocer el grado de implicacion del

endotelio en la modulacion de la respuesta adrenérgica
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vasoconstrictora de la vena safena humana. Para ello, disenamos
los objetivos especificos, consistentes en estudiar la participacion
en la respuesta adrenérgica exdgena y neurdgena, de cada uno de
los factores endoteliales por separado, con especial énfasis en la

participacion de canales de potasio.

A diferencia de otras especies, en el ser humano hay pocos
estudios donde se valore la respuesta vascular al estimulo
adrenérgico y la participacion de factores endoteliales, sobre todo
los relacionados con canales i6nicos donde se han descrito
discrepancias en el tipo y funcion de los canales dependiendo del

. 103, 66
lecho vascular y de la especie " ™.

En este sentido, el presente trabajo se realiza con el fin de
aportar conocimientos sobre los mecanismos que intervienen en la
respuesta adrenérgica, valorando sobre todo la participacion de

canales 16nicos. El mayor entendimiento de estos mecanismos en
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vasos utilizados en la revacularizacion coronaria, puede contribuir

al desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas.

Procedencia de los segmentos venosos

El procedimiento que hemos utilizado permite el estudio in
vitro de segmentos venosos sin riesgos ni actuaciones técnicas
adicionales que puedan perjudicar al paciente. La extraccion de los
segmentos venosos se ha llevado a cabo siguiendo el protocolo
aprobado por el Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de

Valencia.

Cada vez hay mas evidencias de que la funcion de los
canales i0nicos esta alterada en la mayor parte de las enfermedades
cardiovasculares, como la hipertension arterial (HTA), diabetes y

79, 104-113

aterosclerosis No sabemos si esta alteracion es causa o
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efecto de la enfermedad y tampoco si se trata de un cambio en el

numero de canales o en su conductancia

La HTA, por ejemplo, parece aumentar la funcién de los
104, 105 . . . o
BK.. , quizda como un mecanismo que limite la
vasoconstriccion inducida por el aumento de la presion, mayor
depolarizacion de la membrana que produce menor actividad de los

1 114 . .
canales Kv % ' La diabetes produce descenso funcional de los

1 1 1 . , . .
K arp """ 1% 1% en aorta y arteria mesentérica aislada de rata y un

ascenso en los estadios precoces que reflejan el alto estado

110

metabolico (bajos niveles ATP) La hipercolesterolemia

. . 111
disminuye el NO y aumenta el tono vascular basal con un

. . ., 112,113
incremento compensatorio de la funcion de canales BK.,, =" .
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Discusién
Ventajas y limitaciones del procedimiento

experimental

Antes de empezar a discutir los resultados, no hay que
olvidar que la técnica utilizada en la presente tesis doctoral tiene
ventajas y limitaciones como cualquier procedimiento
experimental in vitro, por tanto, debe ser valorado con cautela
cuando se intenta extrapolar a la situacion in vivo. En el vaso
aislado falta la regulacion neurohormonal presente en el individuo
sano o enfermo. Ademas, los mecanismos de adaptaciéon que
pueden aparecer en el enfermo solo pueden vislumbrarse en el vaso
aislado como manifestaciones circunscritas en el 6rgano efector
que es la propia pared vascular. Precisamente la presencia de
reflejos y otras adaptaciones cardiovasculares en los estudios
clinicos constituye una limitacion cuando se quiere valorar la

respuesta del 6rgano efector.
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Concretamente, en la vena safena humana, algunos autores
describen cambios muy precoces en el endotelio venoso tras

11 11
> 16 Cuando se transfiere una vena al

arterializacion del flujo
circuito arterial se expone a nuevas fuerzas, incluyendo shear
stress, deformacion circunferencial y pulsatilidad del flujo. La
apertura de canales i6nicos es la primera respuesta a estos cambios
hemodindmicos y ocurre en milisegundos. Parece ser que los
canales BK., y Kv son los mas dependientes de la presion

intraluminal '

siendo activos unicamente a partir de determinados
valores de presion y son parte del mecanismo de adaptacion a largo
plazo a las altas presiones. También se inducen importantes
cambios de forma precoz (ya cuantificables a los 90 minutos) en la
adhesion leucocitaria, moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-
1) y eNOS " Nuestro estudio se realiza en vena recién extraida

del paciente con flujo no arterial por lo que los resultados deben

ser extrapolados con precaucion.
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Las caracteristicas demograficas y factores de riesgo son los
esperados en una poblacion subsidiaria de cirugia de
revascularizaciéon coronaria. Nuestros resultados proceden de

pacientes con patologia cardiovascular y por tanto pueden

presentar alteraciones en los canales 16nicos.

