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STIFICACION Y OBJETIVOS



Cldsicamente, se ha considerado que el corazon posee una inervacion extrinseca
constituida por neuronas simpdticas y vagales de naturaleza tanto eferente como aferente.
Ademds, estos nervios extrinsecos estdn interconectados con neuronas existentes en los
ganglios intracardfacos, las cuales poseen una actividad reguladora cardiaca intrinseca

(FORSSMAN, REINECKE Y WEIHE, 1982).

Sin embargo, en las dos décadas pasadas, el descubrimiento, aislamiento y
caracterizacion estructural de un gran nimero de neuropéptidos en el corazén de los
mamiferos (sustancia P (SP), péptido intestinal vasoactivo (VIP) neurotensina,
neuropéptido Y (NPY), encefalina), han hecho que se modifique el concepto clasico de
un control nervioso doble (adrenérgico y colinérgico) del corazén (HOKFELT ET AL,

1980).

ILa inervacion peptidérgica cardiaca puede desempefiar un importante papel en el
control neuronal extrinseco e intrinseco de diversas actividades cardiacas como el pulso
cardfaco, la velocidad de conduccién, la circulacidn coronaria, etc. La complejidad de
este control aumenta si consideramos la existencia en la misma neurona de dos o mds
sustancias neurotransmisoras o moduladoras (los llamados neurotransmisores clasicos y
los neuropéptidos) (HOKFELT ET AL, 1987). Esto supone una variabilidad
histotopografica de la inervacién cardiaca con distinta proporcién de transmisores

almacenados en conjunto.



Debido a la amplia distribucién de los neuropéptidos tanto en el Sistema Nervioso
Central como en el Periférico y a sus miltiples funciones, la importancia fisioldgica de

los nervios que contienen neuropéptidos en el corazén no estd del todo bien conocida.

Por todo ello, los objetivos de este trabajo fueron:

1 .- Estudiar la distribucién de la inervacién peptidérgica del corazén, realizando

una descripcidn detallada de la distribucion de tres neuropéptidos {Sustancia P (SP),
Neuropéptido Y (NPY) y Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP)) en distintas zonas del

mismo.

2.- Baséndonos en que la simpatectomia quimica con 6-hidroxidopamina {6-OH-

DA) origina una degeneracidn de los terminales nerviosos simpdaticos cardiacos, en el
presente estudio, intentamos establecer una correlacién entre la localizacién de NPY y
los efectos de 6-OH-DA en la depleccion de fibras nerviosas NPY-IR en el corazon y
grandes vasos de la rata, determinar la dosis éptima para la cual la simpatectomia fuera
completa y comparar estos resultados con los efectos de la 6-OH-DA sobre la

distribucion de SP y VIP.

3.- 1La capsaicina produce una degeneracién selectiva de las fibras aferentes

primarias nociceptivas. Basados en la depleccién de SP en la médula espinal tras

administracién de capsaicina y la produccién de anaigesia prolongada a los estimulos



nociceptivos y, estableciendo, por tanto, la posibilidad de que SP es un NT nociceptivo,

este estudio se llevd a cabo con el fin de:

a) Determinar la dosis apropiada de capsaicina en ratas que produzca los mejores

resultados (mayor depleccion de SP en corazén y grandes vasos) sin efectos adversos.

b) Investigar los efectos de la administracidn de capsaicina sobre los niveles de SP en el

corazon y grandes vasos de la rata.

¢} Comparar estos resultados con la existencia o no de depleccién de VIP y NPY en

dichas zonas.
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D O DE NEURQTRANSMISOR, NEUROMODULADOR Y

NEUROHORMONA.

El concepto de neurotransmisor comenzd con OTTO LOEWI (1921) al demostrar
la liberacién de Acetilcolina (ACh) de los terminales nerviosos del nervio vago en el
corazén y propuso que esta sustancia era el mediador de la influencia parasimpética
inhibidora que el nervio vago ejerce sobre este érgano. Para ello, perfundid el corazon
de una rana manteniendo una parte del nervio vago unida al mismo; tras estimulacién
eléctrica del nervio, el corazdn latié con mayor lentitud. Recogio el liquido de perfusion
y lo aplicd al corazén de otra rana observando que también latia mds lentamente. Este

liquido contenfa ACh liberada por el vago.

También HENRY DALE (1935) demostré que la ACh actuaba en los terminales
nerviosos motores voluntarios para iniciar la contraccién muscular. La ACh fue, por

tanto, la primera sustancia neurotransmisora identificada.

En términos generales, se puede definir un NEUROTRANSMISOR (NT) como
la sustancia liberada en la hendidura sindptica por una neurona que actia de forma
especifica sobre otra célula (neurona u érgano efector) por union a los receptores pre o
postsindpticos situados préximos al punto de liberacion (SCHWARTZ, 1985). Hay una

serie de sustancias de bajo peso molecular consideradas por la mayoria de los autores



como NT (Acetilcolina; Monoaminas: Dopamina, Noradrenalina, Adrenalina, Serotonina;
Aminodcidos: GABA, Glicina, Glutamato, Aspartato) (SCHWARTZ, 1985;
BRADFORD, 1988). Sin embargo, existen muchas otras sustancias en las que no se
puede demostrar su verdadero papel como NT. La identificacion de los NT es uno de los
problemas mds dificiles de toda la neurobiologia; incluso con los NT formalmente
aceptados como tales existen, con frecuencia, dificultades para determinar dicha funcién

experimentalmente en una sinapsis (HOKFELT ET AL, 1980; KRIEGER, 1986).

Los requisitos que deben ser satisfechos para que una sustancia sea considerada
como NT, segin GAINER Y BROWNSTEIN (1981), son:

1) Anatémicos: Presencia de la sustancia en cantidades apropiadas en los terminales
presindpticos.

2) Bioguimices: Presencia y funcionamiento de los enzimas que sintetizan la
sustancia en la neurona presindptica y en los terminales, y eliminan o inactivan la
sustancia en la sinapsis.

3) Fisioldgicos: Demostracién de que la estimulacién nerviosa fisiolégica provoca que
la terminacién presindptica libera la sustancia, y de que la aplicacién iontoforética
de la sustancia a la sinapsis en las cantidades aprol;iadas mimetiza la respuesta
natural,

4) Farmacoldgicos: Las drogas que afecten a los distintos pasos enzimdticos tienen
sus efectos esperados sobre la sintesis, almacenamiento, liberacion, accién,

inactivacion y recaptacién de la sustancia.



Otros autores (BRADFORD, 1988), formulan estos criterios asi:

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

2) En las neuronas deben existir enzimas capaces de sintetizar la sustancia.

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

4) La liberacién dependiente del calcio de la sustancia a los liquidos extracelulares, ha
de tener lugar durante la descarga del potencial de accién por la neurona o durante la
despolarizacién local desde sus terminales axonales.

5) El tejido préximo a la neurona en cuestion posee mecanismos para la inactivacién de
la sustancia, una vez que ésta ha sido liberada.

6) La sustancia imita exactamente la accién postsindptica del NT liberado en la hendidura
sindptica cuando se pone en contacto con la sinapsis. La aplicacién del posible NT a
las neuronas postsindpticas debe duplicar el efecto de los acontecimientos observados
en estado natural: por ejemplo, un NT debe cambiar la permeabilidad de la membrana
postsindptica frente a determinados tipos de iones.

7) Los agentes farmacoldgicos, tales como los antagonistas, que interactian con el NT
liberado, interactdan también, y de forma idéntica, con la sustancia afiadida.

8) En la regidn tisular que contiene la sinapsis han de demostrarse receptores especificos

para la sustancia neurotransmisora.

Para que una sustancia sea considerada como verdadero NT, ORREGO (1979)

propuso que debia cumplir tres criterios primarios y tres secundarios.



Los primarios son:

- Localizacién de la sustancia en vesiculas dentro de las neuronas.

- Liberacién durante la estimulacién eléctrica,

- Accion semejante a la obtenida tras estimulacién de la via nerviosa en cuestién
cuando la sustancia se aplica localmente.

Los criterios secundarios son:

- Antagonismo farmacoldégico.

- Existencia de un sistema de biosintesis,

- Distribucion diferencial.

No obstante, aunque la sustancia puede no ser un neurotransmisor por definicion,
puede ejercer alguna influencia reguladora sobre la célula diana, actuando como

cotransmisor o neuromodulador.

Ademads de los NT, existe una serie de sustancias funcionalmente distintas
denominadas NEUROMODULADORES que se liberan a partir de una sinapsis o
varicosidad nerviosa actuando a nivel postsindptico local oa distancia, modificando la
accién del NT, amplidandola o atenudndola (sin llevar a cabo una accidn postsindptica
directa) o actuando sobre la cantidad de NT liberado (actia sobre el receptor presindptico
influyendo en la liberacién o la sintesis de un NT) (BURNSTOCK, 1985;
CIARLEGLIO, BEINFELD y WESTFALL, 1993). Un ejemplo de neuromodulacion
es la interaccion del sistema de benzodiacepinas con los receptores GABA postsindpticos.

Al liberarse juntos, GABA y benzodiacepinas, éstas tltimas acthian en algdn punto del



receptor postsindptico donde actia GABA y son capaces de aumentar o disminuir €l paso
del ion Cl iniciado por GABA gjerciendo un efecto de refuerzo sobre la accién de esta

sustancia (BRADFORD, 1988).

Ademds existe otro tipo de sustancias denominadas NEUROHORMONAS que,
tras ser liberadas desde su lugar de sintesis al torrente sanguineo o al liquido extracelular,
son transportadas hasta las células sobre las que actian ejerciendo su accién sobre una

poblacién de receptores distantes (BURNSTOCK, 1985).



1) CONCEPTO DE NEUROPEPTIDO. DIFERENCIAS ENTRE

NEUROPEPTIDOS Y NEUROTRANSMISORES CLASICOS.

A partir de la década de los setenta, se aislaron y caracterizaron una serie de
sustancias candidatas a NT, los PEPTIDOS NEUROACTIVOS, de estructura quimica
distinta a los NT cldsicos (cadenas cortas de aminoécidos) y presentes en cantidades muy

pequeiias en diversas regiones del Sistema Nervioso (EMSON, 1979; KRIEGER, 1986).

Los neuropéptidos son sustancias neuroactivas muy potentes que pueden activar
receptores a concentraciones mucho mis bajas que los neurotransmisores cldsicos. Las
diferencias entre ambos quedan sistematizadas en la Tabla I (REICHELT Y

EDMINSON, 1977; HOKFELT ET AL, 1980; KRIEGER, 1986).

Diversas familias de péptidos, con estructura qufmiéa semejante han sido descritos
hasta la fecha: 1) Hormonas hipotaldmicas o factores de liberacién; 2) Hormonas
neurohipofisarias; 3) Péptidos pituitarios; 4) Péptidos opiodes; 5) Factores de
crecimiento; 6) Péptidos gastrointestinales (entre los que se encuentran, entre otros,
Sustancia P, Péptido Intestinal Vasoactivo, Colecistoquinina, Gastrina, Somatostatina,
Motilina, Polipéptido Pancredtico) y 7) Otros péptidos (Neuropéptido Y, Calcitonina,
CGRP, Bradiquinina, Angiotensina II) (WALSH Y DOCKRAY, 1994). Sus propiedades

bioquimicas y fisiolégicas difieren de las de los NT cldsicos en varios aspectos:



Tabla L.

DIFERENCIAS ENTRE NEUROTRANSMISORES Y NEUROPEPTIDOS (%)

NT NEUROPEPTIDOS
CONCENTRACION MEDIA ALTA EXTREMADAMENTE BAJA
UNION A RECEPTORES ALTA AFINIDAD BAJA AFINIDAD
POTENCIA BAJA MUY ALTA
ESPEFICIDAD GRANDE GRANDE
VELOCIDAD DE SINTESIS MODERADA BAJA
TAMANO MOLECULA PEQUENOQ PEQUENO-MEDIO

(2-10 Carbonos) (2-100 Carbonos)

(*) Tomado de REICHELT Y EDMINSON, 1977.

m«.&



- SINTESIS: La forma de sintesis de los neuropéptidos parece ser totalmente
diferente a la de los NT cldsicos y tiende a seguir el patrén descrito para las hormonas
proteicas y otras protefnas secretoras (Fig. 1). Se sintetizan normalmente péptidos
"precursores” o "preproteinas" de tamafio mucho mayor en los ribosomas del cuerpo
neuronal; se desplazan al reticulo endopldsmico rugoso donde la secuencia "pre" es
desintegrada produciendo una proproteina. Esta se transporta al aparato de Golgi donde
puede sufrir su primera escision, llevandose a cabo la translacién y procesamiento del
péptido. La secuencia del neuropéptido est4 habitualmente dentro del precursor donde dos
aminoécidos bdsicos representan el lugar potencial de divisién por la accién sucesiva de
una enzima tipo tripsina seguido de una enzima tipo carboxipeptidasa B que dardn como
resultado el neuropéptido activo. En los precursores, también existen lugares donde se
realizan otras modificaciones como acetilacién del residuo amino-terminal, glicosilacién
y amidacién del residuo carboxiterminal que puede dar como resultado la activacién o

inactivacidn de los precursores (SCHWARTZ, 1985; BRADFORD, 1988).

