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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



Clásicamente,sehaconsideradoque el corazónposeeunainervaciónextrínseca

constituidaporneuronassimpáticasy vagalesdenaturalezatantoeferentecomoaferente.

Además,estosnervios extrínsecosestáninterconectadoscon neuronasexistentesen los

ganglios intracardíacos,las cualesposeenuna actividad reguladoracardíacaintrínseca

(FORSSMAN,REINECKE Y WEIHE, 1982).

Sin embargo, en las dos décadaspasadas,el descubrimiento,aislamiento y

caracterizaciónestructuralde un gran número de neuropéptidosen el corazónde los

mamíferos (sustancia P (SP), péptido intestinal vasoactivo (VIP) neurotensina,

neuropéptidoY (NPY), encefalina),han hechoque semodifiqueel conceptoclásicode

un control nerviosodoble(adrenérgicoy colinérgico)del corazón(HOKFELT ET AL,

1980).

La inervaciónpeptidérgicacardíacapuededesempeñarun importantepapelen el

control neuronalextrínsecoe intrínsecode diversasactividadescardíacascomoel pulso

cardíaco,la velocidadde conducción,la circulacióncoronaria,etc. La complejidadde

estecontrol aumentasi consideramosla existenciaen la misma neuronade dos o más

sustanciasneurotransmisoraso moduladoras(los llamadosneurotransmisoresclásicosy

los neuropéptidos) (HÓKFELT ET AL, 1987). Esto supone una variabilidad

histotopográficade la inervación cardíacacon distinta proporción de transmisores

almacenadosen conjunto.



Debidoa la ampliadistribuciónde los neuropéptidostantoen el SistemaNervioso

Centralcomo en el Periféricoy a sus múltiples funciones,la importanciafisiológicade

los nerviosque contienenneuropéptidosen el corazónno estádel todo bienconocida.

Por todo ello, los objetivosdeestetrabajofueron:

1.— Estudiarla distribuciónde la inervaciónpeptidérgicadel corazón,realizando

una descripcióndetalladade la distribución de tres neuropéptidos(SustanciaP (SP),

NeuropéptidoY (NPY) y PéptidoIntestinal Vasoactivo(VIP)) en distintas zonas del

mismo.

2.— Basándonosen quela simpatectomíaquímicacon 6-hidroxidopamina(6-OH-

DA) origina una degeneraciónde los terminalesnerviosossimpáticoscardíacos,en el

presenteestudio, intentamosestableceruna correlaciónentrela localizaciónde N?PY y

los efectosde 6-OH-DA en la deplecciónde fibrasnerviosasNPY-IR en el corazóny

grandesvasosde la rata, determinarla dosisóptimaparala cual la simpatectomíafuera

completa y comparar estos resultados con los efectos de la 6-OH-DA sobre la

distribución deSPy VIP.

3.— La capsaicinaproduceuna degeneraciónselectivade las fibras aferentes

primarias nociceptivas.Basadosen la deplecciónde SP en la médula espinal tras

administraciónde capsaicinay la producciónde analgesiaprolongadaa los estímulos



nociceptivosy, estableciendo,por tanto, la posibilidaddequeSPes un NT nociceptivo,

esteestudiosellevó a cabocon el fin de:

a) Determinarla dosisapropiadade capsaicinaen ratasqueproduzcalos mejores

resultados(mayordeplecciónde SPen corazóny grandesvasos)sin efectosadversos.

b) Investigarlos efectosde la administracióndecapsaicinasobrelos nivelesde SPen el

corazóny grandesvasosde la rata.

e) Compararestosresultadoscon la existenciao no de deplecciónde VIP y NPY en

dichaszonas.



LISTA DE ABREVIATURAS EMPLEADAS

Ach

AD

Al

CA

CCK

DA-B-OHasa

en

ep

5-MT

Haz AV

‘CC

ja

NKA

NKB

Nodo AV

Nodo SA

Nor

NPY

NPY-IR

NT

Acetilcolina

AurículaDerecha

Aurícula Izquierda

Catecolaminas

Colecistoquinina

Dopamina-beta-hidroxilasa

Endocardio

Epicardio

5-hidroxitriptamina

Haz aurículoventricular

InsuficienciaCardíacaCongestiva

Miocardio

NeurokininaA

NeurokininaB

Nodo Auriculoventricular

Nodo Senoauricular

Noradrenalina

NeuropéptidoY

NeuropéptidoY-Inmunorreactivo

Neurotransmisor



NTS Núcleo del Tracto Solitario

6-OH-DA 6-hidroxidopamina

PBS FosfatoBufer Salino

PFA Parafolmaldehído

SNC Sistema Nervioso Central

SNS Sistema Nervioso Simpático

SP Sustancia P

sp-nl Sustancia P-Inmunorreactivo

TRII Hormonaliberadorade Tirotropina

VCS VenaCavaSuperior

VD Ventrículo Derecho

VI Ventrículo Izquierdo

VIP PéptidoIntestinalVasoactivo

VIP-IR VIP-Inmunorreactivo



iNTRODUCCION

rl



1) CONCEPTO DE NEUROTRANSMISOR. NEUROMODULADOR Y

NEUROITORMONA

.

El conceptodeneurotransmisorcomenzóconOTTO LOEWI (1921)al demostrar

la liberación de Acetilcolina (ACh) de los terminalesnerviososdel nervio vago en el

corazón y propusoqueesta sustanciaera el mediadorde la influencia parasimpática

inhibidora queel nervio vagoejerce sobreesteórgano.Paraello, perfundióel corazón

de unaranamanteniendounapartedel nervio vago unida al mismo; trasestimulación

eléctricadel nervio, el corazónlatió con mayorlentitud.Recogióel líquido deperfusión

y lo aplicó al corazónde otra ranaobservandoque tambiénlatía máslentamente.Este

líquido conteníaACh liberadapor el vago.

TambiénHENRY DALE (1935) demostróquela ACI¡ actuabaen los terminales

nerviososmotoresvoluntariospara iniciar la contracciónmuscular.La ACh fue, por

tanto, la primera sustancianeurotransmisoraidentificada.

En términosgenerales,sepuededefinir un NEUROTRANSMISOR(NT) como

la sustancialiberadaen la hendidurasináptica por una neuronaque actúa de forma

específicasobre otra célula (neuronau órganoefector)por unión a los receptorespre o

postsinápticossituadospróximosal puntode liberación(SCHWARTZ, 1985). Hay una

serie de sustanciasde bajo pesomolecularconsideradaspor la mayoríade los autores

1



comoNT (Acetilcolina;Monoaminas:Dopamina,Noradrenalina,Adrenalina,Serotonina;

Aminoácidos: GABA, Glicina, Glutamato, Aspartato) (SCHWARTZ, 1985;

BRADFORD, 1988). Sin embargo,existen muchasotras sustanciasen las queno se

puededemostrarsuverdaderopapelcomoNT. La identificaciónde los NT esunodelos

problemasmás difíciles de toda la neurobiología; incluso con los NT formalmente

aceptadoscomotalesexisten,con frecuencia,dificultadesparadeterminardichafunción

experimentalmenteen una sinapsis (HÓKFELT ET AL, 1980;KRIEGER, 1986).

Los requisitosquedebenser satisfechospara queuna sustanciaseaconsiderada

comoNT, segúnGAINER Y BROWNSTEIN (1981),son:

1) Anatómicos:Presenciadela sustanciaen cantidadesapropiadasen los terminales

presinápticos.

2) Bioquímicos:Presenciay funcionamientode los enzimasquesintetizanla

sustanciaen la neuronapresinápticay en los terminales,y eliminano inactivan la

sustanciaen la sinapsis.

3) Fisioló2icos:Demostracióndequela estimulaciónnerviosafisiológicaprovocaque

la terminaciónpresinápticaliberala sustancia,y de quela aplicacióniontoforética

de la sustanciaa la sinapsisen las cantidadesapropiadasmimetizala respuesta

natural.

4) Fannacológicos:Las drogasqueafectenalos distintospasosenzimáticostienen

susefectosesperadossobre la síntesis,almacenamiento,liberación, acción,

inactivacióny recaptaciónde la sustancia.

2
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Otros autores (BRADFORD, 1988), formulan estos criterios así:

1) La sustancia debe estar presente en las neuronas a partir de las cuales es liberada.

2) En las neuronasdebenexistir enzimascapacesde sintetizarla sustancia.

3) Existencia de precursores y otros compuestos que formen parte de la ruta de

biosíntesis.

4) La liberacióndependientedel calcio de la sustanciaa los líquidosextracelulares,ha

de tenerlugardurantela descarga del potencial de acción por la neuronao durantela

despolarizaciónlocal desde sus terminalesaxonales.

5) El tejido próximo a la neuronaen cuestiónposeemecanismosparala inactivaciónde

la sustancia,unavez queéstaha sido liberada.

6) La sustanciaimita exactamentela acciónpostsinápticadel NT liberadoen la hendidura

sinápticacuandoseponeen contactocon la sinapsis.La aplicacióndel posibleNT a

las neuronaspostsinápticasdebeduplicarel efectode los acontecimientosobservados

en estadonatural:por ejemplo,un NT debecambiarla permeabilidadde la membrana

postsinápticafrente a determinadostipos de iones.

7) Los agentesfarmacológicos,talescomolos antagonistas,que interactúancon el NT

liberado, interactúantambién,y de forma idéntica,con la sustanciaañadida.

8) En la regióntisularquecontienela sinapsishan dedemostrarsereceptoresespecíficos

parala sustancianeurotransmísora.

ParaqueunasustanciaseaconsideradacomoverdaderoNT, ORREGO (1979)

propusoquedebía cumplir tres criteriosprimariosy tressecundarios.

3
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Los primariosson:

- Localizaciónde la sustanciaen vesículasdentrode las neuronas.

- Liberacióndurantela estimulacióneléctrica.

- Acción semejantea la obtenidatras estimulaciónde la vía nerviosaen cuestión

cuandola sustanciase aplica localmente.

Los criterios secundariosson:

- Antagonismofarmacológico.

- Existencia de un sistema de biosíntesis.

- Distribución diferencial.

Noobstante,aunquela sustanciapuedeno serun neurotransmisorpordefinición,

puede ejercer alguna influencia reguladora sobre la célula diana, actuandocomo

cotransmisoro neuromodulador.

Ademásde los NT, existe una serie de sustanciasfuncionalmentedistintas

denominadasNEUROMODIJLADORES que se liberan a partir de una sinapsis o

varicosidadnerviosaactuandoa nivel postsinápticolocal o a distancia,modificandola

acción del NT, ampliándola o atenuándola (sin llevar a cabo una acción postsináptica

directa) o actuando sobre la cantidad de NT liberado(actúasobreel receptorpresináptico

influyendo en la liberación o la síntesis de un NT) (BT.JRNSTOCK, 1985;

CIARLEGLIO, BEINFELD y WESTFALL, 1993). Un ejemplo de neuromodulación

es la interacción del sistema de benzodiacepinas con los receptores GABApostsinápticos.

Al liberarse juntos, GABAy benzodiacepinas, éstas últimas actúan en algún punto del

4
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receptorpostsinápticodondeactúaGABA y son capacesdeaumentaro disminuir el paso

del ion Cl iniciadopor GABA ejerciendoun efectode refuerzosobre la acciónde esta

sustancia(BRADFORD, 1988).

Ademásexisteotro tipo de sustanciasdenominadasNEUROHORMONASque,

trasser liberadasdesdesu lugarde síntesisal torrentesanguíneoo al líquido extracelular,

son transportadashastalas células sobre las queactúanejerciendosu acciónsobreuna

población de receptoresdistantes(BURNSTOCK, 1985).

5



II) CONCEPTO DE NVEUROPEP’I?IDO. DIFERENCIAS ENTRE

NEUROPEPTIDOS Y NEIJROTRANSMISORES CLASICOS

.

A partir de la décadade los setenta,seaislaron y caracterizaronuna serie de

sustancias candidatas a NT, los PEPTIDOSNEUROACTIVOS,de estructura química

distinta a los NTclásicos (cadenas cortas de aminoácidos) y presentes en cantidadesmuy

pequeñasen diversasregionesdel SistemaNervioso(EMSON,1979;KRIEGER, 1986).

Los neuropéptidosson sustanciasneuroactivasmuy potentesquepuedenactivar

receptores a concentraciones mucho másbajasque los neurotransmisoresclásicos.Las

diferencias entre ambos quedan sistematizadas en la Tabla 1 (REICHELT Y

EDMWSON, 1977; HOKFELT ET AL, 1980; KRIIEGER, 1986).

Diversas familias de péptidos, con estructura química semejante han sido descritos

hasta la fecha: 1) Hormonashipotalámicaso factores de liberación; 2) Hormonas

neurohipofisarias; 3) Péptidos pituitarios; 4) Péptidos opio<les; 5) Factores de

crecimiento; 6) Péptidos gastrointestinales (entre los que se encuentran, entre otros,

Sustancia P, Péptido Intestinal Vasoactivo, Colecistoquinina,Gastrina, Somatostatina,

Motilina, PolipéptidoPancreático)y 7) Otros péptidos (NeuropéptidoY, Calcitonina,

CGRP,Bradiquinina,AngiotensinaII) (WALSH Y DOCKRAY, 1994).Suspropiedades

bioquímicasy fisiológicasdifierende las de los NT clásicosen variosaspectos:

fi



Tabla 11.

DIFERENCIAS ENTRENEUROTRANSMISORESY NEUROPEPTIDOS(*)

NT NEUROPEPTIDOS

CONCENTRACIONMEDIA ALTA EXTREMADAMENTEBAJA

UNION A RECEPTORES

POTENCIA

ALTA AFINIDAD

BAJA

ESPEFICIDAD

VELOCIDAD DE SíNTESIS

TAMAÑOMOLECULA

GRANDE

MODERADA

PEQUEÑO
(2-10Carbonos)

BAJA AFINIDAD

MUYALTA

GRANDE

BAJA

PEQUEÑO-MEDIO
(2-100Carbonos)

(*) Tomadode REICHELTY EDMIINSON, 1977.



II

- SINTESIS: La forma de síntesisde los neuropéptidosparecesertotalmente

diferente a la de los NT clásicos y tiende a seguir el patrón descrito para las hormonas

proteicasy otras proteínassecretoras(Fig. 1). Se sintetizan normalmentepéptidos

“precursores” o “preproteinas”de tamañomucho mayor en los ribosomasdel cuerpo

neuronal; se desplazanal retículo endoplásmicorugosodonde la secuencia“pre” es

desintegradaproduciendouna proproteina.Estase transportaal aparatode Golgi donde

puedesufrir su primeraescisión,llevándosea cabola translacióny procesamientodel

péptido.La secuenciadel neuropéptidoestáhabitualmentedentrodel precursordondedos

aminoácidosbásicosrepresentanel lugarpotencialde divisiónpor la acciónsucesivade

unaenzimatipo tripsinaseguidode unaenzimatipo carboxipeptidasaB quedaráncomo

resultadoel neuropéptidoactivo. En los precursores,tambiénexistenlugaresdondese

realizanotrasmodificacionescomoacetilacióndel residuoamino-terminal,glicosilación

y amidacióndel residuocarboxiterminalque puededar comoresultadola activacióno

inactivaciónde los precursores(SCHWARTZ, 1985; BRADFORD, 1988).

Al igual queotrasproteínassecretoras,los péptidosneuroactivosabandonanel

aparatode Golgi almacenadosen gránulossecretoresy se trasladana los terminales

nerviosospor transporteaiconal rápido para su almacenamientoy liberación. No existe

síntesislocal a nivel de los terminalesnerviosos(HÓKFELT ET AL, 1980).

Estos precursorescon frecuenciaoriginan múltiples péptidos con actividades

biológicasdiferentesquesepresentanen familiasdesustanciasparecidasquedifieren en
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NEUROTRAIiSMISOR NEUROPEPTIDO

“CLÁSICO

”

PRODUCCION

:

1) Enzimas de
síntesis.

2) Vesículas de
almacenamiento.

TRANSPORTEAXONAL

:

1) Enzimas de síntesis.

2) Vesículas de
almacenamiento.

ACUhBJLACION DE

NEUROTRANSMISOR

:

1) Transporte axonal +

almacenamiento

2) Síntesis de novo.

PRODUCCION

:

1) Péptido
(precursor)

2) Vesículas de
almacenamiento.

3) Enzimas de
conversión.

TRANSPORTE AXONAL

:

1) Vesículas de
almacenamiento.

ACUNULACION DE

NEUROPEPTIDO

:

1) Transporte axonal +

almacenamiento.

Liberación

Fig- 1,— DIFERENCIAS ENTRE NEURONAS CON NEUROTRANSMISORES CLASICOS Y

NEUROPEPTIDOS(Tomado de Hokfelt et al, 1980).

9
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tamaño; cada miembro de una familia determinada puede ser más abundante en un órgano

o región cerebraldistinto.El queexistaun neuropéptidou otro en un tejido determinado

depende de la distribución de los enzimas existentes en las células nerviosas de dicha

región; es decir, el procesamiento de los precursores es distinto de forma tejido-

dependiente(LYNCII Y SNYDER, 1986).

- ALMACENAMIENTO: La acumulación de NT clásicos a nivel de las

terminacionesnerviosasse puederealizarmediantesíntesisenzimáticaen las mismas,

recaptacióndesdeel espacioextraneuronal(sináptico)a través de un mecanismode

membranaactivoy poralmacenamientoen vesículasquepor transporteaxonalproceden

del cuerponeuronal(SCHWARTZ, 1985). Ya que, comose ha expuestopreviamente,

no existesíntesislocal de neuropéptidosen las terminacionesnerviosasy tampocoson

recaptadosdesdela hendidurasináptica,el mecanismopropuestoparael almacenamiento

de neuropéptidos es la existencia de vesículas que sintetizadas en el cuerpo neuronal

alcanzan la terminación nerviosa por transporte axonal(HÓKFELT ET AL, 1980).

Los terminales nerviosos contienen al menos dos tipos de vesículas:

a) La vesícula sináptica con diámetro aproximado de 500 A que sólo contiene

transmisores clásicos.

b) Una vesícula grande de alrededor de 1000 A de diámetro que contieneun núcleo

densoy sela llamavesícula“grandedenúcleodenso”o ~~granular”(HÓKFELT

ET AL, 1987).
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Mediante estudios inmunohistoquimicos a nivel ultraestructural, se ha demostrado

que los neuropéptidos parecen estar localizados en las vesículas grandes de núcleo denso

coexistiendo con transmisores clásicos. Así, PELLETIER, STEIN?BUSCH Y

VERJIOFSTAD(1981), demostraron que Sustancia P (SP) está presente en las vesículas

grandes de núcleo denso de las terminaciones nerviosas del asta dorsal de la médula

espina]. Del mismo modo, se ha visto que el Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP> existe

exclusivamente en las vesículas grandes de núcleo denso de las terminaciones nerviosas

de la glándula salival del gato (LUNDRERGET AL, 1981)y Neuropéptido Y (NPY)

en las del conducto deferente de la rata (FRIED ET AL, 1985).

- INACTIVACION: El tejido nervioso dispone de tres mecanismos fundamentales

para hacer desaparecer al neurotransmisor de la sinapsis (SCHWARTZ, 1985):

1) Difusión.

2) Degradación enzimática.

3) Recaptación.

El principal mecanismo propuesto para la inactivación de neuropéptidos es la

degradación enzimática por peptidasas extracelulares (LYNCH Y SNYDER, 1986). La

lenta tasa de eliminación de neuropéptidos también diferencia a estas sustancias de los

NT clásicos, contribuyendo a la larga duración de su acción y hace su metabolismo más

semejante al de las hormonas (SCHWARTZ, 1985).

11



- EFECTOS POSTSTNAPTICOS: Para ejercer su papel fisiológico, los

neuropéptidos interactúan con receptores específicos que parecen ser selectivos para los

diversos neuropéptidos (KAGE, LEEMAN y llOYD, 1993; REGOLI, CADIEUX Y

D’ORLEANS-JUSTE, 1993; LIN ET AL, 1994). Como ejemplo, tenemos los

receptores de las taquiquininas (LYNCH Y SNYDER, 1986). Esta familia de péptidos

incluye SP, Péptido Kasinina de los anfibios, Péptido Fisalamina dc los moluscos,

Neuromedina K y Sustancia K. Existen múltiples receptores para estos péptidos. SP y

Fisalamina son relativamente potentes comparados con Kasinina en la contracción del

músculo liso del ficen de cobaya donde aparece el receptor sustancia P-P (SP-P) pero

mucho menos potente en sus acciones en el conducto deferente o vejiga donde al receptor

se le ha denominado receptor sustancia P-E (SP-E). Sustancia K, Neuromedina K y

Kasinina tienen preferencia por receptores SP-E (LEE ET AL, 1982).

19
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III) COEXISTENCIA DE PEPTIDOS CON NEUROTRANSMISORES

CLASICOS

.

Según el principio de DALE (1935), un nervio dado actúa a través de la

liberación de una única sustancia neurotransmisora.

Mediante métodos inmunohistoquimicos (método de sección adyacente, método

de doble tinción, método dc dilución-tinción), se ha podido demostrar (HOKFELT ET

AL, 1980; 1987) que, en muchas ocasiones, los neuropéptidos se localizan en las mismas

neuronas que los transmisores clásicos como Acetilcolina (ACh), 5-hidroxitriptamina (5-

HT), catecolaminas, GABA, etc. estableciendo la posibilidad de que las neuronas

producen, almacenan y liberan más de una molécula mensajera (transmisor clásico más

péptido) o que el péptido en estas neuronas puede ser responsable de otro tipo de

funciones como por ejemplo, ejercer efectos tróficos a largo plazo (HOKFELT ET AL,

1987). Así, por ejemplo, se ha observado la coexistencia de 5-Rl, SP y Hormona

liberadora de tirotropina (1PM) en las mismas vesículas de algunas terminaciones

nerviosas de la médula espinal de diversas especies (JOHANSSONET AL, 1981). A

ésto se le denomina COEXISTENCIA

.

Esta cocxistencia de moléculas ha sido descrita tanto en el SNC como en el

periférico (JOHANSSONET AL, 1981; ECKENSTEIN Y BAUGHMAN, 1984;
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EVERITT ET AL, 1984; HOKFELT ET AL, 1987; FORSGREN, 1989c; CORR,

1992; CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993).

El significado funcional de la coexistencia no es del todo bien conocido. Habría

que determinar si estos compuestos liberados simultáneamente pueden producir respuestas

selectivas y diferentes. Para explicar ésto, se han propuesto diversos modelos. Uno sería

que la neurona, bajo cualquier condición, libera todas las moléculas mensajeras al mismo

tiempo, y que la distribución y tipo de receptores proporcionan selectividad y

especificidad (selectividad postsináptica). Otro modelo, que podría complementar al

anterior, es la capacidad de liberar el mensajero diferencialmente, es decir, la liberación

de distintas sustancias se relaciona con el almacenamiento diferencial de las mismas

(selectividad presináptica) (HOKFELTET AL, 1987). Otros mecanismos, quizá no bien

conocidos, pueden participar en las respuestas producidas por las distintas sustancias

liberadas por una neurona.

Como ya se especificó anteriormente, se ha demostrado que los péptidos se

almacenan exclusivamente en las vesículas grandes de núcleo denso, mientras que los NT

clásicos se almacenan tanto en estas vesículas como en las vesículas sinápticas. Por ello,

se podría proponer que si existe una activación selectiva con liberación de los dos tipos

de vesículas, sería posible obtener diferente liberación de transmisores de los terminales

nerviosos (HÓKFELT ET AL, 1987). Esta liberación es dependiente de la frecuencia

de los potenciales de acción: un impulso de baja frecuencia activa selectivamente las

pequeñas vesículas liberando sólo neurotransmisores clásicos, mientras que a frecuencias
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mayores o trenes de impulsos, las vesículas grandes también liberan su contenido. Por

tanto, el transmisor clásico es liberado selectivamente o en combinación con uno o varios

péptidos (LUNDBERGY HÓKFELT, 1983).

Los diversos péptidos que coexisten en un mismo sistema pueden interaccionar

de diversas formas: estimulando o inhibiendo la liberación del transmisor clásico,

prolongando la transmisión e, incluso, no estar implicados directamente en la transmisión

sino que pueden ejercer efectos tróficos de estimulación del crecimiento en diversas

células. Uno de los ejemplos de tal interacción es la existente entre VIP y ACh

(LUNDBERGET AL, 1981; HARA, HAMILL y JACOBOWITZ, 1985; KRIEGER,

1986). Una de estas sustancias altera la interacción con el receptor de la otra. VIP puede

aumentar hasta cuatro veces la afinidad de la Ach para los receptores muscarínicos. Si

se bloquean estos receptores, existe un aumento en el número de receptores para VIP y

muscarínicos de las glándulas salivales resultando una supersensibilidad tanto peptidérgica

como muscarínica.

En la inervación simpática y parasimpática de los vasos sanguíneos, se ha

demostrado la coexistencia de neurotransmisores clásicos y péptidos vasoactivos: VIP en

nervios colinérgicos (LUNDBERG ET AL, 1981; RARA, HAMILL Y

JACOBOWITZ, 1985) y NPYen nervios adrenérgicos (LIJNDBERG ET AL, 1983;

HARA, HAMILL y JACOBO WITZ, 1985).SP y CGRP pueden coexistir también con

ACh (PAPKA ET AL, 1981).
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Por tanto el concepto de que un nervio dado actúa por la liberación de una única

sustancia neurotransmisora, Principio de DALE (1935), necesitaría ser revisado ya que,

se ha demostrado que la mayoría de los nervios autonómicos contienen y liberan más de

un neurotransmisor (HÓKFELT ET AL, 1980; SCHWARTZ, 1985; BURNSTOCK,

1985, 1986, 1990).
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IV) SUSTANCIAL P (SP)

.

IV.a.- CARACTERISTICAS

VON EULER Y GADDUM (1931)demostraron,por primeravez, queextractos

de intestino y cerebro de caballo contenían un factor hipotensor y espasmogénico

diferentede todoslos principiosactivosconocidoshastaentoncesy a la quedenominaron

SustanciaP (SP). El primer intento de purificar esta sustanciase llevó a cabo por

PERNOW(1953).Duranteel períodocomprendidoentrelos años30 a 50, se llevaron

a caboestudiosdetalladossobrela distribución de SPen diversosórganos:cerebro,asta

dorsalde la médulaespinal,nerviosperiféricos,tracto gastrointestinal,etc.

El aislamientode SPdel hipotálamobovinoy su purificacióncompletaserealizó

por CHANG Y LEEMAN (1970),y un año después,estos mismosautores(CHANG,

LEEMAN y NIALL, 1971) determinaron su estructura química, que posee once

aminoácidos:

H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Glu-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2

La primera síntesisde SP fue hechapor TREGEARET AL (1971).STUDER,

TRZECIAK y LERGIER (1973) aislaronSP de intestinode caballo,encontrandoque

17
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la composicióny secuenciade aminoácidosde SP del intestino era idénticaa la del

péptido sialogogodel hipotálamobovino (CHANG Y LEEMAN, 1970) y al compuesto

descubiertopor VON EULER Y GADDUM (1931).

SP se biosintetizaen los ribosomasde los cuerposcelularesnerviososde los

gangliosde la raízdorsalde dondemigra: a) en direcciónCENTRAL, al astadorsalde

la médulaespinaly sustanciagelatinosay, b) PERIFERICAMENTE,a lasterminaciones

nerviosasdelas neuronassensitivasdelos tejidosperiféricos(PERNOW,1983;PAYAN

Y GOETZL, 1987). SPpertenecea la familia de las taquiquininas,compuestapor una

serie de péptidosque compartensecuenciasde aminoácidoscomunesen posición C-

terminal. En mamíferos se han descrito por lo menos tres taquiquininas: SP,

Neuroquinina A (NKA)(o Neuroquinina Ó, Sustancia K o Neuromedina L) y

Neuroquinina B (NKB)(o también NeuroquininaII o NeuromedinaK) (MAENO,

KIYAMA Y TOHYAMA, 1993).Estastaquinininasderivande dosgenesquecodifican

dos precursores,preprotaquiquininaA (PPT-A) y preprotaquiquininaB (PPT-B). El

procesamientodel gendePPT-A originamúltiplesRNAm quecodifican a SP sólo (alfa-

PPT) o a SP y N?KA (beta-PPTy gamma-PPT).El procesamientodel gen PPT-B

transcribedos RNAm quecodifican una solacopia de NKB. Este procesamientovaria

en las distintasespecies(LYNCH Y SNYDER, 1986; PAYAN Y GOETZL, 1987;

KALIVAS, 1993).
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Estos precursores, tras ser procesados por diversos enzimas, se almacenan, como

otros péptidos,en vesículasgrandesde núcleodensoy alcanzanel terminalnerviosopor

transporteaxonal,desdedondeseránliberadoscomoSP tras la estimulacióneléctrica.

Una vez liberada en la hendidura sináptica, el mecanismo propuesto de

inactivaciónde SP es la degradaciónenzimáticapor peptidasas.

- RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD DE SP: La actividadbiológicade

SPresideprincipalmenteen el fragmentoC-terminalde la molécula(en el pentapéptido

SP 7-11) ya que fragmentosmenoresson inactivos. Pareceser queel receptorparaSP

interactúasólocon los 6 ó 7 aminoácidosdel fragmentoC-terminalmientrasquela parte

N-terminal sería la responsablede estabilizar la molécula (PERNOW, 1983). No

obstante,PIERCEY ET AL (1982), han observadoque la administraciónde grandes

dosis de fragmentosN-terminal, aunque no afectan el músculo liso, estimulan la

secreciónsalivar,excitanlasneuronasdel astadorsalde la médula,inducenalteraciones

en la conductay estimulanla liberaciónde histamina.

- RECEPTORES:Las funcionesde las taquiquininasse llevan a cabo mediante

la activación de receptoresespecíficosque en el caso de SP, NKA y NKB son,

respectivamente,NK-l, NK-2 y NK-3 (MAENO, KIYAMA y TOHYAMA, 1993; LIN

ET AL, 1994).
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En la glándulasubmaxilarde la ratasehan caracterizadodos formasdistintasde

receptoresparaSP quedifieren en la longitud de susresiduoscarboxiterminaly aunque

no estánclarassuspropiedadesfisiológicas,pareceserquedifierenen su capacidadpara

llevar a cabodesensibilización.Así, antela existenciade un receptorparaSP dondeno

existan lugaresde fosforilación C-terminal, la infusión prolongadade SP en ratas

mantieneunasecreciónsalival mantenida,esdecir, no desensibiliza(KAGE, LEEMAN

y BOU), 1993).

IV.b.- DISTRIBUCIONDE SPEN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

.

La mayor partede las regionesdel SistemaNerviosoCentral (SNC ) de todos

los mamíferos,incluido el hombre,contienenconcentracionesvariablesde SP con una

distribución característica,acumulándoseen gran cantidaden algunasáreassiendocasi

imperceptibleen otras.

Las concentracionesmás elevadasde SP se encuentranen el mesencéfalo,

hipotálamoy áreapreópticamientrasque en el cerebelo la cantidades insignificante

(HÓKFELT ET AL, 1977; CUELLO Y KANAZAWA, 1978;LJUNGDAHL ET AL,

1978 a,b; PERNOW, 1983; CHIGR ET AL, 1991).
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En el SNC y la médula espinal de la rata, SP se encuentra en muchas de las

regiones que regulan la actividad cardiovascular (CUELLO Y KANAZAWA,1978;

IJUNGDAHL ET AL, 1978 a,b; GALLAGHER, CHAHL y LYNCH, 1992;

MAENO,KIYAMA Y TOHYAMA,1993; SYKES, SPYERY IZZO, 1994):

IV.b.1.- TELENCEFALO

.

El complejo septal y núcleo intersticial de la estría terminal contienen muchos

cuerpos celulares SP-IR con una mayor densidad en los núcleos amigdalino central y

medial y en el núcleo caudado putamen. Existen plexos de fibras SP-IR en el globus

pallidum, partes laterales del septum, parte caudal de la cápsula interna, hipocampo y

complejo amigdalino (LJUNGDAHLETAL, 1978a; CUELLOYKANAZAWA,1978;

PERNOW, 1983).

IV.b.2.- DITENCEFALO

.

Existe gran cantidad de fibras SP-IR en algunas áreas del HIPOTALAMO: en

los núcleos preóptico medial, paraventricular, arcuato y dorsomedial del hipotálamo y en

menor cantidad en los núcleos ventrales (CUELLO Y KANAZAWA, 1978).Alrededor

del tercer ventrículo, en dirección dorso-ventral, existe un compacto grupo de fibras que

se unen con el lado contralateral a nivel de la parte mas interna del núcleo

supraquiasmático (LJUNGDAHLET AL, 1978a).
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En el TALAMO, existe inmunorreactividadpara SP en diversosnúcleos. La

mayor densidad de fibras SP-IR se localizan en las estructurasde la línea media,

alrededor de la sustanciagris periventricular (CUELLO Y KANAZAWA, 1978;

L.JUNGDAHL ET AL, 1978 a,b).

TV.b.3.- CEREBELO

.

No existematerialSP-IRen cerebelo(CUELLO Y KANAZAWA, 1978).

IV.b.4.- MESENCEFALO

.

La mayor concentraciónde SP de todo el cerebrose encuentraen la sustancia

negra(CHIGR ET AL, 1991). Se han descritogrupos de fibras SP-IRen la sustancia

gris periacueductaly en la parteventraly dorsaldelnúcleoparabraquial(LJUNGDAHL

ET AL, 1978b). También existe una intensa inmunofluorescenciaen el fascículo

retroflexo, es decir, en la vía queconectala habénulacon el núcleo interpeduncular

(PERNOW, 1983).

Rodeandoel núcleo interpeduncularexiste gran cantidadde cuerposcelulares

inmunorreactivosen la llamadaregiónAlO de los cuerposcelularesdopaminérgicos(área

tegmentariaventral)(CUELLOY KANAZAWA, 1978; KALIVAS, 1993).
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IV.b.5.- ROMBENCEFALO

.

A todo lo largo de la líneamediaexisteunadelicadaredde fibrasquecontienen

SP siendosu concentraciónmayor en los siguientesnúcleos: núcleo del rafe dorsal,

núcleo central superior, núcleo del rafe de la protuberancia y núcleo del rafe magnus.

Tambiénen el locus cenileus,núcleovestibularmedial y núcleosparabraquialesdorsales

y ventrales.

SeobservaunaSP-inmunofluorescenciamuy intensaen la sustanciagelatinosadel

núcleo del tracto espinaldel trigémino, sobre todo en su porción caudal(PERNOW,

1983; CHIGR ET AL, 1991).Tambiénel núcleomotor del nervio vago y el núcleodel

tracto solitario (fundamentalmenteen su partecomisurale intermedia)muestranunared

muy compactade fibras fluorescentes(IJUNGDAHL El AL, 1978b; CHIGR El AL,

1991). FibrasSP-IRpenetranen el tronco cerebrala travésde los nervios trigémino,

facial y glosofaríngeo(CUELLO Y KANAZAWA, 1978).

IV.b.6.- MEDULA ESPINAL

.

Los cuerposcelularesnerviososSP-IRexistenúnicamenteen el astadorsal. Por

el contrario, existenfibras SP-IRen todas las partesde la sustancia gris de la médula

espinal(BARRER El AL, 1979; LJUNGDAHL El AL, 1978a).
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La mayor densidad de fibras SP-IR se encuentra en las capas superficiales del asta

dorsal (láminas1 y II), y tambiénen la partedorsomedialdel fascículolateral y el tracto

de Lissauer.Alrededordel canalcentral y en las astasventrales,existe menordensidad

de fibrasSP-IR,próximasamotoneuronase irradiándoseala sustanciablanca(BARBER

ET AL, 1979; CHIGR ET AL, 1991; SYKES, SPYER Y IZZO, 1994).

IV.c.- DISTRIBUCION VISCERAL DE SP

.

IV.c.1.- GANGLIOS Y NERVIOS

.

Se han demostradoabundantescuerposcelularesSP-IRen los gangliosespinales

de la raíz dorsala todoslos nivelesy en los gangliossimpáticosprevertebrales(ganglio

mesentéricoinferior, superiory celiaco) así como en los ganglios yugular, nodosoy

trigémino de diversos animales, incluido el hombre (HÓKFELT ET AL, 1977;

CUELLO, DEL FIACCO Y PAXINOS, 1978; LUNDBERG ET AL, 1978;

QUARTU, POLAK Y DEL FIACCO, 1993).