RESPUESTA A LA NORADRENALINAY AL

ESTIMULO ELECTRICO

La noradrenalina produce contraccion dependiente de la
concentracion en segmentos de vena safena humana a través de la
activacion de receptores o-adrenérgicos en el musculo liso
vascular. Los mecanismos implicados son la liberacion de Ca**
intracelular por la via del inositol trifosfato '’ y la entrada de Ca*"
extracelular a través de los canales receptor dependientes sensibles

a las dihidropiridinas ''"*. De igual forma, la vena safena contrae en
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respuesta al estimulo eléctrico de forma frecuencia-dependiente. La
respuesta  contractil al estimulo eléctrico (2 Hz) es
aproximadamente el 10% de la respuesta maxima al KCl. Es una
respuesta menor que la que se obtiene en arterias pulmonares (20 +
4%) y similar a la de arterias mesentéricas (8 £ 2%) y deferente (10

. . ’ 101
+ 3%) humanas obtenidas por cirugia > % %!,

Puesto que la
contraccién es abolida por tetrodotoxina, un bloqueante de los
canales de sodio neuronales; guanetidina un bloqueante de la
liberacion de noradrenalina y prazosin, un antagonista de los
receptores aj-adrenérgicos, esta respuesta es debida a la liberacion
de noradrenalina de las terminaciones nerviosas perivasculares que
ejerce su accion sobre receptores o adrenérgicos localizados en el
musculo liso vascular. En base a los resultados se deduce que la
vena safena tiene una marcada respuesta contractil al estimulo
adrenérgico y por tanto puede modificar la resistencia cuando

aumenta la actividad simpatica o aumentan los niveles de

catecolaminas.
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La modulaciéon endotelial a estimulos vasoconstrictores se
ha atribuido a la liberacion de sustancias relajantes por parte de las
c¢lulas endoteliales que se oponen al efecto contractil sobre el
musculo liso. En este sentido, el endotelio es capaz de liberar
prostaglandinas relajantes (PGI;), oxido nitrico y factor
hiperpolarizante (EDHF), tres sustancias que pueden modificar la

respuesta vascular de la vena safena humana.

1. PAPEL DE LAS PROSTAGLANDINAS

La prostaglandina relajante PGI, es un metabolito del acido
araquidonico en cuya sintesis interviene la ciclooxigenasa que
activa los receptores de inositol trifosfato del musculo liso vascular

incrementando los niveles de AMPc y produciendo relajacion.

El bloqueo de la sintesis de prostaglandinas con
indometacina no modifica la respuesta adrenérgica (exdgena y

neurdgena) en la vena safena humana, lo cual sugiere que no hay
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una liberacion efectiva de sustancias prostanoides. Sin embargo, en

119, 120 1

r1: 12 .
aorta de rata y en vena cefalica humana *~° o en la arteria

gastroepiploica humana'* se ha demostrado su participacion. Es
posible que las diferencias existentes entre vena safena humana y
estos vasos, aparte del territorio vascular y la especie, radiquen en
la diferencia de calibre de los vasos y la perfusion de todo el lecho

vascular.

2. PAPEL DEL OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico es una de las sustancias vasodilatadoras de
origen endotelial que hay que tener presente como sustancia

. 123-125
relajante .

El o6xido nitrico induce relajacion por un

mecanismo que activa la guanilato ciclasa, incrementando el GMP
71 43 .y o ry . . ..

ciclico ™. La formacion de 6xido nitrico a partir de la L-arginina se

bloquea en presencia de inhibidores del enzima o6xido nitrico

sintasa como el L-NMMA *?. En nuestros resultados se demuestra

127



Discusion

que la adicion de L-NMMA produce un incremento significativo
de la respuesta contractil al estimulo eléctrico y a la noradrenalina
en venas con endotelio indicando que el 6xido nitrico liberado de
las células es el responsable de la disminucion de la respuesta
contractil inducida por el estimulo eléctrico y por la noradrenalina.
En el mismo sentido, se ha demostrado la participacion de NO en
respuesta a la noradrenalina en segmentos de vena cefalica

127

humana126, arteria tiroidea humana o arterias mesentéricas de

rata '*® y confirman resultados previos en la propia vena safena

129
humana

. En otros vasos el bloqueo de la NOS incrementa la
respuesta al estimulo eléctrico sin modificar la respuesta a la
noradrenalina'®’. Durante el estimulo nervioso se liberan otros
neurotransmisores que podrian ser responsables de inducir la
produccion de sustancias relajantes, fundamentalmente NO, o
liberarlo de las terminaciones no adrenérgicas no colinérgicas o
nitrergicas. El término no adrenérgico no colinérgico utilizado para
hacer referencia a algunas neuronas parasimpdticas que liberan
péptidos como la sustancia P o el NO en el tracto gastrointestinal
131