Al igual que otras proteinas secretoras, los péptidos neuroactivos abandonan el
aparato de Golgi almacenados en grdnulos secretores y se trasladan a los terminales
nerviosos por transporte axonal rdpido para su almacenamiento y liberacién. No existe

sintesis local a nivel de los terminales nerviosos (HOKFELT ET AL, 1980).

Estos precursores con frecuencia originan miiltiples péptidos con actividades

bioldgicas diferentes que se presentan en familias de sustancias parecidas que difieren en
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NEUROPEPTIDOS (Tomado de Hokfelt et al, 1980).



tamafio; cada miembro de una familia determinada puede ser mds abundante en un érgano
o regién cerebral distinto. El que exista un neuropéptido u-otro en un tejido determinado
depende de la distribucién de los enzimas existentes en las células nerviosas de dicha
regién; es decir, el procesamiento de los precursores es distinto de forma tejido-

dependiente (LYNCH Y SNYDER, 1986).

- ALMACENAMIENTO: La acumulacién de NT cldsicos a nivel de las
terminaciones nerviosas se puede realizar mediante sintesis enzimdtica en las mismas,
recaptacion desde el espacio extraneuronal (sindptico) a través de un mecanismo de
membrana activo y por almacenamiento en vesiculas que por transporte axonal proceden
del cuerpo neuronal (SCHWARTZ, 1985). Ya que, como se ha expuesto previamente,
no existe sintesis local de neuropéptidos en las terminacic‘mes nerviosas y tampoco son
recaptados desde la hendidura sindptica, el mecanismo propuesto para el almacenamiento
de neuropéptidos es la existencia de vesiculas que sintetizadas en el cuerpo neuronal

alcanzan la terminacién nerviosa por transporte axonal (HOKFELT ET AL, 1980).

Los terminales nerviosos contienen al menos dos tipos de vesiculas:

a) La vesicula sindptica con didmetro aproximado de S00 A que sélo contiene
transmisores cldsicos.

b) Una vesicula grande de alrededor de 1000 A de didmetro que contiene un micleo
denso y se la llama vesicula "grande de niicleo denso" o *granular" (HOKFELT

ET AL, 1987).
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Mediante estudios inmunohistoquimicos a nivel ultraestructural, se ha demostrado
que los neuropéptidos parecen estar localizados en las vesfculas grandes de nicleo denso
coexistiendo con transmisores cldsicos. Asf{, PELLETIER, STEINBUSCH Y
VERHOFSTAD (1981), demostraron que Sustancia P (SP) est presente en las vesiculas
grandes de nicleo denso de las terminaciones nerviosas del asta dorsal de la médula
espinal. Del mismo modo, s¢ ha viste que el Péptido Intelstinal Vasoactivo {(VIP) existe
exclusivamente en las vesiculas grandes de micleo denso de las terminaciones nerviosas
de la gldndula salival del gato (LUNDBERG ET 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) Difusidn.

2) Degradacion enzimdtica.

3} Recaptacion.

El principal mecanismo propuesto para la inactivacién de neuropéptidos es la
degradacidén enzimdtica por peptidasas extracelulares (LYNCH Y SNYDER, 1986). La
lenta tasa de eliminacién de neuropéptidos también diferencia a estas sustancias de los
NT cldsicos, contribuyendo a la larga duracién de su accién y hace su metabolismo mds

semejante al de las hormonas (SCHWARTZ, 1985).
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- EEECTOS POSTSINAPTICOS: Para ejercer su papel fisioldgico, los
neuropéptidos interactiian con receptores especificos que parecen ser selectivos para los
diversos neuropéptidos (KAGE, LEEMAN y BOYD, 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 de los moluscos,
Neuromedina K y Sustancia K. Existen miltiples receptores para estos péptidos. SP y
Fisalamina son relativamente potentes comparados con Kasinina en la contraccion del
musculo liso del fleon 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).
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III) COEXISTENCIA DE PEPTIDOS CON NEUROTRANSMISORES

CLASICOS,

Segin el principio de DALE (1935), un nervio dado actia a través de la

liberacién de una tnica sustancia neurotransmisora.

Mediante métodos inmunohistoquimicos (método de seccién adyacente, método
de doble tincién, método de dilucién-tincién), se ha podido demostrar (HOKFELT ET
AL, 1980; 1987) que, en muchas ocasiones, los neuropéptidos se localizan en las mismas
neuronas que los transmisores cldsicos como Acetilcolina (ACh), 5-hidroxitriptamina (5-
HT), catecolaminas, GABA, etc. estableciendo la posibilidad de que las neuronas
producen, almacenan y liberan mds de una molécula mensajera (transmisor cldsico mds
péptido} o que el péptido en estas neuronas puede ser responsable de otro tipo de
funciones como por ejemplo, ejercer efectos tréficos a largo plazo (HOKFELT ET AL,
1987). Asi, por ejemplo, se ha observado la coexistencia de 5-HT, SP y Hormona
liberadora de tirotropina (TRH) en las mismas vesiculas de algunas terminaciones
nerviosas de la médula espinal de diversas especies (JOHANSSON ET AL, 1981). A

ésto se le denomina COEXISTENCIA.

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

periférico (JOHANSSON ET AL, 1981; ECKENSTEIN Y BAUGHMAN, 1984;



EVERITT ET AL, 1984; HOKFELT ET AL, 1987; FORSGREN, 1989¢; CORR,

1992; CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993).

El significado funcional de la coexistencia no es del todo bien conocido. Habria
que determinar si estos compuestos liberados simultineamente pueden producir respuestas
selectivas y diferentes. Para explicar ésto, se han propuesto diversos modelos. Uno seria
que la neurona, bajo cualquier condicidn, libera todas las moléculas mensajeras al mismo
tiempo, y que la distribucién y tipo de receptores proporcionan selectividad y
especificidad (selectividad postsindptica). Otro modelo, que podria complementar al
anterior, es la capacidad de liberar el mensajero diferencialmente, es decir, la liberacidn
de distintas sustancias se relaciona con el almacenamiento diferencial de las mismas
(selectividad presindptica) (HOKFELT ET AL, 1987). Otros mecanismos, quiz4 no bien
conocidos, pueden participar en las respuestas producidas por las distintas sustancias

liberadas por una neurona.

Como ya se especificé anteriormente, se ha demostrado que los péptidos se
almacenan exclusivamente en las vesiculas grandes de nticleo denso, mientras que los NT
cldsicos se almacenan tanto en estas vesiculas como en las vesiculas sindpticas. Por ello,
s¢ podria proponer que si existe una activacion selectiva con liberacién de los dos tipos
de vesiculas, serfa posible obtener diferente liberacion de transmisores de los terminales
nerviosos (HOKFELT ET AL, 1987). Esta liberacién es dependiente de la frecuencia
de los potenciales de accién: un impulso de baja frecuencia activa selectivamente las

pequeas vesiculas liberando sdlo neurotransmisores cldsicos, mientras que a frecuencias
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mayores o trenes de impulsos, las vesiculas grandes también liberan su contenido. Por
tanto, el transmisor cldsico es liberado selectivamente o en combinacidn con uno o varios

péptidos (LUNDBERG Y HOKFELT, 1983).

Los diversos péptidos que coexisten en un mismo sistema pueden interaccionar
de diversas formas: estimulando o inhibiendo la liberacién del transmisor cldsico,
prolongando la transmisidn e, incluso, no estar implicados directamente en la transmisién
sino que pueden gjercer efectos trdficos de estimulacién del crecimiento en diversas
células. Uno de los ejemplos de tal interaccidn es la existente entre VIP y ACh
(LUNDBERG ET AL, 1981; HARA, HAMILL y JACOBOWITZ, 1985; KRIEGER,
1986). Una de estas sustancias altera la interaccidn con el receptor de la otra. VIP puede
aumentar hasta cuatro veces la afinidad de la Ach para los receptores muscarinicos, Si
se bloquean estos receptores, existe un aumento en el nimero de receptores para VIP y
muscarinicos de las gldndulas salivales resultando una supersensibilidad tanto peptidérgica

como muscarinica.

En la inervacién simpdtica y parasimpdtica de los vasos sanguineos, se ha
demostrado la coexistencia de neurotransmisores cldsicos y péptidos vasoactivos: VIP en
nervios colinérgicos (LUNDBERG ET AL, 1981; HARA, HAMILL Y
JACOBOWITZ, 1985) y NPY en nervios adrenérgicos (LUNDBERG ET AL, 1983;
HARA, HAMILL y JACOBOWITZ, 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 actiia por 1a liberacién de una tnica
sustancia neurotransmisora, Principio de DALE (1935), necesitaria ser revisado ya que,
se ha demostrado que la mayoria de los nervios autonémicos contienen y liberan més de
un neurotransmisor (HOKFELT ET AL, 1980; SCHWARTZ, 1985; BURNSTOCK,

1985, 1986, 1990).
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TV) SUSTANCIA P (SP).
IV.a.- CARACTERISTICAS

VON EULER Y GADDUM (1931) demostraron, por primera vez, que extractos
de intestino y cerebro de caballo contenian un factor hipotensor y espasmogénico
diferente de todos los principios activos conocidos hasta entonces y a la que denominaron
Sustancia P (SP). El primer intento de purificar esta sustancia se llevd a cabo por
PERNOW (1953). Durante el periodo comprendido entre los afios 30 a 50, se llevaron
a cabo estudios detallados sobre la distribucién de SP en diversos drganos: cerebro, asta

dorsal de la médula espinal, nervios periféricos, tracto gastrointestinal, etc.

El aislamiento de SP del hipotdlamo bovino y su purificacién completa se realizé
por CHANG Y LEEMAN (1970), vy un afio después, estos mismos autores (CHANG,
LEEMAN y NIALL, 1971) determinaron su estructura quimica, que posee¢ once

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

La primera sintesis de SP fue hecha por TREGEAR ET AL (1971). STUDER,

TRZECIAK y LERGIER (1973) aislaron SP de intestino de caballo, encontrando que

[ rante
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la composicién y secuencia de aminodcidos de SP del intestino era idéntica a la del
péptido sialogogo del hipotdlamo bovino (CHANG Y LEEMAN, 1970) y al compuesto

descubierto por VON EULER Y GADDUM (1931).

SP se biosintetiza en los ribosomas de los cuerpos celulares nerviosos de los
ganglios de la raiz dorsal de donde migra: a) en direccién CENTRAL, al asta dorsal de
la médula espinal y sustancia gelatinosa y, b) PERIFERICAMENTE, a las terminaciones
nerviosas de las neuronas sensitivas de los tejidos periféricos (PERNOW, 1983; PAYAN
Y GOETZL, 1987). SP pertenece a la familia de las taquiquininas, compuesta por una
seric de péptidos que comparten secuencias de aminodcidos comunes en posicion C-
terminal. En mamiferos se han descrito por lo menos tres taquiquininas: SP,
Neuroquinina A (NKA)(o Neuroquinina O, Sustancié K o Neuromedina L) y
Neuroquinina B (NKB){o también Neuroquinina 8 o Neuromedina K) (MAENO,
KIYAMA Y TOHYAMA, 1993). Estas taquinininas derivan de dos genes que codifican
dos precursores, preprotaquiquinina A (PPT-A) y preprotaguiquinina B (PPT-B). El
procesamiento del gen de PPT-A origina multiples RNAm que codifican a SP sélo (alfa-
PPT) o a SP y NKA (beta-PPT y gamma-PPT). El procesamiento del gen PPT-B
transcribe dos RNAm que codifican una sola copia de NKB. Este procesamiento varia
en las distintas especies (LYNCH Y SNYDER, 1986; PAYAN Y GOETZL, 1987;

KALIVAS, 1993).



Estos precursores, tras ser procesados por diversos enzimas, se almacenan, como
otros péptidos, en vesiculas grandes de nticleo denso y alcanzan el terminal nervioso por

transporte axonal, desde donde serdn liberados como SP tras la estimulacién eléctrica.

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

inactivacién de SP es la degradacién enzimdtica por peptidasas.

- RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD DE SP: La actividad bioldgica de
SP reside principalmente en el fragmento C-terminal de la molécula (en el pentapéptido
SP 7-11) ya que fragmentos menores son inactivos. Parece ser que el receptor para SP
interactda sélo con los 6 ¢ 7 aminodcidos del fragmento C-terminal mientras que la parte
N-terminal serfa la responsable de estabilizar la molécula (PERNOW, 1983). No
obstante, PIERCEY ET AL (1982), han observado que la administracién de grandes
dosis de fragmentos N-terminal, aunque no afectan el misculo liso, estimulan la
secrecidn salivar, excitan las neuronas del asta dorsal de la médula, inducen alteraciones

en la conducta y estimulan la liberacién de histamina.

- RECEPTORES: 1.as funciones de las taquiquininas se llevan a cabo mediante
la activacién de receptores especificos que en el caso de SP, NKA y NKB son,
respectivamente, NK-1, NK-2 y NK-3 (MAENO, KIYAMA y TOHYAMA, 1993; LIN

ET AL, 199%4).