Estascélulasson casiexclusivamentedetipo pequeño(tipo B) y parecenconstituir

alrededordel 20% de todas las célulasde estosganglios.Entre las célulasse observan

axonesSP-positivos( fibrasC o A delta)de diferentecalibrey terminacionesvaricosas

de diversogrosor(PERNOW,1983;QUARTU, POLAK Y DEL FLACCO, 1993).SP

tambiénestápresenteen los nervios vago, ciático, esplácnicosy frénico (CUELLO,

DEL FIACCO Y PAXINOS, 1978; LUNDBERG ET AL, 1978; PERNOW, 1983).
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JN.c.2.- APARATO GASTROINTESTINAL

.

En el aparato gastrointestinal,se pueden distinguir dos tipos principales de

poblacionesneuronalesSP-IR que dan origen a dos tipos de nervios: a) nervios

intrínsecosy b) nervios extrínsecos.

La mayorpartede las fibras nerviosasquecontienenSPen la paredintestinalse

originande los cuerposcelularesde losplexosmientéricoy submucosoy son,por tanto,

intrínsecas.Pero tambiénexiste una inervaciónextrínsecaque, a travésde los nervios

mesentéricos, llega al intestino representandofibras nerviosas sensitivas que han

atravesadolos ganglios simpáticosprevertebrales.Tambiénexistenfibras con SPen el

vago que terminan en estómagoe intestino (LUNDBERG ET AL, 1978; PERNOW,

1983; WALSH Y DOCKRAY, 1994).

En el ESOFAGO,las fibras nerviosasSP-IR son particularmentenumerosasen

los plexosmientéricoy submucoso.SPes muchomásabundanteen la regióninferiordel

esófagoque en la superior (LEANDER ET AL, 1982).

En ESTOMAGO, la mayor concentraciónde SP se observa en el plexo

mientérico.En la submucosay láminapropia hay pocacantidadde SP mientrasque la

capamuscularlongitudinal( sobretodo cardiasy antro)presentala mayordensidadde

inmunorreactividadpara SP del tracto gastrointestinal(PERNOW, 1983). También se



ha demostradoSP en el músculo liso vasculartanto en el cuerpocomo en el antro

(UCHIDA, YANO Y WATANABE, 1993).

En INTESTINODELGADO, las fibrasnerviosasSP-IRsonmuy abundantesen

la capa muscularcircular y en los plexos submucosoy mientérico así como en la

muscularismucosay láminapropia.Sonpocofrecuentesen la capamuscularlongitudinal

(GREENWOODEl’ AL, 1990). TambiénexistenfibrasSP-IRasociadasa los villi de

la mucosay en el tejido conectivoasí comoen el epitelio (a estasúltimas se les ha

consideradocomocélulasenterocromafinesfundamentalmenteen las mucosasdeduodeno

y colon). Los cuerposcelularesSP-IR se localizanen los plexossubmucoso(los que

inervanla mucosa)y mientérico(los queinervanla capamuscular,submucosay mucosa)

(SCHULTZBERG ET AL, 1980; WALSH Y DOCKRAY, 1994).

En el COLON, la mayor densidadde SP seencuentraen el plexo mientéricoy

capamuscularcircular. En la lámina propia, sin embargo,existenpocasfibras SP-IR

(PERNOW, 1983).

Hay que resaltarque, a diferenciade las demásespeciesanimales,el tracto

gastrointestinalhumanopresentamuchasfibras SP-IRen la mucosa,particularmenteen

la láminapropiay concentrándoseen mayorcantidaden el íleon, cuyoscuerposcelulares

se sitúan en el plexo submucosoy no existenen el plexo mientérico(CROWEEl’ AL,

1992).
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IV.c.3.- APARATO RESPIRATORIO

.

En el tejido traqueobronquial, SP se distribuye en el músculo liso, tejido

conectivo, en contacto con el epitelio respiratorio y alrededor de los vasossanguíneosde

la mucosa nasal, epiglotis, laringe, tráquea,bronquiosy bronquiolos.La inervaciónpor

SP de la tráqueay bronquios se origina del nervio vago derecho mientras que la del

pulmónseorigina de amboslados(ALBEGGEREl’ AL, 1991).

IV.c.4.- APARATO CARDIOVASCULAR

.

A) CORAZON

:

Se han identificado fibras nerviosasSP-IR en el corazónde diversosmamíferos

(PAPKA El’ AL, 1981; WHARTON El’ AL, 1981; WEIHE Y REINECKE, 1981;

FORSSMANN, REINECKE Y WELHE, 1982; FURNESS El’ AL, 1982;

HOUGLAND Y HOOVER, 1983;URBAN Y PAPKA, 1985; DALSGAARD El’ AL,

1986; PAPKA Y URBAN, 1987; GERSTHEIMER El’ AL, 1988; BALUK Y

GABELLA, 1989; TAY Y WONG, 1992; CORR, 1992; PRADOS FRUTOS El’ AL,

1992; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y PUERTA FONOLLA, 1993) incluido

el hombre (REINECKE, WEIHE Y FORSSMANN, 1980; WEIHE El’ AL, 1981,

1983; RECHARDT El’ AL, 1986; WHARTON El’ AL, 1988).

Las fibras SP-IRse distribuyenen vasoscoronariosy susramas(REINECKE,

WEIHE Y FORSSMANN, 1980; WELHE Y RENECKE, 1981; WIIARTON El’ AL,
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1981; GULBENKIAN El’ AL, 1993; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y

PUERTA FONOLLA, 1993), plexo perivascularde arteriolas, capilares y vénulas

(WEIHE ET AL, 1981), paralelasa las fibrasmiocárdicasauricularesy ventriculares

y asociadasconel sistemadeconducción(existeinervacióndelosnodospor fibrasSP-IR

pero no se detecta SP en los cuerpos neuronalesni en los ganglios cardíacos)

(WHARTON El’ AL, 1981; GERSTHEIMEREl’ AL, 1988; FORSGREN,1989b;

PRADOS FRUTOSEl’ AL, 1992). También se han detectadofibras en las válvulas

cardíacasy en el tejido conectivo que cubre el corazón (PAPKA El’ AL, 1981;

WHARTON El’ AL, 1981; GERS¶I7HEIMER El’ AL, 1988).

B) VASOS

:

En algunosanimalescomoel cobaya,prácticamentetodos los lechosvasculares

estáninervadospor fibrasnerviosassensitivasquecontienenSP.En la adventiciay límite

adventicia-mediade los vasossanguíneosde piel, pulpadental, tejido traqueobronquial,

tractogastrointestinaly cerebro,existenfibras SP-IRsobretodo en las arteriolascon un

patróntípico de fibras vasomotoras(PERNOW,1983).

La mayorinervaciónpor fibrasSP-IR seencuentraen lasgrandesarteriascerca

del corazón (tronco pulmonarproximal, arco aórtico, aorta torácica, tronco arterial

braquiocefálicoy carótidascomunes)y normalmentela inervacióndisminuyea medida

quenos alejamosde éstehacialos vasosde calibre menor (FURNESSET AL, 1982).

A nivel arteriolar, la inervación es escasa.Sin embargo,en las arterias del lecho

esplácnico (mesentérico, esplénico, pancreático y hepático), la inervación por SPes muy
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importante al igual que en las arteriasuterinas.En los miembros,la inervaciónes muy

escasa (FUIRNESS El’ AL, 1982).

IV.c.5.- APARAl’O UROGENITAL

.

En el riñón de diversosmamíferos(rata, ratón, conejo, cobaya)seha demostrado

la existencia de un plexo laxo de fibras nerviosasSP-IR tanto en la corteza(asociado

normalmentecon los vasos)comoen las pelvis renal(en relaciónconel músculoliso).

En la parteproximalde uréterexistennumerosasfibras SP-IR. En la vejiga, todassus

capas contienen SP, con acumulaciones particularmente en el trígono (BUCSICS,

HOLZERY LEMBECK, 1983).

IV.c.6.- ORGANOSDELOS SENl’IDOS

.

Se han demostradodiversosneuropéptidosen las terminacionesnerviosasde la

piel y membranas mucosas (mucosa oral, nasal y pulpa dentaria) (O’SHAUGHNESSY

El’ AL, 1981; BLOOMYPOLAK, 1983; BUCSICS,HOLZER Y LEMIBECK, 1983;

PERNOW, 1983). SP se distribuye en las terminaciones nerviosas libres localizadas en

las papilas epiteliales y subepiteliales y en relacióncon los vasossanguíneos(glándulas

sudoríparas y folículos pilosos). También se han demostradodelgadasfibras SP-IR no

mielinizadas asociadas con los corpúsculosde Meissnery de Krausedel labio, nariz y

lengua (ICHIKAWA El’ AL, 1988).
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Las terminacionesnerviosasSP-IR de los corpúsculosde Meissner y Krause

parecenoriginarsede las células del ganglio trigémino SP-IR que tienen naturaleza

sensitiva.La rizotomíatrigeminal o la lesión electrolíticadel ganglio de Gasserorigina

una pérdidaimportante de las fibras SP-IR en el lado ipsilateral y en la sustancia

gelatinosadel núcleotrigeminalespinal(CUELLO, DELFIACCO Y PAXINOS,1978).

La simpatectomiano afecta la concentraciónde fibras SP-IR, indicando el carácter

sensitivode estasfibras en los tejidosperiféricos.

En el OJO, existeSP en todaslas partesdel sistemavisual: Gangliode Gasser,

nervio oftálmico, en la mayor partede las capasdel ojo: la retina, iris (en el músculo

esfínter, en el estroma y músculo dilatador), en los procesos ciliares (con localización

preferentemente subepitelial), vasos sanguíneos y úveaanterior (UNGEREl’ AL, 1981;

PERNOW,1983; JOl’WANI, ITOH Y WADHWA, 1994).

IV.d.- COEXISl’ENCIA DE SP CONOTRASSUSTANCIAS

NEUROACTIVAS

.

SP coexiste en los mismos sistemas neuronales con diversas sustancias:

monoaminas,acetilcolina,aminoácidosy otros neuropéptidos(JOHANSSONEl’ AL,

1981; PAPKA ET AL, 1981; PERNOW, 1983; LUNDBERG El’ AL, 1985a; ZHU

Y DEY, 1992).



IV.d.1.- SP Y CATECOLAMINAS

.

LJUNGDAIIL El’ AL (1978b) estudiaron la probable interacción entredostipos

de sistemasneuronales:las neuronasquecontienencatecolaminas<CA) y las neuronas

SP-IR. ObservaronquetodaslascélulasquecontienenCA en el SNC estánrodeadaspor

terminalesnerviososSPpositivos.La mayorconcentraciónde estascélulas sedistribuye

en tomoa lasneuronasdopaminérgicasen la sustancianegray alrededorde lasneuronas

quecontienenCA en el núcleocomisura], núcleodel tractosolitario y núcleodorsaldel

nervio vago. También demostraronla coexistenciade estassustanciasen la corteza

frontal media, complejo amigdaloide, núcleo caudado, núcleo accumbens,diversos

núcleos hipotalámicos, núcleo del tracto solitario, núcleo del nervio vago, núcleo

parabraquialy médulaespinal.

Estosresultadossugierenqueexistenpor lo menosdostipos de interaccionesentre

los dos sistemas(LJUNGDAHL El’ AL, 1978b;AMERINI El’ AL, 1991):

1) Los terminales nerviosos que contienen SP pueden inervar las neuronas

adrenérgicas.

2) Ambos sistemas neuronalespuedenactuarjuntosy modularla actividadneuronal.

Prueba de esta interacciónes la demostraciónde queSP estimulala síntesisy

utilización de CA en el cerebro. La administración intraventricular de SP aumenta la

formación de DA y Nor y la desapariciónde ambasen diversaszonasdel cerebro.
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IV.d.2.- SP. 5-hidroxitriotamina (5-BU Y Hormona Liberadora de

Tirotrocina (TRW

.

Sehademostradola coexistenciade5-HT, TRH y SPen lasneuronasde diversos

núcleosdel astaventral de la médulaespinal. Algunasneuronascontienensólo 5-HT y

SP, otras sólo 5-HT y TRH y otras contienen las tres sustancias en distinta

concentración.Esta coexistenciase demostrópor la similitud entre los patronesde

distribución de 5-HT,TRH y SP en el asta ventral y la desaparición de las tres sustancias

tras la transección total de la médula espinal o la administración intraventricular de

neurotoxinas que destruyen selectivamente las vías de transmisión de 5-Rl’

(JOHANSSONET AL, 1981).

Aunque no está del todo comprendida, esta coexistencia de sustancias neuroactivas

liberadasde las mismasterminacionesnerviosaspodría interactuarde forma diferente

modulando la actividad del sistema nervioso (BURNSTOCK, 1985).

IV.d.3.- SP Y ACEl’ILCOLINA (ACh)

.

En distintas áreas del cerebro (tracto habenulointerpeduncular e hipotálamo) así

como en tejidos periféricos (médula adrenal, pared intestinal,etc.) se ha demostrado la

coexistencia de SP y ACh en las mismas neuronas. Diversas observaciones sugieren que
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SP tiene un efecto modulador sobre la transmisión colinérgica y parece actuar

selectivamente sobre los receptores nicotínicos (PAPKA El’ AL, 1981).

En las células de Renshaw de la médula espinal se ha demostrado que SP, a bajas

dosis, inhibe los efectos excitadores inducidos por ACh, probablemente por un

mecanismo postsináptico actuando selectivamente sobre los receptores nicotínicos (SP no

tiene efectos inhibitorios cuando se administran agonisras muscarínicos). A dosis más

altas, SP tiene efecto excitador, probablemente por liberación de ACh a nivel

presináptico. Este efecto es bloqueado por los antagonistas de los receptores nicotínicos

(ICHIKAWA El’ AL, 1988).

IV.d.4.- SP Y CGRP

.

Diversos estudios inmunohistoquimicos han demostrado que CGRPy SPcoexisten

en las fibras nerviosas aferentes que inervan el sistema cardiovascular de los mamíferos,

ya que estos nervios son sensibles a la neurotoxina sensitiva capsaicina (WHARTONEl’

AL, 1988; GULBENKIANET AL, 1993).

La capsaicina origina despolarización selectiva de las fibras aferentes primarias

tipo C no mielinizadas produciendo efectos locales como extravasación de proteínas,

vasodilatación y espasmo de músculo liso, así como efectos cronotrópico e ionotrópico

positivos en el corazón. LUNDBERGEl’ AL (1985a) demostraron que las neuronas

sensitivas primarias sensibles a capsaicina (tipo C aferentes) contienen tanto SP como
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CGRP. Tras administraciónde capsaicina,se liberan ambassustancias:SP produciría

extravasación de proteínas y espasmo de músculo liso pero no estimulación cardíaca que

podría ser producida por CGRP(péptido con actividad vascular) (PAPKA El’ AL, 1981;

LUNDBERGEl’ AL, 1985a; GULBENKIANEl’ AL, 1993).

IV.e.- ACCIONESFARMACOLOGICASDESP

.

IV.e.1.- SP ENEL SISTEMA NERVIOSOCENTRAL

.

La amplia distribución de SP en el SNCdetermina su amplia gama de probables

funciones específicas según las regiones donde este neuropéptido se acumula:

- HIPOTALAMO-NEUROHIPOFISIS: SP parece ser responsable del control

de la secreción de hormonal de la adenohipófisis ya que estimula la liberación de

hormona del crecimiento y prolactina cuando se administra intraventricularmente e inhibe

la secreción de gonadotropina (PERNOW, 1983).

- TRONCO CEREBRAL: SP modula la actividad respiratoria ejerciendo un

efecto estimulador sobre la ventilación al aumentar la frecuencia y amplitud respiratoria

(PERNOW, 1983).



- NUCLEO DEL TRACl’O SOLIl’ARIO: El asa aferente de los reflejos vagales

y simpáticos se origina en baro y quimiorreceptores localizados en el senocarotídeoy

arco aórtico. Los cuerpos celulares de estas neuronasaferentesviscerosensitivasse

localizanen los gangliospetrosoy nodosoy susfibrasentranen el SNC por los nervios

cranealesIX y X y terminanen el núcleodel tracto solitario (NTS) dondese integra la

información aferente y desde aquí se distribuye a diversos núcleos del cerebro (HELKE,

O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980; HELKE, 1982). Además,el ganglio nodoso

contienecuerposcelularesSP-IRconunaconcentracióntresvecesmayorquela existente

en los ganglios de la raíz dorsal (LUNDBERGEl’ AL, 1978).

Por ello, GILLIS El’ AL (1980) postularon la hipótesis de que SP es un

neurotransmisor de los terminales nerviosos baro y quimiorreceptores que hacen sinapsis

en el NTS influyendo en la actividad del sistema nervioso simpático.

Para demostrar ésto, HAEUSLER Y OSTERWALDER (1980), demostraron

que: a) La aplicación local de SP en el NTS origina hipotensión y bradicardia y

reducción de la actividad nerviosa simpática espontánea. Estos efectos son dosis-

dependientes y son compatibles con la activación del reflejo barorreceptor a nivel de la

primera sinapsis. b) Cuando se aplica capsaicina (sustancia que libera SP) al NTS, se

producen los mismos efectos que cuando SP se aplica localmente. c) El lugar de acción

central de SP es muy importante en la naturaleza de las respuestas circulatorias: La

inyección de SP en el ventrículo latera] del cerebro, produce hipertensión y taquicardia,

efectos cardiovasculares opuestos a los encontrados al aplicar esta sustancia al NTS.
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fl~.e.2.-ACCIONES ViSCERALES DE SP

.

IV.e.2.1.- SP EN EL APARATO GASTROINTESTINAL

.

A todo lo largo del aparato gastrointestinal, SP origina contracción marcada de

las capas musculares lisas a concentraciones muy pequeñas y dosis-dependiente. Modula,

por tanto, la motilidad intestinal e inicia la peristalsis (PAYAN Y GOETZL, 1987;

GREENWOOD ET AL, 1990; REGOLI, CADIEUX Y D’ORLEANS-JUSTE, 1993).

Por otro lado, SP está implicado en la regulacióndel flujo sanguíneolocal

(vasodilatación neurogénica) al igual que en las funciones absortivas, secretoras y de

proteccióndel daño mucosogástricoya queSP se localiza en la submucosay mucosa,

especialmenteen conexión con los vasos sanguíneos,glándulas secretorasy vilíi

(PERNOW, 1983; GREENWOOD ET AL, 1990; YONEI, HOLZER Y GUTH, 1990;

UCHIDA, YANO y WAl’ANABE, 1993; GRONBECH Y LACY, 1994).

IV.e.2.2.- SP EN EL APARATO RESPIRATORIO

.

SP liberada de los nervios sensitivos de las vías aéreas origina broncoconstricción,

vasodilatación, edema y aumento de la secreción de moco (PERNOW, 1983; MURAl

El’ AL, 1992; BARNES, 1992).CORCORAN Y HAIGH (1992) demostraron que el

neuropéptido SP está implicado en el control del tono broncomotor. Tras administración

intravenosa de SP, disminuye la complianza, aumenta la resistencia respiratoria y

SG



disminuye la frecuencia respiratoria, siendo por tanto un potentebroncoconstrictorque

actúa sobre el tono de las víasaéreastantoa nivel centralcomoperiférico.

IV.e.2.3.- APARATOURINARIO

.

SP es uno de los compuestosnatriuréticosy diuréticosmás potentesdescritos:

Aumentael flujo sanguíneorenal, el volumendeorinay la excreciónde sodio y potasio

y disminuye la osmolaridad urinaria mientras que la filtración glomerular permanece sin

cambiosa dosisbajas,disminuyéndolaa dosisaltas.SPregula,por tanto,el metabolismo

hídrico y estimulala liberación de Hormonaantidiurética(ADH) (PERNOW, 1983;

PAYAN Y GOEl’ZL, 1987).

La alta concentraciónde SP en vejiga urinaria de diversasespeciessugiereque

esta sustanciapuede tener un efecto espasmogénicodel músculo liso de la misma

(BUCSICS, HOLZER y LEMBECK, 1983; REGILE, CADIEUX Y D’ORLEANS-

JUSTE, 1993).

IV.e.2.4.- SECRECION

.

A) GLANDULAS SALIVARES: SP es un potente estimulante de la salivación

en el perro, cobaya, rata, hamster y gallina pero no en el gato o el conejo.Esteefecto

sialogogoparece ser una acción directa de SP sobre las glándulas ya queno esbloqueado

por atropina, propanolol o fenoxibenzamina(PERNOW, 1983).
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B) SECRECION PANCREATICA: SP estimula la secreción pancreática

exocrinain vivo e in vitro. Aumentala secreciónde bicarbonato,amilasay proteínasy

estimulala secreciónde amilasade las células acinares pancreáticas (PERNOW, 1983;

PAYAN Y GOE’rZL, 1987).

C) SECRECION BILIAR: Junto a somatostatina,la SP es el único péptido

conocidoquetieneefectoanticolerético,reduciendola excreciónbiliar basal (PERNOW,

1983).

IV.e.2.5.- ORGANOS DE LOS SENI’IDOS

.

A) SISl’EMA VISUAL: SP producemiosisdebidoa un efectodirecto sobreel

músculodel esfínterpupilar permaneciendosu efectomiótico aún trasdenervacióndel

trigémino. También se ha propuestoqueSPjuega un importantepapel como posible

mediador primario de la respuesta ocular a los irritantes químicos produciendo hiperemia,

miosise hipertensiónocularal liberar SPde las neuronassensitivasde la úveaanterior

(UNGER El’ AL, 1981).

B) PIEL Y MUCOSAS: La distribución de SP en las papilas epitelialesy

subepitelialesy en los corpúsculosde Meissnery Krausede la piel y las membranas

mucosas,sugierela participaciónde estepéptido en la mediaciónde la sensacióntactil

(O’SHAUGHNESSYETAL, 1981;BLOOM Y POLAK, 1983;ICHIKAWA El’ AL,

1988).
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IV.e.2.6.- FUNCION INMUNE Y NEUROENDOCRINA

.

Parece ser que SP modula las respuestas inflamatoria e inmune y puede

proporcionarun sustrato para la señal neural de las células linfoides (PAYAN Y

GOETZL, 1987; BELLINGER El’ AL, 1990; MOORE, 1992). Los niveles de SP

están elevados en procesosinflamatorios locales (PAYAN, 1989) estimulandola

liberación de histamina y leucotrienos de los mastocitos, favorece la fagocitosis y

aumentala quimiotaxisdelos leucocitosmononuclearesy polimorfonucleares(LOR1’ON

El’ AL, 1990). También estimula la inmunidad tanto humoral como celular, al aumentar

la síntesis de DNA y proteínasy la proliferación de linfocitos T maduros y de

inmunoglobulinas(PAYAN Y GOEl’ZL, 1987; MOORE, 1992).

Se han demostradoreceptorespara SP en linfocitos, monocitos macrófagosy

células mastocitarias. Diversos estudios han observado la presencia de fibras nerviosas

que contienen SP en los órganos linfoides primarios y secundarios (LORTONEl’ AL,

1990) y en las puertas de entrada de antígenos como piel, pulmones, intestino y

articulaciones (BELLINGER ET AL, 1990).

IV.e.2.7.- APARATO CARDIOVASCULAR

.

SP es uno de los compuestosvasodilatadoresperiféricosmáspotentesconocidos

(LOSAY El’ AL, 1977; HELKE, 1982; PERNOW, 1983; SAI», 1987; OKIJMURA

El’ AL, 1992). Dilata las arterias en diversos lechos vasculares probablemente por acción
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directasobrelos receptoresespecíficosparasustanciaP, siendoesteefectovasodilatador

dependientede la presenciade endoteliovascular(LOESCHY BURNSl’OCK, 1988;

MILNER El’ AL, 1989; OKUMURA ET AL, 1992; GULBENKIAN El’ AL, 1993).

COUTUREET AL (1980) observaronque la arteria carótidacomúnaisladaes

una de las preparacionesmás sensiblesa SP y otrasquininasparamedir los efectosde

estas sustanciasen el músculo liso vascular. Esta arteria, contraídacon pequeñas

concentracionesde noradrenalina,respondea SP y bradiquininascon relajaciones

proporcionalesa lasconcentracionesde ambospéptidos.De entrelasdiversassustancias

vasodilatadorasde naturalezapeptídicay no peptídica,estasdos sustanciasson las más

activas ya quesus concentracionesinhibitorias son menoresde 10- M.

El papel de SPcomomediadorde la vasodilataciónantidrómica,seha verificado

al demostrar su presencia en fibras sensitivas primadas no mielinizadas de la piel, su

liberación de las terminaciones periféricas de las neuronas sensitivas durante estimulación

antidrómica y sus efectos vasodilatadores tras la infusión intravenosa aumentando,

además,la permeabilidadvascularcon exudaciónde plasma(PAYAN Y GOETZL,

1987).

Administrada de forma intravenosa, SP origina disminución de la tensión arterial

por un efecto directo sobre el músculo liso vascular (VON EULER Y GADDUM, 1931;

HELKE, 1982; CORCORAN Y HAIGH, 1992).
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SP parece no tener efectos cronotrópicoo inotrópico directos sobre la función

cardiaca(HELKE, 1982; LUNDBERG El’ AL, 1985a;DALSGAARD El’ AL, 1986;

STANOVNIK, LOGENDER-MLINSEK Y ERJAVEC, 1986; CORCORAN Y

HAIGH, 1992; CORR, 1992; OKUMURA ET AL, 1992).Por el contrario,ejerceuna

acción indirecta modulando el tono cardiaco neural (SMITH, PRIOLA Y

BLOMQUIST, 1992).

IV.e.3.- SP Y DOLOR

.

Loscuerposcelularesy fibras nerviosas SP-IR presentan un patróndedistribución

neuroanatómicosemejanteal descrito para las vías responsablesde la nocicepción.SP

se sintetiza en los gangliosespinalesdonde,alrededordel 20% de los cuerposcelulares

de estos ganglios contienen SP, y es transportada a través de los nervios de la raíz dorsal

a las terminacionesnerviosasde las láminas1 y II del asta dorsal de la médula. Los

cuerposcelularesquecontienenSP son de pequeñotamañoy las fibras son finas y no

mielinizadas(DE KONINCK El’ AL, 1992).

La lámina 1 se localiza en la parte más superficial del astaposteriorde la médula.

Contiene, entre otras, células de pequeñotamañocongruposde axonesno mielinizados,

pequeñasdendritasy botonessinápticosquecorrespondenal núcleoposteromarginal.Las

células de la lámina 1 responden específicamente a estímulos noxiógenos y térmicos y dan

fibras para el tracto espinotalámico contralateral. La lámina II contiene células pequeñas

empaquetadasquecorrespondenala sustanciagelatinosa.Los cuerposcelularesasociados
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conel dolor (y dondeexisteSP), selocalizanen la zonaexternade la láminaII. También

existeSPen el núcleoespinaldel trigémino, localizándoseen las zonasde dicho núcleo

relacionadascon el dolor y los estímulosnociceptivos,es decir, en la lámina 1 y parte

de la lámina II de la pars caudalis (CARPENl’ER, 1991).

Además, la administración de SP a este núcleo, ha demostradoquesóloseexcitan

lasneuronasrelacionadasconel dolor, y no las neuronasde la parsoralis interpolarisni

las láminasIII y IV de la parscaudalis.La lesióndel gangliodel trigéminoo rizotomia,

originaunadeplecciónde SP en el núcleoespinaldel trigémino ipsilateral (CUELLO,

DEL FIACCO y PAXINOS, 1978).

También en la sustanciagrisperiacueductaldel cerebromedio, fundamentalmente

en las regionesventrolateralesque son las relacionadascon la analgesia,existeSP que

sugierequeestepéptidoestáimplicadoen los mecanismoscentralesanalgésicos(CHIGR

El’ AL, 1991).

Estudios realizados con capsaicina, sustancia que origina una degeneración

selectiva y permanente de las neuronas sensitivas primarias de pequeño diámetro, han

demostrado que su administración a ratasorigina unadramáticapérdida(80 a 95%) de

la SP-IR en la sustancia gelatinosa (lámina JI) y capa marginal de ]a médula espinal y

núcleoespinaldel trigémino al igual que en las estructuras periféricas como nerviosde

la raíz dorsal, safeno y vago asf comoen la piel (GAMSE ET AL, 1981; PERNOW,

1983; BUCK Y BURKS, 1986).
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STEWARl’ El’ AL (1976) demostraronqueSP dadaintracerebroventricularo

intraperitoneal,origina analgesiade larga duración y 25 veces más potente que la

morfina. Pequeñasdosisde SP producenliberaciónde péptidosopioides mientrasque

dosismayoresestimulanla actividadneuronalen las víasnociceptivas.

Por otro lado, SP interactúa con otros sistemaspeptidérgicosimplicadosen la

nocicepeión.La interacciónmásimportantese realizaentreSP y los péptidosopioides.

En zonas tales como la sustancia gris periacueductal, núcleo del rafe magnus, capas 1 y

II del núcleoespinaldel trigéminoy en todaslas partesdela médula,existecoexistencia

de terminales nerviosos quecontienenMet-encefalinay SP.Estospéptidosprobablemente

interactúan a nivel postsináptico en la modulacióndel dolor. Ademásen las neuronas

sensitivas, existe también, además de SP, soniatostatina, VJP, gastrina/Colecistoquinina

y angiotensina II (en los aferentes primariosdel astadorsal de la médulaespinaly los

ganglios simpáticos)aunquecon distinta disposición: SP y gastrina/Colecistoquinina

presentan distribución semejante mientras que somatostatina se localiza en estratos más

profundos(PERNOW, 1983; LUNDBERGEl’ AL, 1985a).
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Y) NEUROPEP’I’IDO Y (NPY?i

.

V.a.- CARAC’I’ERIS¶FICAS

.

El NEUROPEPTIDOY (NPY) fue aislado por primera vez en 1.982 por

l’Al’EMOTO, CARLQUIST Y MUl’l’ (1982) del cerebro porcino. El término

Neuropéptido Y (Y = TIROSINA en la nomenclatura para aminoácidos) se debe a que

en su estructura molecular, compuesta de 36 aminoácidos, contiene una gran proporción

de grupos tirosina (5 grupos), incluyendo un residuo tirosina en posición N-terminal y

una tirosina-amida en posición C-terminal.

NPY pertenecea la familia del PolipéptidoPancreático(PP),

región común C-terminal con el Péptido Intestinal YY (PYY)

CARLQUIST Y MUrE, 1982; l’Al’EMOl’O, 1982). Presenta una

similar al PP bovino (17 aminoácidosen común) y al PP de ave (20

común).

y comparte una

(TATEMOl’O,

estructura muy

aminoácidos en

La secuenciadel NPY es muy semejanteen las distintasespecies.La secuencia

de aminoácidosen el hombrey la rataes idéntica y sólo defieredel NPY bovino en un

aminoácido(Metioninaen posición 17 es sustituidopor leucina) (PERNOW, 1988).
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A diferencia de los neurotransmisoresclásicos, cuyo lugar predominantede

síntesis es el terminal nervioso,NPY se sintetizaen los ribosomasdel cuerpocelular

nervioso (HÓKFELT ET AL, 1980; FRIED El’ AL, 1985). Se ha aisladoel RNAm

que codifica el NPYhumano cuyo precursor presenta 97 aminoácidos(M]NTH El’ AL,

1984). Tras su procesamiento postransíacional, se empaqueta en vesículas y alcanza el

terminal nervioso por transporteaxonal desdedondeseráliberado (FRIED El’ AL,

1985; LUNDBERG ET AL, 1989).

NPY se almacena en vesículas grandes de núcleo denso (Nor se almacena tanto

en vesículasgrandes como pequeñas y como veremos después, parece que NPY coexiste

con Nor en algunasterminacionesnerviosas).Unaestimulaciónde bajafrecuencialibera

sóloNor (vesículaspequeñas)mientrasque la estimulaciónde alta frecuencialiberalas

dos sustancias. Es decir, la cantidadde NPY liberado dependedel patrón y de la

frecuencia de estimulación simpática (EDVINSSON El’ AL, 1987).

- RECEPTORES PARA NPY: Lasaccionesde NPY parecenserel resultadode

la estimulación de receptores específicos. Así, el efecto vasoconstrictorde NPY en el

corazón se deberíaa la estimulaciónde receptoreslocalizadosprobablementeen las

células musculares lisas de los vasos coronarios, ya que existe vasoconstriccióncon

concentraciones muy bajas de este péptido (RIOUiX ET AL, 1986;

BALASUBRAMANIAM El’ AL, 1994k).
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BALASUBRAMANIAMEl’ AL (1990b) han estudiado los receptores para NPY

en la membrana ventricular cardiaca de la rata, comprobando que estos receptores son

heterogéneos,compuestosde lugaresde alta y bajaafinidad (denominadosY1 e Y2) y

unidosal sistemaadenilatociclasa(SHIGERI Y FUJIMOTO, 1994).

Además, los receptorespara NPY son muy sensiblesa pequeñoscambios

introducidosen la moléculaoriginal. Cuandose estudianseparadamentelos fragmentos

C-terminalesde NPY ( NPY (16-36) y NPY (19-36) ), se observaque los grupos

químicosresponsablesde la actividadvasoconstrictorade NPY en los vasoscoronarios

del cobaya se encuentran en el fragmento C-terminal de NPY, mientras que los

responsablesde la afinidad (o potencia)de NPY para los receptores,sepodríanlocalizar

en el fragmentoN-terminal (RIOUX El’ AL, 1986; BALASUBRAMANIAM El’ AL,

1990a).

V.b.- DISTRIBUCION DE NPY EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

.

NPY es el péptido más abundante en el cerebro de los mamíferos

<CHRONWALL, CHASE Y O’DONOHiUE, 1984; EVERITT El’ AL, 1984;GU El’

AL, 1984; ALLEN Y BLOOM, 1986; EDVINSSON El’ AL, 1987).
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NPY presentauna amplia distribucióna todo lo largo del SNC, existiendoen

concentraciónparticularmenteabundanteen los ganglios basales,amígdalay núcleo

accumbens. Altos niveles se handemostradoen sistemalímbico y regioneshipotalámicas

y en los núcleos centrales del tronco cerebralque se sabe que afectan la función

autonómicavisceral.El cerebelono poseecuerposcelularesni fibrasnerviosasNPY-IR.

La distribución escomo sigue:

V.b.1.- l’ELENCEFALO

.

Cuerpos celulares NPY-IR se han descrito en la corteza cerebral y

fundamentalmenteen el núcleocaudadoputamen,núcleoaccumbens,núcleode la estría

terminal y amígdala. Fibras y terminales nerviosos NPY-IR en gran cantidad también se

describen en el núcleo amigdalinocentral, relacionadosconel núcleoaccumbens,dentro

del haz media] del cerebroanteriory en el núcleo de la estríatermina] (EVERITl’ ET

AL, 1984; MUTT El’ AL, 1989).

V.b.2.- DIENCEFALO

.

En el HIPOl’ALAMO seobservaunaaltadensidadde cuerposcelularesy fibras

nerviosas NPY-IR en los núcleos posterior, dorsomedial e infundibular y moderada en

los núcleos supraóptico y paraventricular(EVERIl’l’ El’ AL, 1984; GU El’ AL, 1984;

CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993).
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V.b.3.- MESENCEFALO

.

Normalmente no se observan cuerpos celulares NPY-IR en la región de las

neuronas dopaminérgicas mesencefálicas demostrándose células aisladas en la zona más

ventral de la zona compacta medial. Fibras nerviosas NiPY-IR se hallan en bajo a

moderado número en el área tegmentaria ventral y sólo fibras aisladas en la zona

compacta de la sustancia negra (EDVINSSON ET AL, 1987).

V.h.4.- ROMBENCEFALO

.

En el rombencéfalo, la densidad másaltade material NPY-IR se localiza en la

parte dorsal del locus ceruleus (CHRONWALLEl’ AL, 1984; ALLEN Y BLOOM,

1986; MUT’I’ ET AL, 1989).

Numerosas fibras NPY-IR también se describen en el rafe dorsal, y especialmente

en el núcleo del tracto solitario y en el núcleotrigeminal espinal (EVERIl’T El’ AL,

1984; MUTT El’ AL, 1989).

V.b.5.- MEDULA ESPINAL

.