. . 132 :
, también aparece en los vasos sanguineos . Diversos grupos de

investigacion han puesto de manifiesto la relajacion dependiente de
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NO en arterias peneanas humanas, en respuesta al estimulo

eléctrico y a agonistas relajantes cuyo mecanismo de accion

implica la liberacion de NO endotelial'** %,

Nuestros resultados indican que tanto la noradrenalina
como el estimulo eléctrico produce liberacion de NO que atenua la

contraccion en la vena safena humana.

Parece ser que la capacidad para producir NO varia
dependiendo del lecho vascular, asi los grandes vasos sanguineos
como la aorta son también grandes productores de NO, mientras
que los vasos de pequefio calibre muestran menos capacidad de
producir NO y més capacidad de sintesis de factor hiperpolarizante
35 En relacién con los injertos usados en el bypass aorto-
coronario, estda demostrado que la vena safena tiene menos

capacidad de producir NO que la arteria mamaria interna % ',
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3. PARTICIPACION DE CANALES DE K

ACTIVADOS POR CALCIO (Kcp

El tercer factor relajante dependiente del endotelio es el
EDHF. Aunque no se conoce con exactitud su naturaleza y
mecanismo de accion, se sabe que la vasodilatacion se produce por
hiperpolarizacion del musculo liso vascular mediante apertura de
canales de potasio. La salida de iones potasio del endotelio a través
de estos canales, provocaria un aumento de su concentracion en el
espacio mioendotelial, esto activaria la bomba Na'-K" en la célula
muscular provocando hiperpolarizacion, que llevaria a la relajacion
muscular *. Inversamente, el bloqueo de canales de K produciria
despolarizacion, apertura de canales de Ca®" voltaje-dependientes y

vasoconstriccion 7%,

La combinacion de charibdotoxina y
apamina, bloquea por completo los canales K¢, en arterias de rata

lo cual pone de manifiesto su participacion en la hiperpolarizacion

64
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En nuestro estudio en vena safena humana, la
charibdotoxina e iberiotoxina, bloqueantes de los canales de Kc,
de alta e intermedia conductancia y de alta conductancia
respectivamente, potencia la respuesta a la noradrenalina y al
estimulo eléctrico mientras que apamina, bloqueante de los canales
de K¢, de baja conductancia, no modifica la respuesta inducida por
noradrenalina o estimulo eléctrico. Estos resultados descartan la
participacion de canales de baja conductancia en la respuesta
adrenérgica. Parece ser que estos canales tienen importancia en la
hiperpolarizacion de vasos de menor calibre * que la vena safena.
De hecho, en venas humanas de calibre mas o menos similar a la
safena, también se ha descartado la participacion de los canales K¢,

de baja conductancia en respuesta a la noradrenalina .

Aunque no se puede descartar la participacion de canales
Kca de intermedia conductancia, el hecho de que charibdotoxina e

iberiotoxina produzcan un efecto similar, puede indicar la baja o
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nula participacion de los canales K¢, de intermedia conductancia.
Por otra parte, puesto que la charibdotoxina también tiene efecto
sobre algunos canales de potasio voltaje dependientes *’, tampoco
se puede descartar su participacion. Puesto que iberiotoxina y
charibdotoxina incrementan la contraccion inducida por el estimulo
eléctrico y noradrenalina, sugiere que los canales K¢, modulan la
accion del neurotransmisor en el musculo liso y sin modificar la

. ., . L1 4
liberacién de neurotransmisor. En vena renal y cefalica humanas *”

138 127, 138

asi como en arteria tiroidea humana también se ha
demostrado la participacion de estos canales K¢, en la respuesta a

estimulos relajantes como la acetilcolina.

Los bloqueantes de los canales de K¢, no poseen efectos
sobre los segmentos venosos sometidos a tension basal. Estos
resultados en vena safena humana confirman estudios previos en
el territorio arteriolar del hamster donde se ha comprobado que los
canales de K¢, no estaban activos a tension basal pero podian ser

. ce, 1 . .z
activados durante vasoconstriccién'®. En resumen la activacion de
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los canales de K¢, de alta conductancia produce un feedback

negativo en la regulacion del tono muscular liso durante la

estimulacion adrenérgica.