En la glandula submaxilar de la rata se han caracterizado dos formas distintas de
receptores para SP que difieren en la longitud de sus residuos carboxiterminal y aunque
no estdn claras sus propiedades fisioldégicas, parece ser que difieren en su capacidad para
llevar a cabo desensibilizacién. Asi, ante la existencia de un receptor para SP donde no
existan lugares de fosforilacién C-terminal, la infusién prolongada de SP en ratas
mantiene una secrecién salival mantenida, es decir, no desensibiliza (KAGE, LEEMAN

y BOYD, 1993).

1V.b.- DISTRIBUCION DE SP EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL,

La mayor parte de las regiones del Sistema Nervioso Central ( SNC ) de todos
los mamiferos, incluido el hombre, contienen concentraciones variables de SP con una
distribucién caracterfstica, acumuldndose en gran cantidad en algunas dreas siendo casi

imperceptible en otras.

Las concentraciones mads elevadas de SP se encuentran en el mesencéfalo,
hipotdlamo y drea predptica mientras que en el cerebelo la cantidad es insignificante
(HOKFELT ET AL, 1977; CUELLO Y KANAZAWA, 1978; LIUNGDAHL ET AL,

1978 a,b; PERNOW, 1983; CHIGR ET AL, 1991).



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

MAENO, KIYAMA Y TOHYAMA, 1993; SYKES, SPYER Y 1ZZO, 1994);

IV.b.1.- TELENCEFALOQO.

El complejo septal y ntcleo intersticial de la estria terminal contienen muchos
cuerpos celulares SP-IR con una mayor densidad en los nicleos amigdalino central y
medial y en el nicleo caudado putamen. Existen plexos de fibras SP-IR en el globus
pallidum, partes laterales del septum, parte caudal de la cdpsula interna, hipocampo y
complejo amigdalino (LJUNGDAHL ET AL, 1978a; CUELLO Y KANAZAWA, 1978;
PERNOW, 1983).

1V.b.2.- DIENCEFALOQO,

Existe gran cantidad de fibras SP-IR en algunas dreas del HIPOTALAMO: en
los niicleos predptico medial, paraventricular, arcuato y dorsomedial del hipotilamo y en
menor cantidad en los nicleos ventrales (CUELLO Y KANAZAWA, 1978). Alrededor
del tercer ventriculo, en direccion dorso-ventral, existe un compacto grupo de fibras que
s¢ unen con el lado contralateral a nivel de la parte mas interna del nicleo

supraquiasmdtico (LJUNGDAHL ET AL, 1978a).
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En el TALAMO, existe inmunorreactividad para SP en diversos nicleos. La
mayor densidad de fibras SP-IR se localizan en las estructuras de la linea media,
alrededor de la sustancia gris periventricular (CUELLO Y KANAZAWA, 1978;

LJUNGDAHL ET AL, 1978 a,b).

1V.b.3.- CEREBELOQO.

No existe material SP-IR en cerebelo (CUELLO Y KANAZAWA, 1978).

IV.b.4.- MESENCEFALO.

La mayor concentracién de SP de todo el cerebro se encuentra en la sustancia
negra (CHIGR ET AL, 1991). Se han descrito grupos de fibras SP-IR en la sustancia
gris periacueductal y en la parte ventral y dorsal del nicleo parabraquial (LJUNGDAHL
ET AL, 1978b). También existe una intensa inmunofluorescencia en el fasciculo
retroflexo, es decir, en la via que conecta la habénula con el nicleo interpeduncular

(PERNOW, 1983).

Rodeando el nicleo interpeduncular existe gran cantidad de cuerpos celulares
inmunorreactivos en la llamada regién A10 de los cuerpos celulares dopaminérgicos (drea

tegmentaria ventral)(CUELLO Y KANAZAWA, 1978; KALIVAS, 1993).



IV.b.5.- ROMBENCEFALOQO.

A todo lo largo de la linea media existe una delicada red de fibras que contienen
SP siendo su concentracidon mayor en los siguientes niicleos: miicleo del rafe dorsal,
niicleo central superior, nicleo del rafe de la protuberancia y niicleo del rafe magnus.
También en el locus ceruleus, niicleo vestibular medial y niicleos parabraquiales dorsales

y ventrales.

Se observa una SP-inmunofluorescencia muy intensa en la sustancia gelatinosa del
nicleo del tracto espinal del trigémino, sobre todo en su porcién caudal (PERNOW,
1983; CHIGR ET AL, 1991). También el niicleo motor del nervio vago y el nicleo del
tracto solitario (fundamentalmente en su parte comisural e intermedia) muestran una red
muy compacta de fibras fluorescentes (LYUNGDAHL ET AL, 1978b; CHIGR ET AL,
1991). Fibras SP-IR penetran en el tronco cerebral a través de los nervios trigémino,

facial y glosofaringeo (CUELLO Y KANAZAWA, 1978).

IV.b.6.- MEDULA ESPINAL.

Los cuerpos celulares nerviosos SP-IR existen dnicamente en el asta dorsal. Por
el contrario, existen fibras SP-IR en todas las partes de la sustancia gris de la médula

espinal (BARBER ET AL, 1979; LJUNGDAHL ET AL, 1978a),
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La mayor densidad de fibras SP-IR se encuentra en las capas superficiales del asta
dorsal (Idminas I y II), y también en la parte dorsomedial del fasciculo lateral y el tracto
de Lissauer. Alrededor del canal central y en las astas ventrales, existe menor densidad
de fibras SP-IR, préximas a motoneuronas e irradidndose a la sustancia blanca (BARBER

ET AL, 1979; CHIGR ET AL, 1991; SYKES, SPYER Y 1ZZO, 1994).

IV.c.- DISTRIBUCION VISCERAL DE SP,

IV.c.1.- GANGLIOS Y NERVIOS.

Se han demostrado abundantes cuerpos celulares SP-IR en los ganglios espinales
de la raiz dorsal a todos los niveles y en los ganglios simpdticos prevertebrales (ganglio
mesentérico inferior, superior y celiaco) asi como en los ganglios yugular, nodoso y
trigémino de diversos animales, incluido el hombre (HOKFELT ET AL, 1977;
CUELLO, DEL FIACCO Y PAXINOS, 1978; LUNDBERG ET AL, 1978;

QUARTU, POLAK Y DEL FIACCO, 1993).

Estas células son casi exclusivamente de tipo pequeiio (tipo B) y parecen constituir
alrededor del 20% de todas las células de estos ganglios. Entre las células se observan
axones SP-positivos ( fibras C o A delta ) de diferente calibre y terminaciones varicosas
de diverso grosor (PERNOW, 1983; QUARTU, POLAK Y DEL FIACCO, 1993). SP
también estd presente en los nervios vago, cidtico, espldcnicos y frénico (CUELLOQ,

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

En el aparato gastrointestinal, se pueden distinguir dos tipos principales de
poblaciones neuronales SP-IR que dan origen a dos tipos de nervios: a) nervios

intrinsecos y b) nervios extrinsecos.

La mayor parte de las fibras nerviosas que contienen SP en la pared intestinal se
originan de los cuerpos celulares de los plexos mientérico y submucoso y son, por tanto,
intrinsecas. Pero también existe una inervacidn extrinseca que, a través de los nervios
mesentéricos, llega al intestino representando fibras nerviosas sensitivas que han
atravesado los ganglios simpdticos prevertebrales. Tambi€n existen fibras con SP en el
vago que terminan en estdmago e intestino (LUNDBERG ET AL, 1978; PERNOW,

1983; WALSH Y DOCKRAY, 1994),

En el ESOFAGQ, las fibras nerviosas SP-IR son particularmente numerosas en
los plexos mientérico y submucoso. SP es mucho mds abundante en la regién inferior del

es6fago que en la superior (LEANDER ET AL, 1982).

En ESTOMAGO, la mayor concentraciéon de SP se observa en el plexo
mientérico. En Ja submucosa y ldmina propia hay poca cantidad de SP mientras que la
capa muscular longitudinal ( sobre todo cardias y antro ) presenta la mayor densidad de

inmunorreactividad para SP del tracto gastrointestinal (PERNOW, 1983). También se
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ha demostrado SP en el miisculo liso vascular tanto en el cuerpo como en el antro

(UCHIDA, YANO Y WATANABE, 1993).

En INTESTINO DELGAD{), las fibras nerviosas SP-IR son muy abundantes en
la capa muscular circular y en los plexos submucoso y mientérico asi como en la
muscularis mucosa y ldmina propia. Son poco frecuentes en la capa muscular longitudinal
(GREENWOOD ET AL, 1990). También existen fibras SP-IR asociadas a los villi de
la mucosa y en el tejido conectivo asi como en el epitelio (a estas ultimas se les ha
considerado como células enterocromafines fundamentalmente en las mucosas de duodeno
y colon). Los cuerpos celulares SP-IR se localizan en los plexos submucoso (los que
inervan la mucosa) y mientérico (los que inervan la capa muscular, submucosa y mucosa)

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

En el COLON, la mayor densidad de SP se encuentra en el plexo mientérico y

capa muscular circular. En la ldmina propia, sin embargo, existen pocas fibras SP-IR

(PERNOW, 1983).

Hay que resaltar que, a diferencia de las demds especies animales, €l tracto
gastrointestinal humano presenta muchas fibras SP-IR en la mucosa, particularmente en
la ldmina propia y concentrdndose en mayor cantidad en el ileon, cuyos cuerpos celulares
se sitdan en el plexo submucoso y no existen en el plexo mientérico (CROWE ET AL,

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

En el tejido traqueobronquial, SP se distribuye en el misculo liso, tejido
conectivo, en contacto con el epitelio respiratorio y alrededor de los vasos sanguineos de
la mucosa nasal, epiglotis, laringe, trdquea, bronquios y bronquiolos. La inervacién por
SP de la trdquea y bronquios se origina del nervio vago derecho mientras que la del

pulmén se origina de ambos lados (ALBEGGER ET AL, 1991).

IV.c.4.- APARATO CARDIOVASCULAR.,

A) CORAZON:

Se han identificado fibras nerviosas SP-IR en el corazén de diversos mamiferos
(PAPKA ET AL, 1981; WHARTON ET AL, 1981; WEIHE Y REINECKE, 1981;
FORSSMANN, REINECKE Y WEIHE, 1982; FURNESS ET AL, 1982;
HOUGLAND Y HOOVER, 1983; URBAN Y PAPKA, 1985; DALSGAARD ET AL,
1986; PAPKA Y URBAN, 1987; GERSTHEIMER ET AL, 1988; BALUK Y
GABELLA, 1989; TAY Y WONG, 1992; CORR, 1992; PRADOS FRUTOS ET AL,
1992; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y PUERTA FONOLLA, 1993) incluido
el hombre (REINECKE, WEIHE Y FORSSMANN, 1980; WEIHE ET AL, 1981,

1983; RECHARDT ET AL, 1986; WHARTON ET AL, 1988).

Las fibras SP-IR se distribuyen en vasos coronarios y sus ramas (REINECKE,

WEIHE Y FORSSMANN, 1980; WEIHE Y RENECKE, 1981; WHARTON ET AL,



1981; GULBENKIAN ET AL, 1993; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y
PUERTA FONOLLA, 1993), plexo perivascular de arteriolas, capilares y vénulas
(WEIHE ET AL, 1981), paralelas a las fibras miocdrdicas auriculares y ventriculares
y asociadas con el sistema de conduccién (existe inervacién de los nodos por fibras SP-IR
pero no se detecta SP en los cuerpos neuronales ni en los ganglios cardiacos)
(WHARTON ET AL, 1981; GERSTHEIMER ET AL, 1988; FORSGREN, 1989b;
PRADOS FRUTOS ET AL, 1992). También se han detectado fibras en las vilvulas
cardiacas y en el tejido conectivo que cubre el corazén (PAPKA ET AL, 1981;

WHARTON ET AL, 1981; GERSTHEIMER ET AL, 1988).

B) YASOS:

En algunos animales como el cobaya, pricticamente todos los lechos vasculares
estdn inervados por fibras nerviosas sensitivas que contienen SP. En la adventicia y limite
adventicia-media de los vasos sanguineos de piel, pulpa dental, tejido traqueobronquial,
tracto gastrointestinal y cerebro, existen fibras SP-IR sobre todo en las arteriolas con un

patrén tipico de fibras vasomotoras (PERNOW, 1983).

La mayor inervacién por fibras SP-IR se encuentra en las grandes arterias cerca
del corazén (tronco pulmonar proximal, arco adrtico, aorta tordcica, tronco arterial
braquiocefélico y cardtidas comunes) y normalmente la inervacion disminuye a medida
que nos alejamos de éste hacia los vasos de calibre menor (FURNESS ET AL, 1982).
A nivel arteriolar, la inervacién es escasa. Sin embargo, en las arterias del lecho

esplécnico (mesentérico, esplénico, pancredtico y hepdtico), la inervacién por SP es muy
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importante al igual que en las arterias uterinas. En los miembros, la inervacién es muy

escasa (FURNESS ET AL, 1982).

IV.c.5.- APARATO UROGENITAL.