Cuerposcelulares y fibras NPY-IR se localizan fundamentalmenteen el asta

dorsal de la médulaespinal. Los cuerposcelularesparecencorrespondera neuronas

intrínsecas(EVERITT ET AL, 1984; GU El’ AL, 1984). Lasterminacionesnerviosas



NPY-IR se localizan particularmente en la sustanciagelatinosa(capaII) del astadorsal

de la médula espinal. Estas fibras se originan probablemente de vías descendentes y de

neuronas espinales intrínsecas y se piensa que NPY está ausenteen las neuronas

sensitivas primarias (EVERIl’l’ El’ AL, 1984; GU El’ AL, 1984; DOYLE Y

MAXWELL, 1993).

V.c.- DISTRIBUCION VISCERAL DE NPY

.

Aunque aislado por vez primera del cerebro, NPY tiene también una amplia

distribución en el Sistema Nervioso Periférico autonómico de diversas visceras aunque

no exclusivamente en las fibrasnerviosaspostgangliónicassimpáticas(LUNDBERG El’

AL, 1983).

V.c.1.-GANGLIOS SIMPATICOS

.

LUNDBERGEl’ AL (1983) demostraron concentraciones elevadas de NPY en

tejidos que reciben inervaciónsimpáticaen diversasespecies:cobaya,gato, cerdo y

hombre. Los niveles más elevados de NPY se observaronen el ganglio estrelladodel

cobaya y en el ganglio mesentérico superior del cerdo. También existen altas

concentraciones de este péptido en los ganglioscervical superior y celiaco de la rata

(LUNDBERG ET AL, 1982; EKBLAD ET AL, 1984).
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V.c.2.- APARATO GASTROIN’FESl’INAL

.

NPY se distribuye en numerosasfibras nerviosasque inervanel músculo liso

circular del esófago, estómago y duodeno, siendo su cantidadmenoren el colon. Los dos

plexos ganglionares (submucoso y mientérico) poseen abundantes cuerpos celulares y

fibras nerviosas NPY-IR (LUNDBERGEl’ AL, 1983).

También existennumerosasfibrasnerviosasquecontienenNPY alrededorde los

vasos de la pared intestinal, sobre todo en las arterias y arteriolas de la serosa y

submucosa.Las pequeñasvenasde la paredintestinaly el mesenterio están escasamente

inervadas(LUNDBERG El’ AL, 1983; UDDMAN ET AL, 1985).

- HIGADO: Existen plexosde fibras nerviosas NPY-IR alrededor de la vena

porta y las arterias hepáticasprincipales.En el parénquima,las fibras se distribuyen

alrededorde laspequeñasramasde la arteriahepáticay alrededorde lasvenascentrales.

No existenfibras con NPY en lasvenasinterlobulares(UDDMAN El’ AL, 1985).

- PANCREAS: Se observanfibras nerviosasNPY-IR alrededorde los vasos

pancreáticosy formandoplexos en tomo a las células ganglionares.Nervios aislados

NPY-IR se han demostradodentrodel parénquimaendocrinodelos islotesde Langerhans

(LUNDBERG ET AL, 1983).
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- »AZQ Aparecenmuchasfibras NPY-IR alrededorde la arteria esplénicay,

dentro de la pulpa esplénica,en torno a los pequeñosvasos(capilares).En la vena

esplénica,las fibras son muy escasas(ALLEN El’ AL, 1985a;UDDMAN El’ AL,

1985).

V.c.3.- APARA’I’O RESPIRATORIO

.

VaricosidadesNPY-IR sepuedenobservaren el músculoliso traqueobronquial

y en losgangliosbronquiales(LUNDBERG El’ AL, 1983).Numerosasfibrasnerviosas

NPY-IR perivascularessedescribenen la mucosanasaly en la paredtraqueal.Lasfibras

rodean arteriasde medianoy gran tamaño. Así, las arterias pulmonaresprincipales

reciben muchasfibras NPY-IR pero están ausentesen los vasosde la periferia del

pulmón(UDDMAN El’ AL, 1985).

V.c.4.- APARATO CARDIOVASCULAR

.

A) CORAZON

:

Se ha demostradouna alta densidadde inervaciónpor NPY en el corazónde

ratón, rata (GU El’ AL, 1984; ALLEN ET AL, 1985a; CORR ET AL, 1990;

PRADOS FRUl’OS El’ AL, 1992; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y

PUERTA FONOLLA, 1993),cobaya(HASSALLY BU?RNSTOCK, 1984;Sl’ERNINI

Y BRECHA, 1985; UDDMAN El’ AL, 1985; DALSGAARD El’ AL, 1986; MORRIS

El’ AL, 1986) y humano (GU El’ AL, 1983; PIJRJERANl’A ET AL, 1986;
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GULBENKIAN ET AL, 1993). Numerosas fibras NPY-IR inervan el miocardio

auricular y ventricular, los nodos SA y Ay, las arterias coronarias y las válvulas

cardíacas.La mayordensidadde inervaciónselocalizaen el miocardioauricular, tejido

de conduccióny vasoscoronarios. (LUNDBERG El’ AL, 1983; GU El’ AL, 1983;

1984; UUDMAN ET AL, 1985; DALSGAARD El’ AL, 1986; WARNER Y LEVY,

1990b; CORR ET AL, 1990; PRADOS FRUTOS El’ AL, 1992; GULBENKIAN ET

AL, 1993). Las arteriascoronarias,fundamentalmentea nivel de la adventiciao en la

unión adventicia-media, poseen un compacto plexo de nervios NPY-IR <GUET AL,

1984; UDDMAN El’ AL, 1985; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y PUERl’A

FONOLLA, 1993; GULBENKIAN El’ AL, 1993).

Se han demostrado neuronas ganglionares intrínsecas NPY-IR en el corazónde

la rata, ratón y cobaya: algunasparecenser noradrenérgicas(GU ET AL, 1984;

DALSGAARD ET AL, 1986), y otras no noradrenérgicas (DALSGAARDET AL,

1986; HASSALL Y BURNSTOCK, 1987). Sin embargo, la mayoría de la

inmunorreactividadpara NPY en el corazón de los mamíferosestá presenteen los

terminalesde las neuronasnoradrenérgicas(LUNDBERG ET AL, 1983; ALLEN ET

AL, 1985a; MORRIS ET AL, 1986) cuyos cuerpos celulares se localizan en los

ganglios simpáticos (DALSGAARD ET AL, 1986).

B) VASOS

:

NPY está ampliamentedistribuido en los nervios perivascularesde vasos

periféricosy cerebralesde diversasespecies(TJDDMAN El’ AL, 1985; LUNDBERG
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El’ AL, 1982b; EKBLAD El’ AL, 1984; ALLEN El’ AL, 1985a;UDDMAN El’ AL,

1985; PERNOW, 1988).

Las arterias están, por lo general, más densamente inervadas que las venas

correspondientes (EDVINSSONET AL, 1987; PERNOW,1988). Se ha demostrado la

existencia de NPYen la adventicia de la mayoría de las grandes arterias, sobre todo, en

las arterias cerebrales (polígono de WiJlis), renales, mesentérica superior y aorta torácica.

Por el contrario, las arterias femorales, subclavia y carótidas están inervados por escasas

fibras NPY-IR (LUNDBERG El’ AL, 1983; EKBLAD El’ AL, 1984;UDDMAN El’

AL, 1985; KAWAMURA, SAKAl’A Y TAKEBAYASHI, 1991).

V.c.5.- APARAl’O GENI’I’OURINARIO

.

Se han demostrado abundantes fibras nerviosas NPY-IR en el músculo liso del

uréter (sobre todo en la unión uretero-vesical), vejiga urinaria (fundamentalmente en el

trígono), uretra,vagina, útero (cérvix y cuerpo),trompas,ovario, próstatay conducto

deferente, así como alrededor de los vasos, tanto arteriolas como vénulas (LUNDBERG

El’ AL, 1983; PRIEl’O El’ AL, 1989; MULSHOF El’ AL, 1994).

En cuanto a los vasos renales, la arteria renal tiene una inervación moderadamente

densa por fibras NPY-IR. En el parénquima renal, los nervios NPY-IR forman un plexo



perivascular en el árbol arterial y tercio proximal de las venas interlobares, inervando

también el cáliz renal (KNIGHl’, FABREY BEAL, 1989).

Respectoa la inervación del tracto genital, existen numerosas fibras nerviosas

NPY-IR en las arterias de mediano y gran tamaño del cérvix uterino, arteria uterina

mayor, ovárica, testicular y los pequeños vasos relacionados con elconductodeferentey

las vesículas seminales. La densidad de inervación decrece en las ramificaciones

vascularesperiféricas (UDDMAN El’ AL, 1985).

V.d.- COEXISTENCIA DE NPY CON OTRAS SUSTANCIAS

NEIJROACTIVAS

.

V.d.1.- NPY Y CAl’ECOLAMINAS

.

Los diversosestudiosinmunohistoquimicoshan demostradola coexistenciade

NPY y Nor en una población de neuronassimpáticas(LUNDBERG ET AL, 1983;

EKBLAD El’ AL, 1984; PERNOW, 1988; WARNER Y LEVY, 1990b;

CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993) y en ciertasneuronasdel tronco

cerebralqueparecenestarimplicadasen el controldelsistemacardiovascular(EVERITT

El’ AL, 1984; CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993>. En los nerviosde

la adventiciade lasarteriasprincipalessehan demostradoaltasconcentracionesde NPY

posiblementeasociadascon el sistemanoradrenérgico,por lo quese puedeadmitir que
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el músculo vascular arterial está sometido a un control neural vasoconstrictor dual

mediante un neurotransmisor clásico, la Noradrenalina, y un neuropéptido, NPY

(ALLEN ET AL, 1985a).

Para demostrar la naturaleza simpática, de las fibras NPY-IR perivasculares, se

han realizado diversos estudios. La extirpación unilateral del ganglio cervical superior

origina la desaparición de las fibras NPY-IR perivasculares del lado denervado (tiroides,

iris y mucosa nasal). La simpatectomía química (con 6-hidroxidopamina) disminuye la

concentración de Nor en más del 80% y casi la totalidad de NPY en todo el sistema

vascular (PORTER, l’OTARO Y Sl’ONE, 1963; THOENEN Y TRANZER, 1968;

KOSl’RZEWA Y JACOBOWITZ, 1974; LUNDBERG ET AL, 1982;LUNDBERG

El’ AL, 1985b; IJJDDMAN El’ AL, 1985; MABE El’ AL, 1987).

Pero no todas las neuronas que contienen NPY son de origen simpático. En el

cerebro,EVERIT’I’ ET AL (1984)encontraronque NPY estálocalizadoen los cuerpos

celulares noradrenérgicos (A1)/adrenérgicos (Cl) del bulbo raquídeo ventrolateral, los

cuerpos celulares noradrenérgicos de A6 (locus ceruleus) y los cuerpos celulares

adrenérgicos de los grupos C2. Por el contrario, no se observa NPY en los cuerpos

celulares noradrenérgicos de A2, A5, grupo subceruleus y A7 de la protuberancia ni en

los cuerposcelularesdopaminérgicos(A8-A15) del mesencéfaloy telencéfalo.También

en el corazón, MACCARRONEY JARROl’ (1987), CORR El’ AL (1990),

ABERDEEN El’ AL (1992), GORDON El’ AL (1993) han demostrado que



aproximadamente el 50% del contenido de NPYcardíaco se origina de nervios simpáticos

mientras que el resto es probable que esté contenido en neuronas intrínsecas.

V.d.2.- NVY Y SOMAl’OSTATINA

.

Se ha demostrado la coexistencia de NPYy somatostatina en las mismas neuronas

de la corteza cerebral humana y de la rata, así como en el núcleo arcuato del hipotálamo

de la rata (CHRONWALL,CHASEY O’DONOHU?E, 1984; ALLEN Y BLOOM,

1986). En la corteza cerebral, existen más cuerpos celulares con Somatostatina que con

NPY pero más fibras NPY-IR. Los cuerpos celulares que contienen los dos péptidos

(NPY y Somatostatina) se localizan principalmente en las capas 11/111 y VI. En el

hipotálamo, la distribución de cuerpos celulares que contienen los dos péptidos es similar

(CHRONWALL, CHASE Y O’DONOHUE, 1984).

No obstante, aunque parece que estas dos sustancias coexisten en ciertas neuronas,

parece ser que estos dos sistemas neuronales son independientes: En la demencia tipo

Alzheimer hay una deplección de Somatostatina cortical mientras que la concentración

de NPYpermanece intacta o incluso se eleva (LYNCH Y SNYDER, 1986).

V.d.3.- NPY Y OTROS PEPTIDOS

.

También se ha observado coexistencia de NPY con otros péptidos como VIP,

GABA y Galanina entre otros e incluso coexistencia múltiple (NPY, Somatostatina,
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Colecistoquininay Acetilcolinaen unamismapoblaciónde neuronas(FU?RNESSEl’ AL,

1984; ZHU Y DEY, 1992).

V.e.- ACCIONES FARMACOLOGICAS DE NFY

.

V.e.1.-NPY EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

.

La amplia distribución de NPYen el SNCsugiere la participación de este péptido

en diversasfuncionesreguladoras:

a) En el tronco cerebral: La inyección intraventricular de NPY origina

hipotensión,bradipneay bradicardia(FUIXE El’ AL, 1983).

b) En el hipotálamo: La aplicación de NPY en el núcleo paraventriculardel

hipotálamo en ratas, aumenta la ingesta fundamentalmente para los hidratos de carbono

y estimula el mecanismo de la sed (ALLEN Y BLOOM, 1986; CIARLEGLIO,

BEINFELD Y WES’I’FALL, 1993).

e) En la adenobinéfisis: NPY influye en la secreción de hormonas de la

adenohipófisis. A dosis bajas, inhibe la liberación de Hormona Luteinizante (LH)

mientras que a dosis 100 veces mayor inhibe la liberación de Hormona del crecimiento

(ALLEN Y BLOOM, 1986).



d) En la médula espinal: Los axonesque contienen NPYen la lámina II de la

médula espinal pueden regular la transmisión sensitiva espinal a través tanto de una

acción postsináptica sobre las neuronas del asta dorsal como de una acción presináptica

sobre los terminales aferentes primarios, muchos de los cuales contienen SP (DOYLE

Y MAXWELL, 1993).

V.e.2.-ACCIONES VISCERALES DE NPY

.

NPYejerce diversas acciones sobre la respuesta vascular simpática y del músculo

liso, encontrándose entre los péptidos VASOCONSTRICTORESmás potentes aislados

hasta la fecha (FRANCO-CERECEDA Y LUNDBERG, 1982; LUNDBERG Y

l’A1’EMOTO, 1982; ALLEN El’ AL, 19851>; FRANCO-CERECEDA El’ AL, 1985;

WARNER Y LEVY, 1990a;WHARTON Y POLAK, 1990a).

- EFECl’O VASOCONSTRICTOR

:

La administración sistémica intravenosa de NPY induce hipertensión arterial

sistémica por aumento de la resistencia periférica total. Esta acción vasoconstrictora es

resistente al bloqueo de los receptores alfa-adrenérgicos y está presente en animales

simpatectomizados(LUNDBERG El’ AL, 1982; LUNDBERG Y TAl’EMO1?O, 1982;

POT’I’ER, 1985; EDVINSSON El’ AL, 1987).



La administración intraarterial de NPY origina una vasoconstricción local de

desarrollo lento y larga duración en la arteria y glándula submandibulares del gato

(LUNDBERGEl’ AL, 1982; LUNDBERGY ‘I’Al’EMOTO, 1982).

La infusión directa de NPYen las arterias coronarias origina vasoconstriccón

coronaria y disminución del volumen de perfusión del corazón (descenso del flujo

coronario) (FRANCO-CERECEDAEl’ AL, 1989; WARNERY LEVY, 1990a).

- EFECl’OS SOBRE LA CONTRACTILIDAD CARDIACA

:

Aunque NPY origina siempre vasoconstricción coronaria, sus efectos sobre la

contractilidad cardíaca varían encontrándose efectos intrópicos negativos (ALLEN El’

AL, 1983;FRANCO-CERECEDA, LUNDBERG Y DAHLOF, 1985;RIOUX ET AL,

1986; BALASUBRAMANIAM El’ AL, 1988; RIGEL ET AL, 1989); efectos

inotrópicos positivos (LUNDBERG, HUA Y FRANCO-CERECEDA, 1984)o incluso

ausencia de alteración de la fuerza contráctil (ALLEN El’ AL, 1986; MICHELET AL,

1989) dependiendo de la especie animal y de la preparación empleada en el estudio.

- EFECTOS SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA

:

Igualmente, seha demostradoque NPY tieneefectos variables sobre la frecuencia

cardíaca dependiendo de la especie animal. Así, es cronotrópico positivo en aurícula

aislada de cobaya (LUNDBERG, HUAY FRANCO-CERECEDA,1984; FRANCO-

CERECEDA, LUNDBERG Y DAHLOF, 1985),poseeun efecto cronotrópico negativo

en corazones aislados de rata (ALLEN El’ AL, 1983; RIOUX ET AL, 1986;
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BALASUBRAMANIAM ET AL, 1988) y no tiene efectodirecto sobre la frecuencia

cardíacao el tiempo de conduccióndel nodo AV in vivo en perros(ALLEN ET AL,

1986; RIGEL, 1988; RIGEL ET AL, 1989; WARNER Y LEVY, 1989a,b).

Se ha postulado que NPYpuede participar en la patofisiología de la insuficiencia

cardíca congestiva (ICC). Este cuadro conduce a una activación del SNs con aumento en

la liberación de Nor del miocardio (DUBOIS-RANDE El’ AL, 1992>. PuestoqueNPY

se almacena y liben con Nor de las terminaciones nerviosas simpáticas, ULLMANEl’

AL (1993) estudiaron pacientescon ICC crónica leve a moderadacon el fin de

determinar si existe alguna correlación entre los niveles plasmáticas de NPY, Nor y la

función del VI. Observaronque los niveles de NPY plasmáticosposeen una mejor

correlación con la función del VI y parece ser un mejor marcador de la ICC leve a

moderadaquela Nor, pudiéndoseconsiderarcomofactor pronósticoen estospacientes.

También se han encontradoniveles elevadosde NPY en pacientescon isquemia

miocárdica aguda (ULLMAN El’ AL, 1993) y fallo ventricular izquierdo agudo

(MAISEL El’ AL, 1989). Es posible que la liberación de NPY durante la ICC severa

pueda contribuir al deterioro de la función del VI.

- EFEC1’OS RENALES

:

NPY es un potente vasoconstrictor de la vascularización renal asociándose a

natriuresis secundaria probablemente a la isquemia (por disminución de la perfusión

renal) y vasoconstricción arteriolar periférica renal que aumenta la presión de filtración

relativa (ALLEN El’ AL, 1985b).

L u,



- SOBRE LA CIRCULACION CEREBRAL

:

En los vasos cerebrales, NPYorigina vasoconstricción prolongada in vivo e in

vitro con la isquemia cerebral asociada (EDVINSSON El’ AL, 1987).

.4.
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VI) PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO <VIP)

.

VI.a.- CARACTERíSTICAS

.

El PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO(VIP) se aisló por primera vez del

intestino delgado del cerdo por SAID Y MUl’T (1970). El VIP porcino es un péptido

básico de 28 aminoácidos íntimamente relacionado con la secretina y similar también al

glucagón, al péptido inhibidor gástrico, al péptido porcino histidina-isoleucina (PRI) y

al recientemente descubierto factor liberador de hormona de crecimiento (GHRF)

(ROSTENE, 1984; BESSONEl’ AL, 1986). Su estructuraes:

His-Ser-Asp-AIa-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-

Gln-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn-N112.

Desde su aislamiento en el intestino porcino, se han aislado péptidos de secuencia

idéntica en intestino bovino (CARLQUIST, MUTT Y JORWALL, 1979), de la rata

(DIMALINE ET AL, 1984) y en el colon humano (CARLQUIST ET AL, 1982) por

lo que parece evidente que VIP procedente de mamíferos presenta una estructura

constante característica. En el intestino del poíío, VIP difiere del octacosapéptido porcino

en sólo cuatro aminoácidos (NILSSON, 1975).
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No está del todo claro qué regiones de la secuencia de VIP son esenciales en su

actividad biológica, pero la similitud estructural observada entre los distintos mamíferos

sugiere que la integridad de toda la secuencia del octacosapéptido es requerida para la

expresión completa de su actividad como neuropéptido (ROSTENE, 1984; DIMALINE

ET AL, 1984).

En 1976, seis años después de su descubrimiento en el intestino, se demostró la

existencia de VIP en líneas celulares de neuroblastoma y astrocitoma y en tejido cerebral

del perro sugiriendo la existencia de este péptido tanto en el SNCcomo en el periférico

(SAD) Y ROSENBERG, 1976).

Al igual que los otros neuropéptidos, VIP se sintetiza en los ribosomas del cuerpo

neuronal como ‘precursor” o “preproteína’. La preproVlP contiene 170 aminoácidos

(ROSTENE, 1984). En el axón, VIP se loca]iza principalmente en el aparato de Golgi,

los microtúbulos y en las vesículas grandes de núcleo denso. Tras su procesamiento, VIP

contiene 28 aminoácidos y llegará al terminal nervioso por transporte axonal preparado

para su liberación.

Desde las terminaciones nerviosas, VIP se libera en respuesta a diversos

estímulos:

- In vivo: VIP se libera de la médula espinal del gato y de la rata en respuesta al

potasio o a la estimulación eléctrica del nervio ciático (YAKSH, ABAY Y GO, 1982)



y en el líquido cefalorraquideo humano en respuesta a drogas calinérgicas <EBEII) El’

AL, 1979).

- In vitro: VIP se libera de las terminaciones nerviosas de la corteza cerebral,

hipotálamo, amígdala y estríado en respuesta a diversos agentes despolarizantes

(BESSONEl’ AL, 1982).

VIP es inactivado rápidamente en los diversos tejidos por degradación enzimática

(ROSTÉNE, 1984).

- RECEPTORES PARA VIP: Se han demostrado receptores de alta y baja

afinidad para VIP en diversas regiones del SNCy periférico (BESSON ET AL, 1986;

BRIJM ET AL, 1986; HUANGY RORS’I7AD, 1987; MAGISTREflI ET AL, 1988;

AMiENTA El’ AL, 1989). El efecto vasodilatador de VIP se lleva a cabo mediante una

relajación directa del músculo liso vascular, es independiente del endotelio y se asocia

a una estimulación de la adenilato ciclasa (BRLJM El’ AL, 1986; BESSONET AL,

1986; HUANG Y RORSTAD, 1987; CALVO El’ AL, 1994).

Además, tanto en SNC como periférico, se ha demostrado que es necesaria la

secuencia completa de la molécula de VIP para unirse al receptor e inducir la acción

fisiológica completa ya que la sustitución o delección de alguno de sus aminoácidos

reduce su actividad biológica (BESSONEl’ AL, 1986; HUANGY RORSTAD,1987).
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VI.b.- DISTRIBUCION DE VIP EN EL SNC

.

Apartir de la purificación de anticuerpos monoclonales para VIP, este péptido ha

sido identificado mediante técnicas inmunohistoquimicas y radioinmunológicas en diversas

regionesdel SNC. Estudios autorradiográficos de localización de receptores han ayudado

también a la caracterización y al conocimiento de su distribución en el SNC (DE

SOUZA, SEIFERT Y KIJHAR, 1985; BESSON ET AL, 1986).

Las concentracionesmáselevadasde VIP se encuentranen la cortezacerebral,

amígdala, hipocampo e hipotálamo. También se ha demostrado la existenciade VIP en

retina, tronco cerebral y en el asta dorsal de la médula espinal de diversas especies

(SAID Y ROSENBERG,1976; ROSTENE, 1984; DE SOUZA, SEIFER’1? Y KUIIAR,

1985).

VI.b. 1.- TELENCEFALO

.

En todas las regiones de la corteza cerebral existen neuronas VIP-

Inmunorreactivas(VIP-IR) (ROS’1’ENE, 1984; MAGISTRETTI El’ AL, 1988). En la

rata, las neuronasVIP-positivas representan aproximadamente el 1 % de las neuronas

corticales con distribución uniforme en todas las áreas corticales (DE SOUZA,

SEIFERT Y KUHAR, 1985).
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En losgangliosbasales,la densidadde material VIP-IR es moderada en el núcleo

accumbens, baja en el caudado putamen y muy baja en el globus pallidum (DE SOUZA,

SEIFERT Y RUJIAR, 1985; BESSON ET AL, 1986).

VI.b.2.- AMIGDALA

.

Se han observado cuerpos celulares y fibras nerviosasVIP-IR en la mayoría de

los núcleos de la amígdala,principalmenteen los núcleoslateral y laterobasal.Estudios

autorradiográficoshan demostradounaalta concentración de receptorespara VIP en el

núcleo central (RESSONEl’ AL, 1986).

VI.b.3.- HIPOTALAMO

.

Se puede demostrar un gradiente de concentración descendente de VIP desde las

regionesanterioresa las posterioresdel hipotálamo. Los niveles másaltosdeVIP en el

hipotálamo anterior se deben principalmente a una importante concentración del mismo

en los núcleos supraquiasmático y dorsomedial. Concentraciones más bajas se encuentran

en los núcleos arcuato, mamilar y periventricular (ROSTENE, 1984; RESSONEl’ AL,

1986).
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VI.b.4.- HIPOCAMPO

.

Presenta

diferentesáreas

dorsal y ventral

una concentración de VIP entre moderada-alta en el subiculum y en

del astade Ammon y también en la capagranulardel gyrus dentado

(BESSONEl’ AL, 1986).

En dirección caudal, existen bajas concentraciones de VIP, con excepción de la

capa superficial de la sustancia gris central del cerebro medio, núcleo del rafe dorsal,

locus ceruleus,núcleo parabraquialy núcleo del tracto solitario (ROSTENE, 1984;

BESSONEl’ AL, 1986).

La presenciade neuronasintrínsecascon VIP en el núcleodel tracto solitario, el

centrobarorreceptorprimario, es importanteen cuantoal papelque desempeñaVIP en

la regulacióndel flujo sanguíneo(ROSTENE, 1984).

VI.c.- DISTRIBUCION VISCERAL DEVIP

.

Ademásde la localizaciónen el SNC, las fibras nerviosas VIP-IR se localizan

tambiénen el sistemanerviosode distintos órganosperiféricos,particularmenteen los

aparatoscardiovascular,respiratorio,gastrointestinaly genitourinario:

f
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VI.c.1.- NEURONAS SENSITIVAS Y SIMPATICAS

.

Se han observado fibrasnerviosasVIP-IR en el astadorsalde la médulaespinal

y en una población menor de cuerpos celulares nerviosas de los ganglios de la raíz dorsal

en los nivelessacroy lumbar.Tambiénsehademostradoen gangliossimpáticos(ganglio

cervical superior, ganglio estrellado y ganglios simpáticos torácicos y lumbares)

<SUNDLER El’ AL, 1988).

VI.c.2.- APARATO GASTROINTESTINAL

.

VIP es uno de los neuropéptidosmásabundantesen el tracto gastrointestinal.

Numerosasfibras nerviosasVIP-IR se han observadoen todas las capasde la pared

intestinal en diversas especies (cerdo, gato, rata, ratón y hombre) (LARSSONEl’ AL,

1976; SUNDLEREl’ AL, 1988; TSUTSUMIY HAlLA, 1989). Las neuronas VIP-

érgicasseoriginanprincipalmentedel plexo submucosoy se extienden a todas las capas,

incluyendo la mucosay la capamuscularcircular. La capamuscularlongitudinal sólo

recibe inervacióndel plexo mientérico(MÁNNON Y TAYLOR, 1992). La distribución

de fibras nerviosasVIP-IR en el tracto gastrointestinalvaríaen las distintas especies.

Como ejemplo, en la mucosa gástrica de la rata son relativamenteescasaspero

abundantes en el hombre (LARSSON El’ AL, 1976; TSU’I’SUMI Y HARA, 1989).
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- En el ESOFAGO,todas las capas están inervadas por fibras nerviosas que

contienen VIP, fundamentalmente en la muscularis mucosa(WATl’CHOW El’ AL,

1987).

- En ESTOMAGO,el antro tiene menor inervación que el fundus gástrico. En

el hombre, la inervación es muy densa en todas las capas:mucosa,muscularismucosa,

submucosa(alrededordelos vasos)y muscularpropia (entrelas célulasmusculareslisas).

El píloro está densamente inervado por VIP (TSUTSUMI Y HAlLA, 1989; MANNON

Y TAYLOR, 1992).

- En el INTESTINO DELGADO,la concentraciónde VIP esmuchomayoren

la capamuscularqueen la mucosa.En la mucosaduodenalexistenmenosfibras con VIP

que con SP. En la muscularis mucosa, VIP se distribuye en los vasossubmucososy en

las glándulasde Brunner (GREENWOODET AL, 1990).

- En COLON,existen fibras VIP-IR en la mucosa (formando una red alrededor

de las cripts y en los villi), en la submucosay en las capas muscularescircular y

longitudinal (DOMOTO El’ AL, 1990).

La vagotomía quirúrgica o la simpatectomia química no producen ningún cambio

en el número o distribución de las fibras nerviosas VIP-IR por lo que este sistema de

fibras nerviosaspareceser intrínseco de la pared intestinal (LARSSONEl’ AL, 1976;

SUNDLER El’ AL, 1988).
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- En el PANCREAS, existenpocasfibras nerviosasVIP-IR, apareciendoen el

tejido conectivoque separalos lóbulos pancreáticosy seven sólo ocasionalmenteentre

los acini o en los islotes (SUNDLER El’ AL, 1988).

VLc.3.- APARATO RESPIRATORIO

.

Las vías aéreas están densamenteinervadasporel neuropéptidoVIP. Las fibras

quecontienenVIP sedistribuyen en el epitelio, láminapropia y en asociacióncon los

hacesmusculares,vasossanguíneosy glándulas.Son intensamenteinmunorreactivosen

la mucosa nasal, tráquea (tanto proximal como distal) y bronquiosprincipales.En el

pulmón, son escasaspudiéndosedemostraren los septosy asociadosa los vasos.Sehan

observadocuerposcelulares nerviososque contienenVIP en los pequeñosganglios

localizadossobrela superficieexternao dorsalde laparedtraqueal(SUNDLER El’ AL,

1988;LUTS Y SUNDLER, 1989; ALBEGGERET AL, 1991).

VI.c.4.- APARATO CARDIOVASCULAR

.

A) CORAZON

:

VIP estáampliamentedistribuido en el corazón. Se han demostradofibrasVIP-IR

relacionadas con las arterias coronarias, en las aurículas, en los nodos SA y AV y

cuerposcelularesen los ganglioscardíacoslocalizadosen aurículaizquierda,origende

la aorta ascendente y tronco pulmonar, regiones del surcocoronarioy en los nodosSA

y AV. En el miocardio ventricular, existen muy pocasfibras VIP-IR (DELLA ET AL,



1983; REINECKE Y FORSSMANN, 1984; WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN,

1984; BRUM El’ AL, 1986; GERSTIIEIMER El’ AL, 1988; FORSGREN, 1989c;

bOyER, 1989; ANDERSON El’ AL, 1992; PRADOS FRUTOS El’ AL, 1992;

ZIIU Y DEY, 1992; GULBENKIAN ET AL, 1993; PRADOS FRUTOS, MARTIN

PEREZ Y PUERTA FONOLLA, 1993).

B) VASOS

:

La distribucióndela inervaciónVIP-érgicaen el sistemavascularvaríasegúnlas

zonas. Mientras que la gran parte de los grandes vasos reciben una inervación escasa o

moderada,en diversoslechosvascularesregionaleséstaesmuy densa:las arteriasque

reciben mayor inervación por fibras nerviosas VIP-IR son las que corresponden al

intestino, cerebro y aparato genitourinario (DELLA El’ AL, 1983; SUNIDLEREl’ AL,

1988).

a) Arterias principales

:

Las fibras VIP-IR se localizan en la adventicia de las grandes arterias,

fundamentalmente en la unión media-adventicia.La aortaascendenteestá inervadapor

una pequeña y delicada red de fibras nerviosas VIP-positivas. Esta inervación aumenta

en sentido distal encontrando un plexo moderadamente denso de varicosidades y pequeños

haces nerviosos en la aorta torácica y un plexo importante en la aorta abdominal. En las

arterias ilíacas, femorales y poplíteas, la inervación es menor. El tronco pulmonar y las

arterias pulmonares principales presentan plexos moderadamente densos de fibras VIP-IR

entrelazadas (DELLA El’ AL, 1983; WEIHE, REINECKEY FORSSMANN,1984).



b) Venasprincipales

:

Las venas principales tienen, por lo general, una inervación escasa por VIP

excepto en la desembocadura de la venacavacon el corazón,tanto la cranealcomo la

caudal. A medida que nos alejamos del corazón, la inervación por VIP disminuye

rápidamente. Muy pocas fibras, o ninguna, se aprecian en la vena yugular interna, vena

cava inferior abdominal y venas pulmonares (DELLA El’ AL, 1983).

e) Lechos vasculares re2ionales

:

- Arteria mesentéricasuperior: Un denso plexo de fibras VIP-IR se ha

demostrado en el origen de esta arteria en la aorta así como cerca de los orígenes de las

ramashepática,pancreáticay duodenal.Las venascorrespondientes no están inervadas.

Tambiénlas ramascólicasestánmuy inervadaspero la inervaciónes muy escasaen las

arteriasileales. Las arteriolas de la submucosa del fleon y colon se asocian con pocas

fibras inmunorreactivas(DELLA ET AL, 1983>.

- Arteria mesentéricainferior: Tiene una inervación moderada en su origen que

aumenta distalmente (ramas cólicas), Las venas presentan también una inervación poco

densa.

- Vascularización de los órganosreproductivos y urinarios: La arteria uterina

principalestárodeadaporun plexodensode fibras VIP-positivasquedisminuyeal entrar

en la pareduterina. No seobservainervaciónen lavenauterinao susramas(SUNDLER

El’ AL, 1988).
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En el tracto urogenital masculino, también existe un rico plexo perivascular en

la arteria del conducto deferente y la vejiga así como en el tejido eréctil del bulbo del

pene fundamentalmente en relación con las trabéculas y los vasos. La arteria renal posee

pocas fibras nerviosasen la unión media/adventiciay aún menor en la vena renal

(DELLA ET AL, 1983; SUNDLEREl’ AL, 1988).

- Arterias cerebrales: Alrededor de las arterias cerebrales existe una inervación

importante por fibras que contienen VIP, sobre todo en la circulación anterior: arteria

cerebral anterior y carótida interna. En la rata, se ha observado que la inervación es

menoren lasarteriascerebralmedia, comunicanteposteriory basilary muy escasaen

la cerebral posterior y cerebelosa superior. Esta inervación por VIP coexiste con la

inervación colinérgica y las fibras nerviosas parece que se originan del ganglio

esfenopalatino (I{EISTAD El’ AL, 1980). Por el contrario, en el cobaya, la arteria

basilarpresentasólo fibrasaisladas,siendomoderadasen las arteriascerebralposterior

y cerebelosa mientras que la comunicanteposteriory cerebralmediay anteriorpresentan

una rica inervación (DELLA ET AL, 1983).

VI.c.5.- APARATO GENITOURINARIO

.

Se ha demostradola existenciade unadensainervaciónpeptidérgicaVIP-IR en

el aparato genital masculino y femenino (THILANDER Y RODRIGUEZ-MARTINEZ,

1989; MULSHOF El’ AL, 1994). En el tracto genital femenino porcino, los nervios

VIP-IR están asociados con los vasos sanguíneos y con el músculo liso no vascular.Las
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concentraciones más altas de nervios VIP-positivos se encuentran en el canal cervical,

cérvico-vaginaly útero sin diferencias en los distintosciclos estrogénicos.Las fibras

nerviosas se localizan en la submucosa, capas musculares y adventicia. Existen fibras

nerviosas en endometrio (próximas a los vasos y junto a las glándulas uterinas),

miometrio (que discurren paralelas a las células musculares) y en el miosalpinx aunque

con menor densidad que en el miometrio (SUNDLEREl’ AL, 1988; RODRíGUEZ-

MARTíNEZ, 1990).

En los órganos genitales masculinos,VIP, dadassuspropiedadesvasodilatadoras

y secretoras, se encuentra en el tejido eréctil del pene (POLAK El’ AL, 1981). La

próstata recibe una rica inervación VIP-IR distribuida alrededor de los acinis glandulares

y vasos sanguíneos (SUNDLER ET AL, 1988).