En el mecanismo de accion del EDHF se ha demostrado la
participacion de canales de potasio (ATP dependientes o
rectificadores " 7% 2 ) ademas de los K¢,. Por otra parte, la técnica
experimental utilizada en la presente tesis doctoral permite medir la
relajacion del musculo liso vascular, pero no la hiperpolarizacion,
aunque esta ultima acabe traduciéndose en relajacion. Por estos
motivos hay que ser cautelosos al interpretar los resultados y no
podemos asumir que el bloqueo de los canales K¢, implique el

bloqueo del EDHF, aunque si que parece estar relacionado.

Nuestros resultados muestran que la noradrenalina produce
una respuesta contractil en la vena safena humana que es atenuada
por la liberaciéon de NO y por la activacion de canales de K¢, de

alta conductancia. Ambos factores parecen ser los mas importantes
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a la hora de regular el tono vascular controlando el exceso de
vasoconstriccion. La importancia del NO y EDHF se ha puesto de
manifiesto especialmente en aquellos experimentos que estudian la
relajacion endotelio-dependiente *°. En diversas patologias que
cursan con alteraciones cardiovasculares, se ha demostrado la
presencia de disfuncion endotelial, manifestada como una menor
relajacion a la acetilcolina '*° . Aunque la disfuncion endotelial se
asocia al déficit de NO, también puede deberse al déficit de otros
factores como el EDHF, por lo que deberia ser tratada como una
alteracion multifactorial '*'. En ocasiones aumenta la produccion

de EDHF para paliar alteraciones de la via de sintesis de NO'*,

Cabe esperar que la contraccion inducida por noradrenalina
produzca la apertura de canales de K¢, Tras su bloqueo, se
retrasaria la hiperpolarizacion, aumentaria el Ca®" intracelular y
como consecuencia aumentaria la respuesta contractil inducida por
noradrenalina. Estos efectos muy probablemente se deban a un

aumento en el calcio intracelular y al incremento de la duracion de
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70,143,144 By nuestro estudio la

la despolarizacién de la membrana
adiciéon de nifedipino, un bloqueante de los canales de calcio tipo
L, disminuy¢ significativamente la potenciacion inducida por los
bloqueantes de K¢, iberiotoxina y charibdotoxina. Esto indica que
el flujo de calcio a través de los canales dihidropiridina sensibles se
increment¢ tras el bloqueo de los K¢, Por consiguiente el estimulo
de canales de K¢, de gran conductancia puede limitar la
contracciéon del musculo liso en respuesta a la estimulacion
adrenérgica. Asi pues, una disfuncion de estos canales de potasio

podria conducir al vasoespasmo o a la reduccion de la capacidad de

dilatacion de la vena safena.

4. PARTICIPACION DE CANALES DE K’

SENSIBLES A ATP

Se ha utilizado la glibenclamida para estudiar la

participacion de los canales Karp. La concentracion de inhibidor
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utilizada en estos experimentos (10° M) se ha demostrado que es
altamente selectiva para los canales Katp vasculares y neuronales
145 A concentraciones mayores (>10°M) la glibenclamida puede
modular otros canales i6nicos y la liberacion del calcio del reticulo
sarcoplasmico "% .

En nuestros experimentos la glibenclamida no modifico la
curva concentracion-respuesta a la noradrenalina. Sin embargo, la
incubacién con glibenclamida si que produjo potenciacion de la
respuesta contractil al estimulo eléctrico. Estos resultados indican
la participacion de canales de K' sensibles a ATP localizados a
nivel presindptico pero no en el musculo liso vascular. La
activacion de estos canales en la respuesta adrenérgica simpatica
atenua la respuesta contractil de la vena safena. La liberacion de
neurotransmisor inducida por el estimulo eléctrico activaria los
canales Katp presinapticos que repolarizan la membrana, el cierre

de canales de Ca®" voltaje dependientes disminuyendo la liberacion

de neurotransmisor.
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En esta linea, trabajos en cobaya y auricula derecha aislada
humana '* muestran que la glibenclamida modula la liberacion de

14 .
? aunque a concentraciones mayores. La

neurotransmisor
diferente sensibilidad a la glibenclamida en los distintos tejidos y
especies podria deberse a los distintos subtipos de canales Karp '°

146, 151 .
6. 151 "1 4 adicion de

con diferentes subunidades moleculares
nifedipino disminuye significativamente la potenciacion inducida
por glibenclamida, indicando que la potenciacién es debida a la
entrada de Ca”" a través de canales voltaje-dependientes de tipo L.
La glibenclamida es un antidiabético oral ampliamente
usado para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 que
pertenece al grupo de las sulfonilureas y bloquea los canales Karp.
Un alto porcentaje de pacientes subsidiarios de cirugia coronaria
presentan diabetes tipo 2. Nuestros hallazgos muestran que estos
medicamentos  podrian potenciar la respuesta adrenérgica y

producir vasoespasmos en el injerto venoso. Por el contrario,

farmacos que estimulen la apertura de estos canales probablemente
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reduzcan los espasmos en los injertos de vena safena humana

producidos por el estimulo adrenérgico.