En el rifidn de diversos mamiferos (rata, ratén, conejo, cobaya) se ha demostrado
la existencia de un plexo laxo de fibras nerviosas SP-IR tanto en la corteza (asociado
normalmente con los vasos) como en las pelvis renal (en felacién con el misculo [iso).
En la parte proximal de uréter existen numerosas fibras SP-IR. En la vejiga, todas sus
capas contienen SP, con acumulaciones particularmente en el trigono (BUCSICS,

HOLZER Y LEMBECK, 1983).

IV.c.6.- ORGANQS DE LOS SENTIDOS.

Se han demostrado diversos neuropéptidos en las terminaciones nerviosas de la
piel y membranas mucosas (mucosa oral, nasal y pulpa dentaria) (O’SHAUGHNESSY
ET AL, 1981; BLOOM Y POLAK, 1983; BUCSICS, HOLZER Y LEMBECK, 1983;
PERNOW, 1983). SP se distribuye en las terminaciones nerviosas libres localizadas en
las papilas epiteliales y subepiteliales y en relacién con los vasos sanguineos {gldndulas
sudoriparas y foliculos pilosos). También se han demostrado delgadas fibras SP-IR no
mielinizadas asociadas con los corpiisculos de Meissner y de Krause del labio, nariz y

lengua (ICHIKAWA ET AL, 1988).
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Las terminaciones nerviosas SP-IR de los corpiisculos de Meissner y Krause
parecen originarse de las células del ganglio trigémino. SP-IR que tienen naturaleza
sensitiva. La rizotomia trigeminal o la lesién electrolitica del ganglio de Gasser origina
una pérdida importante de las fibras SP-IR en el lado ipsilateral y en la sustancia
gelatinosa del niicleo trigeminal espinal (CUELLO, DEL FIACCO Y PAXINOS, 1978).
La simpatectomfa no afecta la concentracién de fibras SP-IR, indicando el caréacter

sensitivo de estas fibras en los tejidos periféricos.

En el OJO, existe SP en todas las partes del sistema visual: Ganglio de Gasser,
nervio oftdlmico, en la mayor parte de las capas del ojo: la retina, iris (en el misculo
esfinter, en el estroma y misculo dilatador), en los procesos ciliares (con localizacién
preferentemente subepitelial), vasos sanguineos y tvea antérior (UNGER ET AL, 1981;

PERNOW, 1983; JOTWANI, ITOH Y WADHWA, 1994).

IV.d.- COEXISTENCIA DE SP CON OTRAS SUSTANCIAS
NEUROACTIVAS.

SP coexiste en los mismos sistemas neuronales con diversas sustancias:
monoaminas, acetilcolina, aminoécidos y otros neuropéptidos (JOHANSSON ET AL,
1981; PAPKA ET AL, 1981; PERNOW, 1983; LUNDBERG ET AL, 1985a; ZHU

Y DEY, 1992).



IV.d.1.- SP Y CATECOLAMINAS.

LJUNGDAHL ET AL (1978b) estudiaron la probable interaccidn entre dos tipos
de sistemas neuronales: las neuronas que contienen catecolaminas (CA} y las neuronas
SP-IR. Observaron que todas las células que contienen CA en el SNC estdn rodeadas por
terminales nerviosos SP positives. La mayor concentracion de estas células se distribuye
en torno a las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra y alrededor de las neuronas
que contienen CA en el niicleo comisural, nicleo del tracto solitario y nticleo dorsal del
nervio vago. También demostraron la coexistencia de estas sustancias en la corteza
frontal media, complejo amigdaioide, nicleo caudado, nicleo accumbens, diversos
nicleos hipotaldmicos, nicleo del tracto solitario, nicleo del nervio vago, nicleo

parabraquial y médula espinal.

Estos resultados sugieren que existen por lo menos dos tipos de interacciones entre

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

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

2) Ambos sistemas neuronales pueden actuar juntos y modular la actividad neuronal.

Prueba de esta interaccién es la demostracién de que SP estimula la sintesis y
utilizacién de CA en el cerebro. l.a administracién intraventricular de SP aumenta la

formacion de DA y Nor y la desaparicién de ambas en diversas zonas del cerebro.
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1V.d.2.- SP, 5-hidroxitriptaming (5-HT) Y Hormona Liberadora de
Tirotropina (TRH).

Se ha demostrado la coexistencia de 5-HT, TRH y SP en las neuronas de diversos
niicleos del asta ventral de la médula espinal. Algunas neuronas contienen sélo 5-HT y
SP, otras s6lo 5-HT y TRH y otras contienen las tres sustancias en distinta
concentracién. Esta coexistencia se demostré por la similitud entre los patrones de
distribucién de 5-HT,TRH y SP en el asta ventral y la desaparicion de las tres sustancias
tras la transeccion total de la médula espinal o la administracién intraventricular de
neurotoxinas que destruyen selectivamente las vias de transmision de S5-HT

(JOHANSSON ET AL, 1981),

Aunque no estd del todo comprendida, esta coexistencia de sustancias neuroactivas
liberadas de las mismas terminaciones nerviosas podria interactuar de forma diferente

modulando 1a actividad del sistema nervioso (BURNSTOCK, 1985).

IV.d.3.- SP Y ACETILCOLINA (ACh).

En distintas dreas del cerebro (tracto habenulointerpeduncular e hipotdlamo) asi
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



SP tiene un efecto modulador sobre la transmisidn colinérgica y parece actuar

selectivamente sobre los receptores nicotinicos (PAPKA ET 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 postsindptico actuando selectivamente sobre los receptores nicotinicos (SP no
tiene efectos inhibitorios cuando se administran agonistas muscarinicos). A dosis m4s
altas, SP tiene efecto excitador, probablemente por liberacion de ACh a nivel

presindptico. Este efecto es bloqueado por los antagonistas de los receptores nicotinicos

(ICHIKAWA ET AL, 1988).

1V.d.4.- SP Y CGRP,

Diversos estudios inmunohistoquimicos han demostrado que CGRP y SP coexisten
en las fibras nerviosas aferentes que inervan el sistema cardiovascular de los mamiferos,
ya que estos nervios son sensibles a la neurotoxina sensitiva capsaicina (WHARTON ET

AL, 1988; GULBENKIAN ET AL, 1993).

La capsaicina origina despolarizacién selectiva de las fibras aferentes primarias
tipo C no mielinizadas produciendo efectos locales como extravasacién de proteinas,
vasodilatacion y espasmo de musculo liso, asi como efectos cronotrdpico e ionotrépico
positivos en el corazén. LUNDBERG ET AL (1985a) demostraron que las neuronas

sensitivas primarias sensibles a capsaicina (tipo C aferentes) contienen tanto SP como
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CGRP. Tras administracion de capsaicina, se liberan ambas sustancias: SP produciria
extravasacion de proteinas y espasmo de musculo liso pero no estimulacién cardiaca que
podria ser producida por CGRP (péptido con actividad vascular) (PAPKA ET AL, 1981;

LUNDBERG ET AL, 1985a; GULBENKIAN ET AL, 1993).

IV.e.- ACCIONES FARMACOLOGICAS DE SP.

IV.e.1.- SP EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.,

La amplia distribucién de SP en el SNC determina su amplia gama de probables

funciones especificas segiin las regiones donde este neuropéptido se acumula:

- HIPOTALAMO-NEUROHIPOFISIS: SP parece ser responsable del control
de la secrecién de hormonal de la adenohipdfisis ya que estimula la liberacion de
hormona del crecimiento y prolactina cuando se administra intraventricularmente e inhibe

la secrecién de gonadotropina (PERNOW, 1983).
- TRONCO CEREBRAL: SP modula la actividad respiratoria ejerciendo un

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

(PERNOW, 1983).
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- NUCLEO DEL TRACTO SOLITARIOQ: El asa éferente de los reflejos vagales
y simpdticos se origina en baro y quimiorreceptores localizados en el seno carotideo y
arco adrtico. Los cuerpos celulares de estas neuronas aferentes viscerosensitivas se
localizan en los ganglios petroso y nodoso y sus fibras entran en el SNC por los nervios
craneales IX y X y terminan en el niicleo del tracto solitario (NTS) donde se integra la
informacién aferente y desde aqui se distribuye a diversos micleos del cerebro (HELKE,
O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980; HELKE, 1982). Ademds, el ganglio nodoso
contiene cuerpos celulares SP-IR con una concentracién tres veces mayor que la existente

en los ganglios de la raiz dorsal (LUNDBERG ET AL, 1978).

Por ello, GILLIS ET AL (1980) postularon la hipétesis 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 simpético.

Para demostrar ésto, HAEUSLER Y OSTERWALDER (1980), demostraron
que: a) La aplicacién local de SP en el NTS origina hipotensién y bradicardia y
reduccién de la actividad nerviosa simpdtica espontinea. Estos efectos son dosis-
dependientes y son compatibles con la activacién 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 accion
central de SP es muy importante en la naturaleza de las respuestas circulatorias: La
inyeccion de SP en el ventriculo lateral del cerebro, produce hipertensién y taquicardia,

efectos cardiovasculares opuestos a los encontrados al aplicar esta sustancia al NTS.
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IV.e.2.- ACCIONES VISCERALES DE SP,

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

A todo lo largo del aparato gastrointestinal, SP origina contraccién marcada de
las capas musculares lisas a concentraciones muy pequefias 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 estd implicado en la regulacién del flujo sanguineo local
(vasodilatacién neurogénica) al igual que en las funciones absortivas, secretoras y de
proteccién del dano mucoso gdstrico ya que SP se localiza en la submucosa y mucosa,
especialmente en conexién con los vasos sanguineos, glindulas secretoras y villi
(PERNOW, 1983; GREENWOOD ET AL, 1990; YONEI, HOLZER Y GUTH, 1990;

UCHIDA, YANO y WATANABE, 1993; GRONBECH Y LACY, 19%4).

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

SP liberada de los nervios sensitivos de las vias aéreas origina broncoconstriccion,
vasodilatacidn, edema y aumento de la secrecidén de moco (PERNOW, 1983; MURAI
ET AL, 1992; BARNES, 1992). CORCORAN Y HAIGH (1992) demostraron que el
neuropéptido SP estd implicado en el control del tono broncomotor. Tras administracién

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



disminuye la frecuencia respiratoria, siendo por tanto un potente broncoconstrictor que

actia sobre el tono de las vias aéreas tanto a nivel central como periférico.

IV.e.2.3.- APARATO URINARIO,

SP es uno de los compuestos natriuréticos y diuréticos mds potentes descritos:
Aumenta el flujo sanguineo renal, el volumen de orina y la excrecién de sodio y potasio
y disminuye la osmolaridad urinaria mientras que la filtracién glomerular permanece sin
cambios a dosis bajas, disminuyéndola a dosis altas. SP regula, por tanto, el metabolismo
hidrico y estimula la liberacién de Hormona antidiurética (ADH) (PERNOW, 1983;

PAYAN Y GOETZL, 1987).

La alta concentracidn de SP en vejiga urinaria de diversas especies sugiere que
esta sustancia puede tener un efecto espasmogénico del misculo 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 salivacion
en el perro, cobaya, rata, hamster y gallina pero no en el gato o el conejo. Este efecto
sialogogo parece ser una accién directa de SP sobre las gldndulas ya que no es bloqueado

por atropina, propanolol o fenoxibenzamina (PERNOW, 1983).
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B) SECRECION PANCREATICA: SP estimula la secrecién pancredtica
exocrina in vivo e in vitro. Aumenta la secrecién de bicarbonato, amilasa y proteinas y

estimula la secrecion de amilasa de las células acinares pancredticas (PERNOW, 1983;

PAYAN Y GOETZL, 1987).

C) SECRECION BILIAR: Junto a somatostatina, la SP es el tinico péptido
conocido que tiene efecto anticolerético, reduciendo la excrecidn biliar basal (PERNOW,

1983).

IV.e.2.5.- ORGANOS DE LOS SENTIDOS.

A) SISTEMA VISUAL: SP produce miosis debido a un efecto directo sobre el
miisculo del esfinter pupilar permaneciendo su efecto mi(é»tico atin tras denervacion del
trigémino. También se ha propuesto que SP juega un importante papel como posible
mediador primario de la respuesta ocular a los irritantes quimicos produciendo hiperemia,
miosis e hipertensién ocular al liberar SP de las neuronas sensitivas de la tivea anterior

(UNGER ET AL, 1981).

B) PIEL Y MUCOSAS: La distribucién de SP en las papilas epiteliales y
subepiteliales y en los corpisculos de Meissner y Krause de la piel y las membranas
mucosas, sugiere la participacion de este péptido en la mediacidn de la sensacidn tactil
(O’SHAUGHNESSY ET AL, 1981; BLOOM Y POLAK, 1983; ICHIKAWA ET 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
proporcionar un sustrato para la sefial neural de las células linfoides (PAYAN Y
GOETZL, 1987; BELLINGER ET AL, 1990; MOORE, 1992), Los niveles de SP
estdn elevados en procesos inflamatorios locales (PAYAN, 1989) estimulando la
liberacién de histamina y leucotrienos de los mastocitos, favorece la fagocitosis y
aumenta la quimiotaxis de los leucocitos mononucleares y polimorfonucleares (LORTON
ET AL, 1990). También estimula la inmunidad tanto humoral como celular, al aumentar
la sintesis de DNA y proteinas y la proliferacién de linfocitos T maduros y de

inmunoglobulinas (PAYAN Y GOETZL, 1987; MOORE, 1992).