En el tracto urinario, las fibras son particularmente numerosas en las regiones que

poseen función de esffnter (cuello de la vejiga y la porción distal de los uréteres en su

entrada en la pared vesical) (SUNDLER El’ AL, 1988).

VLc.6.- ORGANOSDELOS SENTIDOS

.

A) QJQ~ Se ha demostrado la existencia de VIP tanto en retina como en úvea

(BRADFORD, 1988). Parece ser que se origina localmente en los cuerpos celulares

neuronales y está presente en un intrincado plexo dispuesto alrededor de la coroides. La
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presencia de este péptido en la úvea sugiere su posible papel en la respuesta al estímulo

doloroso (UNGER El’ AL, 1981).

B) PIEL: También se ha demostrado que VIP está presente en las fibras nerviosas

que está en intimo contacto con vasos sanguíneoscutáneos,glándulassebáceasy

sudoríparas ecrinas pero no apocrinas (O’SHAUGBINESSY ET AL, 1981).

VI.d.- COEXISTENCIA DE VIiP CON OTRAS SUSTANCIAS

NEUROACTIVAS

.

VI.d.1.- VTP Y AC1I

.

Diversos estudios han demostrado la coexistencia de VIP y Acetilcolina (Ach)

tanto en el SNC <TIARA, IIAMILL Y JACOBOWITZ, 1985) <ECKENSTEINY

BAUGHIMAN, 1984)como en el periférico (LUNDBERGEl’ AL, 1979;LLJNDBERG,

1981).

HARÁ, HAMILL Y JACOBOWITZ (1985) observaron VIP y Ach localizados

en las mismas fibras nerviosas alrededor de los vasos cerebrales en ratas, especialmente

en la circulación anterior de las arterias cerebrales y de la carótida interna (polígono de

Willis). También se demostró la existenciade estas dos sustanciasen el ganglio

esfenopalatino (ganglio craneal parasimpático) con una marcada reducción de ambas

sustancias tras la lesión de dicho ganglio.
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Al menos el 80% de las neuronas colinérgicas intrínsecas en la corteza cerebral

tambiénpresentaninmunorreactividadparaVIP einclusocoexistenconSP.Lasneuronas

que contienen VIP y Ach pueden estar implicadas en la regulación del flujo sanguíneo

cortical, ya que están en íntimo contacto con los vasos (capilares y grandes vasos). Estas

sustancias se liberarían en los vasos y afectarían el flujo sanguíneo y/o su permeabilidad

(ECKENSTEIN Y BAUGUMAN, 1984).

LUNDBERG El’ AL (1979, 1981) han demostradoque VIP y ACh coexisten y

se liberan de los mismos nervios vasodilatadores de las glándulas salivares, nervios

sudomotoresy nervios de las glándulasnasales.Estasneuronasconteniendolas dos

sustancias,seobservaronpor primeravez en los gangliossimpáticoslumbosacrosy se

pensó que estaban implicados en la regulación de la secreción sudorípara (LUNDBERG

El’ AL, 1979). Posteriormente, se llegó a la conclusión de quela presenciade VIP en

las neuronascolinérgicas puede ser una característicageneral de las neuronas

secretomotoras(LUNDBERG, 1981). Seaceptaque, unavez liberadasACh y VII> del

mismo terminal nervioso,ACh estimulala secrecióntanto por accióndirectasobrelas

células secretoras como por acción indirecta a través de las células mioepiteliales,

mientrasqueVIP origina vasodilatación por relajación de lascélulasmusculareslisasque

existenalrededorde los vasossanguíneos.El efectode la ACh essensiblea la atropina

mientrasqueel de VIP esatropina-resistente.

Por tanto, se piensaqueestosdosefectos(la secrecióny la vasodilataciónen las

glándulas exocrinas) se producen tras la liberación de VIP y ACIi de los mismos
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terminales nerviosos que actuarían sinérgicamente y sobre receptores localizados en dos

tipos de células diferentes.

VI.d.2.- VIP Y OTROS NEUROPEPTIDOS

.

VIP también existe en las mismas neuronascon otrassustancias:CABA, NPY,

CGRP, norepinefrina,encefalina,CCK-8, dinorfina y galanina<CARLQUIST ET AL,

1982; ECKENSl’EIN Y BAUGHMAN, 1984; LUTS Y SUNDLER, 1989). Alrededor

del 40% de las células que contienenVIP en la corteza cerebral tambiéncontienen

CABA. NPYy VIP al liberarse de la misma neurona, tienenefectosopuestossobre la

actividadde las célulaspiramidales(NPY la deprimey VIP la estimula).VIP también

coexistecon NPY en el esófagohumano <WATTCHOW.ET AL, 1987)yen las fibras

nerviosasdel músculoliso traqueobronquial(LUTS Y SUNDLER, 1989) y con SPen

las fibras nerviosas de la lámina propia, músculo liso vascular y alrededor de las

glándulasdel tracto respiratorio(LUTS Y SUNOLER, 1989).

VLe.- ACCIONES FARMACOLOGICAS DE VII>

.

VI.e.1.- VII> EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

.

Entre las accionesprincipalesde VIP en el SNC estánlas siguientes:



a) CONTROL DEL METABOLISMO ENERGETICO CENTRAL: En la

cortezacerebral, VIP estimulala degradaciónenzimáticade glucógenoa glucosa(DE

SOUZA, SEIFERT Y KUHAR, 1985; MAGISTRE¶UH El’ AL, 1988).

b) EFECTOSNEUROENDOCRINOS:Inyecciones de VIP en el tercer

ventrículo de la rata han inducido hipertermia al igual que estimulan la liberación de

Hormona de Crecimiento (CH), Hormona Luteinizante (LH) y Prolactina (PRL) (DE

SOUZA, SEIFERl’ Y ¡CURAR, 1985).

En el hipotálamo, VIP inhibe la liberación de Somatostatina,estimulala liberación

de Serotonina, disminuye el número de receptores sertoninérgicos y estimula la actividad

adenilato ciclasa. VIP regula, por tanto, las funciones de la adenohipófisis(RESSONEl’

AL, 1986).

c) REGULACION DE LA CIRCULACION CEREBRAL: VIP regulael flujo

sanguíneocerebral.La infusión intracarotídeadeVIP aumentael flujo cerebraly presenta

un potenteefectovasodilatadordelas arteriaspiales(LARSEN, BOECK Y OTTESEN,

1981).

d) ACCION CARDIOVASCULAR CENTRAL: La administración

intraventricularde VIP elevala tensiónarterialmediaen un 21% y la frecuenciacardíaca

en un 17% en ratas(ENDO El’ AL, 1991).
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Se ha demostrado que VIP aumenta la concentración plasmática de adrenalina y

noradrenalina. Tras resección de la médula adrenal, estas acciones vasculares no ocurren;

por otro lado, en ausencia de vasopresina en ratas con diabetes insípida, la administración

intracerebroventricular de VIP, origina elevación de la tensión arterial. Por lo tanto,

parece ser que la acción cardiovascular central de VIP está mediadapor estimulación

nerviosa simpática (estimulación de la secreción de adrenalina adrenal) y es aumentada

por la ausencia crónica de secreción de vasopresina por la pituitaria posterior (ENDOET

AL, 1991).

e) OSMORREGULACION:VIP es un péptido importante en la regulación de

la secreción de vasopresina y oxitocina de la pituitaria posterior pudiendo intervenir, por

tanto, en la osmorregulacióncorporal (MAGISTRETTI El’ AL, 1988).

O ANALGESIA: VIP está presenteen los ganglios de la raíz dorsal y se

concentraen las zonas de la médula espinal dondeestánmlos terminalessensitivos

primarios. Tanto la administraciónespinalexógenade VIP comola liberacióna partir

de los terminales nerviosos produce analgesia por acciónsobrelas víasdel dolor tanto

opioides como no oipiodes (KOMISARUK ET AL, 1989).

g) EFECTOS SOBRE LA CONDUCTA Y LA MEMORIA: En el hipocampo,

VIP modula los receptoresserotoninérgicos.Este efecto está bajo el control de los

esteroides adrenales periféricos y puede servir como soporte neurobiológico para las

acciones conductuales de este neuropéptido. Se ha demostrado que VIP es un potente
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péptidoamnésico.Coexisteconneurotransmisoresquemodulanel procesodela memoria

y se localiza dentro de de las estructuras límbicas. VIP produce amnesia cuando se

inyecta en el tercer ventrículo del cerebro o en la porción rostral del hipocampo

(FLOOD, GARLANDY MORLEY,1990).

VI.e.2.- ACCIONES VISCERALES DE VIP

.

VI.e.2.1.-APARAl’O GASTROINTESTINAL

.

Las acciones de VIP en el sistema nervioso del aparato gastrointestinal

comprenden(EKLUND El’ AL, 1979;WEIHE, REINECKEY FORSSMANN,1984;

BRADFORD, 1988; GREENWOOD El’ AL, 1990):

- Regulación de la motilidad gástrica e intestinal: Relaja el esfínter esofágico

inferior y el esfínter pilórico, contrae el cuerpo esofágico e inhibe la peristalsis.

- Aumenta la secreción salivar, aumenta la secreción pancreática de bicarbonato

y estimulala secreciónde insulina,glucagóny somatostatina.

- Inhibe la secreción de enzimas gástricos y regula la secreción biliar.

- Induce la glucogenolisis en hepatocitos aislados.

VI.e.2.2.- APARAl’O RESPIRATORIO

.

En el aparato respiratorio, VIP interviene en la relajación del músculo liso

traqueal y pulmonar y en la regulación de la secreción bronquial <SAID, 1982). Mientras
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que los nervios colinérgicos son la vía broncoconstrictora principal, los nervios no-

adrenérgicos no-colinérgicos, entre los que se encuentran el neuropéptido VIP, son las

únicas vías broncodilatadoras en las vías aéreas humanas y es posible que la función de

los nervios que contienen VIP esté alterada en el asma como consecuencia de la

inflamación (BARNES, 1992).

VI.e.2.3.- APARATO CARDIOVASCULAR

.

VIP presenta importantes propiedades vasodilatadoras tanto a nivel local como

sistémico (WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984; FRASE El’ AL, 1987;

FORSSMANN El’ AL, 1988).

FRASEEl’ AL (1987), tras la administración intravenosa de VIP a sujetos sanos,

observaronenrojecimientoy calorfacial, eritemacorporaly dianea, síntomas semejantes

a los producidos en el síndrome del cólera pancreático originado por la liberación de VII>

de tumores secretores de este péptido.

Las acciones de VIP sobre el sistema cardiovascular son:

a) VASODILATACION: Tras la infusión sistémica de VIP se origina un

descensode la ResistenciaPeriférica total del 30% del valor basal (FRASEEl’ AL,

1987). VIP es un potentevasodilatadorcoronario(BRUM El’ AL, 1986; HOOVER,

1989; GU?LBENIKIAN ET AL, 1993). Tras infusión intravenosade VIP se origina

vasodilatación coronaria con una disminución de la resistenciavascularcoronariadel
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88% del valor control con la dosismásbaja de VIP y del 34% del valor control con la

dosismásalta. El efectovasodilatadorcoronarioes mayorquela vasodilataciónen otros

órganos (SMITHERMAN Y DEHMER, 1988; KARASAWA El’ AL, 1990).

Los efectos vasodilatadores de VIP se ejercen tanto directamente (por un efecto

relajante sobre los vasos coronarios de conductancia y de resistencia) como

indirectamente(por un incrementoen las demandasmiocárdicasde oxigeno) (HUANG

Y RORSTAD, 1987; FORSSMANN El’ AL, 1988). Además, los efectos

vasodilatadores de VIP no parecen estar mediados por prostaglandinas ni parecen

depender del endotelio intacto (BÉNY, BRUNEl’ Y HUGGEL,1986; SATA ET AL,

1988).

b) EFECl’O CRONOTROPICO POSITIVO: Sobreel nodo SA, VII> ejerce un

efecto cronotrópico positivo mientras que sobre el nodo AV influye sobre la velocidad

de conducción (SMIl’HERMAN Y DERMER, 1988; KARASAWA ET AL, 1990).

RIGEL (1988) tras la infusión de VIP en la arteria del nodo SA de perros anestesiados,

observó que esta sustancia es dos veces más potente que Noradrenalina en aumentar la

frecuencia cardiaca. La taquicardia no se afectó por bloqueo de los receptores

muscarínicoso beta-adrenérgicosy fue semejantea la taquicardiaobservadatras la

estimulación vagal en presencia de atropina por lo que este autor sugierequeVIP puede

ser el neurotransmisorpeptidérgicoresponsablede este fenómeno(FRASE El’ AL,

1987; RIGEL, 1988; RIGEL Y LATHROP, 1990, 1991).
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c) HIPOTENSION:La administraciónintravenosade VIP producedisminución

de la tensión arterial diastólica y de la tensión arterial media. No afecta, por el contrario,

la tensión arterial sistólica (KARASAWAEl’ AL, 1990).

d) EFECTO INOTROPICO POSITIVO: VIP origina aumento de la

contractilidad cardíaca tanto en sujetos sanos (FRASE El’ AL, 1987) como en músculos

papilares aislados del gato (WEIHE, REINECKEY FORSSMANN,1984).

VI.e.2.4.- APARATO GENITOURINARIO

.

En los genitales femeninos, VIP media las respuestas no adrenérgicas, no

colinérgicasresponsablesdela relajacióndel músculoliso, regulacióndel flujo sanguíneo

y de la secreción (OTTENSEN, 1983). Aunque no del todo bien conocido, parece ser

queVIP intervieneen el control nerviosolocal del músculo liso uterino (apertura de la

unión uterotubárica)y producevasodilataciónen útero y vagina.VIP aumentael flujo

sanguíneo uterino y su concentraciónaumentaen el coito (Ol’l’ENSEN, 1983).

En el masculino, origina relajación del músculoliso del peney erección. Sobre

el riñón, posee acciones secretoras, excretoras y hemodinámicas actuando principalmente

sobre el sistema tubular (SUNDLER ET AL, 1988).
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VII) INERVACION CARDIACA

.

El ciclo cardiacoestáreguladoporuna inervaciónnerviosaextrínsecaconsistente

en neuronas eferentes simpáticas, neuronas eferentes vagales y neuronas aferentes

derivadas de los ganglios sensitivos espinales y vagales. Esta inervación actúa en el tejido

cardíaconodaly susprolongaciones,en los vasoscoronariosy en el músculocardíaco

afectando la bomba cardíaca de dos maneras: a) cambiando la frecuencia del ritmo y b)

cambiando la fuerza de la contracción cardíaca.

Vfl.a.- INERVACION CARDIACA SIMPAl’ICA

.

VH.a.1.- ORIGENES CENTRALES

.

La inervación cardíaca simpática se origina de los cuerpos celulares de neuronas

que se encuentran en el núcleointermediolateraildel astalateral de la médulaespinal,en

un territorio comprendido entre los segmentos cervicales bajos y los más altos lumbares

(PETRAS Y FADEN, 1978; COHEN, 1986). Sus axones, fibras mielínicas

preganglionares, salen de la médula espinal por las raícesnerviosasanterioresa través

de los ramos comunicantes blancos de los segmentos espinales Tl-T6 para entrar,

posteriormente, en la cadena paravertebral de ganglios (COHEN, 1986). Las células de

j



origen de las neuronas postgangliónicas cardíacas pueden localizarse en los ganglios

cervicales superior, medio o inferior y en los primerosgangliossuperiorestorácicos.

De los gangliosde la cadenaparavertebralseoriginanlas fibraspostganglionares

que van a constituir los nervios cardiacos simpáticos que se dirigen al corazón.

VIII.a.2.- NERVIOSCARDIACOSSIMPATICOS

.

A) FIBRAS NERVIOSAS EFERENTES

.

Comúnmente se describen tres nervios cardíacos a cada lado:

- NERVIO CARDIACO SIMPATICO SUPERIOR: Se origina del ganglio

cervicalsuperiory presentadosengrosamientos:el gangliocardíacosuperiory el ganglio

cardíacoinferior o de Wrisberg(lado izquierdo)a nivel del plexocardíaco.

- NERVIO CARDIACO SIMPATICO MEDIO: Es el de mayor calibre y en

ocasiones está ausente. Se origina en el ganglio cervical medio.

- NERVIO CARDIACO SIMPATICO INFERIOR: Se origina del ganglio

cervical inferior y del primergangliotorácicoo del ganglioestrelladosi estánfusionados

los dos.

Al acercarse al corazón, estos nervios autonómicosforman el plexo cardiacodel

que se originan las ramas terminales que se distribuyen en las distintas zonas del corazón

nr-
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con diferente densidad de inervación (FORSGREN, 1988). La mayor densidad

corresponde a la aurículas, y dentro de ellas, el nodo SA, seguido del Ay, a continuación

los ventrículos, ambos por igual. DOLEZELET AL (1980), estableció la existenciade

tres tipos de neuronas simpáticas: las que inervan las aurículas, las que inervan los

ventrículosy las queinervanla circulacióncoronaria.

B) FIBRAS NERVIOSASAFERENTES

.

Las fibras nerviosas aferentes mielinizadas son las responsablesde la conducción

de los estímulos dolorosos y se distribuyen desde las vísceras atravesando los ganglios

simpáticos sin hacer sinapsis. Entran en el nervio espinal a través de los ramos

comunicantesblancos;suscuerposcelularesestánen los gangliosde la raíz dorsaldel

nervio espinal correspondiente. Los axones centrales entran en la médula espinal y

forman el componente aferente de un arco reflejo local. Otras pueden pasar a centros

autonómicosmásaltoscomoel hipotálamo(EHINGER El’ AL, 1968).

VII.b.- INERVACION CARDIACA PARASJMPATICA

.

VII.b.1.- ORIGENES CENTRALES

.

El nervio vago es el encargado de llevar la inervaciónparasimpáticaal corazón.

El origen de las neuronas vagales cardiacas PREGANGLIONARES es el núcleo
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ambiguoy/o el núcleo ambiguo ventrolateralque se encuentraen el tronco cerebral

(ORl’S LLORCA, 1985; WILLIAMS El’ AL, 1985; BURKHOLDER El’ AL,

1992).

VII.b.2.- NERVIOS CARDIACOS PARASIMIPATICOS

.

A) FIBRAS NERVIOSAS EFERENTES

.

El nervio vago nace a nivel del surco dorsolateral del bulbo y abandonael cráneo

por el agujerorasgadoposteriordondepresentaun engrosamientodenominadoganglio

superior o yugular, de carácter somático y relacionadocon la sensibilidadvisceral

(HOVELACQUE, 1927).Al salir del cráneo constituyeun segundoengrosamiento,el

ganglio inferior, nodosoo píexiformedel vago.

El vago desciendea ambosladosdel cuello, dentrode las vainascarotídeas.El

vasoderechodesciendedorsal a la yugular interna. Dentro del tórax, se sitúa posterior

al hilio pulmonarderechoy da muchasramasbronquialesposterioresqueseanastomosan

con nervios simpáticos y originan el plexo pulmonar posterior derecho del que se

originan ramasdel plexo esofágicoposteriorparaconstituir, posteriormente,un tronco

nerviosoretroesofágicoquepenetraráen el abdomen.El vasoizquierdo discurrejunto

a las arterias carótidaprimitiva y subclavia izquierda, por detrás del tronco venoso

braquiocefálicoizquierdo, llega al cayadoaórtico y a la cara posterior del bronquio
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pulmonarizquierdoy del esófagoy forma los plexospulmonaresposterioresy esfágico

anteriorconstituyendo,finalmente,el tronco vagal anteriorquepenetraen el abdomen.

Los nervioscardíacosprocedentesdel vago,aunquecongranvariabilidad,pueden

dividirseen:Nervio cardíacosuperior,medioe inferior. Estosnervioscardiacosvagales,

despuésde pasar a través del plexo cardiaco, inervan las estructurascardíacas.El

gradientedecrecientede inervaciónparasimpáticaes: nodo SA, orejueladerecha,AD,

Al, músculospapilares,pareddel VD y pareddel VI.

B) FIBRAS NERVIOSASAFERENTES

.

Juntoalas fibraseferentesvagalesdelos nervioscardíacos,existentambiénfibras

aferentessensitivasmielínicasqueson lasencargadasdeconducirlos estímulosdolorosos

y que en el corazónde los mamíferossepuedenclasificaren:

- Terminacioneslibres:Situadasfundamentalmenteen el subendocardioauricularaunque

tambiénen el subendocardioventricular,vasoscoronariosy adventiciadel arco aórtico

y arteriapulmonar(FLOYD, 1979).

- Terminalesno encausuladosu «6r~anosterminales”: Selocalizan principalmente en

el subendocardioauricular y en la unión de los vasosprincipales con las aurículas

(NONIDEZ, 1937; EHINGER El’ AL, 1968).



VII.c.- PLEXO CARDIACO

.

El plexocardíaco,situadoalrededorde los grandesvasosdela basedel corazón,

estáconstituidopor lasanastomosisqueunenentresilosramoscardíacosdel vago y del

simpático. El plexo cardíacose divide en (WILLIAMS ET AL, 1989; ANDERSON,

1972; ANDERSONY BECKER, 1981; BURKHOLDER El’ AL, 1992):

1) PLEXO CARDIACO SUPERFICIAL (ANTERIOR): Situadopor debajodel

arco aórtico y ventral a la arteria pulmonarderecha.Está constituidopor el nervio

cardíacosuperiordel simpáticocervical izquierdoy por el nervio cardíacosuperiorde

los vagos.Presentauna mayordensidadde fibras simpáticas.

2) PLEXO CARDIACO PROFUNDO (DORSAL): Presentamayor densidadde

fibras parasimpáticas.Es másextensoy compactoqueel superficial y se localiza por

delantede la bifurcación traqueal,por encimade de la bifurcaciónpulmonar,sobre la

división del tronco pulmonary posterioral arco aórtico. Está formado por los ramos

cardíacosdel simpáticocervicaly superiortorácicoy por los nervioscardíacosmedio e

inferior de los vagos (vago y recurrentelaríngeo).

3) PLEXOS CORONARIOS:El izquierdoes mayorqueel derecho,acompaña

a la arteria coronariaizquierdae inerva Al y VI. El plexocoronarioderechoacompaña

a la arteriacoronariaderechapara inervarAD y VD.
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4) PLEXOS AURICULARES: Sus fibras se distribuyen en las aurículas,

superponiéndose con las de los plexos coronarios. Según MIZERES (1963), son

prolongacionesdel plexocardíacoquehan seguidoramasde la arteriapulmonar.Existen

dos: Derecho,entrela VCS y la Aorta ascendente,conramasparala paredposteriorde

la AD, e izquierdo, quediscurredirectamentedentro de la paredauricular izquierda

posterior,emitiendoramospara las paredesposterioresde ambosventrículos.

SegúnWILLIAMS ET AL (1989), aunquecon grandesvariaciones,las fibras

simpáticasde origen más cranealterminan distribuyéndosesobre la aortaascendente,

tronco de la pulmonary ventrículos,y las de origen máscaudalsobrelasaurículas.Las

fibras parasimpáticas,preganglionareshastasu llegadaa los gangliosdel corazón,se

distribuyenen el tabiqueinterauricular,aurículasy regionesnodales.

VIILd.- INTERACCIONES SIMPATICO-PARASIMPAl’ICO

.

La regulación autonómicadel corazón se lleva a cabo por las complejas

interaccionesexistentesentre los componentessimpático y parasimpático.La base

anatómicade estasinteraccionesestá determinadapor la íntima proximidadexistente

entre los terminales nerviosos adrenérgicos,terminales colinérgicos y las células

miocárdicas.Así, los neurotransmisoresy neuromoduladoresliberadosde las fibras

nerviosasdeunadivisión autonómicapuedeninfluir en la liberacióndeneurotransmisores

de las terminacionesnerviosasde la otra división (PAPKA El’ AL, 1981; MACE Y
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LEVY, 1983; YANG Y LEVY, 1992; CHOW ET AL, 1993).Las interaccionespueden

comprendermecanismospresinápticoso postsinápticos:

- INTERACCION PRESINAPTICA: La ACh liberada de los terminales

nerviosos vagales debe inhibir la liberación de Nor de los nervios simpáticos

postgangliónicoscercanos.

- INTERACCIONES POSl’SINAPTICAS: Los neurotransmisoresadrenérgicos

y colinérgicosdebenactuarsobrela mismacélula miocárdica. Esta interacciónpuede

resultaren cambiosen los nucleótidoscíclicos AMPc y <3MPc. El CMPcqueaumenta

(intracelularmente)en respuestaa la estimulación del receptor muscarínico,puede

antagonizarlos efectosinotrópicosmediadospor AMPc en respuestaa la estimulación

de los receptoresbeta-adrenérgicos.

Un dato caracterfsticode la interacciónautonómicacardiacaesque los efectos

vagalestienden a predominarsobrelos efectossimpáticoscuandoambosseestimulan

simultáneamente,especialmenteen lo queserefierea la frecuenciacardíaca(MACE Y

LEVY, 1983; YANG Y LEVY, 1992). Sin embargo,cuandola activación simpática

precedea la vagal, la predominanciavagal disminuye.Esto se podríadebera quese

libera NPY (ademásde Nor) que inhibe la liberación de ACh duranteun períodode

tiempo másprolongado.



Cuandola activaciónvagal precedea la simpática,la predominanciavagalno se

afecta. Seliberaría ACh que inhibe la liberaciónde Nor pero sólo por un períodode

tiempo limitado.

Por ello, pareceque los distintosefectosen la interacciónautonómicase deben

probablementea las distintasduracionesdeacciónde los neurotransmisoresclásicos(Mr

y ACII) y de los neuropéptidos(NPY) (YANG Y LEVY, 1992).
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MATERIAL Y METODOS



1) DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL

.

I.a.- ESPECIE ANIMAL Y CONDICIONES GENERALES DE

ESTABULACION

.

La especie animal elegida en nuestro trabajo fue la rata blanca cepaWistar

(CharlesRiver).

Se emplearon 116 ratas hembras adultas que fueron seleccionadascuando

alcanzaronun pesoentre150-250gramosquecorrespondea unaedadcomprendidaentre

8 y 12 semanas(madurezsexual) y cuyo tamañoes suficienteparafacilitar el estudio

estructurale inmunohistoquimicode las estructurascardíacas.

Fueronestabuladasenjaulasde macroléntipo 1000pararata de 215 x 465 x 145

mm3 sobre lecho de serrín de maderahigienizadoque fue sustituido diariamentey

mantenidasen un ambientecon temperaturaentre21 + 30 C. Los animales,queviven

en un ritmo nictameral invertido, fueron sometidosa un fotoperfodo de 12 horas y

alimentadoscon libre accesoa Dieta Completapararata-ratónPANLAB y agua.
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La distribuciónde los animalesfue:

Definición de las zonas a estudiar 8

Grupo CONTROL 11

GrupoA:

DISIURIBUCION MORFOLOGICA DE NEUROPEPTIDOS

- Sistemade conducción 15

- Paredesmiocárdicas 10

- Coronarias 10

- Grandesvasos 11

Grupo B:

TRATAMIENTO CON 6-HIDROXIDOPAMINA 25

NPY: Tratamiento 1

Tratamiento2

Tratamiento3 5

SP: 5

~,IP. 5

Grupo C:

TRATAMIENTO CON CAPSAICINA 26

SP: Tratamiento 1 8

Tratamiento2 8

5

5

5

5

NPY:

VIP:
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it.- JUSTJFICACION DE LA ESPECIE ANiMAL

.

La rata de laboratorio es uno de los animales más empleadosen estudios

morfológicoscardiovascularespor ofrecermúltiples ventajas.La elecciónde la rata en

el presentetrabajo sebasé,por un lado, en la relativa facilidad de manejoen cuantoa

tamaño,al menorcosteeconómicoparasu obtencióny mantenimientorespectoa otros

animales de experimentación, a la gran semejanza existente entre el sistema

cardiovascularde la rata y el de otros mamíferos, incluido el hombre y a que los

anticuerposmonoclonalesempleadosparadetectarneuropéptidosprocedentesdedistintas

casascomerciales,son másespecíficosparala rata(CAMPBELL, MARTIN GERDES

y SMITH, 1987).

II) DEFINICION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR

.

Ochoanimalesseemplearonen estudiospreliminaresparadefinir la localización

exactay la morfologíade las estructurasa estudiar, así como su orientación espacial

(JAMES, 1977; ANDERSONy BECKER, 1981). Paraello, los bloquescardíacosse

fijaron por inmersiónen formol neutro al 10% en PBS 0,1 M &H 7,4) durante48-72

horas.A continuación,fueronprocesadosparasu inclusiónen parafinasegúnlas técnicas

habitualesde nuestrolaboratorioy se cortaronde formaseriadacon un microtomo Leitz

1.512 a 7 ~m. de espesorprocediendoposteriormentea la tinción con Hematoxilina-

Eosina.
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Las zonasestudiadasfueron:

a) Nodo sinoauricular(Nodo SA)

b) Septuminterauricular

c) Nodo auriculoventricular(Nodo AV)

d) Haz de His y susramas

e) Paredmiocárdicadeaurículaderecha(AD), aurículaizquierda(Al), ventrículo

derecho(VD) y ventrículoizquierdo (VI).

O Arteriascoronarias

g) Grandesvasos

III) PREPARACION DEL TEJIDO: METODOLOGIA

.

III.a.- OBTENCION Y FLIACION

.

LasratasfueronanestesiadasconPentobarbitalsódico(AbbotLaboratories,North

Chicago, IL) a dosisde 30-40 mg/kg. Tras la aperturade la cavidadtorácicase inserté

un catéteren la aortatorácicarealizandoen primer lugar la perfusióncon 50-100ml de

sueroisotónico0,9%a temperaturaambientedurante2 minutosparaconseguirel arrastre

delos hematíesdel lechovascular,con lo queseevita la aparicióndeposiblesartefactos.

Seguidamente,se perfundierondurante30 minutos 500 ml de la solución fijadora de

Paraformaldehídoal 4% (PFA) en FosfatoBufer Salino (PBS) 0,1 M pH 7,4 a40 C. El

PFA 4% es un fijador válido para la detecciónde péptidosy hormonas,puestoque
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aseguraunabuenapreservaciónde las estructurasantigénicas.Otros fijadorescomoel

formol-sublimadoo el glutaraldehido, inducen la aparición de una fluorescencia

inespecífica(PALACIN FORGUE,1984).

Trasla extracciónde los corazonesjunto con los vasosadyacentes,fueronfijados

por inmersiónen la mismasolucióndePFA 4% duranteun períodode 3 horasa 40 C.

Posteriormente,se realizarontrespasessucesivosdel bloquecardíacoy grandesvasos

por solucionesde PBS 0,1 M (pH 7,4) conteniendo10% y 20% de sucrosadurante1

horacadauno y dejándolasdurantetoda la nocheen solución de PBS-Sucrosa30% a

40 C en agitacióncontinua.

III.b.- INCLUSION

.

Unavez fijados, los corazonessecongelaronen bloquesindividualesrodeadosde

medio de montaje(TissueTek, Miles Inc., Elkhart, USA) manteniéndoseconservados

en arcóncongeladora ~80~C hastasu procesamiento.

Los bloquesde tejido almacenadosa estatemperaturapuedenmantenersedurante

al menos2 ó 3 mesesantesde llevar a cabola reaccióninmunohistoquimicasin quese

produzcaningunapérdidade actividadantigénica(BOURNE, 1983).
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III.c.- SECCION

.

Se empleóun criostatoLeitz 1720 digital parala seriacióndel tejido cardíaco.

Los bloquesse situaronen el criostato,enfriadopreviamentea - 200 C y se cortaron

seriadamenteen seccionesde 12 gm de espesorsegúnun plano frontal en dirección

ventrodorsal(para el estudiode nodos y sistema de conducción)y según un plano

transversal en dirección craneocaudal (para estudiar, fundamentalmente, la

vascularización).

Lasseccionesseadhierenaportasgelatinadoscromadosparaasegurarun correcto

anclajede las mismasdurantetodoel procesoinmunohistoquimico,graciasala diferencia

de temperaturaqueexisteentreel interior del criostatoy el portaobjetos.

IV) INMUNOHISTOOUIMICA

.

IV.a.- ANTICUERPOS MONOCLONALES:CRITERIOS DE SELECCION

Con el fin de homogeneizarlos resultados en lo que a identificación y

demostraciónde los distintos neuropéptidosobjeto de nuestro estudio se refiere,

procedimosa la realización de un test de control para los diferentesanticuerposde

distintascasascomercialesen idénticascondicionesde fijación y procesamientode las

piezas.Tras la realizacióndel protocoloinmunohistoquimico(posteriormentedescrito)
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las piezasestudiadasconanticuerposmonoclonalessintetizadosy distribuidospor la casa

INCSTAR (INCSTAR Corporation, Stillwater, Minnesota, USA) fueron las que

mostraron mayor nitidez, menor número de artefactos y mayor estabilidad, motivo por

el cual decidimos emplear dicho Anticuerpo Monoclonal en la realización del presente

trabajo.

IV.b.- ANTICUERPOS MONOCLONALES: CARACTERíSTICAS

.

IV.b.I.- SUSTANCIA P (SP)

.

Se empleó el anticuerpodirigido contra SP de la casa INCSTAR (INCSTAR

Corporation, Stillwater, Minnesota,USA). El anticuerpopara SP se obtiene por

inmunizaciónde conejocon SPconjugadoa hemocianinacon carbodiimida.

La localizacióninmunohistoquimicadel antisueroseexaminóen seccionesde la

médulaespinalde la rata. El marcajeseeliminó por completomediantepretratamiento

del anticuerpodiluido con 100 ¡xg de SPpor ml de antisuerodiluido.

La reactividadcruzadase testópor preabsorcióncon 2 ¡cl, 100 picomoles(pmol)

de diversos péptidosreguladores(Neurokinina A, Neurokinina B, Colecistoquinina,

Serotonina, Somatostatina,Leu-encefalina, Met-encefalina,Neurotensinay Péptido

IntestinalVasoactivo),no existiendoreaccióncruzadaconel antisueroSPdiluido 1/500.
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El anticuerpomonoclonalanti-SPsecomercializaen envasesde0,1 ml quea su

llegadason reconstituidoscon 100 s1 de aguadesionizadaempleandoVortex Heidolph

Reax2000 y preparándosealícuotasde 10 ~¿lque se depositanen tubos Eppendofy se

almacenanen arcóncongeladora - 800 C hastael momentode su utilización, diluyéndose

entoncesen PBS-Tritóna una dilución de 1/100.El Tritón permeabilizala membrana

celular sin modificar su estructurapermitiendoun mayorpasode anticuerpoal interior

de la célula.

La dilución óptima de trabajodel anticuerpoes la queobtuvimosal realizarel

testadocon diferentesdilucionesdel mismo dondela ausenciade tincién inespecíficaen

las células negativas,se acompaña de una tinción adecuadade las células yio fibras

nerviosaspositivas.Hayquerealizarlautilizandosiemprela diluciónmásaltaposiblecon

la que consigamosmayor contrasteentre zonas positivas específicasy el fondo

(PALACIN FORGUE, 1984).

IV.b.2.- PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VI?’>

.

Se empleóel anticuerpodirigido contraVIP dela casaINCSTAR. El anticuerpo

paraVIP segeneraen conejocontraVIP porcino natural.

La localizacióninmunohistoquimicadel antisuerose examinóen la amígdalade

la rata. La reactividadcruzadafue testadapor preabsorcióncon 2 pl, 100 pmol de los

péptidos:Motilina, PolipéptidoPancreático,Polipéptido Inhibidor Gástrico, Insulina,
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Glucagón, Somatostatina, Gastrina, ACTH, Serotonina, SP e Histamina, no

encontrándosereaccióncruzadacon el antisueroVIP diluido 1/500.

Igualmenteseprepararonalícuotasde 10 pl en tubos Eppendof.La dilución en

PBS-Tritónfue 1/500.

IV.b.3.- NEUROPEPTIDO Y <NPY)

.

El anticuerpodirigido contraNPY tambiénfue de la casaINCSTAR. Se genera

en conejocontraNPY porcino sintéticoconjugadoconalbúminaséricabovinametilada.

La localizacióninmunohistoquimicadel antisueroseexaminóen seccionesdel

Sistema Nervioso Central de la rata. La tinción se eliminó completamentepor

pretratamientodel anticuerpodiluido con 100 pg de NPY porcino sintéticopor ml de

antisuerodiluido.