5. PARTICIPACION DE CANALES DE K°

VOLTAJE DEPENDIENTES

El musculo liso vascular expresa varios tipos de canales de
K" incluyendo los dependientes de voltaje (K,). La incubacion con
4-AP, bloqueante de los canales K, potencia la respuesta contractil
inducida por el estimulo eléctrico sin modificar la respuesta a la
noradrenalina. Estos resultados indican que la noradrenalina
liberada en las terminaciones nerviosas activa canales de Kv
localizados a nivel presinaptico y no en el musculo liso vascular en
la vena safena humana. La activacion de estos canales contribuye
al retorno a la polaridad inicial y puede limitar la contraccion del

musculo liso venoso en respuesta a la estimulacion adrenérgica.
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Similares resultados indican que 4-AP inhibe canales de K,
presinapticos localizados en las terminaciones nerviosas periféricas
estimulando la liberacion de noradrenalina '>2, '3, La liberacion
del neurotransmisor por exocitosis es dependiente de Ca".
Cuando un impulso nervioso llega a la neurona presindptica, se
abren los canales de Ca®" cuya entrada produce liberacion de
neurotransmisor en el espacio sinaptico. Por tanto, la inhibicion de
los canales de K, presinapticos con 4-AP favorece la entrada de
Ca™ y la liberacion de mas neurotransmisor incrementando la
respuesta. En presencia de nifedipino, bloqueante de canales de
Ca’" sensibles a dihidropiridinas, se revierte parcialmente la
potenciacion inducida por 4-AP. En presencia de las conotoxinas
GVIA y MVIIA (bloqueantes selectivos de los canales de Ca*"
voltaje-dependientes tipo N y L) se bloquean los efectos

potenciadores de la 4-AP. Sin embargo, MVIIC o IVA,

inhibidores especificos de los canales de Ca®" voltaje-dependientes
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de tipo Q y de tipo P respectivamente, no modifican la respuesta
contractil adrenérgica en la vena safena humana.

En conjunto estos resultados indican que la potenciacion
inducida por la 4-AP es debida a la apertura de canales de Ca**

voltaje-dependientes de tipo Ny L.

En resumen, la activacion de canales de K, puede atenuar la
contraccion inducida por el estimulo eléctrico en la vena safena
humana. Este proceso es dependiente de la entrada de Ca*" a
través de canales de Ca®" voltaje-dependientes de tipo N y L.
Aunque la bibliografia es escasa con respecto a la actividad de
estos canales en la vena safena humana o en otro injerto vascular
usado en el bypass aortocoronario, existen estudios que apuntan
que estos canales contribuyen de forma significativa a controlar la

secrecion de neurotransmisores °

Las patologias que impliquen
alteraciones en estos canales de K, o modificaciones

farmacoldgicas en la situacion de apertura o cierre de canales de

140



Discusion
Ca®" voltaje-dependientes de tipo N y L  pueden provocar

espasmos en la vena safena o prevenir su contraccion ante el

estimulo adrenérgico endégeno.
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Conclusiones

1. La respuesta contractil de la vena safena humana a la
noradrenalina tanto endogena como exdgena, es atenuada por la
liberaciéon de NO y la salida de potasio a través de canales

sensibles a iberiotoxina y charibdotoxina.

2. La liberacion enddgena de noradrenalina, representada a través
de la estimulacion eléctrica, pone de manifiesto también, la
participacion de canales de potasio sensibles a ATP y voltaje
dependientes, que atenuarian la respuesta contractil al estimulo

eléctrico.
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3. La potenciacion de la respuesta contractil a la noradrenalina y
al estimulo eléctrico inducida por iberiotoxina, charibdotoxina
y glibenclamida, se revirti6 con la administraciéon de
nifedipino, lo que indica que en esta potenciacion se da la

entrada de calcio a través de los canales de calcio de tipo L.

4. La potenciacion de la respuesta al estimulo eléctrico obtenida
con la incubacion de 4-aminopiridina, revirtid parcialmente con
nifedipino y totalmente con la administracion de las
conotoxinas GVIA y MVIIA. Esto indica que los canales
involucrados en dicha potenciacion son canales de calcio tipo L

y canales de calcio dependientes de voltaje tipo N.
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