Se han demostrado receptores para SP en linfocitos, monocitos macréfagos y
células mastocitarias. Diversos estudios han observado la presencia de fibras nerviosas
que contienen SP en los 6rganos linfoides primarios y seéundarios (LORTON ET AL,
1990) y en las puertas de entrada de antfgenos como piel, pulmones, intestino y

articulaciones (BELLINGER ET AL, 1990).

IV.e.2.7.- APARATO CARDIOVASCULAR.

SP es uno de los compuestos vasodilatadores periféricos mds potentes conocidos
(LOSAY ET AL, 1977; HELKE, 1982; PERNOW, 1983; SAID, 1987; OKUMURA

ET AL, 1992). Dilata las arterias en diversos lechos vasculares probablemente por accién
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directa sobre los receptores especificos para sustancia P, siendo este efecto vasodilatador
dependiente de la presencia de endotelio vascular (LOESCH Y BURNSTOCK, 1988;

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

COUTURE ET AL (1980) observaron que la arteria cardtida comin aislada es
una de las preparaciones mds sensibles a SP y otras quininas para medir los efectos de
estas sustancias en el misculo liso vascular. Esta arteria, contraida con pequeiias
concentraciones de noradrenalina, responde a SP y bradiquininas con relajaciones
proporcionales a las concentraciones de ambos péptidos. De entre las diversas sustancias
vasodilatadoras de naturaleza peptidica y no peptidica, estas dos sustancias son las mds

activas ya que sus concentraciones inhibitorias son menores de 10- M.

El papel de SP como mediador de la vasodilatacién antidrémica, se ha verificado
al demostrar su presencia en fibras sensitivas primarias no mielinizadas de la piel, su
liberacidn de las terminaciones periféricas de las neuronas sensitivas durante estimulacién
antidrémica y sus efectos vasodilatadores tras la infusién intravenosa aumentando,
ademas, la permeabilidad vascular con exudacién de plasma (PAYAN Y GOETZL,

1987).

Administrada de forma intravenosa, SP origina disminucién de la tensién arterial
por un efecto directo sobre el misculo liso vascular (VON EULER Y GADDUM, 1931;

HELKE, 1982; CORCORAN Y HAIGH, 1992).
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SP parece no tener efectos cronotrépico o inotrépico directos sobre la funcién
cardiaca (HELKE, 1982; LUNDBERG ET AL, 1985a; DALSGAARD ET AL, 1986;
STANOVNIK, LOGENDER-MLINSEK Y ERJAVEC, 1986; CORCORAN Y
HAIGH, 1992; CORR, 1992; OKUMURA ET AL, 1992). Por el contrario, ¢jerce una
accién indirecta modulando el tono cardfaco neural (SMITH, PRIOLA Y

BLOMQUIST, 1992).

IV.e.3.- SP Y DOLOR.

Los cuerpos celulares y fibras nerviosas SP-IR presentan un patrén de distribucién
neuroanatémico semejante al descrito para las vias responsables de la nocicepcion. SP
se sintetiza en los ganglios espinales donde, alrededor del 20% de los cuerpos celulares
de estos ganglios contienen SP, y es transportada a través de los nervios de la raiz dorsal
a las terminaciones nerviosas de las ldminas I y II del asta dorsal de la médula. Los

cuerpos celulares que contienen SP son de pequefio tamafio y las fibras son finas y no

mielinizadas (DE KONINCK ET AL, 1992).

La lamina I se localiza en la parte mds superficial del asta posterior de la médula.
Contiene, entre otras, células de pequenio tamafio con grupos de axones no mielinizados,
pequerias dendritas y botones sindpticos que corresponden al niicleo posteromarginal. Las
c€lulas de la lamina I responden especificamente a estimulos noxiégenos y térmicos y dan
fibras para el tracto espinotaldmico contralateral. La ldmina II contiene células pequefias

empaquetadas que corresponden a la sustancia gelatinosa. Los cuerpos celulares asociados



con el dolor (y donde existe SP), se localizan en la zona externa de la ldmina II. También
existe SP en el niicleo espinal del trigémino, localizdndose en las zonas de dicho niicleo
relacionadas con el dolor y los estimulos nociceptivos, es decir, en la ldmina I y parte

de la 1dmina II de la pars caudalis (CARPENTER, 1991).

Ademds, la administracién de SP a este nicleo, ha demostrado que sélo se excitan
las neuronas relacionadas con el dolor, y no las neuronas de la pars oralis interpolaris ni
las ldminas IIT y IV de la pars caudalis. La lesion del ganglio del trigémino o rizotomfa,
origina una depleccién de SP en el niicleo espinal del trigémino ipsilateral (CUELLO,

DEL FIACCO y PAXINOS, 1978).

También en la sustancia gris periacueductal del cerebro medio, fundamentalmente
en las regiones ventrolaterales que son las relacionadas con la analgesia, existe SP que
sugiere que este péptido estd implicado en los mecanismos centrales analgésicos (CHIGR

ET AL, 1991).

Estudios realizados con capsaicina, sustancia que origina una degeneracién
selectiva y permanente de las neuronas sensitivas primarias de pequefio didmetro, han
demostrado que su administracion a ratas origina una dramdtica pérdida (80 a 95%) de
lJa SP-IR en la sustancia gelatinosa (ldmina II) y capa marginal de la médula espinal y
nicleo espinal del trigémino al igual que en las estructuras periféricas como nervios de
la raiz dorsal, safeno y vago asi como en la piel (GAMSE ET AL, 1981; PERNOW,

1983; BUCK Y BURKS, 1986).



STEWART ET AL (1976) demostraron que SP dada intracerebroventricular o
intraperitoneal, origina analgesia de larga duracién y 25 veces mds potente que la
morfina. Pequefias dosis de SP producen liberacién de péptidos opioides mientras que

dosis mayores estimulan la actividad neuronal en las vias nociceptivas.

Por otro lado, SP interactda con otros sistemas peptidérgicos implicados en la
nocicepcién. La interaccién mds importante se realiza entre SP y los péptidos opioides.
En zonas tales como la sustancia gris periacueductal, nicleo del rafe magnus, capas 1y
IT del nicleo espinal del trigémino y en todas las partes de la médula, existe coexistencia
de terminales nerviosos que contienen Met-encefalina y SP. Estos péptidos probablemente
interactian a nivel postsindptico en la modulacién del dolor. Ademds en las neuronas
sensitivas, existe también, ademds de SP, somatostatina, VIiP, gastrina/Colecistoquinina
y angiotensina II (en los aferentes primarios del asta dorsal de la médula espinal y los
ganglios simpdéticos) aunque con distinta disposicién: SP y gastrina/Colecistoquinina
presentan distribucion semejante mientras que somatostatina se localiza en estratos mas

profundos (PERNOW, 1983; LUNDBERG ET AL, 1985a).
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V) NEURQPEPTIDO Y (NPY),

V.a.- CARACTERISTICAS.

El NEUROPEPTIDO Y (NPY) fue aislado por primera vez en 1.982 por
TATEMOTO, CARLQUIST Y MUTT (1982) del cerebro porcino. El término
Neuropéptido Y (Y = TIROSINA en la nomenclatura para aminodcidos) se debe a que
en su estructura molecular, compuesta de 36 aminodcidos, contiene una gran proporcion
de grupos tirosina (5 grupos), incluyendo un residuo tirosina en posicién N-terminal y

una tirosina-amida en posicién C-terminal.

NPY pertenece a la familia del Polipéptido Pancredtico (PP), y comparte una
region comidn C-terminal con el Péptido Intestinal YY (PYY) (TATEMOTO,
CARLQUIST Y MUTT, 1982; TATEMOTO, 1982). Presenta una estructura muy
similar al PP bovino (17 aminodcidos en comin) y al PP de ave (20 aminoécidos en

comtin).
La secuencia del NPY es muy semejante en las distintas especies. La secuencia

de aminodcidos en el hombre y la rata es idéntica y sélo defiere del NPY bovino en un

aminodcido (Metionina en posicion 17 es sustituido por leucina) (PERNOW, 1988).
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A diferencia de los neurotransmisores cldsicos, cuyo lugar predominante de
sintesis es el terminal nervioso, NPY se sintetiza en los ribosomas del cuerpo celular
nervioso (HOKFELT ET AL, 1980; FRIED ET AL, 1985). Se ha aislado el RNAm
que codifica el NPY humano cuyo precursor presenta 97 aminodcidos (MINTH ET AL,
1984). Tras su procesamiento postranslacional, se empaqueta en vesiculas y alcanza el
terminal nervioso por transporte axonal desde donde serd liberado (FRIED ET AL,

1985; LUNDBERG ET AL, 1989).

NPY se almacena en vesiculas grandes de nticleo denso (Nor se almacena tanto
en vesiculas grandes como pequeiias y como veremos después, parece que NPY coexiste
con Nor en algunas terminaciones nerviosas). Una estimulacion de baja frecuencia libera
s6lo Nor (vesiculas pequefias) mientras que la estimulacion de alta frecuencia libera las
dos sustancias. Es decir, la cantidad de NPY liberado depende del patrén y de la

frecuencia de estimulacion simpética (EDVINSSON ET AL, 1987).

- RECEPTORES PARA NPY: L as acciones de NPY parecen ser el resultado de
la estimulacion de receptores especificos. Asi, el efecto vasoconstrictor de NPY en el
corazén se deberia a la estimulacion de receptores localizados probablemente en las
células musculares lisas de los vasos coronarios, ya que existe vasoconstriccién con
concentraciones muy bajas de este péptidc (RIOUX ET AL, 1986;

BALASUBRAMANIAM ET AL, 1990a).
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BALASUBRAMANIAM ET AL (1990b) han estudiado los receptores para NPY
en la membrana ventricular cardfaca de la rata, comprobando que estos receptores son
heterogéneos, compuestos de lugares de alta y baja afinidad (denominados Y1 e Y2) y

unidos al sistema adenilato ciclasa (SHIGERI Y FUJIMOTO, 1994).

Ademids, los receptores para NPY son muy sensibles a pequefios cambios
introducidos en la molécula original. Cuando se estudian separadamente los fragmentos
C-terminales de NPY ( NPY (16-36) y NPY (19-36) ), se observa que los grupos
quimicos responsables de la actividad vasoconstrictora de NPY en los vasos coronarios
del cobaya se encuentran en el fragmento C-terminal de NPY, mientras que los
responsables de la afinidad (o potencia) de NPY para los receptores, se podrian localizar
en el fragmento N-terminal (RIOUX ET AL, 1986; BALASUBRAMANIAM ET AL,

1990a).

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

NPY es el péptido mds abundante en el cerebro de los mamiferos
(CHRONWALL, CHASE Y O’DONOHUE, 1984; EVERITT ET AL, 1984; GU ET

AL, 1984; ALLEN Y BLOOM, 1986; EDVINSSON ET AL, 1987).
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NPY presenta una amplia distribucién a todo lo largo del SNC, existiendo en
concentracién particularmente abundante en los ganglios basales, amigdala y niicleo
accumbens. Altos niveles se han demostrado en sistema limbico y regiones hipotaldmicas
y en los nicleos centrales del tronco cerebral que se sabe que afectan la funcion
autonémica visceral. El cerebelo no posee cuerpos celulares ni fibras nerviosas NPY-IR.

La distribucién es como sigue:

V.b.1.- TELENCEFALO.

Cuerpos celulares NPY-IR se han descrito en la corteza cerebral y
fundamentalmente en el micleo caudadoputamen, nicleo accumbens, niicleo de la estria
terminal y amigdala. Fibras y terminales nerviosos NPY-IR en gran cantidad también se
describen en el nicleo amigdalino central, relacionados con el nicleo accumbens, dentro
del haz medial del cerebro anterior y en el niicleo de la estria terminal (EVERITT ET

AL, 1984; MUTT ET AL, 1989).

V.b.2.- DIENCEFALO.

En el HIPOTALAMO se observa una alta densidad de cuerpos celulares y fibras
nerviosas NPY-IR en los niicleos posterior, dorsomedial € infundibular y moderada en
los niicleos supraéptico y paraventricular (EVERITT ET AL, 1984; GU ET AL, 1984;

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

Normalmente no se observan cuerpos celulares NPY-IR en la regién de las
neuronas dopaminérgicas mesencefédlicas demostrandose c€lulas aisladas en la zona mas
ventral de la zona compacta medial. Fibras nerviosas NPY-IR se hallan en bajo a
moderado ndmero en el 4drea tegmentaria ventral y sélo fibras aisladas en la zona

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

V.b.4.- ROMBENCEFALO.

En el rombencéfalo, la densidad mds alta de material NPY-IR se localiza en la
parte dorsal del locus ceruleus (CHRONWALL ET AL, 1984; ALLEN Y BLOOM,

1986; MUTT ET AL, 1989).

Numerosas fibras NPY-IR también se describen en el rafe dorsal, y especialmente
en el nicleo del tracto solitario y en el nicleo trigeminal espinal (EVERITT ET AL,

1984; MUTT ET AL, 1989).

V.b.5.- MEDULA ESPINAL.