Paraexaminarla reactividadcruzadaserealizó preabsorcióncon 2 pl, 100 pmol

dedistintospéptidos(Beta-endorfina,VIP, Colecistokininay Somatostatina)sin encontrar

reaccióncruzadacon NPY.

Depositadosen tubos Eppendofconalícuotasde 10 pl, la dilución del anticuerpo

fue 1/100.



IV.c.- METODOLOGíA EMPLEADA

.

Describimosa continuación la metodologíaempleadaen este trabajo para la

realizaciónde la técnicade ININIiUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Estatécnicase basaen el empleode un anticuerpoprimario dirigido contraun

antígenoespecíficoen el tejidoal queposteriormenteseacoplaun anticuerposecundario,

queseuneal primario, y que es fluorescente(es decir, quetiene la propiedadde emitir

una radiaciónde espectrovisible, cuandosela ilumina con una radiaciónde longitudde

onda más corta, azul o ultravioleta (MASON ET AL, 1969)). Las sustancias

fluorescentesmás empleadasson los derivadosde la fluoresceína,esencialmenteel

isotiocianatode fluoresceína,con unafluorescenciadecolor verdoso,y los derivadosde

la rodamina, fundamentalmenteel isotiocianato de tetrametil rodamina con una

fluorescenciarojo-anaranjada.

El esquemade trabajo seguidoes una modificaciónde la técnicaempleadapor

diversos autores (COONS, 1958; HARTMANN, 1973; HÓKFELT, FUXE Y

GOLDSTEIN, 1975; POLAK y VAN NOORDEN, 1983; PRADOS FRUTOS, 1987;

PRADOS ET AL, 1987) y de las aconsejadaspor la casacomercial proveedora de los

anticuerpos utilizados.
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La técnicaempleadapara las inmunotincionesha sido la misma para los tres

anticuerposmonoclonalesutilizando el anticuerpocorrespondientea la dilución ya

expuestaen la secciónprevia.

Los distintosreactivossepesaronen balanzade precisiónSartoriusHandyH 110.

Paramedir el pH de las soluciones,se utilizó el pHmetroMicroph 2001 Crison.

METODOLOGIA

:

1) SECADO DE LA PREPARACION

:

Unavez montadaslas seccionessobreel porta,éstesecolocaen platinaa 600 C

durante1 minuto con lo cual, segúnnuestraexperiencia,se obtieneunaadhesiónmás

rápiday duraderade aquéllasal porta(GIL LOYZAGA, Comunicación personal).Esta

adhesiónesesencialparaprevenirla pérdidade tejido durantelas incubacionesy lavados

subsiguientes.

2) LAVADOS

:

Tres lavadosen FosfatoBufer Salino (PBS) 0,1 M (pH 7,4)de 10 minutoscada

uno por inmersióny con agitación suavecontinuaconagitadorelectrónicoHeidolph.

3) ANTICUERPO PRIMARIO ESPECIFICO

:

Seutilizan cadauno de los tresanticuerposdescritoscubriendocadaseccióncon

50-100 pl del anticuerpodiluido a la dilución correspondiente,incubándolosa 40 C
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durante12 a 24 horas.Para evitar la desecaciónde los portas, éstossecolocaronen

cámarahúmeda.

4) LAVADOS

:

- Primer bañoen PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

- Segundobañoen PBS0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

- Tercerbañoen PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

5) SEGUNDO ANTICUERPO

:

Se ha utilizado como segundoanticuerpoinmunoglobulina(Ig) cabra-antiratón

conjugadacon isocianatode fluoresceína(GAM-FITC, Nordic), realizándosealícuotas

de 20 pl del mismo que se depositaronen tubos Eppendofy se congelaronhastael

momentode su utilización, diluyéndoseentoncesen PBS (1/50) suplementadocon NCS

al 2%. El tubo Eppendofconteniendola soluciónanteriorsecentrifugódurante5 minutos

a 7000 rpm en centrifugadoraSigma302 K.

El siguientepasofue la aplicaciónde 50-100pl porpreparaciónde GAM-FITC

sobrelos portas,permaneciendoéstosdurante60 minutos,a temperaturaambiente,en

oscuridady en cámarahúmeda.

6) LAVADOS

:

- Primerbañoen PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

- Segundobañoen PBS0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.



- Tercerbañoen PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

7) MONTAJE DE LAS PREPARACIONES

:

El cubreobjetossemontaconglicerol-PBS(7:3). Las preparacionesseconservan

a 50 C hastael momentode su observación.

8) OBSERVACIONDE LAS PREPARACIONES

:

Las preparacionesse estudiaron con un microscopio NIKON LABOPHOT

equipadocon luz Ultravioleta, alimentadocon una lámparade mercurioNikon HBQ-

W/2.

Los cortes más característicos fueron fotografiados con película Kodak

Ektachrome400 ASA.

Las preparacionesguardanpositividad, conservadasa 5~ C, duranteun período

de tiempovariable,generalmente5-6días,siendodeseablesu estudioenperíodomáximo

de 48 horas.

IV.d.- TECNICAS DE CONTROL DE LAS INMUNOTINCIONES

.

Paraevitar los falsospositivosy falsosnegativospor erroresen las técnicas,se

han realizadocontrolespara asegurarla fiabilidad de los datosobtenidos(lámina 1)

(GULBENKIAN ET AL, 1993).
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LAMINA

¡

CONTROLES

1.- Nodo SA. Sustitucióndel anticuerpoprimario (SP) por sueronormal. Ausenciade
inmunorreactividadparaSP (20 x).

2.- Nodo AV. Sustitucióndel anticuerpoprimario (VIP) por sueronormal sin fibras
nerviosasVIP-IR (20 x).

3.- Pared de Al. Sustitución
inmunorreactividad(20 x).

del segundo anticuerpo por PBS. Ausencia de

4.- Aorta. Sustitución del anticuerpo primario (SP) por suero normal (20 x).

5.- Haz AV. Ausencia de fibras nerviosas NPY-IR tras la sustitución del anticuerpo

primario (NPY) por suero normal (20x).

6.- Paredde A!). Preparaciónsin teñir para descartar autofluorescencia(20 x).
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-CONTROLES

.

1) Sustitucióndel anticuerpoprimario (SP, VIP o NPY) por sueronormal o preinmune

de conejo(preparadocomoel anticuerpoprimario).

2) Preparaciónsin teñir, paradescartarautofluorescencia.

3) Sustitucióndel segundoanticuerpopor PBS.

4) Realizaciónde la técnicaen muestrasde tejidosya conocidoscomopositivos, con el

anticuerpoen estudio.

-AUTOFLUORESCENCIA

:

Determinadas estructuras tisulares o celulares muestran cierto grado de

autofluorescencia; también algunos fijadores, como el formol-sublimado o el

glutaraldehído, inducen la aparición de una fluorescencia inespecífica (PALACIN

FORGUE,1984).

Entendemospor FALSO POSITIVO, la inmunotinción positiva de elementos

celulareso tisularesqueno deberíanteñirse. Los falsos positivospuedenaparecerpor

reaccióncruzadadel anticuerpocon antígenosdiferentesde los buscadoso por uniones

inespecíficasdel anticuerpoal tejido (ROSAl, 1989).

Por FALSO NEGATIVO seentiendela no inmunotinciónde elementoscelulares

o tisularesquedeberíanhaberseteñido positivamente.Comocausasde falsosnegativos,

tenemos(ROSAl, 1989):
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a) Emplear un anticuerpoinapropiado,desnaturalizadoo usadoa unaconcentración

incorrecta.

b) Por pérdidadel antígenopor autolisisy/o difusión.

c) Presenciadel antígenoa una densidadpor debajodel nivel de deteccióncon los

reactivosy técnicasempleados,bien a causade una mínimaproduccióno de una

excesivaliberación.

En nuestroestudio,la reaccióndefluorescenciaespecíficaobservadasedistinguió

claramentedela reaccióndeautofluorescenciadecoloraciónamarillenta.Deestamanera,

se puede diferenciar esta reacción en la media de las paredes arteriales y la

autofluorescenciade las fibras de tejido conectivo.

y) ANIMALES TRATADOS CON 6-HIDROXIDOPAMINA

.

Paraconseguirunadegeneracióndelos terminalesnerviosossimpáticoscardíacos,

realizamossimpatectomíaquímicamediantela administraciónintraperitonealde 6-OH-

DA a un grupo de ratashembrasadultasde similarescaracterísticasa lasempleadasen

los estudiosprevios.

Con el objeto de determinarla dosisóptimaparala cual la simpatectomíafuera

completa(y conello, determinarel máximogradode deplecciónde NPY por 6-OH-DA)



se administraron distintos esquemasde tratamientocon 6-OH-DA, observándoselos

resultadosen distintosperíodosdetiempotras la administracióndela última dosisde esta

sustancia.

La distribuciónde los animales,dosise intervalos fue:

TRATAMIENTO 1

:

Númerode animales 5

Dosis total de 6-hidroxidopamina 75 mg/kg

Dosificación
Día 1: 25 mg/kg
Día 2: 25 mg/kg
Día 7: 25 mg/kg

Intervaloentrela última dosis

y el sacrificio 24 h.

TRATAMIENTO 2

:

Númerode animales 5

Dosis total de 6-hidroxidopamina 150 mg/kg

Dosificación
Día 1: 50 mg/kg
Día 2: 50 mg/kg
Día 7: 50 mg/kg

Intervaloentrela última dosis

y el sacrificio 24 h.
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TRATAMIENTO 3

:

Número de animales 5

Dosis total de 6-hidroxidopamina 500 mg/kg

Dosificación
Día 1: 200mg/kg
Día 7: 300mg/kg

Intervalo entre la última dosis

y el sacrificio 48 h.

La solución de 6-OH-DA hidrobromida(SigmaChemicalsCo., St. Louis, MO)

sepreparómediantela disolucióndel productoen aguadestiladacon ácido ascórbico(1

mg/mí) inyectándoseintraperitonealmentecon losesquemasde tratamientoexpuestospara

los distintosgruposde animales.Debidoala rápidapérdidade actividadde la 6-OH-DA

una vez que se ha disuelto, la dosis correspondientese administró inmediatamente

despuésde su disolución.

Una vez completado el tratamiento, los animales fueron sacrificados, los

corazonesy grandesvasosextraídosy procesadosparalos estudiosinmunohistoquímicos

descritospreviamente.
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Vi) ANIMALES TRATADOS CON CAPSAICINA

.

Puestoque la capsaicinaposeepropiedadesmarcadamenteirritantescuandose

aplicaala piel, los animalesfueronanestesiadosconéterpreviamentea la administración

de la primerainyeccióndecapsaicinaconel fin de sensibilizarlosfrentea las inyecciones

sucesivasdeestasustancia.La soluciónde Capsaicina(8-metil-N-vanilil-6-nonenamida;

Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO) sepreparómediantela disolucióndel producto

en Polioxietilenosorbitanmonooleato(Tween-80)10% (SigmaChemicalsCo.,St. Louis,

MO): Etanol 10%: Soluciónsalina80%.

Los animales fueron tratados medianteinyeccionessubcutáneasde capsaicina,

durante4 díassucesivosy con dos esquemasde tratamientodiferentescon el fin de

determinarla dosis óptima queoriginaseunadegeneracióncompletade los terminales

nerviososnociceptivos:

TRATAMIENTO 1

:

Númerototal de animales 8

Númerode animalesválidos 5

Dosistotal de capsaicina 125 mg/kg

Dosificación
Día 1: 25 mg/kg
Día 2: 25 mg/kg
Día 3: 25 mg/kg
Día 4: 50 mg/kg
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TRATAMIENTO 2

:

Númerototal de animales 8

Númerode animalesválidos 6

Dosis total de capsaicina 260 mg/kg

Dosificación
Día 1: 40 mg/kg
Día 2: 40 mg/kg
Día 3: 80 mg/kg
Día 4:100mg/kg

A los 12 díasde la administraciónde la i a dosisde capsaicina,secomprobósi

el tratamientohabía sido adecuadooriginandouna desensibilizacióntotal. Paraello,

aplicamosunasolución de capsaicina(1%) diluida en suero salino en la córneade los

animalessometidosatratamientosegúnel métodode Gamse,en el cual, la respuestade

retirada,observadaen animalesno tratados,desapareciótotalmenteen animalestratados,

indicandodesensibilizacióntotal (GAMSE, 1982). De las ratastratadascon capsaicina,

cinco mostraronalgúnmovimientode retiradasiendoexcluidosdel presenteestudio.

Comprobadoésto, los animalesfueronanestesiadosy suscorazonespreparados

para estudiosinmunohistoquímicossegún la metodologíaya descritaen las secciones

previasconel fin de determinarlos efectosdel tratamientoconcapsaicinasobrelas fibras

nerviosas(SP-, NPY- y VIP-IR) que inervanel corazóny grandesvasos.
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RESULTADOS
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1) DEFINICION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR

La localizacióny morfologíade las zonasestudiadasfue (láminasII y III)~

A) NODO SINOAIJRICULAR (Nodo SA’>

.

El nodoSA se localizaen posiciónsubepicárdicaen la uniónentrela VenaCava

Superior(VCS) cuandoéstadesembocaen la AurículaDerechaen el sulcus terminalis

y el extremo cranealde la crista terminalis. El nodo se disponealrededorde una

prominentearteria nodal y tiene una forma fusiforme siendomás pálido que el tejido

auricular adyacente.El corazón se seccionóseriadamentesegún un píano frontal en

dirección ventrodorsalhastaque se identificó el nodo SA.

B) SEPTUM INTERAURICULAR

.

Comprendidoentrela unión de la VCS y la crista terminalis, dondese localiza

el nodo SA, y la región del ostium del senocoronario, donde se localiza el nodo

Auriculoventricular.

C) NODO AURICULOVENTRICIJLAR (Nodo AVL

El nodo AV ocupa una pequeñaárea fibrosa entre la Aurícula Derechay el

VentrículoIzquierdo.Se localizó en la basedel septuminterauricular(en la unión de los

septosmusculary membranoso),subyacenteal anillo fibroso de la inserciónde la valva

septal de la válvula tricúspide,bajo el endocardiode la AurículaDerechay anterioral
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senocoronarioen una región rica en tejido conectivo.La inserción de la valva septalde

la válvula mitral se disponeen un eje oblicuo respectoal septum cardíaco;esteeje

oblicuo quedadefinido, de craneala caudalpor la valva septalde la válvula mitral, el

nodo AV y la valva septalde la válvula tricúspide.El corazónse seccionóseriadamente

segúnun píanofrontal en direcciónventrodorsalhastaquese identificó de estemodo el

nodo AV.

D) HAZ DE 1115 Y SUS RAMAS

.

Analizamosel tejido de conducciónen seccionesa travésdel tronco del haz de

His. El haz de His seorigina de la porción antero-distaldel nodo AV; sedisponea lo

largode la unióndel septummembranosoconel muscularestando,por tanto, en la parte

inferior del septuminterauricular,entrela Aurícula Derechay el Ventrículo Izquierdo.

A nivel intraventricular,el hazdeHis seaproximaa la raízaórticabifurcéndose

a este nivel en susdos ramas:

- Rama izquierda: discurre por el borde izquierdo del septum interventricular.

- Ramaderecha:Alcanzael ladoderechodel septum,ramificéndoseen el ápex

ventricular.

E) PARED MIOCARDICA DE AURíCULA DERECHA CADi

.

Se estudióel miocaardiode la AD en el ánguloentre el septumy la paredmás

externade la AD, incluyendoendocardioy epicardio.
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fl PARED MIOCARDICA DE AURíCULA LZOUIERDA (AU

.

El análisisfue semejantea la AD.

G) PAREDMIOCARDICA DE VENTRíCULO DERECHO (VD)

.

El miocardiodel VD, incluyendoendocardioy epicardio,seestudióen la porción

mediade su paredlibre.

11) PARED MiOCARDíCA DE VENTRíCULO lZOUIERDO (VB

.

Semejanteal VD.

1) ARTERIAS CORONARIAS

.

Se estudióla paredarterial (íntima, mediay adventicia)y el tejido perivascular

de las arterias coronarias DERECHA e IZQUIERDA a nivel de masa ventricular

subepicárdica.

J) GRANDES VASOS

.

Seestudióla paredde los grandesvasosy el tejido perivasculara nivel de:

a) AORTA: Desdesu origen en Ventrículo Izquierdohastael arco aórtico.

b) TRONCO ARTERIAL PULMONAR: DesdeVentrículo Derecho a la

bifurcación.

e) VENA CAVA SUPERIOR:A nivel dela desembocaduraen la AurículaDerecha.

MB
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LAIIINA JI

SELECCION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR

1.- Nodo SA. Flecha: arteriacentral del nodo. 8/E (20 x).

2.- Ramasderecha(d) e izquierda(i) del hazde His. 8/E (20 x).

3.- Septuminterauricular.8/E (20 x).

4.- Rama derechaproximal. H/E (20 x).

5.- Ramaderechadistal. H/E (20 x).

6.- Inserciónde la válvula Tricúspide(T); V:ventrículo; A:aurfcula. H/E (20 x).





LAMINA III

SELECCION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR

7.- Pared de AD. H/E (20 x).

8.- Paredde Al. H/E (20 x).

9- Paredde VD. H/E (10 x).

10.- Detalle de la imagen anteriorU/E (20 x).

II.- Aorta a nivel medio. H/E (20 x).

12.- Detalle de la imagenanterior.U/E (40 x).

13.- Arteria pulmonar. U/E (20 x).

14.- Miocardio de VI. H/E (20 x).





II) PATRON DE DISTRIBUCION MORFOLOGICA DE NEUROPEPTIDOS EN

EL CORAZON

.

Vamos a describir los resultadosobtenidosen nuestro trabajo atendiendoal

siguienteorden:

- Sistemade conducción.

- Paredesdel corazón.

- Arteriascoronarias.

- Grandesvasos.

Al final de esteapanadose muestranuna seriede representacionesesquemáticas

de la distribucióndiferencialde SP,NPY y VIP en las distintaszonasdel corazón.

1) SISTEMA DE CONDUCCION

.

En todos los corazonesde los animalesestudiadosse demuestrauna densa

inervación por fibras nerviosas SP-IR en el sistema de conducción desdeel nodo

sinoauricular(SA) a las ramasderechae izquierdadel hazauriculoventricular(AV).

En el NODO SA, observamosuna alta densidad de inervación por fibras

nerviosasSP-IR. Los terminalesnerviososSP-IR aparecencomo estructurasúnicas,

aisladas,con morfologíatanto lineal comovaricosa(Figs. 1 y 2). Las fibrasson finas y



con inmunorreactividadintensa.Se distribuyenalrededorde la arteria centraldel nodo

y entre las células muscularesnodalesestableciendo,en ocasiones,contacto con las

mismas.En la paredauricularpróxima al nodo, tambiénse identifican fibras nerviosas

SP-IRlinealesy entrelas fibrasmusculares(Fig. 3). La inervacióndecreceen intensidad

haciala paredauricularadyacente.

Asimismo, la inervacióndel NODO SA por fibras nerviosasNPY-IR es muy

densay superiora la de SP.Numerosasfibrasnerviosasdiscurrenen la partecentraldel

nodo, próximasa la arterianodal y a las células musculares(Fig. 4). Su aparienciaes

varicosay de mayor grosorque la observadapara SP. No obstante,en la paredde la

aurículaderechapróxima al nodo, se identifica también una inmunorreactividadmuy

intensaparaN?PY y similar a la del nodo SA.

Por el contrario, la inervacióndel NODO SA por fibras nerviosasVIP-IR es

mucho menor que la observadapara los otros dos péptidosanteriores. En todos los

corazonesestudiadosparademostrarla existenciadefibrasnerviosasVIP-IR relacionadas

conel nodoSA, la densidadde inervaciónes muy escasa,no pudiendoidentificarfibras

nerviosasen contactocon la arteriacentraldel nodo ni con las célulasmuscularesnodales

(Figs. 5 y 6). En varias preparaciones,la densidadde inervaciónVIP-IR del nodo SA

es semejantea la de la paredauricular adyacente.

Respectoal SEPTUM INTERAURICULAR, observamosla existenciade muy

pocasfibras nerviosasSP-IR, muy delgadas,entrelas célulasmuscularesde la pareddel
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septum y sin presentarorientación especial.La distribución es homogéneay no se

identificanacúmulosde fibras ni cuerposcelulares(Figs. 7 a 9).

También la densidad de fibras nerviosas NPY-IR en el SEPTUM

INTERAURICULAR es muy escasa.Unicamenteen las partes distalesdel mismo,

cercanasal nodo AV, se identifican con frecuenciafibras largas aisladas,cercanasal

endocardio,y con direcciónparalelaal eje mayordel septum(Fig. 10).

Por el contrario, la inervacióndel SEPTUM INTERAIJRICULAR por fibras

VIP-IR pareceser másdensaquepor los otros dospéptidos,identificandofibras largas

y ramificadasentrelas fibrasmuscularesaunquesin estableceríntimo contactocon ellas

(Figs. 11 y 12). DemostramosfibrasnerviosasVIP-IR tantoanivel proximalcomodistal

del septum(Fig. 13).
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Aunquela inervacióndel septuminterauricularpor fibrasSP-IRes muy escasa,

a medidaque nos acercamosal NODO AV, la densidadde inervaciónSP-IRaumenta.

No obstante,siemprees menorque la del nodo SA en todos los corazonesestudiados

(Fig. 14). Las fibras discurren en la zona central del nodo AV, entre las fibras

muscularesy sin aparentecontactodirectoconlasmismas.Presentanaspectopuntiforme,

semejantesa terminacioneslibres no especializadas.

Del mismo modo, identificamosfinas fibras nerviosasNPY-IR en la zona del

NODO AV, con aspectolineal y puntiforme. La densidadde inervación,al igual que

parael nodoSA, es mayor que paraSP (Fig. 15).

La inervacióndel NODO AV por fibras nerviosas VIP-IR es moderadamente

densay siempremenor que la de los dos neuropéptidosprevios. Su distribución es

homogéneay en diversaspreparacionesparecercontactarcon las células musculares

nodales(Fig. 16).



La mayordensidadde fibrasNPY-IR en el sistemade conducciónseobservaen

el HAZ AURICULOVENTRICULAR (Ay’>. Las fibrasson largas,gruesas,dispuestas

paralelasy entre las fibras muscularescon unainmunofluorescenciamuy intensa(Figs.

17 y 18). Su distribución es heterogéneacon acúmulosde fibras nerviosasNPY-IR

localizadosen zonasconcretas.En otros lugares del haz AV, las fibras fueron son

delgadasy con inmunorreactividaddébil; inclusoen algunosdelos corazonesestudiados,

los acúmulosde gruesasfibras alternancon zonasno inmunorreactivas.

La inervacióndel HAZ AV por fibrasnerviosasSP-IResclaramentediferentede

la halladapara NPY. Observamosuna densainervación por fibras nerviosas SP-IR

delgadasy puntiformesentrelas célulasmuscularesdel hazy condistribuciónhomogénea

(Fíg. 19).

La inervaciónpor fibras nerviosasVIP-IR en el HAZ AV es moderadamente

densa.Lasfibras, al igual queconSP,muestranunainmunorreactividadcondistribución

homogénea(Fig. 20). En alguna preparación, observamosacúmulos aislados de

estructurasVIP-IR intensamenteinmunofluorescentesen laspartesinicialesdel haz(Fig.

21).



En cuantoa las RAMAS DEL HAZ, objetivamosfibras nerviosasSP-IRen la

parteproximal de la ramaderecha(Fig. 22) y de la izquierda(Figs. 23 y 24). Alternan

fibras finas y alargadascon otras puntiformes.No obstante,también se identifica una

densainervación,inclusomayorquea nivel proximal, por fibrasSP-IRy en contactocon

las fibrasde Purkinje (Fig. 25).

La inervaciónde las RAMAS DEL HAZ por fibras NPY-IR es másdensaque

paraSP. Numerosasfibras nerviosasse identifican entrelas células muscularesde las

ramasderechae izquierdadel haz (Fig. 26), tanto a nivel proximal comodistal (Figs.

27 a 29). Estasfibras son, generalmente,muy largas y paralelasalas fibrasde Purkinje

(Fig. 30).

A diferenciade los dos neuropéptidosanteriores,la inervaciónpor VIP de las

RAMAS DEL HAZ es muy escasa.Solamenteen algunapreparaciónse identifican

fibras nerviosasVIP-IR entrelas fibras musculares(Figs. 31 a 33).



SISTEMA DE CONDUCCION

F¡g. 1. SP. Corte longitudinal a nivel del nodo SA donde se observanfibras
nerviosasSP-IRen contactocon las células nodalesy alrededorde la arteriacentral
del nodo (asterisco:arteriacentraldel nodo) (20 x).

Fig. 2. SP.Detallede la imagenanterior(40 x).

F¡g. 3. SP. Paredde AD próximaal nodoSA con inmunotinciónpositiva (flechas)
(40 x).

Fig. 4

.

(flechas)(40 xi).
NPY. Secciónlongitudinala nivel del nodo SA con positividadparaNPY
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SISTEMA DE CONDUCCION

F¡g. 5. VIP. Ausenciade fibras nerviosasVIP-IR en el nodo SA (asterisco:arteria
centraldel nodo) (20 x).

Fig. 6. VIP. Detallede la imagenanterior (40x).

Fig. 7. SP. Septuminterauricular.Escasasfibras nerviosasSP-IRen su porción
superior (flechas) (20 x).

Fig. 8. SP. Baja densidadde fibras nerviosasSP-IR en el septuminterauricularsin
orientaciónespecial(20 x).

Fig. 9. SP.Detallede la imagenanterior(flecha) (40 xi).





SISTEMA DE CONIJUCCION

Fig. 10. NPY. FibrasnerviosasNPY-IR dispersasen la porción distal del septum
interauricular(flechas)(20 x).

VIP. Septum interauricular. Gruesas fibras nerviosas VIP-IR
inmunorreactividadintensa(flechas)(20 x)

F¡g. 12. VIP. Detalle de la imagenanterior (40 x).

F¡g. 11

.

con





SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 13. VIP. Septuminterauricular. Corte longitudinala nivel distal mostrando
numerosasfibras nerviosasVIP-IR (flechas) (20 x).

F¡g. 14. SP. Nodo AV positivo (flechas)(20 x).

Fig. 15. N?PY. Nodo AV positivo (flechas) (20 x).





SISTEMA DE CONDUCCION

Hg. 16. VIP. Nodo AV positivo (flechas)(20 xi).

Fig. 17. NPY. Alta densidadde inervación
heterogénea(20 x).

NPY-IR en el hazAV condistribución

F¡g. 18. NPY. Detallede la imagenanterior (40 xi).

n r





SISTEMA DE CONDUCCION

F¡g. 19. SP. Alta densidaddeinervaciónen haz AV por fibrasnerviosasSP-IRen
íntimo contactocon el tejido de conducción(flechas)(20 x).

Fig. 20. VIP. Haz AV positivo (flechas)(20 xi).

Fig. 21

.

(flecha) (20 xi),

VIP. Acúmulo aisladode material VIP-IR en la porción inicial del haz





SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 22. SP. Fotomontajeque muestrala rama derechadel haz positiva para SP
(flecha) (20 xi).

Fig. 23. SP. Ramaizquierdapositiva.En el recuadrosemuestrala zonaampliada
en la figura siguiente(20 xi).





SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 24

.

fibras nerviosasSP-IR (40 xi).

SP. Detalle de la imagen anterior. Las flechasseñalanla existenciade

Fig. 25

.

porción distal de la ramaderechadel haz (flechas)(20 xi).

SP. Alta densidadde inervaciónpor fibras nerviosasSP-IRa nivel de la





SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 26. NPY. Corte longitudinala nivel del septuminterventricularquemuestra
numerosasfibras nerviosasNPY-IR en la porción inicial de las ramas derechae
izquierdadel haz. La flechaseñalauna gruesafibra nerviosaNPY-IR (40 x).

Fig. 27. NPY. Ramaderechaa nivel proximal positivaparaNPY (flechas)(20 xi).

F¡g. 28. NPY. Detallede la imagenanterior(40 xi).
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SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 29. NPY. Ramaderechaa nivel distal (flechas:fibrasnerviosasNPY-IR) (40
xi71.

F¡g. 30

.

paralelasa

F¡g. 31

.

inervación

NPY. Ramaizquierdadel haz AV. Fibras nerviosasNiPY-IR largas y
las fibras de Purkinje (flechas)(40 xi).

VIP. Porción inicial de la ramaderecha(rd) del hazcon baja densidadde
VIP-IR (flechas)(20 xi).

Fig. 32. VIP. Detallede la imagenanterior(40 x).

F¡g. 33. VIP. FibrasnerviosasVIP-IR (flechas)entrelas fibras muscularesde la
ramaderechadel haz(40 xi).





2) PAREDES DEL CORAZON

.

En la pared del VENTRICULO IZOIJIERDO <VB, la mayor densidadde

inervaciónSP-IRse identificaanivel de subendocardio,fundamentalmenteen la zonade

inserciónde la válvula Mitral (Figs. 34 y 35) y zonasadyacentes.En el endocardiodel

VI próximo al ápex, las fibras nerviosasSP-IR son muy escasaso inexistentes.No

observamosfibrasSP-IRen el espesorde la paredmiocárdica(Fig. 36). La densidadde

inervaciónSP-IR a nivel subepicárdicaes muy pequeñacon fibras puntiformesescasas

tanto a nivel proximal comodistal (Figs. 37 y 38). No obstante,en la regióndel surco

Ay, la inervaciónSP-IRsubepicérdicaesabundantetantoen aurículacomoen ventrículo

(Fig. 39).

En el VENTRíCULO DERECHO (VD’>, la disposiciónde las fibras SP-IRes

semejante,con fibras en la zonade inserciónde la válvula Tricúspide(Figs. 40 y 41).

No seobservanfibras SP-IRen miocardio(Fig. 42) y sí en epicardio(Fig. 43).

En cuanto a NPY, observamos una densidad semejante de inervación

subendocárdicaen el VI a la encontradaparaSPy con distribuciónsimilar. Tambiénla

mayor densidadde fibras NPY-IR se identifica en la zona de inserción de la válvula

Mitral (Fig. 44). Estasfibras nerviosas se situan en los canalesde tejido conectivo

existenteentrelas célulasmuscularese íntimamenterelacionadascon las mismas.En el

espesorde la pared miocárdicadel VI también se demuestrala existenciade una

moderadaa alta densidadde inervación por fibras N?PY-IR a modo de un punteado
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uniformey en ocasionesfibras delgadasmáslargascon dilatacionesvaricosas(Figs. 45

y 46). No se observangrandestroncos nerviososni cuerposcelulares.La inervación

NPY-IR subepicárdicaes mayor quela de SP; las fibrasdiscurrenparalelasa las fibras

muscularespareciendo,en ocasiones,contactarconellas (Fig. 47). La inervaciónes muy

densaen subepicardioen la zonapróxima a las arteriascoronarias.

En VD tambiénen la zonasubendocérdicapróximaa la inserciónde la válvula

Tricúspideseidentifican finas fibras nerviosasN?PY-IR (Fig. 48). En miocardiode VD,

observamosen diversas preparacionesfibras largas y acúmulos ocasionalescon

dilatacionesvaricosas(Fig. 49).

En lo querespectaa la inervacióndel neuropéptidoVIP de lasparedescardíacas,

observamosunaclara diferenciaentrela inervaciónde aurículasy ventrículos.En ambos

ventrículos, sólo encontramosfibras nerviosasVIP-IR en la zona de inserciónde las

válvulasMitral y Tricúspide(Fig. 50). En la zonasubepicárdica,próximaa lasarterias

coronarias,la densidadde inervación por fibras VIP-IR es muy pequeñacon claras

diferenciasrespectoa la inervaciónporSPy NPY. Noobservamosningunafibra VIP-IR

en el espesorde la paredmiocárdicani de VI ni de VD.

En esteestudio,tomamoscomoreferenciael MUSCULO PAPILAR SEPTAL

para valorar la existenciade inervaciónpeptidérgicaa dicho nivel. Numerosasfibras

NPY-IR inervan el músculopapilar en toda su extensióncon fibras finas y alargadas

entre las fibras musculares(Fig. 51). También se identifican fibras nerviosasSP-IR,
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aunqueen muchomenornúmeroy con aspectopuntiforme(Fig. 52). Por el contrario,

no se identifican fibras nerviosasVIP-IR en los músculospapilaresde ningunode los

corazonesestudiados.

Paraestudiarla inervaciónpeptidérgicade las aurículas,secompararonambas

cámarascardíacascon los tres neuropéptidos.En cuantoa SP, se observauna mayor

densidadde inervación SP-IR en AURICUILA DERECHA (Al)), con fibras largas y

finas alternandocon fibrasde aparienciapuntiformeen todaslas capas(Figs.53 y 54).

La inervaciónSP-IR de la AURICULA IZOIJIERDA (AB es moderaday menorque

la de la A!) pero mayor que la de ambos ventrículos (Fig. 55). No se observan

estructurasquepudieranrepresentarcuerposcelularesen ningunazona de las paredes

cardíacas.

La A]> presentauna densainervaciónpor fibras NPY-IR a nivel subepicárdico

(Fig. 56), aunquefundamentalmenteen la zona subendocárdica(Fig. 57). Múltiples

fibras NPY-IR de gran longitud seobservanen la caraposterior de la A!) sin poder

identificaren ningúnmomentocuerposcelularesnerviosos(Fig. 58).En lasproximidades

del nodo SA la inervaciónes muy densa.En cuantoa la Al la inervaciónpor fibras

NPY-IR es mayora nivel subepicárdicoa mododefibrasdelgadasy alargadas.También

se identifican algunasfibras NPY-IR cercanasal endocardioy en miocardio de forma

aislada.En la porciónsuperiordel septuminterauricular,a nivel de la basedel corazón,

observamosacúmulosde estructurasNPY-IR no encontradascon el marcajepara SP

(Figs. 59 y 60).
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La densidadde fibras nerviosasVIP-IR en ambasaurículases semejantey

moderada.Aunque las fibras se distribuyen en todas las capasde la pared, un dato

característicoesla disposiciónde las fibrasVIP-IR localizadasen zonasdeterminadasde

las aurículas,mientrasqueen otras zonas,la inervaciónes muy escasa(Fig. 61).
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INERVACION DE LAS VALVULAS CARDIACAS

.

Comoya hemosexpuesto,la zonade insercióndelasválvulasMitral y Tricúspide

presentaunadensainervaciónpor fibras nerviosaspeptidérgicas.La mayor inervación

es por fibras NPY-IR (Figs. 44 y 48) seguidopor SP (Figs. 34,35,40,41).

La inervaciónpor VIP es menosdensacon fibras finas y puntiformesentre las

fibrasmuscularesdelanillo valvular. No observamosinervaciónen laszonasdeinserción

de las válvulasPulmonarni Aórtica (Fig. 62).

Lasfibras nerviosasinmunorreactivasestáníntimamenteasociadasconlascélulas

muscularesy localizadasen el tejidoconectivoexistenteentrelasmismas(Figs. 63 y 64).

A nivel de la válvula Mitral, seobservantanto fibras SP-IRcomo NPY-IR largas y

delgadasa lo largo de todala válvula pero sin alcanzarnuncael bordelibre de la misma

(Figs. 65 a 68).
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PAREDES DEL CORAZON

Fig. 34

.

de la válvula Mitral (VM) (20 xi).

SP.VentrículoIzquierdo.Inervaciónpor SP (flecha)nivel de la inserción

Fig. 35. SP. Detallede la imagenanterior (40 xi).

Fig. 36. SP.Seccióna nivel de miocardio (m) de VI. NegatividadparaSP (20 xi).

Fig. 37. SP. Corte longitudinala nivel de VI en la zonasubepicárdicacercanaal
ápexcon fibras nerviosasaisladasSP-IR (flechas);ep: epicardio (20 xi).

Fig. 38

.

xi).

SP.Subepicardiode VI a nivel proximal. Flecha: fibra nerviosaSP-IR(40





PAREDES DEL CORAZON

Fig. 39. SP. FibrasnerviosasSP-IR subepicárdicasen la región del surco AV; A:
aurícula;½ventrículo(20 x).

F¡g. 40. Sp.
(flecha) (20 x).

Ventrículo derecho.Inserciónde la válvula Tricúspide(VT) positiva

F¡g. 41. SP. Detallede la imagenanterior (40 xi).

Fig. 42. SP. Ausenciade fibras nerviosasSP-IRen miocardio(m) de VD (20 xi).

Fig. 43

.

de VD (flechas); ep: epicardio(40 xi).