Cuerpos celulares y fibras NPY-IR se localizan fundamentalmente en el asta
dorsal de la médula espinal. Los cuerpos celulares parecen corresponder a neuronas

intrinsecas (EVERITT ET AL, 1984; GU ET AL, 1984). Las terminaciones nerviosas
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NPY-IR se localizan particularmente en la sustancia gelatinosa {capa II) del asta dorsal
de la médula espinal. Estas fibras se originan probablemente de vias descendentes y de
neuronas espinales intrinsecas y se piensa que NPY estd ausente en las neuronas
sensitivas primarias (EVERITT ET AL, 1984; GU ET AL, 1984; DOYLE Y

MAXWELL, 1993).

V.c.- DISTRIBUCION VISCERAL DE NPY,

Aunque aislado por vez primera del cerebro, NPY tiene también una amplia
distribucién en el Sistema Nervioso Periférico autonémico de diversas visceras aunque
no exclusivamente en las fibras nerviosas postgangliénicas simpdticas (LUNDBERG ET

AL, 1983).

V.c.1.- GANGLIOS SIMPATICOS.

LUNDBERG ET AL (1983) demostraron concentraciones elevadas de NPY en
tejidos que reciben inervacidn simpdtica en diversas especies: cobaya, gato, cerdo y
hombre. Los niveles mds elevados de NPY se observaron en el ganglio estrellado del
cobaya y en el ganglioc mesentérico superior del cerdo. También existen altas
concentraciones de este péptido en los ganglios cervical superior y celiaco de la rata

(LUNDBERG ET AL, 1982; EKBLAD ET AL, 1984).



V.c.2.- APARATO GASTROINTESTINAL,

NPY se distribuye en numerosas fibras nerviosas que inervan el miisculo liso
circular del eséfago, estémago y duodeno, siendo su cantidad menor en el colon. Los dos
plexos ganglionares (submucoso y mientérico) poseen abundantes cuerpos celulares y

fibras nerviosas NPY-IR (LUNDBERG ET AL, 1983).

También existen numerosas fibras nerviosas que contienen NPY alrededor de los
vasos de la pared intestinal, sobre todo en las arterias y arteriolas de la serosa y
submucosa. Las pequefias venas de la pared intestinal y el mesenterio estdn escasamente

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

- HIGADQ: Existen piexos de fibras nerviosas NPY-IR alrededor de la vena
porta y las arterias hepdticas principales. En el parénquima, las fibras se distribuyen
alrededor de las pequeas ramas de la arteria hepatica y alrededor de las venas centrales.

No existen fibras con NPY en las venas interlobulares (UDDMAN ET AL, 1985).

- PANCREAS: Se observan fibras nerviosas NPY-IR alrededor de los vasos
pancredticos y formando plexos en torno a las células ganglionares. Nervios aislados
NPY-IR se han demostrado dentro del parénquima endocrino de los islotes de Langerhans

(LUNDBERG ET AL, 1983).



- BAZO: Aparecen muchas fibras NPY-IR alrededor de la arteria esplénica y,
dentro de la pulpa esplénica, en torno a los pequefios vasos (capilares). En la vena
esplénica, las fibras son muy escasas (ALLEN ET AL, 1985a; UDDMAN ET AL,

1985).

V.c.3.- APARATO RESPIRATORIO.

Varicosidades NPY-IR se pueden observar en el miisculo liso traqueobronquial
y en los ganglios bronquiales (LUNDBERG ET AL, 1983). Numerosas fibras nerviosas
NPY-IR perivasculares se describen en la mucosa nasal y en la pared traqueal. Las fibras
rodean arterias de mediano y gran tamano. Asi, las arterias pulmonares principales
reciben muchas fibras NPY-IR pero estdn ausentes en los vasos de la periferia del

pulmén (UDDMAN ET AL, 1985).

V.c.4.- APARATO CARDIOVASCULAR.

A) CORAZON:

Se ha demostrado una alta densidad de inervacién por NPY en el corazén de
ratén, rata (GU ET AL, 1984; ALLEN ET AL, 1985a; CORR ET AL, 1990;
PRADOS FRUTOS ET AL, 1992; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y
PUERTA FONOLLA, 1993), cobaya (HASSALL Y BURNSTOCK, 1984; STERNINI
Y BRECHA, 1985; UDDMAN ET AL, 1985; DALSGAARD ET AL, 1986; MORRIS

ET AL, 1986) y humano (GU ET AL, 1983; PURJERANTA 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 AV, las arterias coronarias y las vdlvulas
cardiacas. La mayor densidad de inervacién se localiza en €l miocardio auricular, tejido
de conducci6n y vasos coronarios. (LUNDBERG ET AL, 1983; GU ET AL, 1983;
1984; UDDMAN ET AL, 1985; DALSGAARD ET AL, 1986; WARNER Y LEVY,
1990b; CORR ET AL, 1990; PRADOS FRUTOS ET AL, 1992; GULBENKIAN ET
AL, 1993). Las arterias coronarias, fundamentalmente a nivel de la adventicia o0 en la
unién adventicia-media, poseen un compacto plexo de nervios NPY-IR (GU ET AL,
1984; UDDMAN ET AL, 1985; PRADOS FRUTOS, MARTIN PEREZ Y PUERTA

FONOLLA, 1993; GULBENKIAN ET AL, 1993).

Se han demostrado neuronas ganglionares intrinsecas NPY-IR en el corazon de
la rata, rat6n y cobaya: algunas parecen ser noradrenérgicas (GU ET AL, 1984;
DALSGAARD ET AL, 1986), y otras no noradrenérgicas (DALSGAARD ET AL,
1986; HASSALL Y BURNSTOCK, 1987). Sin embargo, la mayorfa de la
inmunorreactividad para NPY en el corazén de los mamiferos estd presente en los
terminales de ias neuronas noradrenérgicas (LUNDBERG ET AL, 1983; ALLEN ET
AL, 1985a; MORRIS ET AL, 1986) cuyos cuerpos celulares se localizan en los

ganglios simpdticos (DALSGAARD ET AL, 1986).

B) VASOS:
NPY estd ampliamente distribuido en los nervios perivasculares de vasos

periféricos y cerebrales de diversas especies (UDDMAN ET AL, 1985; LUNDBERG
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ET AL, 1982b; EKBLAD ET AL, 1984; ALLEN ET AL, 1985a; UDDMAN ET AL,

1985; PERNOW, 1988).

Las arterias estdn, por lo general, mds densamente inervadas que las venas
correspondientes (EDVINSSON ET AL, 1987; PERNOW, 1988). Se ha demostrado la
existencia de NPY en la adventicia de la mayoria de las grandes arterias, sobre todo, en
las arterias cerebrales (poligono de Willis), renales, mesentérica superior y aorta toricica.
Por el contrario, las arterias femorales, subclavia y carétidas estdn inervados por escasas
fibras NPY-IR (LUNDBERG ET AL, 1983; EKBLAD ET AL, 1984; UDDMAN ET

AL, 1985; KAWAMURA, SAKATA Y TAKEBAYASHI, 1991).

V.c.5.- APARATO GENITOURINARIO,

Se han demostrado abundantes fibras nerviosas NPY-IR en el miisculo liso del
uréter (sobre todo en la unidn uretero-vesical), vejiga urinaria (fundamentaimente en el
trigono}, uretra, vagina, iitero (cérvix y cuerpo), trompas, ovario, préstata y conducto
deferente, asi como alrededor de los vasos, tanto arteriolas como vénulas (LUNDBERG

ET AL, 1983; PRIETO ET AL, 1989; MULSHOF ET AL, 1994).

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

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



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

también el cdliz renal (KNIGHT, FABRE Y BEAL, 1989).

Respecto a la inervacién del tracto genital, existen numerosas fibras nerviosas
NPY-IR en las arterias de mediano y gran tamafio del cérvix uterino, arteria uterina
mayor, ovdrica, testicular y los pequefios vasos relacionados con elconducto deferente y
las vesiculas seminales. La densidad de inervacién decrece en las ramificaciones

vasculares periféricas (UDDMAN ET AL, 1985).

V.d.- COEXISTENCIA DE NPY CON OTRAS SUSTANCIAS
NEUROACTIVAS,

V.d.1.- NPY Y CATECOLAMINAS.

Los diversos estudios inmunohistoquimicos han demostrado ia coexistencia de
NPY y Nor en una poblacién de neuronas simpdticas (LUNDBERG ET AL, 1983;
EKBLAD ET AL, 1984; PERNOW, 1988; WARNER Y LEVY, 1990b;
CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993) y en ciertas neuronas del tronco
cerebral que parecen estar implicadas en el control del sistema cardiovascular (EVERITT
ET AL, 1984; CIARLEGLIO, BEINFELD Y WESTFALL, 1993). En los nervios de
la adventicia de las arterias principales se han demostrado altas concentraciones de NPY

posiblemente asociadas con €l sistema noradrenérgico, por lo que se puede admitir que



el misculo vascular arterial estd sometido a un control neural vasoconstrictor dual
mediante un neurotransmisor cldsico, la Noradrenalina, y un neuropéptido, NPY

(ALLEN ET AL, 1985a).

Para demostrar la naturaleza simpdtica, de las fibras NPY-IR perivasculares, se
han realizado diversos estudios. La extirpacién unilateral del ganglio cervical superior
origina la desaparicién de las fibras NPY-IR perivasculares del lado denervado (tiroides,
iris y mucosa nasal). La simpatectomia quimica (con 6-hidroxidopamina) disminuye la
concentracidn de Nor en mds del 80% y casi la totalidad de NPY en todo el sistema
vascular (PORTER, TOTARO Y STONE, 1963; THOENEN Y TRANZER, 1968;
KOSTRZEWA Y JACOBOWITZ, 1974; LUNDBERG ET AL, 1982; LUNDBERG

ET AL, 1985b; UDDMAN ET AL, 1985; MABE ET AL, 1987).

Pero no todas las neuronas que contienen NPY son de origen simpdtico. En el
cerebro, EVERITT ET AL (1984) encontraron que NPY estd localizado en los cuerpos
celulares noradrenérgicos (Al)/adrenérgicos (C1) del bulbo raquideo ventrolateral, los
cuerpos celulares noradrenérgicos de A6 (locus ceruleus) y los cuerpos celulares
adrenérgicos de los grupos C2. Por el contrario, no se ocbserva NPY en los cuerpos
celulares noradrenérgicos de A2, AS, grupo subceruleus y A7 de 1a protuberancia ni en
los cuerpos celulares dopaminérgicos (A8-A15) del mesencéfalo y telencéfalo. También
en el corazén, MACCARRONE Y JARROT (1987), CORR ET AL (1990),

ABERDEEN ET AL (1992), GORDON ET AL (1993) han demostradoc que
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aproximadamente el 50% del contenido de NPY cardiaco se origina de nervios simpdticos

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

V.d.2.- NPY Y SOMATOSTATINA.

Se ha demostrado la coexistencia de NPY y somatostatina en las mismas neuronas
de la corteza cerebral humana y de la rata, asf como en el nicleo arcuato del hipotadlamo
de la rata (CHRONWALL, CHASE Y O’DONOHUE, 1984; ALLEN Y BLOOM,
1986). En la corteza cerebral, existen mds cuerpos celulares con Somatostatina que con
NPY pero mds fibras NPY-IR. Los cuerpos celulares que contienen los dos péptidos
(NPY y Somatostatina) se localizan principalmente en las capas II/IIl y VI. En el
hipotdlamo, la distribucién 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 depleccion de Somatostatina cortical mientras que la concentracién

de NPY permanece 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 multiple (NPY, Somatostatina,



Colecistoquinina y Acetilcolina en una misma poblacién de neuronas (FURNESS ET AL,

1984; ZHU Y DEY, 1992).

V.e.- ACCIONES FARMACOLOGICAS DE NPY.

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

La amplia distribucién de NPY en el SNC sugiere la participacion de este péptido

en diversas funciones reguladoras:

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

hipotensién, bradipnea y bradicardia (FUXE ET AL, 1983).

b) En el hipotdlamo: La aplicacién de NPY en el nicleo paraventricular del
hipotdlamo en ratas, aumenta la ingesta fundamentaimente para los hidratos de carbono
y estimula el mecanismo de la sed (ALLEN Y BLOOM, 1986; CIARLEGLIO,

BEINFELD Y WESTFALL, 1993).

¢) En_la_adenohipéfisis: NPY influye en la secrecion de hormonas de la
adenchipdfisis. A dosis bajas, inhibe la liberacién de Hormona Luteinizante (LH)
mientras que a dosis 100 veces mayor inhibe la liberacién de Hormona del crecimiento

(ALLEN Y BLOOM, 1986).
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d) En_la médula espinal; Los axones que contienen NPY en la ldmina II de la
médula espinal pueden regular la transmisién sensitiva espinal a través tanto de una
accién postsindptica sobre las neuronas del asta dorsal como de una accién presindptica
sobre los terminales aferentes primarios, muchos de los cuales contienen SP (DOYLE

Y MAXWELL, 1993).

V.e.2.- ACCIONES VISCERALES DE NPY.

NPY ejerce diversas acciones sobre la respuesta vascular simpdtica y del musculo
liso, encontrdndose entre los péptidos VASOCONSTRICTORES mds potentes aislados
hasta la fecha (FRANCO-CERECEDA Y LUNDBERG, 1982; LUNDBERG Y
TATEMOTO, 1982; ALLEN ET AL, 1985b; FRANCO-CERECEDA ET AL, 1985;

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

- EFECTO VASOCONSTRICTOR:

La administracién sistémica intravenosa de NPY induce hipertensién arterial
sistémica por aumento de la resistencia periférica total. Esta accién vasoconstrictora es
resistente al bloqueo de los receptores alfa-adrenérgicos y estd presente en animales
simpatectomizados (LUNDBERG ET AL, 1982; LUNDBERG Y TATEMOTO, 1982;

POTTER, 1985; EDVINSSON ET AL, 1987).
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La administracién intraarterial de NPY origina una vasoconstriccién local de
desarrolio lento y larga duracién en la arteria y gldndula submandibulares del gato

(LUNDBERG ET AL, 1982; LUNDBERG Y TATEMOTO, 1982).

La infusién directa de NPY en las arterias coronarias origina vasoconstriccén
coronaria y disminucién del volumen de perfusién del corazén (descenso del flujo

coronario) (FRANCO-CERECEDA ET AL, 1989; WARNER Y LEVY, 1990a).

- EFECTOS RE LA CON TILIDAD CARDIACA:

Aunque NPY origina siempre vasoconstriccién coronaria, sus efectos sobre la
contractilidad cardfaca varfan encontrdndose efectos intrépicos negativos (ALLEN ET
AL, 1983; FRANCO-CERECEDA, LUNDBERG Y DAHLOF, 1985; RIOUX ET AL,
1986; BALASUBRAMANIAM ET AL, 1988; RIGEL ET AL, 1989); efectos
inotrépicos positivos (LUNDBERG, HUA Y FRANCO-CERECEDA, 1984) o incluso
ausencia de alteracion de la fuerza contrdctil (ALLEN ET AL, 1986; MICHEL ET AL,

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

- EFECTOS SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA:

Igualmente, se ha demostrado que NPY tiene efectos variables sobre la frecuencia
cardiaca dependiendo de la especie animal. Asi, es cronotrépico positivo en auricula
aislada de cobaya (LUNDBERG, HUA Y FRANCO-CERECEDA, 1984; FRANCO-
CERECEDA, LUNDBERG Y DAHLOF, 1985), posee un efecto cronotrépico negativo

en corazones aislados de rata (ALLEN ET AL, 1983; RIOUX ET AL, 1986;
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BALASUBRAMANIAM ET AL, 1988) y no tiene efecto directo sobre la frecuencia
cardfaca o el tiempo de conduccion del 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 NPY puede participar en la patofisiologia de la insuficiencia
cardica congestiva (ICC). Este cuadro conduce a una activacion del SNs con aumento en
1a liberacidn de Nor del miocardio (DUBOIS-RANDE ET AL, 1992). Puesto que NPY
se almacena y libera con Nor de las terminaciones nerviosas simpaticas, ULLMAN ET
AL (1993) estudiaron pacientes con ICC crénica leve a moderada con el fin de
determinar si existe alguna correlacidn entre los niveles plasmdticas de NPY, Nor y la
funcién del VI, Observaron que los niveles de NPY plasmdticos poseen una mejor
correlacion con la funcién del VI y parece ser un mejor marcador de la ICC leve a
moderada que la Nor, pudiéndose considerar como factor prondstico en estos pacientes.
También se han encontrado niveles elevados de NPY en pacientes con isquemia
miocdrdica aguda (ULLMAN ET AL, 1993) y fallo ventricular izquierdo agudo
(MAISEL ET AL, 1989). Es posible que la liberacién de NPY durante la ICC severa

pueda contribuir al deterioro de la funcién del VI.

- C ENALES:
NPY es un potente vasoconstrictor de la vascularizacién renal asocidndose a
natriuresis secundaria probablemente a la isquemia (por disminucion de la perfusidn

renal) y vasoconstriccion arteriolar periférica renal que aumenta ia presién de filtracién

relativa (ALLEN ET AL, 1985b).



- SOBRE LA CIRCULACION CEREBRAL:

En los vasos cerebrales, NPY origina vasoconstriccion prolongada in vivo e in

vitro con la isquemia cerebral asociada (EDVINSSON ET AL, 1987).
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V) PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP|,

VeLa.- CARACTERISTICAS,

El PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP) se aislé por primera vez del
intestino delgado del cerdo por SAID Y MUTT (1970). El VIP porcino es un péptido
bésico de 28 amino4cidos intimamente relacionado con la secretina y similar también al
glucagén, al péptido inhibidor gdstrico, al péptido porcino histidina-isoleucina (PHI) y
al recientemente descubierto factor liberador de hormona de crecimiento (GHREF)

(ROSTENE, 1984; BESSON ET AL, 1986). Su estructura es:

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

GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn-NH2,

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 mamiferos presenta una estructura
constante caracteristica. En el intestino del pollo, VIP difiere del octacosapéptido porcino

en sdlo cuatro aminodcidos (NILSSON, 1975).
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No estd del todo claro qué regiones de la secuencia de VIP son esenciales en su
actividad biolégica, pero la similitud estructural observada entre los distintos mamiferos
sugiere que la integridad de toda la secuencia del octacosapéptido es requerida para la
expresién completa de su actividad como neuropéptido (ROSTENE, 1984; DIMALINE

ET AL, 1984).

En 1976, seis anos después de su descubrimiento en el intestino, se demostrd la
existencia de VIP en lineas celulares de neuroblastoma y astrocitoma y en tejido cerebral
del perro sugiriendo la existencia de este péptido tanto en el SNC como en el periférico

(SAID Y ROSENBERG, 1976).

Aligual que los otros neuropéptidos, VIP se sintetiza en los ribosomas del cuerpo
neuronal como "precursor” o "preproteina”. La preproVIP contiene 170 aminoacidos
(ROSTENE, 1984). En el axén, VIP se localiza principalmente en el aparato de Golgi,
los microtibulos y en las vesiculas grandes de niicleo denso. Tras su procesamiento, VIP
contiene 28 amino4cidos y llegard al terminal nervioso por transporte axonal preparado

para su liberacidn.

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

estimulos:

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

potasio o a la estimulacion eléctrica del nervio cidtico (YAKSH, ABAY Y GO, 1982)



y en el liquido cefalorraquidec humano en respuesta a drogas colinérgicas (EBEID ET

AL, 1979).

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

hipotdlamo, amigdala y estriado en respuesta a diversos agentes despolarizantes

(BESSON ET AL, 1982).

VIP es inactivado rdpidamente en los diversos tejidos por degradacion enzimdtica

(ROSTENE, 1984).

- RECEPTORES PARA VIP: Se han demostrado receptores de alta y baja
afinidad para VIP en diversas regiones del SNC y periférico (BESSON ET AL, 1986;
BRUM ET AL, 1986; HUANG Y RORSTAD, 1987; MAGISTRETTI ET AL, 1988;
AMENTA ET AL, 1989). El efecto vasodilatador de VIP se lleva a cabo mediante una
relajacion directa del misculo liso vascular, es independiente del endotelio y se asocia
a una estimulacién de la adenilato ciclasa (BRUM ET AL, 1986; BESSON ET AL,

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

Ademds, 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 accién
fisiolégica completa ya que la sustitucién o deleccién de alguno de sus aminodcidos

reduce su actividad bioldgica (BESSON ET AL, 1986; HUANG Y RORSTAD, 1987).
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VLb.- DISTRIBUCION DE VIP EN EL SNC.

A partir de la purificacién de anticuerpos monoclonales para VIP, este péptido ha
sido identificado mediante técnicas inmunohistoquimicas y radioinmunolégicas en diversas
regiones del SNC. Estudios autorradiograficos de localizacién de receptores han ayudado
también a la caracterizacién y al conocimiento de su distribucién en el SNC (DE

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

Las concentraciones mds elevadas de VIP se encuentran en la corteza cerebral,
amigdala, hipocampo e hipotdlamo. También se ha demostrado la existencia de 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, SEIFERT Y KUHAR,

1985).

V1.b.1.- TELENCEFALOQ.

En todas las regiones de la corteza cerebral existen neuronas VIP-
Inmunorreactivas (VIP-IR) (ROSTENE, 1984; MAGISTRETTI ET AL, 1988). En la
rata, las neuronas VIP-positivas representan aproximadafnente el 1% de las neuronas
corticales con distribucién uniforme en todas las 4reas corticales (DE SOUZA,

SEIFERT Y KUHAR, 1983).
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En los ganglios basales, la densidad de material VIP-IR es moderada en el niicleo
accumbens, baja en el caudado putamen y muy baja en el globus pallidum (DE SOUZA,

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

VLb.2.- AMIGDALA.

Se han observado cuerpos celulares y fibras nerviosas VIP-IR en la mayoria de
los nicleos de la amigdala, principalmente en los nicleos lateral y laterobasal. Estudios
autorradiogrdficos han demostrado una alta concentracion de receptores para VIP en el

niicleo central (BESSON ET AL, 1986).

VLb.3.- HIPOTALAMO,

Se puede demostrar un gradiente de concentracién descendente de VIP desde las
regiones anteriores a las posteriores del hipotdlamo. Los niveles mds altos de VIP en el
hipotdlamo anterior se deben principalmente a una importante concentracién del mismo
en los nicleos supraquiasmdtico y dorsomedial. Concentrac::iones mds bajas se encuentran
en los nicleos arcuato, mamilar y periventricular (ROSTENE, 1984; BESSON ET AL,

1986).



VLb.4.- HIPOCAMPO.

Presenta una concentracién de VIP entre moderada-alta en el subiculum y en
diferentes dreas del asta de Ammon y también en la capa granular del gyrus dentado

dorsal y ventral (BESSON ET AL, 1986).

En direccién caudal, existen bajas concentraciones de VIP, con excepcion de la
capa superficial de la sustancia gris central del cerebro medio, nicleo del rafe dorsal,
locus ceruleus, ntcleo parabraquial y nicleo del tracto solitario (ROSTENE, 1984;

BESSON ET AL, 1986).

La presencia de neuronas intrinsecas con VIP en el niicleo del tracto solitario, el
centro barorreceptor primario, es importante en cuanto al papel que desempeiia VIP en

la regulacién del flujo sanguineo (ROSTENE, 1984).

VI.c.- DISTRIBUCION VISCERAL DE VIP,

Ademds de la localizacién en el SNC, las fibras nerviosas VIP-IR se localizan

también en el sistema nervioso de distintos 6rganos periféricos, particularmente en los

aparatos cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal y genitourinario:



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

Se han observado fibras nerviosas VIP-IR en el asta dorsal de 1a médula espinal
y en una poblacién menor de cuerpos celulares nerviosos de los ganglios de la raiz dorsal
en los niveles sacro y lumbar. También se ha demostrado en ganglios simpdaticos (ganglio

cervical superior, ganglio estrellado y ganglios simpéticos tordcicos y lumbares)

(SUNDLER ET AL, 1988).

VI.c.2.- APARATO GASTROINTESTINAL.

VIP es uno de los neuropéptidos mds abundantes en el tracto gastrointestinal.
Numerosas fibras nerviosas VIP-IR se han observado en todas las capas de la pared
intestinal en diversas especies (cerdo, gato, rata, ratén y hombre) (LARSSON ET AL,
1976; SUNDLER ET AL, 1988; TSUTSUMI Y HARA, 1989). Las neuronas VIP-
érgicas se originan principalmente del plexo submucoso y se extienden a todas las capas,
incluyendo la mucosa y la capa muscular circular. La capa muscular longitudinal sélo
recibe inervacién del plexo mientérico (MANNON Y TAYLOR, 1992). La distribucién
de fibras nerviosas VIP-IR en el tracto gastrointestinal varfa en las distintas especies.
Como ejemplo, en la mucosa gdstrica de la rata son relativamente escasas pero

abundantes en el hombre (LARSSON ET AL, 1976; TSUTSUMI Y HARA, 1989).
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- En el ESOFAGO, todas las capas estdn inervadas por fibras nerviosas que

contienen VIP, fundamentalmente en la muscularis mucosa (WATTCHOW ET AL,

1987).

- En ESTOMAGQO, el antro tiene menor inervacion que el fundus gdstrico. En

el hombre, la inervacidn es muy densa en todas las capas: mucosa, muscularis mucosa,
submucosa (alrededor de los vasos) y muscular propia (entre las células musculares Jisas).
El piloro estd densamente inervado por VIP (TSUTSUMI Y HARA, 1989; MANNON

Y TAYLOR, 1992).

- En el INTESTINO DELGADO, la concentracién de VIP es muche mayor en

la capa muscular que en la mucosa. En la mucosa duodenal existen menos fibras con VIP
que con SP. En la muscularis mucosa, VIP se distribuye en los vasos submucosos y en

las gldndulas de Brunner (GREENWOQOD ET AL, 1990).

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

de las cripts y en los villi), en la submucosa y en las capas musculares circular y

longitudinal (DOMOTO ET AL, 1990).