Fig. 44

.

paraNPY

SP. Baja densidadde inervaciónSP-IRen la región subepicárdicadistal

NPY. Ventrículo Izquierdo.Inserciónde la válvula Mitral (VM) positiva
(40 xi).





PAREDES DEL CORAZON

Fig. 45. NPY. Miocardio de VI. Densainervaciónpor fibras nerviosasNPY-IR
dispuestasentrelas fibras musculares(flechas)(40 xi).

F¡g. 46. NPY. FibraslargasNPY-IR en el espesorde la paredmiocárdicadel VI
(flechas)(20 xi).

Fig. 47. NPY. Región subepicárdicade VI. ModeradainervaciónNPY-IR; ep:
epicardio;in: miocardio(40 x).

Fig. 48. NPY. Ventrículo Derecho. Inserciónde la valva septalde la Tricúspide
con fibras nerviosasNPY-IR (flechas)(40 xi).

Fig. 49. NPY. InervaciónNPY-IR en miocardio de VD (20x). En el recuadro
inferior, detalle a mayor aumentode fibras nerviosas NPY-IR con dilataciones
varicosas(40 xi).

F¡g. 50. VIP. VentrículoIzquierdo.Insercióndela valva septalde la Mitral VIP-IR
(flecha) (20 x).
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PAREDES DEL CORAZON

Fig. 51. NPY. Numerosasfibras nerviosasNPY-IR (flechas)
papilarseptal (MP) (20 xi).

Hg. 52. SP. Moderadadensidadde inervaciónSP-IR a nivel
septal(flechas) (20 xi).

inervanel músculo

del músculopapilar

Fig. 53. SP. AurículaDerecha.Numerosasfibras SP-IR (20 xi).

Fig. 54. SP. Detallede la imagenanterior(40 xi).

F¡g. 55. SP. InervaciónpositivaparaSPen Aurícula Izquierda(flechas) (20 xi).





PAREDES DEL CORAZON

Fig. 56. NPY. Regiónsubepicárdicade AD con altadensidadde inervaciónNPY-
IR (flechas); ep: epicardio (20 xi).

Fig. 57. NPY. RegiónsubendocárdicadeAD muy positivaparaNPY
endocardio(40xi).

(flechas);en:

Fig. 58. NPY. Paredposteriorde Al) positiva(flechas);A: aurícula;y: ventrículo
(10 xi).

Fig. 59. NPY. Acúmulo de fibras nerviosasNPY-IR con dilatacionesvaricosas
localizadoa nivel de la porción superiordel septuminterauricular(flecha) (20x).

Fig. 60. NPY. Detalle de la imagenanterior(40 xi).

Fig. 61

.

de Al (40 x).
VIP. Acúmulode fibras nerviosasVIP-IR a nivel de regiónsubepícárdíca

II: 1.1
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PAREDES DEL CORAZON

F¡g. 62. SP. Zona de inserciónseptalde la válvula aórtica(VA) SP - negativa(20
xi).

F¡g. 63

.

anillo
NPY. Fibras nerviosasNPY-IR asociadascon las fibras muscularesdel

valvular de la válvula Mitral (flecha) (40 xi).

Fig. 64. SP. FibrasnerviosasSP-IR (flechas)asociadascon la válvula Tricúspide
(40 xi).

F¡g. 65. SP. Corte transversala nivel de la valva septalde la válvula Mitral, con

fibras nerviosasSP-IRa nivel de su inserción (flechas)(10 xi).

F¡g. 66. SP. Detalle a mayoraumentode la imagen anterior(20 xi).

Fig. 67

.

(asterisco)(20 x).
SP. Fibra nerviosa SP-IR a nivel más distal de la valva septal Mitral

Fig. 68. Detallede la imagen anterior(40 x).
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3) ARTERIAS CORONARIAS

.

Las ARTERIAS CORONARIAS presentanuna densa inervaciónpor fibras

nerviosasSP-IR. Gruesostroncosnerviososparavascularesy entrelas fibras musculares

subepicárdicasse identifican en todas las preparacionesestudiadasa nivel de ambas

arteriascoronarias(Fig. 69). De estostroncos nerviososSP-IRpartendelicadasfibras

que lleganainervarla adventiciade los vasos(Figs. 70 y 71). No seobservainervación

SP-IR en los vasosde pequeñotamaño(Fig. 72).

También las arterias coronarias presentanuna densa inervación por fibras

nerviosas NiPY-IR aunque la densidades algo menor que para SP. Asimismo, se

objetivantroncosnerviososen la región subepicárdicade los quepartenfibras NPY-IR

haciala adventiciade los vasos(Figs. 73 a 75). Tampocolos vasospequeñospresentan

inervaciónNPY-IR.

En lasarteriascoronarias,la inervaciónpor fibrasVIP-IR esescasa.Unaspocas

fibras con débil inmunofluorescenciaestánpresentesen la zonaque rodealas arterias

coronariasepicárdicas(Fig. 76). En numerosassecciones,no se identifican fibras en

contactocon los vasos(Fig. 77). Por el contrario, en los vasosde pequeñotamaño,

aunquedificil de demostrar,parecenidentificarsefibrasnerviosasVIP-IR cercanasa los

mismos(Figs. 78 y 79).
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ARTERIAS CORONARIAS

Fig. 69. Sp. Inervaciónpor fibras SP-IR (flechas)de la arteriacoronariaizquierda
y miocardioadyacente;C: arteriacoronaria(20x).

F¡g. 70. SP. Fibras nerviosasSP-IR en la adventicia de la arteria coronaria
izquierda(flecha); C: arteriacoronaria(20 xi).

Fig. 71. SP. Detalle de la imagen anterior(40 xi).

Fi2. 72. SP. Arteria de pequeño tamaño (C) en miocardio de VI sin
inmunorreactividad(20 xi).





ARTERIAS CORONARIAS

Fig. 73. NPY. Arteria coronadaizquierda(C) con fibrasnerviosasNPY-IR (20 xi).

Fig. 74. NPY. FibrasnerviosasNPY-IR (flechas)cercanasa la arteria coronaria
(C) derecha(20 xi).

Fig. 75. NPY. InervaciónNPY-positiva en miocardio de VD cercanoa arteria
coronariaderecha(20 xi).

F¡g. 76. VIP. Débil inmuorreactividaden tomoa arteriacoronaria(C) derecha(20
xi).





ARTERIAS CORONARIAS

Fig. 77. VIP. Ausenciade inervaciónpor fibras VIP-IR en arteria coronaria(C)
izquierda(40 xi).

Fig. 78. VIP. Arteria (a) depequeñotamañoen paredde
VIP-IR cercanasa la misma(20 xi).

VD con fibrasnerviosas

Fig. 79. VIP. Detallede la imagenanterior(40 xi).

1•1





4) GRANDES VASOS

Con el fin de valorar la inervación peptidérgicade los grandesvasosque se

originandel corazón,estudiamostres zonas:proxímal (a nivel de la basedel corazón),

mediay distal (a nivel del arco aórtico para la aortay en la bifurcaciónparala arteria

pulmonar).También valoramosla existenciade fibras nerviosasa nivel del espacio

interaortopulmonar.

La inervaciónde los grandesvasos por fibras SP-IR es, en general, bastante

abundante.Identificamosfibras nerviosasSP-IR a todos los niveles de la aortaaunque

su densidaddecrecede proxiimal a distad. En la basedel corazón,a nivel del origen en

el VI, observamosgruesosy largostroncosnerviososen disposiciónparavascular,que

discurrenen la partemásexternade la adventicia(Fig. 80). De ellos, partenfibras finas

quealcanzanla media. Comohemosdicho, tambiénseidentificanfibrasnerviosasSP-IR

tanto en la zona media (Figs. 81 y 82) comodistad (Fig. 83) pero no como troncos

nerviososlargos sinocomofinas fibrasy alargadasen la porción mediade la adventicia.

En la arteriapulmonartambiénse identifican fibras nerviosasSP-IRa todos los

niveles(Figs. 84 a 86) pero con unadensidadde inervaciónmenorque la de la aorta.

Un hechoobservadoen muchasde las preparacionesestudiadasa gran aumento,

es la aparicióna nivel de la íntima de la paredde los vasosde una inmunorreactividad

característicade SP, que sugiere la existencia de terminacionesnerviosas SP-IR
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subendotelialmentea nivel deaortaproximal y troncoarterialpulmonar(Figs. 87 y 88).

Esto no seobservaen ningunade las preparacionesestudiadascon NPY ni con VIP.

La inervaciónde la aortapor fibrasNPY-IR es menorquela encontradaparaSP.

Aunqueseidentifican fibras nerviosasNPY-IR a todos los nivelesestudiados:proximal

(Fig. 89), media(Fig. 90) y distal (Fig. 91) y la densidadtambiéndecrecede proximal

a distal, no se identifican largostroncos nerviososcomolos observadoscon SP.Por el

contrario, las fibras son finas y con inmunorreactividadmásdébil.

La arteriapulmonarpresentauna densidadde inervaciónNPY-IR másbajaque

la de la aortaencontrandosólo fibrasaisladasa nivel proximal y medio (Figs. 92 a 94).

La densidadde fibras nerviosasVIP-IR en los grandesvasosquese originan del

corazónes mucho menorque la observadaparaSP y NPY. Las fibras aisladasquese

identificantanto en aorta(Figs. 95 y 96) comoen la arteriapulmonar(Figs. 97 y 98) son

extremadamentefinas, dispuestasen localización perivascularen la unión media-

adventiciay con una débil inmunorreactividadque, unidoa la intensaautofluorescencia

de la gruesamediade la aorta, haceen muchasocasionesdifícil su identificación.En la

mediao en la íntima no sepuedenidentificar fibras nerviosasVIP-IR.

En la venacava no se identifican estructurasnerviosascon ningunode los tres

neuropéptidosempleados.

17Z
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Respectoal espaciointeraortopulmonar,se

intensainmunofluorescenciatanto en los marcajes

(Figs. 100 y 101). Las fibras son largasy gruesas,

cuerposcelulares.No se observamarcajeSP-IRen

102).

observanestructurasnerviosascon

con NPY (Fig. 99) como con VIP

sugerentesen algunasocasionesde

el espaciointeraortopulmonar(Fig.

473
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GRANDES VASOS

F¡g. 80. SP.Cortelongitudinal anivel de la aortaascendentea nivel de la basedel

corazón. Se observanfibras nerviosaslargas SP-IR a nivel de la adventicia(20 xi).

F¡g. 81. SP.Aorta (A) ascendentea nivel medio (20 xi).

F¡g. 82. SP.FibranerviosaSP-IR(flecha) a nivel mediode la arteriaaorta (A) (20
xi).

F¡g. 83. SP. Corte longitudinal a nivel de aorta (A) ascendentea nivel distal
positivaparaSP (flechas)(20 xi).





GRANDES VASOS

Fig. 84. SP.Arteria pulmonar(P) proximal.BajadensidaddeinervaciónSP-IR(20
xi).

Fig. 85. SP. Arteria pulmonara nivel medio (10 xi).

Fig. 86. SP.
distal (20 x).

Fig. 87. SP.
(flechas) (40 xi).

Fibras nerviosasSP-IRaisladas(flechas)en arteriapulmonara nivel

Depósitosubendotelialde material SP-IRa nivel de aortaproximal

F¡g. 88. SP. Depósitosubendotelialde materialSP-IRa nivel de arteriapulmonar
(flecha) (40 xi).
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GRANDES VASOS

Fig. 89. NPY. Fibra nerviosaNPY-IR (flecha)a nivel de la adventiciadeaorta(a)
ascendenteproximal (40 xi).

F¡g. 90. NPY. Aorta (a) ascendentea nivel medio positivaparaNPY (flecha) (20
x).

Fig. 91

.

nerviosasNPY-IR aisladas(flechas)(20 xi).

NPY. Aorta (a) ascendentea nivel distal. Corte longitudinal con fibras

Hg. 92. NPY. Arteria pulmonar~p)proximal débilmentepositiva paraNPY (20
xi).
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GRANDES VASOS

Fig. 93.NPY. FibrasnerviosasNPY-IR (flechas)en adventiciade arteriapulmonar
a nivel medio (20 xi).

F¡g. 94. NPY. Arteria pulmonar(p) a nivel medio (20 x).

Fig. 95. VIP. Cortetransversala nivel de aorta(a) ascendenteproximal con débil
inmunorreactividadparaVIP (flechas) (40 x).

Fig. 96. VIP. Corte longitudinala nivel de aorta(a) ascendentenegativo(20 x).





GRANDES VASOS

F¡g. 97. VIP. Arteria pulmonar(p) negativa(20 xi).

Fig. 98. VIP. FibranerviosaVIP-IR en adventiciade arteriapulmonar(flecha) (40
xi).

Fig. 99. NPY. Espacio interaortopulmonar. Fibras NPY-IR intensamente
fluorescentes(20 xi). En el recuadro,ampliación de las fibras nerviosasNPY-IR
señaladaspor la flecha(40 xi).

1: Aorta
2: Arteria pulmonar
3: Espaciointeraortopulmonar
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GRANDES VASOS

F¡g. 100. VIP. Espacio interaortopulmonarmostrandofibras nerviosasVIP-IR
(flechas) (20 xi).

Fig. 101. VIP. Detalle de la imagenanterior(40 xi).

Fig. 102. SP. Espaciointeraortopulmonarnegativopara SP.

1: Aorta
2: Arteria pulmonar
3: Espaciointeraortopulmonar





ESQUEMA A ESQUEMA B

NODO SA

NODO AV

HAZ AV

RAMAS DEL HAZ

SEPTUM

INTERAURICULAR

SP —

NPY —

VIP —

REGION DISTAL

DEL SISTEMA

DE CONDUCCION

ESQUEMA O ESQUEMA D

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE SP, NPY y VIP

EN EL SISTEMA DE CONUUCCIOrf DEL CORAZON DE LA RATA.

O No existencia de inervación
+ Pocas fibras nerviosas

++ = Ifiervación moderada
= Inervación abundante



ESQUEMA A: NODO SA

ESQUEMA B:

SEPTUN INTERAAJRICULAR

SP —

NPY —

vIP —

DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE SP, NPY Y VIP EN EL NODO SA Y SEPTtJM INTERAURICIJLAR

O = No existencia de inervación
+ = Pocas fibras nerviosas

++ = Inervación moderada
= Inervación abundante

DISTAL



ESQUEMA O: NODO AV ESQUEMA 1): REGION DISTAL

ESQUEMA C: HAZ AV ESQUEMA O: RAMA DOHA: DEL HAZ

O = No existencia de inervación
+ = Pocas fibras nerviosas

++ = Inervación moderada
= Inervación abundante

SP —

NPY —

VIP —

DISTRIBtJCION DIFERENCIAL DE SP, NPY Y VIP EN NODO Ay, HAZ AV9 RAMAS DEL HAZ

Y REGION DISTAL:

1 F ~II
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ESQUEMAE: AURÍCULA DERECHA ESQUEMA E: AURÍCULA IZQUIERDA

DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE SP, NPY Y VIP EN PAREDESDE AD, Al, VD Y VI.

No existencia de inervación
= Pocas fibras nerviosas

Inervación moderada
Inervación abundante

SP —

NPY —

VI? —

ESQUEMACi: VENTRíCULO DERECHO ESQUEMAE: VENTRÍCULO IZQUIERDO

O
+

++



ESQUEMA Jz ARTERIAS CORONARIAS

ESQUEMA 1: INEriVACION VALVULAR

O = No existencia de inervación
+ = Pocas fibras nerviosas

++ = Inervación moderada
= Inervación abundante

SP —

NPY —

DISTRIBUC ION DIFERENCIAL DE SE’, NPY Y VI? EN ARTERIAS CORONARIASY APARATO

VALVULAR.

VI? —



ESQUEMA K: AORTA ESQUEMA L: ARTERIA PULMONAR

D

M

p

ESQUEMA M:

ESPACIO INTERAORTOPULMONAR

SP

NPY

VIP

• ARTERIA PULMONARY ESPACIO

P = Proximal
M = Médio?-
D = Distal

DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE SP, NPY Y VI? EN AORTA

INTERAORTOPULMONAR.

O = No existencia de inervación
+ Pocas fibras nerviosas

++ = Inervación moderada
= Inervación abundante



III) EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON 6-HIDROXIIDOPAMINA

.

Los resultadosobtenidostrasel tratamientode los animalescon6-OH-DA fueron

diferentessegúnlos distintosesquemasde tratamiento.Mientrasquedosis totalesde 75

mg/kg no mostrarondiferenciasde inervaciónNPY-IR entreanimalestratadosy los no

tratados,con dosis totalestanto de 150 mg/kg como de 500 mg/kg observamosuna

reducciónsignificativa en el contenidoy distribuciónde NPY en las diversaszonasdel

corazón.

La densainervación observadaen el sistemade conducciónde animales no

tratados (Figs. 4,15,17,18,26a 30), experimentóuna marcada reducción tras el

tratamiento.Así, en nodo AV (Fig. 103) y fundamentalmenteen el hazAV (Fig. 104),

sólopudieronidentificarsefibrasaisladasNPY-IR.

Tambiénen ambosventrículos,la reducciónde los terminalesnerviososNPY-IR

fue prácticamentecompleta(Fig. 105). Del mismo modo, una reducción marcadao

incluso desaparicióncompleta(Fig. 106) de inervaciónNPY-IR se identificó en tomo a

las arteriascoronarias.

En el espaciointeraortopulmonar,seobjetivaron fibras nerviosasNPY-IR con

disposición y morfologíasimilar a las encontradasen animalesno tratadosy con una

inmunorreactividadintensa(Fig. 107).
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Por el contrario, en aurículas,observamosunaconsiderabledensidadde fibras

nerviosasNPY-IR (Figs. 108 y 109) aunquemucho menor que en los animalesno

tratados. En ocasiones,las fibras se dispusieronagrupadasen zonas determinadas,

fundamentalmenteen la zonasubepicárdicacon ausenciade las mismasen endocardioy

miocardio (Fig. 110). También se identificaronacúmulosde fibras NPY-IR en la zona

superiordel septuminterauricular(Fig. 111).

- EFECTOSDEL TRATAMIENTO CON 6-OH-DA SOBRELA

DISTRIBUCIÓN DE SP Y VIP

Unavezobservadoslos efectosdel tratamientocon6-OH-DA sobrela distribución

de NPY en las distintasregionescardíacas,valoramosel efectode esta sustanciasobre

las fibras nerviosasSP- y VIP-IR.

La administraciónintraperitonealde unadosistotal de 150 mg/kg de 6-OH-DA

(a dosisde 50, 50 y 50 mg/kg los días 1, 2 y 7) a un grupo de cinco ratas,no originé

alteracionessignificativasen la densidady distribución de fibras nerviosasSP-IRen el

corazón.Así, la inmunorreactividadparaSP fue semejantetanto en ratastratadascomo

en las no tratadasen todaslas zonasestudiadasdel corazóny grandesvasos: haz AV

(Fig. 112), porción superiordel septuminterauricular (Fig. 113), AD (Fig. 114), Al

(Fig. 115), inserción de la válvula Mitral (Fig. 116), arteriascoronarias(Figs. 117 y

118).
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Del mismo modo, en los corazonesde ratastratadascon las mismasdosisde 6-

OH-DA, no observamosmodificaciónen la densidady distribuciónde fibras nerviosas

VIP-IR en ningunade las zonasestudiadas:nodoAV (Fig. 119), ramaizquierdadel haz

(Figs. 120 y 121), Al (Fig. 122), arteriascoronarias(Fig. 123).
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TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. NPY

.

F¡g. 103. NodoAV de un animal tratadocon una dosistotal
OH-DA. Reducciónde fibras nerviosasNPY-IR (20 x).

de 150 mg/kg de 6-

Fig. 104. Porciónproximaldel hazAV. Clarareducciónde inervaciónNPY-IR con
existenciade fibrasaisladas(flechas)tras tratamientocon 150 mg/kg de 6-OH-DA
(20 x).

Fig. 105. Ausenciade inervaciónNPY-IR en miocardio (m) de VI (20 x).

F¡g. 106. Arteria coronaria(c). Tras tratamientocon unadosistotal de 150 mg/kg
de 6-OH-DA, no se observanfibras nerviosasNPY-IR; la flecha muestrauna fibra
nerviosaaislada(40 x).

F¡g. 107. Espaciointeraortopulmonar.El tratamientocon 150 mg/kg de6-OH-DA
no ha hechodesaparecerla inervaciónNPY-IR (20 x).

1: Aorta
2: Arteria pulmonar
3: Espaciointeraortopulmonar





TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. NPY

.

Fig. 108. NPY. Aurícula Derecha.La 6-OH-DA ha reducidosustancialmentela
inmunorreactividadde las fibrasnerviosas(flechas) (20 x).

F¡g. 109. 6-OH-DA y NPY. Aurículaizquierdatrastratamientoconunadosistotal
de 150 mg/kg de 6-OH-DA (20 x).

Hg. 110. Persistenciade fibrasnerviosasNPY-IR a nivel de subepicardio(ep> de
aurículaizquierda,conausenciaen miocardioy subendocardiodespuésde tratamiento
con 500 mg/kg de 6-OH-DA (dosis total) (20 x).

Fig. 111. Acúmulo de fibras nerviosasNPY-IR en la zona superiordel septum
interauriculartras tratamientocon 150 mg/kg de 6-OH-DA (flechas) (40 x).

Fig. 112. Efectosdel tratamientocon 6-OH-DA sobre SP (150 mg/kg). Fibras
nerviosasSP-IRanivel del hazAV sin diferenciasrespectoalos animalesno tratados
(20 x).

Fig. 113. 6-OH-DA (150mg/kg)y SP.Septuminterauricular
SP-IR (flechas) (20 x).

con fibrasnerviosas

r





TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. SP

.

Fig. 114. 6-OH-DA (150
nerviosasSP-IR (flechas)(20 x).

mglkg) y SP. Aurícula derecha.Persistenciade fibras

Fig. 115. 6-OH-DA <150 mg/kg) y SP. Aurícula izquierdapositiva (flechas) (20
x).

Fig. 116. 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. El tratamientocon 6- OH-DA no modificó
la densidadde inervación SP-IR a nivel de la inserción de la valva septal de la
válvula Mitral (20 x).

F¡g. 117. 6-OH-DA (150 mglkg) y SP.Arteria coronaria(C) izquierdacon similar
inmunorreactividadpara SP queen ratasno tratadas(flechas)(20 x).

Fig. 118. 6-OH-DA (150mg/kg) y SP. Detallea mayoraumentode fibra nerviosa
SP-IR(flecha)a nivel dela adventiciade la arteriacoronariaderechatrastratamiento
con 6-OH-DA (40 x).
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TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. VII>

.

F¡g. 119. Efectodel tratamientocon 6-OH-DA (150 mg/kg) sobre la inervación
VIP-IR en el nodo AV. Existenciade fibraspositivas (flecha) (20 x).

F¡g. 120. 6-OH-DA (150mg/kg) y VIP. El tratamientocon6-OH-DA no alteró la
inervaciónVIP-IR a nivel de la ramaizquierdadel haz (20 x).

Fig. 121. Detallede la imagen anterior(40 x).

Hg. 122. 6-OH-DA (150 mg/kg) y VIP. Persistenciade fibras nerviosasVIP-IR
a nivel de región subepicárdicade Al (20 x).

Hg. 123. 6-OH-DA (150mgfkg) y VIP. Arteria coronaria(C) izquierda(40 x).
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IV) EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

.

El tratamientosistémicocon capsaicinapor vía subcutáneaa dosistotalesde 260

mg/kg (distribuidosen 4 dosis sucesivasde 40, 40, 80 y 100 mg/kg) hizo desaparecer

prácticamentela totalidad de los terminalesnerviososSP-IR en todas las zonas del

corazón:Nodo SA (Hg. 124), nodoAV (Fig. 125), hazAV (Fig. 126)y susramas(Hg.

127), AD y Al (Figs. 128 a 130), alrededorde las arteriascoronarias(Fig. 131) y

grandesvasos(Figs. 132 y 133).

Solamenteen la porción superiordel septuminterauricularsepudieronidentificar

fibras aisladasSP-IRcon densidadsemejantea la encontradaen animalesno tratados

(Fig. 134) sin identificar tampocoacúmulosde fibrasconorientaciónespecialni cuerpos

celulares(Figs. 7 a 9).

Dosis totalesde capsaicinade 125 mg/kg empleadasen el primer esquemade

tratamientono modificaronel patrónde distribución de SP en el corazón(Fig. 135).

La distribuciónde las fibrasnerviosasNPY- y VIP-IR tras tratamientocon dosis

totales de 260 mg/kg de capsaicinano mostró cambios significativos respectoa los

animalesno tratadosen el sistemadcconducción(NPY: Figs. 136 a 140; VIP: Figs. 141

y 142); aurículas(NPY: Fig. 143; VIP: 144) ni septuminterauricular(NPY: Fig. 145;

VIP: Figs. 146 y 147).
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Un hecho característicoen cuanto a la inervación NiPY-IR de las paredes

ventriculares es que en aquellos animales tratados con capsaicina,la densidadde

inervaciónfue menor tanto en el miocardio (Figs. 148 y 149) como alrededorde las

arterias coronarias(Fig. 150). En estas últimas, las fibras nerviosasNPY-IR fueron

menosabundantesqueen los animalesno tratadosy no seobjetivarontroncosnerviosos.
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TRATAMIENTO CON CALPSAICINA

Fig. 124.NodoSA. AusenciadeinervaciónSP-IRtrastratamientocondosistotales

de 260 mg! kg de capsaicina(asterisco:arteriacentraldel nodo) (20 x).

Fig. 125. Nodo AV negativoparaSP trascapsaicina(260 mg/kg) (20 x).

F¡g. 126. Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). HazAV negativoparaSP (20
x).

Fig. 127. Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Rama derecha(rm) del haz
negativaparaSP (20 x).

Fig. 128. Tratamientoconcapsaicina(260mg/kg).AurículaDerechanegativapara
SP (20 x).

F¡g. 129

.

para Sp (20 ,c).
Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Aurícula Izquierda negativa
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TRATAMIENTO CON CAPSMCINA

Fjg. 130. Tratamiento con capsaicina(260 mglkg).
negativaparaSP(20 x).

Fk. 131. Tratamientocon eapsaicina(260 mglkg).
izquierdasin inmunorreactividadparaSP(20 x).

Aurícula Derecha

Arteria coronaria(C)

FW. 132. Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Aorta (A) ascendente
negativapara SP(20 x).

Fk. 133.Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Arteria pulmonar(P)
negativapara SP(20 x).

Fi«. 134. Persistenciade fibras nerviosasSP-IR a nivel de la porción
superiordel septuminterauricular tras tratamientocon capsaicina(260
mg/kg) (flechas)(20 x).

Ru. 135.Tratamientocon capsaicina(125 mglkg). Persistenciade fibras
nerviosasSP-IRen arteriacoronariaizquierda(0) (20 x).
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TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Fig. 136. Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Nodo AV positivo paraNPY
(flechas)(20 x).

Fig. 137. Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Haz AV positivo para NPY
(flechas)(20 x).

Fig. 138. Tratamientocon capsaicina(260mg/kg). Ramaderechadel hazpositiva
para NPY (flechas) (20 x).

Fig. 139. Tratamientocon capsaicina(260 mglkg). Nodo SA positiva paraNPY
(asterisco:arteria central del nodo) (20 x).

Hg. 140. DetaJlede la imagenanterior(40 x).





TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

F¡g. 141

.

paraVIP (flechas) (20 x).
Tratamientocon capsaicína(260 mg/kg). NodoAV débilmentepositivo

Fig. 142. Tratamientocon capsaicina(260 mg/kg). Haz AV positivo para
(flechas) (20 x).

VIP

F¡g. 143.Tratamientoconcapsaicina(260mg/kg).Aurículaizquierdapositivapara
NPY (20 x).

Fig. 144. Tratamientocon capsaicina(260mg/kg). Aurículaderechapositivapara
NPY (flechas)(20 x).

Fig. 145. Tratamientocon capsaicina(260mg/kg). Septuminterauricularpositivo
paraNPY (flecha) (20 x).
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TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

F¡g. 146. Tratamientocon capsaicina(260mg/kg). Septuminterauricularpositivo

paraVIP (flechas)(20 x).

Fig. 1147. Detalle de la imagenanterior(40 x).

Fig. 148. Reducciónde fibrasnerviosasNPY-IR tras tratamientocon 260 mg/kg
de capsaicina(flechas)(20 x).

Fig. 149. Detallede la imagenanterior(40 x).

Fig. 150

.

(260 mg/kg)
Reducciónde fibras nerviosasNPY-IR tras tratamientocon capsaicina
(flechas) (20 x).
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1) PATRON DE DISTRIBUCION MORFOLOGICA DE SUSTANCIA P <SP)

.

NELJROPEPTIDO Y (NPY) Y PEVFIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP)

.

I.a.- SISTEMA DE CONDUCCION

El conocimientode la anatomíade la inervación autonómicadel sistema de

conducciónes fundamentalpara comprenderlos mecanismosde control neural de la

función cardíaca. En diversasespeciesanimales, se han demostradofibras nerviosas

eferentesy aferentessimpáticasy parasimpáticasqueinervanlos nodosSA y AV, el haz

AV y sus ramas. Estudiosmorfológicos mediantetécnicasde fluorescenciacon ácido

glioxílico e inmunotinciónpara Dopaminabetahidroxilasa(DA-B-OHasa) y Tirosina

hidroxilasa han demostrado una densa inervación adrenérgica en dichas zonas

(FORSGREN,1988).Del mismomodo,el empleode técnicasinmunohistoquimicaspara

la identificaciónde anticuerposfrente a la colina acetiltransferasahan evidenciadola

existenciade una importanteinervacióndel sistemade conducciónde los mamíferospor

nervios colinérgicos (PENG ET AL, 1981). Pero además,el empleo de técnicas

inmunohistoqulmicasha permitido identificar la existencia de neurotransmisores

peptidérgicosen los nerviosque inervanel sistemade conduccióndel corazón (CORIl,

1992).
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a) SE

Así, del mismo modo queWEIHE Y REINECKE (1981) describieronun alto

númerode fibras nerviosasSP-IRen los nervios yuxta e intranodalesde corazonesde

diversos mamíferos,nosotrosen la rata, observamosunadensainervación SP-IRa lo

largode todo el sistemade conduccióncon la existenciade fibras y varicosidadesSP-IR

entre las células muscularesy alrededorde la arteria central del nodo. Estos autores

(WEILHE Y REINECKE, 1981, 1983) no detectaronfibras SP-IR queinervasenlas

célulasnodales.Por el contrario, FORSGREN(1989b) describela existenciade fibras

nerviosas,aunqueen númeropequeño,en la proximidadde las célulasnodales.

En nuestroestudio,la demostraciónmorfológicadela inervaciónSP-IRdel tejido

de conduccióncardíaconos haceestaren desacuerdocon GERSTHEIMERET AL

(1988) paraquienes,en su estudiomorfométricode la inervacióncardíacapeptidérgica

en cobayas,la densidadde fibras SP-IR fue semejanteen el miocardiode la aurícula

derechaqueen el tejido de conducción.HallazgossimilaresobtuvieronWEIHE ET AL

(1981, 1984) que describieron terminacionesnerviosas aisladas adyacentesa los

miocardiocitoslocalizándosela mayor densidadde inervaciónSP-IR alrededorde las

arterias epicárdicas.En nuestro estudio, observamosuna clara diferencia entre la

inervaciónpor fibras nerviosasSP-IRmayor en nodo SA respectoa la paredauricular

adyacente.

Estamosde acuerdocon WHARTON ET AL (1981) en cuanto a la mayor

densidadde inervaciónpor fibras SP-IRalrededorde las porcionesdistalesdel sistema
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deconducciónrespectoa los nodosSA y AV, distribuyéndosea ambosladosdel septum

interventricular,en las ramasderechae izquierdadel haz. Identificamosfibras nerviosas

SP-IRtanto a nivel proximal comodistal de ambasramas.

Por el contrario, FORSGREN(1989b) analizó la distribución de las fibras

nerviosas SP-IR en diversaspartes del sistemade conduccióndel corazón bovino,

encontrandoque la mayorinervación se localizabaa nivel del haz AV, especialmente

en las regionesdondelos hacesde fibras de Purkinje se ramifican y en los pequeños

canalesde tejido conectivo. Paraeste autor, la densidadde fibras SP-IR fue en total

mucho menoren las ramasque en el haz AV.

Sin embargo,y a pesarde la demostradaexistenciade inervaciónSP-érgicadel

sistema de conduccióncardíaco,no están del todo bien definidas las implicaciones

funcionalesde esteneuropéptidoen el ciclo cardíaco.En la mayorpartede los estudios

in vitro, SPno parecetenerefectodirectosobrela frecuenciacardiaca(LOSAY ET AL,

1977; LUNDBERG ET AL, 1985a).

SP presentaun efecto cronotrópico negativo en el corazón de cobaya. La

bradicardiasepodríaproducir por unión de SPa receptoresespecíficosexistentesen los

ganglios cardíacos parasimpáticosa través de la liberación de Ach endógena

<STANOVNIK, LOGENDER-MLINSEK Y ERJAVEC, 1986;DALSGAARD ET AL,

1986). Así, SPpuedeestarimplicado en el controlparasimpáticocardíaco,ya seaen un
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asaaferentede un reflejo centralo cuandoselibera de los nerviossensitivosperiféricos

comopartede un reflejo axonalsensitivo-motor(CORR, 1992).

En cuantoa la distribuciónde NPY en el sistemade conducción,los resultados

deFORSGREN(1989a,e)en el corazónbovino,demuestranfibrasNPY-IR en todoslos

componentesdel sistemade conducción.En los nodosSA y Ay, las fibras teníanaspecto

varicoso y con disposiciónhomogénea,mientrasque en el haz AV y sus ramas, la

distribuci6nfue más heterogéneaacoplándosea la morfologíade los hacesde fibras de

Purkinje y fundamentalmenteen los espaciosintercelularesdondeéstasse ramifican.

En nuestrotrabajo, tambiénobservamosuna inervaciónhomogéneade los nodos

SA y AV con fibras nerviosasNPY-IR dispuestasde modo uniforme, pero a diferencia

de estosautores,ademásde fibrasNPY-IR varicosasa nivel del haz Ay, encontramos

unadensainervaciónde largasy gruesasfibras NPY-IR. Estasfibrasdiscurríanparalelas

a las fibras de Purkinjecon una IR muy intensa.

No estamosde acuerdocon los datos de STERNINI Y BRECHA (1985) en

cobayasy de GU ET AL (1984)en ratóny rataquedemostraronfibrasnerviosasNPY-

IR en las regionesde los nodosSA y AV en cantidadesmayoresqueenel miocardioque

las rodea. Por el contrarionosotros,al igual que GERSTHEIMERET AL <1988) en

cobaya,observamosunadensidadsemejantede fibrasnerviosasNPY-IR en el miocardio

de aurículaderechay en el nodo SA, con inmunorreactividadmuy intensay superiora
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la deSP. La bajadensidadde inervaciónNPY-IR en el hazde His no fue diferentea la

del miocardioauricular,dato tambiénobservadoen humanos(WEIHE ET AL, 1981).

Los valoresmásaltosde fibrasNPY-IR sehan observadoalrededorde los vasos;

no obstante,la inervaciónde la aurículaderechay del tejido de conducciónpareceser

el dobleque la observadapara SP(GERSTHEIMERET AL, 1988).

GU ET AL (1983) en humanos,demostraronque la mayordensidadde fibras

nerviosasNPY-IR se encontrabaen los nodos(fundamentalmenteel nodo AV) y en los

tejidosalrededorde los vasoscoronarios.

PareceserqueNPY no tieneefectosdirectossobrela frecuenciacardíaca,aunque

múltiples datos apoyan su potente acción moduladora sobre las accionesde otros

neurotransmisores.Algunos autores(POTTER, 1985; WARNER Y LEVY, 1989a,b;

1990a) observan que, aunque NPY no parece estar localizado en los nervios

parasimpáticosdel corazón,origina unaactividad vagolitica, esdecir, unaprofunday

persistenteinhibición de las respuestasa la estimulaciónvagal en los nodosSA y AV y

en el miocardio auricular debido probablementea la inhibición del neurotransmisor

liberado de las terminacionesnerviosassimpáticasy vagales(LUNDBERG ET AL,

1984; WAJINER Y LEVY, 1990a).

PeroautorescomoHASSALL Y BURNSTOCK(1984) y FORSGREN(1989c)

observaronqueNPY se localiza tambiénen las célulasganglionaresintrínsecas,con lo

220



que NPY ejercería efectos tanto en las uniones de las fibras simpáticas como

parasimpáticascon lascélulasefectorasy que su acciónde inhibición vagal sedebea la

acción sobre los terminalesnerviosospostgangliónicoscolinérgicos(POTTER, 1985;

YANG Y LEVY, 1992).

Como consecuenciade estas accionesneuromoduladoras,NPY influye en el

control neuralautonómicode la conduccióndel nodo SA y AV y es probablequeafecte

la modulaciónneural de arritmiasauricularesy ventriculares(COfl, 1992).

La primeradescripciónsobrela existenciadefibrasnerviosasy cuerposcelulares

VIP-IR en el corazónestuvorestringidaal nodo sinusalde algunosmamíferos(perros,

gatos,cobayasy monos) (WEIHE Y REINECKE, 1988) dondese describióunaalta

densidadde fibras VIP-IR y varicosidadesen dicha zonaquedisminuíanabruptamente

haciael miocardioauricularnormal. Esto estáde acuerdocon los resultadosde nuestro

estudio y con la mayoría de los autores revisados (WEIHE, REINECKE Y

FORSSMANN, 1984; FORSSMANN ET AL, 1988;RIGEL Y LATIIROP, 1990),

dondela densidadde fibras nerviosasVIP-IR vascularesy no vascularesfue mayoren

las regionescentralesdel nodo SA, disminuyendohaciael áreaperinodal,siendola más

bajadensidaden el miocardioauricular no especializado.

Según los estudiosde diversos autores, las células nodalesestán densamente

inervadaspor fibras nerviosasVIP-IR (WELHE Y REINECKE, 1981; WEIHE,
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REINECKE Y FORSSMANN, 1984; FORSSMANN ET AL, 1988; FORSGREN,

1989e; RIGEL Y LATHROP, 1990). Ademásde las células nodales,las pequeñas

arteriasy los vasosterminalesdel nodo SA y del AV así comoel tejido auricularmás

adyacentea los nodos (WEIHE Y REINECKE, 1981; WEmE, REINECKE Y

FORSSMANN, 1984; FORSGREN, 1989c; RIGEL Y LATHROP, 1990> están

inervadospor unadensapoblaciónde nervios inmunorreactivosparaVIP. Tales fibras

nerviosasse observansólo ocasionalmenteen las paredesarterialesde otras regiones

estudiadas(FORSGREN,1989c).

Por el contrario,autorescomoLARSSONET AL (1976) y WHARTON ET AL

(1981) en sus estudios en cobayas, no pudieron demostrarla existenciade fibras

nerviosasVIP-IR en el corazón.

En cuantoa la distribuciónde VIP en el nodo AV, tantoWEIKE, REINECKE

Y FORSSMANN (1984) como FORSSMANN ET AL (1988) apreciaronque la

inervaciónpor fibras VIP-IR fue menosdensaque la del nodo SA aunquemayorque la

de septuminterauricularadyacente.Esto estáde acuerdocon nuestrosresultados.En el

haz AV observamosuna inervaciónpor fibras varicosasVIP-IR moderadamentedensa

y con distribuciónhomogénea.

FORSGREN (1989c) en corazón bovino, describió fibras nerviosas VIP-IR

predominantementeasociadascon las célulasnodalesSA y AV. Tales fibras, aunqueen

menordensidad,sedistribuyerontambiéncercadelas célulasdeconduccióndel hazAY,
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las ramasdel haz y los tendonesfalsos.Sin embargo,en las ramasdel haznosotrossólo

pudimosidentificar fibrasnerviosasaisladasVIP-IR entrelas fibras musculares.

Todosestosdatospodríanexplicarel significadofuncionaldel neuropéptidoVIP

en el tejido de conduccióndel corazón. Al contrario que otros neuropéptidos,VIP

presentaun potenteefecto cronotrópico positivo directo. VIP aumentala frecuencia

cardíaca,acortael tiempo de conducciónAV y disminuye las frecuenciasauriculary

ventricular refractarias regulando los marcapasossupraventriculares(RIGEL Y

LATHROP, 1990) y su acción es independientede los receptorescolinérgicosy fi-

adrenérgicos(FRASE ET AL, 1987; RIGEL Y LATHROP, 1991).

El análisis de estos datos, ha llevado a algunosautores a deducir que el

significadofuncional de la concentraciónde fibras VIP-IR en las regionesde los nodos

SA y AV se basaen dos posibilidades:

1) QueVIP poseeun efectoreguladoren el flujo sanguíneolocal en las regiones

nodalesa través de efectospre y/o postsinápticossobre las células de conducción.

Nuestrasobservacionespudieranapoyarel planteamientode FORSGREN(1989c) en

cuantoa queel efectode VIP seríamáspronunciadoen los nodosSA y AV queen otras

partesdel sistemade conducción.

2) Que VIP presentaefectosexcitadoresdirectos sobrelas célulasgangliónicasal

actuarcomoun transmisoren las víasaferentesa los gangliosya quese ha demostrado

la presencia de varicosidadesVIP-IR relacionadascon los mismos (RIGEL Y

LATHROP, 1991).
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Aunquenuestrotrabajoy los delos diversosautoresdiscutidosaquíserealizaron

en animalesadultos,nospareceinteresantedestacarlos recienteshallazgosde CHOW

ET AL (1993) en la inervacióndel sistemade conducciónde corazoneshumanosal

nacimientodondeel único péptido encontradofue NPY (aunquecon bajadensidadde

inervaciónmostrandosólo nerviosperivascularesNPY-IR aisladosen el nodo SA). No

seencontróinmmunorreactividadparaSP ni paraVIP. Tambiénseidentificaronnervios

DA-B-OHasa,Tirosina hidroxilasay acetilcolinesterasapositivosen pequeñacantidad.

Esto sugiereque aunqueexista inervacióndel sistemade conduccióncardíacohumano

al nacimiento,el patrónde maduraciónno ha sido todavíaestablecido.Estamaduración

se producirá posteriormenteal nacimiento, especialmenteen lo que se refiere a la

adquisiciónde variosneurotransmisores,incluyendolos neuropéptidos(CHOW ET AL,

1993).

II.b.- MIOCARDIO

a) ~I?

Los hallazgosde nuestroestudioen cuantoala existenciade unadensainervación

por fibrasnerviosasSP-IRen lasaurículasy unadensidadmenoren los ventrículos,está

de acuerdocon estudiosprevios (PAPKA ET AL, 1981; WEIHE, REINECKE Y

FORSSMANN, 1984; DALSGAARD ET AL, 1986; PAPKA Y URBAN, 1987),

aunqueWHARTON ET AL (1981),en cobayas,determinaronpor radioinmunoanálisis

la concentraciónde SP en el corazón, observandoque en Al y ambosventrículosla

concentraciónde esta sustanciaera semejante.La mayor concentraciónde SP, se
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determiné en AD, septum interventricular y grandes vasos. En este estudio, la

distribución de las fibras SP-IR en las paredesde ambosventrículosera semejante,

disponiéndoseparaleloa las fibras miocárdicasy en relación con los vasos(arteriasy

arteriolas)particularmentemuy abundantesen endocardio,alrededorde las trabéculas

ventricularesy músculospapilares.Se observaronpocasfibras nerviosasen epicardio,

en el bordeexternodel miocardioy alrededorde las ramasde las arteriascoronarias.

Aunque estos autores (WHARTON ET AL, 1981) determinaronla mayor

densidadde fibras SP-IRen endocardio,DALSGAARD ET AL (1986) observaronla

mayor densidadde inervación tanto en endocardiocomo en epicardiode aurículade

cobaya.La densidadfue moderadaen miocardioy alrededorde los vasosauricularesy

septum auricular. En ventrículo, el número de fibras fue pequeñoen miocardio y

asociadonormalmentecon los vasossanguíneos.Se demostróunaclara diferenciade

inervaciónde la AD respectoa VI.

Del mismo modo, U?RBAN Y PAPKA (1985) describieronen cobayasun plexo

moderadamentedensode fibras SP-IR. Se observaronfibras nerviosasen endocardio,

epicardio y miocardioauricular. El patrón fue semejanteen los ventrículos, pero el

númerode fibras fue menosnumeroso.

Por el contrario, WEIHE Y REINECKE (1983) describen fibras SP-IR

distribuidasprincipalmenteen pericardioy epicardiosin inervarel músculoy PAPKA

Y URBAN (1987) en rata,observaronmuy pocasfibras SP-IRen epicardioy miocardio
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auriculary ventricular. Estosúltimos autores,comparandola inervaciónSP-IRen cobaya

y racaobjetivaronqueen la rataexiste40 vecesmenosSPqueen el corazónde cobaya.

Nosotrosobjetivamosuna mayorinervaciónde aurículasrespectoa ventrículos.

En las aurículas,la mayordensidadde fibrasSP-IRseidentificó en AD con fibras largas

y finas en endocardioy también,en menorcantidad,en epicardioy miocardio.En la Al,

la inervaciónfue moderadapero mayor que en ventrículos.En ambosventrículos, la

mayorinervaciónpor fibrasSP-IRseobservóen el endocardiofundamentalmentea nivel

de la inserciónde las valvasy en la zonapróximaaellas. En miocardio,no observamos

apenasfibras SP-IR; en epicardio, las fibras fueron escasasaunqueexistió unadensa

inervaciónSP-IRcercade las arteriascoronariasepicárdicascon largas y finas fibras

paralelasa las célulasmusculares.

RECHARDTET AL <1986)estudiaronla inervaciónpeptidérgicadel miocardio

auricular humano, encontrando fibras nerviosas SP-IR entre las fibras musculares

cardíacasy próximasa los vasossanguíneos.El hallazgode unaínfimaasociaciónentre

los nervios SP-IR y las células miocárdicas hace pensar que existen receptores

miocárdicospara SP que regulan la excitabilidad y la conduccióndel impulso en el

músculo auricular. Además,la existenciade una mayor inervaciónen el endocardiode

las paredesdel corazónapoyael hecho de queSP pareceactuarmediantela liberación

desdeel endocardiode un factor relajantederivado del endotelio (EDRF) y que la

extirpacióndel endocardioen preparacionesde músculocardíacoaisladocondicionaque

SP no actúesobreel mismo (MILNER ET AL, 1989).



EstudiosrecientesdemuestranqueSP ejerce unaacciónindirecta modulandoel

tono cardíaconeural.Susefectospuedenserpositivoso negativossobrela contractilidad,

dependiendode la actividadvagal o simpáticaquepredomine(con tono vagal elevado,

SP origina aumentode la contractilidady con tono simpáticoelevadola disminuye)

(SMITH, PRIOLA Y BLOMQUIST, 1992).

b) NPY

Debido a la alta inmunorreactividadencontradapara NPY en el corazón,se

consideraqueesta sustanciaes uno de los principalesneuropéptidoscardíacos(GU ET

AL, 1984; PURJERANTA ET AL, 1986; PRADOS FRUTOS ET AL, 1992;

GORDON ET AL, 1993; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y PUERTA

FONOLLA, 1993). Los hallazgosmorfológicosde la distribuciónde fibras NPY-IR en

las paredescardiacasdifieren segúnlos autores.Mientras que algunosdescribenuna

mayor inervación de aurículas respectoa ventrículos (UDDMAN ET AL (1985) y

DALSGAARD ET AL (1986) en cobayas;FORSGREN(1989c) en corazónbovino;

CORR ET AL (1996) en rata; LUNDBERGET AL (1983) en cobaya,gato,cerdo y

hombre),otrosautorescomoALLEN U AL (1985a)en ratasobservaronunadensidad

semejantede fibras nerviosasNPY-IR en aurículas, septum interauricular y ambos

ventrículos. Nosotros hallamos mayor inervación NPY-IR en aurículasrespectoa

ventrículos,aunquela densidadde inervaciónen estos últimos tambiénfue abundante.

Del mismo modo, GORDONET AL (1993) observaronqueNPY representael

45% de toda la inervacióndel miocardiode AD y mostrandoun gradientede densidad



decrecientede inervacióndeaurículaa ventrículo.Tambiénexisteun gradienteentrelos

ladosderechoe izquierdodel corazón,con mayordensidadde nerviosNPY-IR en AB

y VD comparadocon Al y VI, respectivamente.

UDDMAN ET AL (1985), en cobayas,observaronfibras NPY-IR en todas las

capas del corazón predominandoen endocardioy epicardio, mientras que, por el

contrario, GU ET AL (1984) han descrito una mayor densidadde inervación del

miocardiorespectoal endocardioy epicardio.En nuestroestudio,observamosuna alta

densidad de inervación en miocardio aunque también fue alta en endocardio

(fundamentalmenteanivel de la inserciónde las valvas)y en epicardio(alrededorde las

arteriascoronarias).En aurículas, la densidadde inervación mayor se observóen la

región subepicárdica. Por el contrario, en ventrículos, tanto subepicardio como

subendocardio,estuvierondensamenteinervados.

Estudiosen rata (GU ET AL, 1984; ALLEN ET AL, 1985a;CORRET AL,

1990) describennerviosNPY-IR íntimamenterelacionadoscon las células musculares

cardíacas.Las fibras nerviosasNPY-IR se identificaron en todas las áreasdel corazón

en los plexos perivasculares y fascículos intramuscularesde distinto tamaño

(LUNDBERG ET AL, 1983; ALLEN ET AL, 1985a).

También en humanossehan demostradonumerosasfibras nerviosasNPY-IR en

la orejuelade Al) dispuestasa modo de redesirregularesde fibrasen el miocardioy de



plexosparalelosen endocardio(PURJERANTA ET AL, 1986; WHARTON ET AL,

1988).

En cuantoal significado funcional de las fibras nerviosasrelacionadascon los

miocitosauricularesy ventricularesquecontienenNPY, pareceserqueesteneuropéptido

presentaaccionesinotrópicasnegativas(MAENO, KIYAMA Y TOHYAMA, 1993),

aunqueno estádel todo establecidocuál es el mecanismoy si existenreceptorespara

NPY en los miocardiocitos(FRANCO-CERECEDA, LUNDBERG Y DAHLOF, 1985;

ALLEN El’ AL, 1986). Aunque se ha demostradoqueNPY inhibe la contractilidad

cardiacain vivo en el corazón de la rata (BALASUBRAMANIAM ET AL, 1988),

MICHEL ET AL (1989) observaron que NPY no disminuye directamente la

contractilidadcardiacaen humanos. Susefectosinhibitorios podrían ser secundariosa

vasoconstriccióncoronaria,inhibiciónpresinápticade la liberación decatecolaminasy/o

a unaactividadbarorrefleja.

c) VIP

En cuantoa la inervaciónpor VIP de las paredescardiacas,estamosde acuerdo

conlos diversosestudiosconsultados,en losquelas fibrasnerviosasVIP-IR selocalizan

predominantementea nivel de las aurículas, siendo en los ventrículosmuy escasas

(WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984; FORSSMANN ET AL, 1988) o

inexistentes(DELLA El AL, 1983; WEIHE Y REINECKE, 1983). La mayoríade la

inervación VIP-érgica ventricular se observa alrededor de las ramas coronarias

(FORSSMANN ET AL, 1988).Sin embargo,GORDONEl AL (1993)observaronque
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las fibras VIP-IR representabanmenosdel 2 % de la inervacióncardíacasin existir un

gradientede densidadde inervaciónauriculo-ventricular,lo cualno coincideconnuestros

resultados.

La mayordensidadde inervaciónparecelocalizarsea nivel subepicárdicodonde

las fibras VIP-IR sedistribuyenalrededorde los vasoscoronarios.Son másabundantes

en el epicardio cercanoal nodo SA que en el epicardio de las restantesregiones

auriculares(WEIHE Y REINECKE, 1981; WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN,

1984).

En nuestro estudio, encontramosfibras en todas las capas de las paredes

auriculares,condistribuciónheterogénea,observándoseconcentracionesfocalesde fibras

nerviosasy cuerposcelularesVIP-IR en algunaszonas, siendoen otrasprácticamente

inexistentes.En los ventrículos, sólo identificamosfibras VIP-IR subepicárdicasen

pequeñadensidaden la zonapróximaa las arteriascoronarias.

En el subendocardio,las fibras VIP-IR son infrecuentes,exceptoen la zonade

inserciónde las valvascomoveremosdespués.Nosotros,en el endocardiode aurículas

observamosfibras aisladasVIP-IR queen algunaocasiónsedisponíanen hacesdevarias

fibras varicosas,lo cualestáde acuerdocon los estudiosprevios realizadospor DELLA

ET AL (1983). En la zonade inserción de las valvasmitral y tricuspídea,la inervación

fue moderadamentedensa,másdensaen mitral que tricúspide.



WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) compararonla distribuciónde

SP y VIP en las paredescardíacas,objetivandoque en el endocardiode aurículas,

ventrículosy tejido valvular AY, las fibras nerviosasSP-IRfueronmás frecuentesque

las VIP-IR. Las fibras nerviosas no asociadascon estructurasvascularescontenían

numerosasfibras SP-IR pero algunas VIP-IR. Las fibras VIP-IR se localizaron

preferentementeen el epicardio de la aurículay en el epicardiocercanoa los vasos

coronariosmientrasquelas fibrasSP-IRse distribuyeronpor todo el epicardioauricular

y ventricular. En el pericardio, se encontraron frecuentesfibras nerviosas SP-IR,

mientrasque las fibras VIP-IR seencontraronsólo ocasionalmente.

En el septuminterauricular, seha observadoun plexo moderadamentedensode

fibrasvaricosasVIP-IR aisladaso en pequeñoshaces(DELLA ET AL, 1983). Nosotros

tambiénobservamosuna inervaciónmoderadamentedensaVIP-IR pero,a diferenciade

estosautores,las fibrasfueronlargasy ramificadaspudiéndose,en ocasiones,identificar

estructurassemejantesa cuerposcelulares nerviosos.Tanto en el septum,como en la

crista terminalis y alrededordel ostium del seno coronario se ha descrito la mayor

densidadde inervaciónrespectoal tejidoauricularadyacente(WEJiHE, REINECKE Y

FORSSMANN,1984).

Esta distribuciónde VIP en las paredescardiacases semejantea la distribución

de ACh (WILLIAMS ET AL, 1989).Tantola cuantificaciónde colinaacetiltransferasa

(ChAT) comolos nivelesde ACIi en el corazónde la ratasugierenunadistribución no

uniformede los nervioscolinérgicosen esteórgano.Los nivelesmáselevadosde ambas
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se localizan en las aurículas(Al), nodo SA, Al

encuentranlascélulasganglionaresintracardiacasy

postgangliónicos.Niveles mucho menores existen

concentraciónde ACh es aproximadamenteel 10%

auriculares(WILLIAMS ET AL, 1989).

y septuminterauricular) donde se

los terminalesparasimpáticospre y

en ambos ventrículos donde la

de la encontradaen las regiones

El significado funcional de VIP sobre los miocardiocitos auriculares y

ventriculares se explica por el efecto inotrópico positivo observado tanto tras

administraciónintravenosasistémica(FRASEET AL, 1987) comotrasadministración

intraarterialen AD aisladade perros(KARASAWA ET AL, 1990). Se ha demostrado

que la contractilidad máximaauricularoriginada por VIP es mayorque la ventricular

indicandoque la densidadde receptoresparaVIP en los nerviosque inervanla AD es

mayor que en VI (KARASAWA ET AL, 1990).

INERVACION VALVULAR

Estudiosrealizadosen diversosmamíferoshandemostradola existenciadecélulas

miocárdicasespecializadasformandoun anillo en los dos terciosbasalesde las válvulas

MITRAL y TRICUSPIDE quese asociancon fibras nerviosaseferentesy sensitivas.

Tanto el anillo de la válvula Mitral como el de la Tricúspide muestran una densa

inervaciónpor fibras quecontienencatecolaminasy acetilcolina(ANDERSON, 1972).

En el corazónde la rata, WILLIAMS ET AL (1989),describieronla existenciade un



densoplexo nervioso acetilcolinesterasa-positivoen la basede las válvulas Mitral y

Tricúspide y otro plexo a nivel distal sin alcanzarel borde libre de las valvas. La

inervaciónde la válvula Tricúspide, aunquecon similar distribución, fue menosdensa

que la de la Mitral.

Estudios fisiológicos en el perro y conejo han demostradola capacidadde

contractilidady automaticidadde estemúsculovalvular. Durantela estimulacióneléctrica

de las cúspidesde la válvula Mitral del corazóndel perro, Nor y ACh actúansobre la

cantidad de tensión desarrollada, aumentándolay disminuyéndola, respectivamente

(WILLIAMS ET AL, 1989). Además,seha observadoqueel músculode lasválvulas

AV es capaz de generar impulsos espontáneos,con lo que el Sistema Nervioso

autonómicointrínsecopuededesempeñarun papel en el desencadenamientode arritmias

y extrasístolesprematuros<WILLIAMS ET AL, 1989).

Estasobservacionessugierenquelas válvulasAV no son estructuraspuramente

mecánicassinoquepuedenparticiparen susmecanismosde aperturay cierrey por otra

parte, monitorizar el flujo sanguíneoa través de diferentes regiones de la cúspide

valvular,pudiendoactuarfuncionalmentecomomecanorreceptores(WILLIAMS ETAL,

1989).

En nuestro estudio, y a la vista de la presuntaimportancia funcional de la

presenciade fibras nerviosasy célulasmuscularesen la zonade inserciénAy, hemos

demostradofibrasnerviosasSP-IRa nivel de los orificios valvularesMitral y Tricúspide



dispuestasentre las fibras muscularesdel anillo valvular. No observamosfibras en el

bordelibre de lasvalvas.Igualmente,WIIARTON ET AL (1981) observaronfibrasSP-

IR en en el anillo valvulary cercadel bordelibredelas cúspidesvalvulares.A diferencia

de nosotros,estosautoresidentificaron extensasredesde fibras nerviosasSP-IR en el

miocardioalrededorde las zonasde inserciónde las válvulasAórtica y Pulmonar.

DELLA ET AL (1983> describieronla existenciade un plexo moderadamente

laxo de fibras varicosasVIP-IR en la zonade inserción de lasválvulasAY, paralelasal

anillo AV y extendiéndosehacia el centro de las valvas sin alcanzarsu borde libre,

mientrasqueWEIHE, REINECKE Y FORSSMANN(1984> describieronmuy pocas

fibras en las válvulasAV.

UDDMAN ET AL (1985) en cobayas,describenmuy pocasfibrasNPY-IR en las

válvulas mientrasque para DALSGAARD ET AL (1986), también en cobayas, la

inervación del músculo subvalvulares muy densa,mayor incluso queen aurículasy

alrededorde los vasos,al igual queparaGU ET AL (1984) queencuentrannumerosas

fibras nerviosasen las valvas, disminuyendosu densidadhacia el borde libre de las

mismas.

Nosotrosencontramosquela mayorinervaciónpeptidérgicade las válvulasestá

representadapor fibras largasNPY-IR que no alcanzanel extremolibre de las valvas.

También es abundantepor SP mientrasque VIP sólo está presenteen fibras varicosas

aisladasVIP-IR.



I.c.- VASOS CORONARIOS

a> Si>

Enesteestudio,hemosdemostradola existenciade finos nerviosvascularesSP-IR

localizadosen el limite entrela adventiciay la mediade las arteriascoronariasde la rata.

Los troncosnerviososde los quese originan estosnerviosse localizan en la adventicia.

La mayor partede las fibraseranfinas y con forma de tirabuzón,aunquetambiénpudo

observarsealgunafibra varicosa.

REINECKE, WEIHE Y FORSSMANN (1980) en cobayas,encontraronque

todo el sistemaarterial coronarioestabainervadopor fibras nerviosasSP-IR: desdeel

origen de las arterias coronariasderechae izquierda a las arteriolas precapilaresy

metaarteriolas.La densidadde fibrasnerviosasy varicosidadesSP-IRparecíadecrecer

a medidaquedisminuyeel calibre de las arteriasno observandoestructurasSP-IRen el

tejido precapilar.Las vénulasmuscularesy venascoronariasmostraronunadensidadde

inervaciónmenosdensapor SP que las arteriasde diámetro mayor.

Tambiénen cobayas,otros autoreshan demostradola existenciade un escasoa

moderadonúmero de fibras nerviosas SP-IR alrededor de las arterias coronarias

normalmentelocalizadas en la adventicia <FURNESS ET AL, 1982; PAPKA Y

URBAN, 1987).
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En lo que todos los estudiosparecenestar de acuerdoes en que las fibras

nerviosas SP-IR están principalmentelocalizadasen las ramas más grandesde la

vascularizacióncoronariarespectoal lechovascularcoronarioterminal. Los capilaresno

están inervados observándosesólo en ocasionesalguna fibra aislada (REIINECKE,

WEIHE Y FORSSMANN, 1980; FURNESSET AL, 1984; WEIIIE ET AL, 1981;

WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN,1984; GERSTHEIMEREl? AL, 1988).

Sin embargo,en un recientetrabajodeGULBENKIAN ET AL (1993)en arterias

coronariashumanas,las fibrasnerviosasSP-IRfueronescasasen las regionesproximales

de lasarteriascoronarias(diámetrointernomayorde 0,8 mm) y aumentaronen número

distalmente(diámetro internomenorde 0,8 mm).

Previamente,también WEIHE ET AL (1981), aunqueen estudioslimitados a

biopsiasendomiocárdicasde pacientescon cardiomiopatíascongestivaso hipertróficas,

no evidenciaronla existenciade fibras en las grandesramasde las arteriascoronanas.

Observaronfibrasnerviosasy varicosidadesrestringidasal plexoperivasculary en íntimo

contactocon arteriolas, capilares y vénulas. No se observaronfibras que inervasen

células miocárdicaso no relacionadascon microvasos.

Nuestrosestudiosconcuerdancon GERSTHEJMERET AL (1988) queafirman

que la mayoría de SP-IR se localiza alrededorde las arterias epicárdicasdonde los

nervios SP-IR no sólo se distribuyen alrededorde los vasossino tambiénen el tejido

conectivosubepicárdico.
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WEIIHE ET AL <1983, 1984> en el gato y perro, observaronque las fibras

nerviosasSP-IRsedisponenfundamentalmenteen localizaciónparavascularmientrasque

VIP lo haceen los plexosperi y paravascular.Nosotrosno observamosclaramenteesta

diferenciaporquela ratatieneintersticiosperivascularesestrechos(enel perroy gatoson

másamplios).

SPesun potentevasodilatadorde lasarteriascoronariasy las fibrasnerviosasSP-

IR queexistenalrededorde las mismaspuedendesempeñarun importantepapel en la

regulacióndel tonovascularcoronarioepicárdico(LOSAY El? AL, 1977;CORR,1992;

GULBENKIAN ET AL, 1993). Actuando a través de receptoresde neuroquininas

localizadosen las célulasendoteliales,induceuna relajación endotelio-dependientedel

músculo liso vascular a través de la liberación de una sustanciavasodilatadora

denominadaFactor Relajantederivado del Endotelio (EDRF) (OKUMURA El? AL,

1992;GULBENKIAN El? AL, 1993).EstágeneralmenteaceptadoqueSP,trasliberarse

de los nervios perivasculares,puede difundir a través de la capa media y activar

receptoresen las célulasendoteliales,queconducena unaliberaciónde agentesrelajantes

tales como EDRF u óxido nítrico. Alternativamente,se ha sugeridoque SP puede

liberarsede lascélulasendotelialesy actuaren susreceptoresparaoriginar la liberación

de EDRE o prostaglandinas(MILNER ET AL, 1989). Las células endoteliales(5 a

10%) de las arteria mesentéricay femoral de la rata contienen SP (LOESCH Y

BURNSTOCK, 1988>. Nosotroshemosdemostradola existenciade SP en las células

endotelialesde arteriasno visto hastaahora.Así, mediantela liberaciónautocrinade SP



sintetizaday liberadalocalmentepor las células endotelialespuedenactivar receptores

endotelialesy representarun mecanismoreguladorlocal del tono vascular.

Por otro lado, ya que las varicosidades SP-IR, que probablementeson

terminacionesnerviosastipo receptor,se han descritono sólo en la adventiciadel arco

aórtico (HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980; REINECKE, WEIHE Y

FORSSMANN,1980) sino tambiénen relacióncon los vasossanguíneos(REINECKE,

WEIHE Y FORSSMANN,1980; WEIHE El? AL, 1981) parecerazonablepensarque

SPtiene una funciónbaro y quimioreceptorasobrelos vasoscoronarios,incluyendolos

segmentosque inervanel nodo sinusal con lo que eleva el rendimientocardiaco y

aumentael flujo sanguíneocoronario.

Como ya se comentóen la introducción, los nervios cardiacossimpáticosson

portadoresdefibrasaferentesqueson lasencargadasdeconducirlos estímulosdolorosos.

Ya quela denervacióndelcorazóndel simpático,extirpandolos cincogangliostorácicos

superioresy el ganglio cervical inferior del tronco simpáticoen la cirugíadel alivio del

dolor de la anginade pechointratable,puedeseguirsede persistenciade algo de dolor

(AN?DERSONY BECKER, 1981; ORTS LLORCA, 1985),secreequealgunasfibras

aferentesdolorosaspuedenhallarseen el vago y siguen su ruta. Estas terminaciones

aferentesterminanen el subendocardioauricular y ventriculary en la valva pulmonarde

los mamíferosincluido el hombre(TALMAN Y KELKAR, 1993).Peroademás,ya que

SP se relacionacon las fibras sensitivasencargadasde la transmisiónde los estímulos

dolorosos,podríamosdeducirque tambiénSP participaen el dolor coronario.Así, SP



se eleva en el líquido pericárdícode pacientescon anginade pecho respectoa los

controlessanos<TALMAN Y KELKAR, 1993).

b) NEY

En cuanto a la inervación vascular cardfacapor fibras NPY-IR, nosotros

encontramosunadensainervaciónpor fibrasnerviosasNPY-IR en las arteriascoronarias

superiora la de SP y muchomayor que la de VIP. Las fibras nerviosassedisponían

alrededorde las arteriascoronariasen la regiónepicárdicacon troncos nerviososde los

se originan finas fibras haciala adventiciay la media.

TambiénUDDMAN El? AL (1985) en cobayasy GORDONET AL (1993)en

corazónbovino, han observadoque los vasoscoronariosreciben unadensainervación

por NPY. Del mismo modo, GERSTHEIiMER El? AL <1988) en cobayas,mediante

estudiosmorfométricos,encontraronque la mayor densidadde inervaciónpor fibras

NIPY-IR se localizabaalrededorde los vasos. Los nervios inmunorreactivospara NPY

se localizaronalrededoro en la vecindadde arteriolasy vasosterminalesy entre los

miocardiocitos.Los nerviosNiPY-IR encontradosalrededorde lasarteriasformaronuna

densared de la cualpequeñasfibras alcanzabanla media. La concentraciónde NPY en

las arteriasfue cinco vecesmayorque la de SP.

En rata y ratón, GU El? AL <1984> describieron fibras nerviosas NPY-IR

rodeandolos vasoscoronarios,particularmentelas ramasarterialesmedianasy pequeñas.

Tambiénen corazónbovino,FORSGREN(1989a,c>describióplexosde fibrasnerviosas
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NPY-IR en las arterias y arteriolas de todas las regionescardíacasexaminadasen la

unión media-adventiciao justo fuerade estaunión.

GULBENKIAN ET AL (1993) en arteriascoronariashumanasobservaronuna

densainervaciónpor fibrasnerviosasNPY-IR tantoanivel proximalcomodistal, incluso

mayor en vasosde calibre menor (diámetro interno menor de 0,8 mm). El número

relativo y distribuciónde los nervios NPY-IR fue semejantea la de los nervios tirosina

hidroxilasa-IR,enzimaque sintetizacatecolaminas.

La observaciónmorfológicade plexosperiarterialesde fibras nerviosasNPY-IR

relacionadascon los vasoscoronarioses compatiblecon el conocidoefecto fisiológico

reguladorde este neuropéptidosobre el flujo cardíacodel corazón(ALLEN ET AL,

1983, 1986). Pero, aunqueinicialmente,diversosautoresobservaronqueNPY produce

vasoconstricciónendotelio-independientede las arteriascoronariasen distintasespecies

(ALLEN ET AL, 1983; EDVINSSON El? AL, 1987; FRANCO-CERECEDAY

LUNDBERG, 1987; PERNOWY LUNDBERG, 1988;RIGEL Y LATHTROP, 1990;

WARNER Y LEVY, 1990a; GULBENKIAN El? AL, 1992; 1993; CIARLEGLIO,

BEINFELD Y WESTFALL, 1993), estudiosmás recienteshan demostradoqueNPY

no tieneefectoen las arteriasepicárdicasgrandesy sólo un débil efectovasoconstrictor

en las arterias coronarias pequeñas (GULBENKIAN El? AL, 1993) originando

constricción de los vasos de resistenciaintramiocárdicos más que de las arterias

epicárdicas.
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Por tanto, aunqueno estádel todo determinadoel significadofuncionalde NPY

en lasarteriascoronariasepicárdicas,esprobablequeparticipeen la modulaciónde las

accionesrelajantesde otrosagentesvasoactivos,ayudandoa mantenerel tono vascular

de las arteriascoronarias.

WELHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) describieron un número

moderadode fibras nerviosasVIP-IR en los segmentosiniciales de ambas arterias

coronariasy muy escasasen algunasvenascoronariasdentrodel epicardioen el limite

media-adventicia.La inervación VIP-IR parecíaestarrestringidaa algunasregiones

cicumcoronariasen la vecindadde los surcos interventriculary coronario,en las partes

distalesde las arteriascoronariasy en las ramasventricularesintra y extramurales.La

densidadde fibras nerviosasVIP-IR pareceaumentarde proximal a distal: el númerode

fibras nerviosas VIP-IR fue bajo en las grandesramas de las arterias coronarias,

moderadoen los vasospequeñosy aumentóconsiderablementeen los vasosmáspequeños

y en la vasculaturaterminal: arteriolas, metaarteriolasy capilares (en éstasúltimas

existen fibras en contacto con el endotelio) y vénulas (muchas fibras VIP-IR se

demostrarona lo largo de la paredendotelial).

Estosdatosestánde acuerdocon DELLA ET AL (1983) en corazónde cobaya

dondevariasarteriascoronariasde pequeñotamaño(demásde 200 micras dediámetro)

se rodearonde un plexo moderadamentedensode fibrasvaricosasúnicas. Sin embargo,

estosautoresno observaronnerviosreactivosa VIP en las venascoronarias.
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Por el contrario, GULBENKIAN El? AL (1993> en arterias coronarias

epicárdicashumanas,sólo detectaronunaspocas fibras VIP-IR aisladastanto a nivel

proximal(arteriascondiámetrointernomayorde 0,8 mm).comodista] (diámetrointerno

menor de 0,8 mm). Nosotros,al igual queestosautores,encontramosfibras nerviosas

VIP-IR en la adventiciade las arteriascoronariasepicárdicaspero con una distribución

máslimitada si lo comparamoscon los otros péptidosestudiados.

TambiénFORSSMANNEl? AL (1988)observaronfibrasnerviosasVIP-IR sobre

todo en los plexos perivasculares(aunque también en número moderadoen los

paravasculares)de las porciones extramurales (ramas principales de las arterias

coronarias),en los vasosintramurales,sóloen las de las aurículasaunquela densidadde

inervaciónVIP-IR fue mayor en las pequeñasarteriasy arteriolasque en las grandes.

Raramenteen la adventiciade las venascoronarias.

Los resultadosde diversosestudioshan llegadoala conclusiónde queVIP induce

unapotenterespuestavasodilatadoraen diversoslechosvascularesy en vasosaislados

(EKLUND ET AL, 1979; HEISTAD ET AL, 1980; LUNDBERG, 1981; DELLA ET

AL, 1983).En el corazón,esun potentevasodilatadorcoronario(BRUM El? AL, 1986;

HOOVER, 1989; GULBENKJAN El? AL, 1993>. Su efectovasodilatadorpareceser

directo, a travésde receptoresespecíficospara VIP existentesen las membranasde las

arteriascoronarias(HUANG Y ROORSTAD,1987) e independientede la presenciade

endotelio intacto (BENY, BRUNET Y HUGGEL, 1986). Sin embargo,en otros casos,

como en la aortade la rata, en la arteriapulmonarbovina y en la arteria esplénica
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humana,VIP originavasodilataciónpor un mecanismoendotelio-dependiente(SATA El?

AL, 1988).

Además, en el corazón, si VIP interaccionacon el músculo liso arterial

independientementedel endotelio intacto, las alteracionesde la íntima en los procesos

patológicosno alteraríanla vasodilataciónproducidapor estepéptido. Esto es de gran

importanciaporqueuna deficienciaendotelialpuederesultaren unaalteracióndel tono

muscularcoronario en las enfermedadescoronarias.Además,en estadospatológicos

comoel shockhemorrágicoy endotóxicoen perros,se ha demostradoqueVIP se libera

a la circulación. Estepéptidopuedeservir paraaumentarel flujo sanguíneoa órganos

vitalescomoel corazón,cerebroy tractodigestivo (SAffi, 1987).

I.d.-. GRANDES VASOS

Nosotrosobservamosla existenciade fibras nerviosasSP-IRen la adventiciade

las arteriasa modode largasfibrascon disposiciónparavascular.También FALCK El?

AL (1962) y WHARTON ET AL (1981) describieronunaextensaredde gruesasfibras

SP-IRintensamentefluorescentesalrededorde los vasospulmonaresy aorta.

Ademástambiénfinas fibras varicosasSP-IRfueronobservadasen la íntima de

la paredde los vasos.Esto no ha sido observadopor otros autorespreviamente.
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En nuestrosresultados,hemosobservadouna inervaciónmoderadamentedensa

por fibras NPY-IR fundamentalmentea nivel de la adventiciade la aortaproximal y

troncopulmonarde forma varicosay en ocasioneslongitudinal (Figs. 90 a95). Estoestá

de acuerdo con los estudiosrealizadospor ALLEN ET AL (1985a) en ratas, que

observaronpocasfibras nerviosasNPY-IR en la paredde distintaspartesde la aorta

(cayadoaórtico aortatorácicay porción anterior de la aortaabdominal).

Por el contrario,UDDMAN ET AL (1985) en cobayas,describieronuna densa

inervación por fibras NPY-IR en aorta torácica, grandesarterias pulmonares,arteria

carótidacomún,carótidaexternay polígonode Willis. Observaronestos autoresque la

densidadde inervaciónpor fibrasNPY-IR disminuyea medidaquela aortadesciendeen

la cavidadabdominal.Sin embargo,a medidaqueel diámetrode las arteriasmusculares

disminuye, la densidad de NPY-inmunorreactividadaumenta. Esta distribución es

semejanteala inervaciónadrenérgicadelos vasossanguíneos(UDDMAN El? AL, 1985;

ALLEN El? AL, 1985a>.

En nuestroestudio,la densidadde fibrasnerviosasVIP-IR en los grandesvasos

que se originan del corazón fue mucho menor que la de SP y NPY. No obstante,

observamosfibras VIP-IR muy finas y varicosasen la unión media-adventicia.

WEIIHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) también demostraron la

existenciaen distintosmamíferos,de fibrasnerviosasVIP-IR en pequeñadensidaden la

unión media-adventiciade la aorta ascendente,tronco pulmonary venas pulmonares
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siendomuy rarasen las venascavas. Algunasvecesalcanzabanlas células musculares

lisas más externasde la media, y ademásinervaronalgunosvasosde los vasavasorum.

También nuestros resultadosconcuerdancon DELLA El? AL (1983) que

describieronunainervaciónescasapor fibrasVIP-IR en el corazóny grandesvasos(aorta

ascendente,tronco pulmonary arteriasprincipalespulmonares)en el cobaya.En todas

las demásarterias(aortatorácica, ilíacas,femoral,poplítea,carótidacomúny subclavia)

la inervaciónfue muy escasa.Esto contrastacon la inervaciónpor SP, moderadamente

densaen el corazóny densaen las grandesarterias y vena cavacerca del corazón

(REINECKE, WEIIIE Y FORSSMANN, 1980; PAPKA El? AL, 1981; WHARTON

El? AL, 1981; FURNESSEl? AL, 1982).Ademásla densidadde inervaciónpor fibras

VIP-IR esgeneralmentemayoren lechosvascularesregionales(mesentérico,reproductor

y cerebral)queen losgrandesvasos(exceptoen la aortaabdominaldondehallaronfibras

VIP-IR másabundantesa modode hacesparaleloscon interconexiones).Porel contrario,

la densidadde fibras SP-IR(con excepciónde los lechosesplácnicos)disminuyehacia

la periferia <DELLA El? AL, 1983).
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II) EFECl?OS DERIVADOS DEL TRATAMIENl?O CON 6-HIDROXIDOPAMINA

(6-OH-DA

)

ll.a.- EFICACIA DE LA SIMPA1’ECl?OMIA OUIMICA CON 6-OH-DA

PORl?ER, TOTARO Y STONE <1963) fueron los primerosen demostrarlos

efectosbiológicosde 6-OH-DA en cuantoa su capacidadde producir deplecciónde Nor

de los corazonesde ratonesy penos,observandoque la duraciónde la acciónde esta

sustanciaeramayor quela de otrosagentesfarmacológicosconocidoshastaentonces.

Posteriormente,l?HOENENYTRANZER (1968)demostraronqueel tratamiento

sistémico con 6-OH-DA originaba alteraciones morfológicas selectivas en las

terminacionesnerviosasadrenérgicasmientrasque las célulasde Schwam, las células

musculareslisas y las terminacionesnerviosascolinérgicasno mostrabanalteración.A

los 3-4 meses del tratamiento con 6-OH-DA, detectaron regeneración de las

terminacionesnerviosasadrenérgicasen el corazóny otros órganos.

Estos y otros estudiosposterioreshan probado la validez de 6-OH-DA para

producirsimpatectomiasiendo, por tanto, uno de los agentesmásempleadosen estudios

experimentales(KOSTREWA Y JACOBOWITZ, 1974; ALLEN El? AL, 1985a).
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Además,sehademostradoquela simpatectomiaquímicacon6-OH-DA essimilar

a la obtenidacon denervación quirúrgica o inmunosimpatectomía(THOENEN Y

TRANZER, 1968; MACCARRONE Y JARROT, 1987).La principal ventajade la 6-

OH-DA respectoalos otros métodosde simpatectomíaessu gransimplicidady suefecto

generalizado.No obstante, tras tratamientocon 6-OH-DA existen diferenciasentre

órganos. THOENEN Y TRANZER <1968> observaronqueel contenidode Nor tras

tratamiento con esta sustancia se redujo en el corazón y bazo a 7,6 y 5,1%

respectivamente,mientrasqueen conductodeferentesólo se redujo al 18,8%.También

observarondiferenciasentreespeciesy según las vías de administracióny dosis de

tratamiento.

En general,pareceque los terminalesadrenérgicosen el corazóndel ratón son

mássusceptiblesa la lesión por 6-OH-DA quelosdel corazónde la rata.Dosis similares

de 6-OH-DA (20 mg/kg intravenosa)parecendisminuir el contenido de Nor en el

corazón del ratón a una mayor extensiónque en el corazón de la rata en todos los

períodosde tiempoestudiados(KOSTRZEWA Y JACOBOWITZ, 1974).

En cuanto a la vía de administración,empleamosla intraperitoneal,porque

ademásde su fácil realización,sehaobservadoquetanto la administraciónde 6-OH-DA

por vía intraperitonealcomo intravenosa,parecenser igualmenteefectivasen producir

simpatectomía.En el corazónde la rata, una dosisde 20 mg/kg intravenosapareceser

casiequivalentea 30 mg/kg intraperitonealcuandose mide la concentraciónde Nor tras

48 horasdel tratamiento(KOSTRZEWA Y JACOBOWITZ, 1974>.
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Respectoa las dosis de tratamiento, diferentesesquemasse han empleado,

observándoselos resultadosde la simpatectomíaa diferentesintervalosde tiempoentre

la última dosis de 6-OH-DA y el sacrificio de los animales.En el corazón,seha visto

que unadosis moderadade 6-OH-DA producealteracionesen las neuronascardiacas

simpáticas que tardan en recuperar su patrón de inervación normal 3-4 meses

(KOSTRZEWA Y JACOBOWIl?Z, 1974>.

En el corazón,la neurotransmisiónsimpáticaestámediadapor dos mensajeros:

Nor y NPY quecoexistenen los terminalessimpáticosqueinervanlos vasoscoronarios,

músculocardíacoy tejido nodal (LUNDBERG ET AL, 1982; 1983; 1985b;EKBLAD

ET AL, 1984; GU ET AL, 1984; ALLEN El? AL, 1985a; STERNINI Y BRECHA,

1985; UDDMAN ET AL, 1985; DALSGAARD ET AL, 1986). Los datos queponen

de manifiestola coexistenciade NPY y Nor en los nervioscardiacossimpáticosson: a)

la simpatectomíareducetanto los nivelesde NPY comodeNor, b) NPY y Nor se liberan

juntos tras estimulacióndirecta de las neuronascardíacassimpáticas, y c) NPY se

encuentra,en la mayorpartede las fibrasnerviosasque tambiénson inmunorreactivas

paratirosina hidroxilasay DA-B-OHlasa.

Considerandoestosdatos,y teniendoen cuentaqueel tratamientocon6-OH-DA

originadegeneraciónde los terminalesnerviososdelasneuronasadrenérgicas,en nuestro

estudio observamosque la deplección más completa de N?PY (y con ello, la

simpatectomiamáscompleta),seconsiguiócuandolos animalessetrataronconunadosis

total de 150 mg/kg. Una semanadespuésde la última dosis de 6-OH-DA, sólo se
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observaronfibras nerviosasaisladasNPY-IR en algunaspreparacionesde la aurículay

en torno a los vasoscoronarios. Sin embargo,a dosis más bajasde tratamiento (75

mg/kg> persisteunamayor densidadde fibrasnerviosasNPY-IR quecon dosisde 150

y 500 mg/kg. La densidadde fibras nerviosasNPY-IR trasadministraciónde estosdos

protocolosde tratamientofue semejante.

Consideramos,por tanto, válido nuestrotratamientocon 150 mg/kg de6-OH-DA

en rataspor dos razones.En primer lugar, por la evidenciade simpatectomíarealizada

por diversos autorescuyos trabajos han sido realizadosprincipalmenteen ratas y en

segundolugar, indirectamentepor la deplecciónsemejantede NPY a dosisde 150 y 500

y menora dosisde 75 mg/kg.

Además,el tratamientocon 6-OH-DA de ratasadultasrevelóquela altadensidad

de fibrasnerviosasNPY-IR observadaen los corazonesde los animalessin tratar,mostró

una reducciónsignificativatras tratamientocon 6-OH-DA, dato quesecorrespondecon

la evidenciaelectrofisiológicay farmacológicade una denervaciónautonómicafuncional

(GORDON El? AL, 1993).

UIt.- EFECTOS DE LA SIMPATECTOMIA CON 6-Oil-DA SOBRE LA

DISTRIBUCION DE NPY EN EL CORAZON Y GRANDES VASOS

Nuestrosestudiosestándeacuerdocon los resultadosdela simpatectomiaquímica

y quirúrgica en otros animales experimentalesdonde se han descrito reducciones
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significativasde losnivelesde NPY y Nor (LUNDBERG El? AL, 1982; 1985b;ALLEN

El? AL, 1985a; MORRIS ET AL, 1986; DALSGAARI) El? AL, 1986;

MACCARRONE Y JARROT, 1987; GORDON ET AL, 1993).

Así, en un recientetrabajo, GORDON ET AL (1993) han observado una íntima

correlaciónentrelos nervios tirosinahidroxilasa-IRy los nerviosNPY-IR en respuesta

a la denervaciónquirúrgica. En los grupos control, NPY representóel 45% de la

inervacióntotal del miocardiode la AD y tirosinahidroxilasael 20%. Trasdenervación

quirúrgica (crioablación), los nervios NPY-IR y tirosina hidroxilasa-IR en la Al)

representaronsólo el 1,01% y 0,92% respectivamentede la inervación miocárdica

intacta.

Nosotrosobservamosquecondosisde 150mg/kg, la densidadde fibrasnerviosas

NPY-IR se redujo considerablementeen todas las zonas estudiadas(sistema de

conducción, paredes cardíacas, vasos coronarios y grandes vasos). No obstante,

encontramosdiferenciasentrelas distintasregiones.Así, en ventrículosy en sistemade

conducciónla deplecciónfue mayor,no identificándoseNPY-IR en la mayorpartede las

preparaciones.Por el contrario, en aurículasy septum interauricular, tras el mismo

esquemade tratamiento,seobservóunaconsiderabledensidadde fibras nerviosasNPY-

IR (Figs. 109 a 112).

Como ya hemosdicho, el tratamientocon 6-OH-DA originadegeneraciónde los

terminalesnerviososde lasneuronasadrenérgicasperiféricasy, por tanto, del contenido

25J



de NPY presenteen las mismas.Si el tratamientocon estasustanciaha sido efectivoal

100%, las fibras nerviosasquese observentrasel tratamiento,debenserde origenno

simpático. Es decir, si todala IR para NPY desaparecetras tratamientocon 6-OH-DA,

todas las fibras existentesen el tejido serán de origen simpático; si se observa un

porcentaje,suorigen seráprincipalmenteno simpático.

Nuestroshallazgosen cuantoa la grandeplecciónde los nervios NPY-IR tras el

tratamientocon 6-OH-DA nos hacepensarque la mayotía, al menos, tiene un origen

extrínsecoy probablementerepresentanneuronassimpáticaspostgangliónicasque se

originan del ganglio estrellado y de otros ganglios paravertebralesdonde se han

identificadocuerposcelularesquecontienenNPY (LUNDBERG ET AL, 1982; 1983;

STERNINI Y BRECHA, 1985). Sin embargo,ya queno seha realizadodenervación

quirúrgicano sepuedeexcluir quela NPY-IR sederivetambién,al menosen parte, de

otros orígenesextrínsecos.

Esto estáde acuerdocon los resultadosde diversosautoresquemuestranque la

inervaciónpor NPY esprincipalmenteextrínsecade origen simpático(ALLEN ET AL,

1985; STERNINI Y BRECHA, 1985; DALSGAARD ET AL, 1986; WHAR1’ON El?

AL, 1988). Las fibras nerviosasNPY-IR en el sistemade conducciónbovino también

presentaninmunorreactividadparaDA-13-hidroxilasa,lo que indica quederivande los

nervios simpáticos,aunquealgunos nervios con DA-13-hidroxilasano contienenNPY

(FORSGREN,1989a).Además,WARNER Y LEVY (1990b) handemostradoquela

mayoríade las fibras simpáticasquecontienenNPY que inervanel nodo SA seoriginan
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en los ganglios del lado derechomientrasque los inervan el nodo AV se originan

predominantementeen los gangliosdel ladoizquierdo (aunquetambiénexisteinervación

bilateral). Esto está de acuerdocon la simetría existente en la inervación cardíaca

simpáticadonde algunas regionescardiacasestán inervadaspredominantementepor

neuronassimpáticaspostganglionaresquese originan en el lado derechoo en el lado

izquierdo(WARNER Y LEVY, 1990b).

La coexistenciade NPY y Nor en las mismas fibras está apoyadapor los

siguienteshallazgos:1) La distribucióndefibras NPY-IR es la mismaquela de las fibras

que contienencatecolaminas (EHINGER El? AL, 1968; STERNINI Y BRECHA,

1985); 2) los nerviosNPY-IR, al igual quelos nervioscatecolaminérgicos,seeliminan

o estánmarcadamentereducidosa igual magnitudtras tratamientocon 6-OH-DA. Estos

datos sugierenque todas las fibras NPY-IR en el corazón, al igual que los nervios

perivascularesNPY-IR en otrosórganosperiféricos<LUNDBERG ET AL, 1982; 1983;

EKBLAD El? AL, 1984)contienencatecolaminas.Es interesanteobservar queel patrón

de inervación del sistemacardiovascularpor fibras NPY-IR difiere del observadoen

otros tejidos como el tracto gastrointestinal,donde: 1) la mayoría de los nervios

catecolaminérgicosno vascularesno contienen NPY y 2) los nervios NPY-IR no

necesariamentecontienencatecolaminas(LUNDBERG ET AL, 1983; STERNINI Y

BRECHA, 1985>.

STERNINI Y BRECHA (1985) en cobayas, no encontraron evidencia de que

exista coexistenciade NPY con fibras colinérgicaso con fibras que contenganotro
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materialpeptidérgico.Estos y otros autoresno han mostradocorrespondenciaentrela

distribución y densidadde nervios NPY-IR con los que contienenacetilcolinesterasas

(EHINGER El? AL, 1968; WHARTON El? AL, 1981>, con VIP (WEIHE Y

REINECKE, 1981; DELLA El? AL, 1983) ni con SP (REINECKE, WEIHE Y

FORSSMANN, 1980; WEIHE Y REINECKE, 1981; WHARTON El? AL, 1981;

HOUGLAND Y HOOVER, 1983). Por tanto, NPY coexistecon catecolaminasen el

corazóny estáseparadode laspresuntasfibrascolinérgicasy sensitivas.

Aunquemorfológicamentelos diversosneuropéptidosparecenestaren distintas

terminacionesnerviosas,AMERIiNI El? AL (1991> intentaron establecersi existen

interaccionesrecíprocas entre los transmisoresadrenérgicosy no-adrenérgicos-no-

colinérgicos(NANC) en el corazónen preparacionesaisladasde aurículade cobaya.

DemostraronqueNor y otroscotransmisores(NPY y ATP) modulanla funcióneferente

de las neuronasNANC sensiblesacapsaicinayaque son capacesde inhibir la respuesta

excitadoraala estimulacióndelos nerviossensitivosdeformaconcentracióndependiente.

Este efecto inhibidor parece realizarse a nivel preyuncional. Por el contrario, la

neurotransmisiónadrenérgicano se influye por los neuropéptidosde los terminales

NANC como SP, NKA y CGRP ya que no modifican la respuestacardíacaa la

estimulaciónde campoeléctrico.

Por otro lado, hay que destacarque Nor, NPY y ATP se liberan de las

terminacionesnerviosascardiacasadrenérgicasen distintascondicionespatológicascomo

infarto agudode miocardioe isquemiacardiaca.Se havisto queestassituacionesindican
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la liberación de los terminales nerviosos cardiacos NANC de CORP que induce

respuestascrono e inotrópico.

Por tanto,el control inhibidor de la función eferentede lasneuronasNANC por

cotransmisiónsimpáticapuederepresentarun mecanismoimportantede autoregulación

en talescondicionespatológicas.

Podemosconcluir de todo éstoque, aunquelos hallazgosmorfológicosmuestran

que varios sistemasque contienenpéptidos están implicados en la regulaciónde la

función cardiovascular,y que pareceque quizás cada uno de ellos tiene papeles

separados,la evidenciafisiológicapuedeprovocarqueaunqueen terminacionesnerviosas

separadasinteraccionanunas con otraspara manteneruna regulaciónde las funciones

fisiológicas.

Por otro lado, la demostraciónen nuestroestudiode fibras nerviosasNPY-IR,

fundamentalmenteen la aurículade los animalessimpatectomizados(aunqueen menor

densidad que los no tratados) puede indicar que el péptido también existe en una

subpoblaciónde nervioscardíacosintrínsecos.Dependiendode la especieanimal, seha

observadoque NPY también puede estar localizado dentro de ciertas neuronasno

adrenérgicasen los ganglios cardíacosintrínsecos,tanto in vivo (MORRIS ET AL,

1986; GU El? AL, 1984) como in vitro (HASSALL Y BURNSTOCK, 1984). No

obstante, tanto en corazón bovino (GORDON ET AL, 1993) como en el humano

(WHARTON ET AL, 1990b> no se han identificado células ganglionaresNPY-IR
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aunque WHARTON ET AL (1990b) han observado nervios aislados NPY-IR en los

corazonestransplantados.

Pero, por otra parte, la existenciade nerviosNPY-IR trasel tratamientocon 6-

OH-DA podría ser debido, no a un origen intrínseco sino a una simpatectomía

incompleta. Pensamos,comohemosexpuestoen el apartadoanterior,queaunqueexiste

un grado de variabilidaden la extensiónde la simpatectomíaentreanimales,nuestro

esquemade tratamientocon 6-OH-DA empleandodiferentesdosisy distintos intervalos

de tiempo,haceque podamosconsiderarla simpatectomíacomocompletay admitir la

probableexistenciade nervioscardíacosintrínsecosNPY-IR.

Además,los estudiosmediantesimpatectomíaquirúrgicapor MACCARRONE

Y JARROT (1987) demostraronque el 50% del contenidode NPY en la Al) de la rata

no está presenteen las neuronassimpáticasclásicasque se originan de los ganglios

cervicalesmedioe inferior ya que, aunquela simpatectomíabilateralprodujodeplección

casi total del contenidode Nor dela AD (1,8% del total), el 50% de NPY-IR seobservó

en el tejido.

TambiénHASSALL Y BURNSTOCK(1984) demostraronquealrededordel 20

al 50% de las neuronasintracardíacaseranNPY-IR. EsteNPY, por tanto, no selocaliza

exclusivamentedentrode las fibras nerviosassimpáticasya queno se han demostrado

catecolaminasendógenasen los nervios intrínsecos del corazón (HASSALL Y

BURNSTOCK, 1984; DALSGAARD ET AL, 1986; FORSGREN, 198%). Esto es
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similar a lo queocurre en el intestino: FURNESS El? AL (1983>, han observado que

algunas,perono todas,las fibrasnoradrenérgicasextrínsecasencontradasen el intestino

de cobayaexpresanNPY-IR. Sin embargo,unapoblaciónde neuronasintrínsecasN?PY-

IR también estuvo presenteen los plexos submucosoy mientérico en regionesdel

intestinoqueno contienencuerposcelularesnerviososnoradrenérgicos.

En el estudio de FORSGREN (1989b),algunascélulasganglionaresNPY-IR se

asociaroncon el nodo SA aunquela gran mayoríano conteníanNPY, ningunade las

célulasganglionaresconteníaIR a tirosina hidroxilasao DA-13-OHasa. Se identificaron

finas fibrasvaricosasque conteníanNPY sólo, DA-13-OHlasasóloo los dosjuntosfuera

de los gangliosy cercanoa ellos. Estopuedeindicaruna íntimarelaciónentrelos nervios

simpáticosy los nervios intrínsecosquecontienenN?PY y estos ganglios.

Mientras que FORSGREN(1989a,c) consideraque las células ganglionares

intrínsecasquecontienenNPY posiblementerepresentenuna subpoblaciónde células

ganglionaresparasimpáticas,Sl?ERNINI Y BRECHA (1985) observaronqueno existe

correlaciónentrela distribuciónde fibras nerviosasNPY-IR y la de las fibras nerviosas

acetilcolinesterasapositivas.No obstante,seha visto coexistenciacon VIP en el corazón

(FORSGREN,1989c) y algunosautoreshan postuladoqueen el corazónparecehaber

al menosdos tipos de fibras nerviosasque contienenNPY: 1) las fibras nerviosas

simpáticasy 2) neuronasintrínsecas,no simpáticasquecontienentambiénVIP.
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CORR El? AL <1990) han observadoque la densidadde las fibras nerviosas

simpáticasy no simpáticasque contienenNPY en el corazónno es constantesino que

cambia con la maduraciónnormal. Estudios en otros órganosham demostradoque

tambiénpuedencambiarcon enfermedadestalescomola hipertensión(BIJRNSTOCK,

1990) pero hasta la fecha no existe información sobre los cambiosen la inervación

peptidérgicadel sistemade conduccióndel corazóncon la edado la enfermedad.
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III) EFECTOS DERIVADOS DEL TRATAMIENTO CON CAISAICINA

ilLa.- VALORACION DEL METODO DE l?RATAMIENTO CON CAPSAICINA

Mientrasquedosis(en el rangode~gIkg)o concentraciones(enel rangodenM-~M)

bajasde capsaicinaestimulanlas fibrasnerviosassensiblesaestasustancia,la administración

de dosissistémicasgrandes(enel rangode mg/kg),originaunaablaciónfuncionalde dichas

fibras (GAMSEET AL, 1981; UCHIDA, YAYO Y WATANABE, 1993). Los resultados

obtenidosenestetrabajoenanimalespretratadosconcapsaicinaponende manifiestoqueesta

sustanciaorigina unamarcadareducciónen el númerode fibras SP-IRen todaslas áreas

estudiadasdel corazónde la rata.

Paradeterminarla dosisapropiadade capsalcinaqueorigine la mayordeplecciónde

SP en el corazóny grandesvasosde la rata empleamosdosprotocolosde tratamientocon

capsaicina.

Al utilizar unadosistotal de 260 mg/Kg de capsaicinaintraperitoneal(distribuidaen

4 dosis sucesivasde 40, 40, 80 y 100 mg/Kg) y analizar los datosinmunohistoquimicos,

apreciamosuna desaparicióncasi completa de fibras nerviosas SP-IR. Solamentese

observaronfibras ocasionalesSP-IRen preparacionesaisladas.
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Aunquediversosautorescondosissistémicasmenoresde capsaicinahandemostrado

una deplecciónpermanentede SP-IR en el corazóndel cobaya:dosistotalesde 110 mg/kg

(PAPKA Y URBAN, 1987) y de 125 mg/kg <GAMSE El? AL, 1981; YONEI, HOLZER

Y GUTII, 1990;UCHIDA, YANO Y WATANABE, 1993)nosotros,con las mismasdosis,

encontramosfibras nerviosasSP-IR aunqueen menor cantidad que en los animales no

tratados,en diversaspartesdel corazón(miocardioauricular, nodoAV y grandesvasos).Se

ha observadoqueuna dosistotal de 125 mg/kg depleccionaSP de los terminalesnerviosos

de la córnea,ganglio trigémino y nervio vago en ratasadultas(GAMSEET AL, 1981).

Por el contrario,otros autoreshanempleadodosismayoresdecapsaicinaque las de

estos autores y las nuestras. PAPKA ET AL (1981) y FLJRNESS ET AL (1982)

administraronunadosistotal de 775 mg/kg a cobayasobservandounamarcadadeplección

de SPen prácticamenteen todos los nervios del sistemacardiovasculara los 45 y 60 días

respectivamente.PeroaunqueBUCK Y BURKS (1986),en cobayas,con unadosistotal de

1250mg/kg de capsaicina,objetivaronunamarcadareduccióndelcontenidode SPen el asta

dorsal de la médula espinal, GAMSE El? AL (1981) observaron un efecto similar en esta

zona con la décimaparte de dicha dosis. Diversos estudioshan demostradoque dosis

mayoresde 950 mg/kg de capsaicinano son más efectivasen producir alteraciónde los

mecanismosnociceptivosen la rataquedosismenores(GAMSE, 1982;BUCK Y BURKS,

1986). Estedato, junto con los resultadosmorfológicos obtenidosaquí, indican quedosis

extremadamentealtasde capsaicinaen ratasadultasno son másefectivasquelasempleadas

en nuestroestudio. Ademásla desaparicióncasi completade las fibras nerviosasSP-IRen

nuestroestudio,nos haceconsiderarcomo válido el esquemade tratamientoempleado.

4,4 3-tuI



llLb.- EFECTOS DE CAPSAICINA SOBRE LA DISTRIBUCION DE SP EN EL

CORAZON Y GRANDES VASOS

Las fibras aferentesprimarias de pequeñodiámetro (tipo C no mielínicasy tipo A

2 mielínicas)proyectaninformaciónnociceptivade los tejidos periféricosal SNC; muchas

de talesfibrascontienenSPcomoprobabletransmisorde la informaciónaferentenociceptiva

<LUNDBERG ET AL, 1985a>.

Los ganglios sensitivosvagales y/o sensitivosde la raíz dorsal son los lugares

potencialesde origen de las fibras nerviosascardiacasSP-IR ya que se han demostrado

cuerposcelularesSP-IR en las neuronasde estos ganglios (LJRBAN Y PAPKA, 1985;

PAPKA Y URBAN, 1987).El origen de los nerviosSP-IRdel corazónsepuedeestudiar

por métodos fisiológicos, por experimentosde sección de nervios y con la neurotoxina

capsaicina.Estudiosprevioshan establecidoque capsaicinatiene una acciónselectivasobre

ciertos tipos de neuronassensitivasprimariasqueincluye la degeneraciónde las fibras tipo

C y deplección de SP-IR de las fibras aferentes primarias (PAPKA El? AL, 1981;

LUNDBERG, HUA Y FRANCO-CERECEDA,1984; PAPKA Y LJRBAN, 1987). Este

procesotambiénocurreen aquellosnervios queinervanel corazón.

Nosotrosencontramosquela inervaciónpor fibrasnerviosasSP-IRestuvototalmente

ausentede los corazonesde la mayoríade las ratastratadascon capsaicina(Figs. 126 a 135).

En unos pocos casos, fibras nerviosasSP-IR parecieronresistentesal tratamiento con

capsaicina(Fig. 136).



De estosdatospodemosdeducirquela inervaciónSP-IRseoriginadeNEURONAS

SENSITIVAS PRIMARIAS (CUELLO, DEL FIACCO Y PAXINOS, 1978; GILLIS ET

AL, 1980; HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980) por diversasrazones.En

primer lugar, por el patrón de distribución de las fibras SP-IR en los nervios peri y

paravascularesasí como en nervios pericárdicos, epicárdicos,endocárdicosy valvulares

habiéndosepropuestoque las fibras nerviosasSP-IR son haro y/o quimiorreceptoresdel

corazón(PAPKA ET AL, 1981; WEIRE Y REINECKE, 1981; WHARTON ET AL,

1981; REINECKE Y FORSSMANN, 1984) y del senocarotideo(GILLIS El? AL, 1980;

HELKE, O’DONOHUEY JACOBOWITZ, 1980>. En segundolugar,por la evidenciaen

el presenteestudioy en los dediversosautoresde la deplecciónde SPen el corazóny vasos

de unavariedadde órganosy tejidos (PAPKA ET AL, 1981; FURNESSET AL, 1982)tras

administraciónde capsaicina, sustanciaque afecta selectivamentelas fibras nerviosas

nociceptivas.

Además,el tratamientocon capsaicinade ratasen el períodoneonatal,originauna

reducciónsignificativade la actividadrefleja no cardiacaharo y quimiorreceptora(WEmE,

REINECKE Y FORSSMANN, 1984).

Las fibrasnerviosasSP-IRdescritasen esteestudioprobablementeestánpresentesen

los nerviosaferentesvagalesquetienenreceptoresterminalesen distintaslocalizacionesdel

corazón.En la rata, se ha observadoque SP estápresenteen las fibras aferentesharo y

quimiorreceptorasque terminan en el núcleo del tracto solitario (GILLIS El? AL, 1980;

HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980). Los cuerposcelularesde estasfibras
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SP-IR están localizadasen el ganglio nodoso del vago (LUNIDBERG El? AL, 1978;

HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWIl?Z, 1980; RECHAROl? El? AL, 1986; ‘I7AY Y

WONG, 1992>.

[D.c.- EFECTOS DE CAPSAICINA SOBRE NPY Y VII>

.

No se han observadodiferenciassignificativasde densidadde inervaciónpor fibras

nerviosasNPY- y VIP-IR entre los animalespretratadoscon capsaicinay las ratas no

tratadas.El tratamientosistémicode animalesadultoscon capsaicinaha demostradoqueno

se alteran los niveles de VIP ni de NPY en el sistemacardiovascularo en las aferentes

sensitivasen la medidaquese depleccionaSP (PAPKA ET AL, 1981; DELLA El? AL,

1983; BUCK Y BURKS, 1986). Esta sustancia produce una pequeña reducción en los

niveles de Somatostatina de las neuronas sensitivas (GAMSE El? AL, 1981), una

disminuciónde Colecistoquininadelastadorsaly unareducciónparcialde Acetilcolinesterasa

en el corazón(PAPKA El? AL, 1981>.

Los resultadosde nuestroestudioy los de otros autoresindican,por tanto, que los

efectosneuroquimicosde capsaicinason específicospara las neuronasaferentesprimanas.

Tanto en ratascomoen cobayas,el tratamientosistémicoconcapsaicinano depleccionóSP

en el astaventral,hipotálamoy otrasáreascerebrales,intestinoy glándulaadrenal.Además,

capsaicinadepleccionaSP de los tejidos susceptiblesde días a semanasdespuésdel

tratamiento, sin alteraciones o con cambios mínimos en los niveles de otros posibles

neurotransmisores(GAMSE El? AL, 1981; BUCK Y BURKS, 1986).
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CONCLUSIONES

1.- El estudioinmunohistoquimicodel presentetrabajomuestraquelos nervios

NPY-IR representanla subpoblaciónprincipal de nervios quecontienenpéptidosen el

corazóndela ratay estánampliamentedistribuidosen el tejido de conducción,aurículas,

ventrículos,arteriascoronariasy válvulascardíacas.

2.- El sistemade conduccióncardíacopresentainervaciónpor fibras nerviosas

peptidérgicas(SP, NPY Y VIP) con diferenciasen la densidady distribuciónentrelos

tres neuropéptidos.

3.- El nodoSA muestraunadensainervaciónpor fibrasnerviosasSP-y NPY-IR,

mayorparaNPY. Por el contrario, no se observanfibras VIP-IR.

4.- En el septuminterauricular,la densidadde inervaciónesbajaparaSP,tanto

a nivel proximalcomodistal. FibrasnerviosasNPY- y VIP-IR seidentificanen acúmulos

localizadosen la porción superiordel septum.

5.- La mayordensidadde fibrasnerviosasNPY-IR en el sistemade conducción

se observaen el haz AV con fibras largas y con distribución heterogénea.Por el

contrario, la distribuciónes homogéneay moderadamentedensaparaSP y VJP.
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6.- En las ramasderechae izquierdadel haz AV, existenfibrasnerviosasSP- y

NPY-IR tantoa nivel proximal comodistal. Sin embargo,la densidadparaVIP esmuy

escasao inexistente.

7.- La distribución y densidadde fibras nerviosasNPY-, SP- y VIP-IR en el

subendocardiode ambosventrículosessemejante,identificándoseen la zonadeinserción

de las válvulasMitral y Tricúspide, Mientrasque en miocardio existealta densidadde

inmunorreactividadparaNPY, no seobservaparaSP ni paraVIP.

8.- La inervación de ambas aurículases moderadamentedensapara los tres

neuropéptidosen subendocardio,miocardioy subepicardio.

9.- En la zonade inserción de las válvulasMitral y Tricúspideseobservauna

densainervaciónde fibrasNPY-IR, moderadaparaSP y bajaparaVIP. Estasfibrasno

alcanzannuncael bordelibre de las valvas.

10.- Las arteriascoronariasepicárdicasestándensamenteinervadaspor fibras

nerviosaspeptidérgicasperivasculares.La mayordensidadcorrespondeafibrasnerviosas

SP-IR; tambiénse observaalta densidadde fibras nerviosasNPY-IR mientrasque la

inmunorreactividadparaVIP es muy baja.
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11.- En aorta, se observanfibras nerviosasSP-IR a nivel proximal, medio y

distal. La densidades menor para NPY y mucho menor para VIP. La densidadde

inervacióndecrecede proximal a distal.

12.- En arteriapulmonar,la densidadde inervaciónesmuchomenorparalos tres

neuropéptidosque la existente en aorta. Para NPY, sólo se observanfibras a nivel

proximal y medio y no se identifican fibras nerviosasVIP-IR.

13.- En el espaciointeraortopulmonar,seobservanfibrasnerviosasNPY- y VIP-

IR intensamentefluorescentes.No se observanfibras nerviosasSP-IR.

14.- La administraciónintraperitonealde 150 mg/kg de6-OH-DA esun protocolo

de tratamientoválido pararealizarsimpatectomíaquímica en ratas. Con estadosis, se

consiguela deplecciónmáscompletade fibrasnerviosasNPY-IR y similar ala producida

condosis mayoresde estasustancia.

15.- Mientrasqueexiste

trassimpatectomíaquímicacon

modificacionessignificativasen

VIP-IR.

unadeplecciónsignificativade fibrasnerviosasN?PY-IR

6-OH-DA, el tratamientocon estasustanciano produjo

la densidady distribución de las fibras nerviosasSP- y

16.- Dosis totales de 260 mg/kg de capsaicinasubcutánea,producen una

desapariciónprácticamentecompletade las fibras nerviosasSP-IR.
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17.- La capsaicinano alterópracticamenteel patrónde densidady distribución

de las fibras nerviosasNPY- y VIP-IR.
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