La vagotomfa quinirgica o la simpatectomfa quimica no producen ningtin cambio
en el mimero o distribucién de las fibras nerviosas VIP-IR por lo que este sistema de
fibras nerviosas parece ser intrinseco de la pared intestinal (LARSSON ET AL, 1976;

SUNDLER ET AL, 1988).
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- En el PANCREAS, existen pocas fibras nerviosas VIP-IR, apareciendo en el

tejido conectivo que separa los 16bulos pancredticos y se ven sdlo ocasionalmente entre

los acini 0 en los islotes (SUNDLER ET AL, 1988).

VI.c.3.- APARATO RESPIRATORIO.

Las vias aéreas estdn densamente inervadas por el neuropéptido VIP. Las fibras
que contienen VIP se distribuyen en el epitelio, ldmina propia y en asociacién con los
haces musculares, vasos sanguineos y glindulas. Son intensamente inmunorreactivos en
la mucosa nasal, trdquea (tanto proximal como distal) y bronquios principales. En el
pulmén, son escasas pudiéndose demostrar en los septos y asociados a los vasos. Se han
observado cuerpos celulares nerviosos que contienen VIP en los pequefios ganglios
localizados sobre la superficie externa o dorsal de l1a pared traqueal (SUNDLER ET AL,

1988; LUTS Y SUNDLER, 1989; ALBEGGER ET AL, 1991).

Vi.c.4.- APARATO CARDIOVASCULAR.

A) CORAZON:

VIP estd ampliamente distribuido en el corazén. Se han demostrado fibras VIP-IR
relacionadas con las arterias coronarias, en las auriculas, en los nodos SA y AV y
cuerpos celulares en los ganglios cardiacos localizados en auricula izquierda, origen de
la aorta ascendente y tronco pulmonar, regiones del surco coronario y en los nodos SA

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



1983; REINECKE Y FORSSMANN, 1984; WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN,
1984; BRUM ET AL, 1986; GERSTHEIMER ET AL, 1988; FORSGREN, 1989c¢;
HOOVER, 1989; ANDERSON ET AL, 1992; PRADOS FRUTOS ET AL, 1992;
ZHU Y DEY, 1992; GULBENKIAN ET AL, 1993; PRADOS FRUTOS, MARTIN

PEREZ Y PUERTA FONOLILA, 1993).

B) YASOS:

La distribucién de la inervacién VIP-érgica en el sistema vascular varia segun las
zonas. Mientras que la gran parte de los grandes vasos reciben una inervacion escasa o
moderada, en diversos lechos vasculares regionales €sta es muy densa: las arterias que
reciben mayor inervacién por fibras nerviosas VIP-IR son las que corresponden al
intestino, cerebro y aparato genitourinario (DELLA ET AL, 1983; SUNDLER ET AL,

1988).

a) Arterias principales:

Las fibras VIP-IR se localizan en la adventicia de las grandes arterias,
fundamentalmente en la unién media-adventicia. La aorta ascendente estd inervada por
una pequeiia y delicada red de fibras nerviosas VIP-positivas. Esta inervacion aumenta
en sentido distal encontrando un plexo moderadamente denso de varicosidades y pequefios
haces nerviosos en la aorta tordcica y un plexo importante en la aorta abdominal. En las
arterias iliacas, femorales y popliteas, la inervacién es menor. El tronco pulmonar y las
arterias pulmonares principales presentan plexos moderadamente densos de fibras VIP-IR

entrelazadas (DELLA ET AL, 1983; WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984).



b) Yenas principales:

Las venas principales tienen, por lo general, una inervacién escasa por VIP
excepto en la desembocadura de la vena cava con el corazén, tanto la craneal como la
caudal. A medida que nos alejamos del corazdn, la inervacién por VIP disminuye
rdpidamente. Muy pocas fibras, 0 ninguna, se aprecian en la vena yugular interna, vena

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

¢) Lechos vasculares regionales:

- Arteria mesentérica superior: Un denso plexo de fibras VIP-IR se ha
demostrado en el origen de esta arteria en la aorta asi corr;o cerca de los origenes de las
ramas hepdtica, pancredtica y duodenal. Las venas correspondientes no estdn inervadas.
También las ramas célicas estin muy inervadas pero la inervacién es muy escasa en las
arterias ileales. Las arteriolas de la submucosa del ileon y colon se asocian con pocas

fibras inmunorreactivas (DELLA ET AL, 1983).

- Arteria mesentérica inferior: Tiene una inervacién moderada en su origen que

aumenta distalmente (ramas cdlicas). Las venas presentan también una inervacién poco

densa.

- Vascularizacién de los érganos reproductivos y urinarios: La arteria uterina
principal estd rodeada por un plexo denso de fibras VIP-positivas que disminuye al entrar
en la pared uterina. No se observa inervacion en la vena uterina o sus ramas (SUNDLER

ET AL, 1988).



En el tracto urogenital masculino, también existe un rico plexo perivascular en
la arteria del conducto deferente y la vejiga asi como en el tejido eréctil del bulbo del
pene fundamentalmente en relacién con las trabéculas y los vasos. La arteria renal posee
pocas fibras nerviosas en la unién media/adventicia y atiin menor en la vena renal

(DELLA ET AL, 1983; SUNDLER ET AL, 1988).

- Arterias cerebrales: Alrededor de las arterias cérebra.les existe una inervacién
importante por fibras que contienen VIP, sobre todo en la circulacién anterior: arteria
cerebral anterior y carétida interna. En la rata, se ha observado que la inervacién es
menor en las arterias cerebral media, comunicante posterior y basilar y muy escasa en
la cerebral posterior y cerebelosa superior. Esta inervacién por VIP coexiste con la
inervacién colinérgica y las fibras nerviosas parece que se originan del ganglio
esfenopalatino (HEISTAD ET AL, 1980). Por ¢l contrario, en el cobaya, la arteria
basilar presenta sélo fibras aisladas, siendo moderadas en las arterias cerebral posterior
y cerebelosa mientras que la comunicante posterior y cerebral media y anterior presentan

una rica inervacién (DELLA ET AL, 1983).

VI.c.5.- APARATO GENITOURINARIO.

Se ha demostrado Ia existencia de una densa inervacién peptidérgica VIP-IR en
el aparato genital masculino y femenino (THILANDER Y RODRIGUEZ-MARTINEZ,
1989; MULSHOF ET AL, 1994). En el tracto genital femenino porcino, los nervios

VIP-IR estdn asociados con los vasos sanguineos y con el misculo liso no vascular. Las



concentraciones mds altas de nervios VIP-positivos se encuentran en el canal cervical,
cérvico-vaginal y itero sin diferencias en los distintos ciclos estrogénicos. Las fibras
nerviosas se localizan en la submucosa, capas musculares y adventicia. Existen fibras
nerviosas en endometrio (préximas a los vasos y junto a las gldndulas uterinas),
miometrio (que discurren paralelas a las células musculares) y en el miosalpinx aunque
con menor densidad que en el miometrio (SUNDLER ET AL, 1988; RODRIGUEZ-

MARTINEZ, 1990).

En los érganos genitales masculinos, VIP, dadas sus propiedades vasodilatadoras
y secretoras, se encuentra en el tejido eréetil del pene (POLAK ET AL, 1981). La
prostata recibe una rica inervacion VIP-IR distribuida alrededor de los acinis glandulares

y vasos sanguineos (SUNDLER ET AL, 1988).

En el tracto urinario, las fibras son particularmente numerosas en las regiones que
poseen funcién de esfinter (cuello de la vejiga y la porcién distal de los uréteres en su

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

VIi.c.6.- ORGANOS DE LOS SENTIDOS.

A) OJO: Se ha demostrado la existencia de VIP tanto en retina como en dvea
(BRADFORD, 1988). Parece ser que se origina localmente en los cuerpos celulares

neuronales y estd presente en un intrincado plexo dispuesto alrededor de la coroides. La
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presencia de este péptido en la dvea sugiere su posible papel en la respuesta al estimulo

doloroso (UNGER ET AL, 1981).

B) PIEL; También se ha demostrado que VIP estd presente en las fibras nerviosas

que estd en fntimo contacto con vasos sanguineos cutdneos, gldndulas sebiceas y

sudoriparas ecrinas pero no apocrinas (O’SHAUGHNESSY ET AL, 1981).

VIL.d.- COEXISTENCIA DE VIP CON OTRAS SUSTANCIAS

NEUROACTIVAS.

VI.d.1.- VIP Y ACh,.

Diversos estudios han demostrado la coexistencia de VIP y Acetilcolina (Ach)
tanto en el SNC (HARA, HAMILL Y JACOBOWITZ, 1985) (ECKENSTEIN Y
BAUGHMAN, 1984) como en el periférico (LUNDBERG ET AL, 1979; LUNDBERG,

1981).

HARA, HAMILL Y JACOBOWITZ (1985) obse;rvaron VIP y Ach localizados
en las mismas fibras nerviosas alrededor de los vasos cerebrales en ratas, especialmente
en la circulacién anterior de las arterias cerebrales y de la carétida interna (poligono de
Willis). También se demostrd la existencia de estas dos sustancias en el ganglio
esfenopalatino (ganglio craneal parasimpdtico) con una marcada reduccién de ambas

sustancias tras la lesién de dicho ganglio.
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Al menos el 80% de las neuronas colinérgicas intrinsecas en la corteza cerebral
también presentan inmunorreactividad para VIP e incluso coexisten con SP. Las neuronas
que contienen VIP y Ach pueden estar implicadas en la regulacién del flujo sanguineo
cortical, ya que estdn en intimo contacto con los vasos (capilares y grandes vasos). Estas
sustancias se liberarian en los vasos y afectarian el flujo sanguineo y/o su permeabilidad

(ECKENSTEIN Y BAUGHMAN, 1984).

LUNDBERG ET AL (1979, 1981) han demostrado que VIP y ACh coexisten y
se liberan de los mismos nervios vasodilatadores de las glandulas salivares, nervios
sudomotores y nervios de las gldndulas nasales. Estas neuronas conteniendo las dos
sustancias, se observaron por primera vez en los ganglios simpdticos lumbosacros y se
pensé que estaban implicados en la regulacidn de la secrecidn sudoripara (LUNDBERG
ET AL, 1979). Posteriormente, se llegé a la conclusién de que la presencia de VIP en
las neuronas colinérgicas puede ser una caracteristica general de las neuronas
secretomotoras (LUNDBERG, 1981). Se acepta que, una vez liberadas ACh y VIP del
mismo terminal nervioso, ACh estimula la secrecién tanto por accién directa sobre las
células secretoras como por accion indirecta a través de las células mioepiteliales,
mientras que VIP origina vasodilatacién por relajacién de las células musculares lisas que
existen alrededor de los vasos sanguineos. El efecto de la ACh es sensible a la atropina

mientras que el de VIP es atropina-resistente.

Por tanto, se piensa que estos dos efectos (la secrecion y la vasodilatacién en las

glandulas exocrinas) se producen tras la liberacién de VIP y ACh de los mismos
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terminales nerviosos que actuarian sinérgicamente y sobre receptores localizados en dos

tipos de células diferentes.

VI.d.2.- VIP Y OTROS NEUROPEPTIDOS.

VIP también existe en [as mismas neuronas con ofras sustancias; GABA, NPY,
CGRP, norepinefrina, encefalina, CCK-8, dinorfina y galanina (CARLQUIST ET AL,
1982; ECKENSTEIN Y BAUGHMAN, 1984; LUTS Y SUNDLER, 1989). Alrededor
del 40% de las células que contienen VIP en la corteza cerebral también contienen
GABA. NPY y VIP al liberarse de la misma neurona, tienen efectos opuestos sobre la
actividad de las células piramidales (NPY la deprime y VIP la estimula). VIP también
coexiste con NPY en el eséfago humano (WATTCHOW ET AL, 1987} y en las fibras
nerviosas del musculo liso traqueobronquial (LUTS Y SUNDLER, 1989) y con SP en
las fibras nerviosas de la ldmina propia, misculo liso vascular y alrededor de las

glandulas del tracto respiratorio (LUTS Y SUNDLER, 1989).

Vl.e.- ACCIONES FARMACOLOQGICAS DE VIP,

VI.e.1.- VIP EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Entre las acciones principales de VIP en el SNC estdn las siguientes:



a) CONTROL DEL METABOLISMO ENERGETICO CENTRAL: En la
corteza cerebral, VIP estimula la degradacién enzimdtica de glucégeno a glucosa (DE

SOUZA, SEIFERT Y KUHAR, 1985; MAGISTRETTI ET AL, 1988).

b) EFECTOS NEUROENDOCRINOS: Inyecciones de VIP en el tercer
ventriculo de la rata han inducido hipertermia al igual que estimulan la liberacién de
Hormona de Crecimiento (GH), Hormona Luteinizante (LH) y Prolactina (PRL) (DE

SQUZA, SEIFERT Y KUHAR, 1985).

En el hipotdlamo, VIP inhibe la liberacién de Somatostatina, estimula la liberacién
de Serotonina, disminuye el nimero de receptores sertoninérgicos y estimula la actividad
adenilato ciclasa. VIP regula, por tanto, las funciones de la adenohipdfisis (BESSON ET

AL, 1986).

¢) REGULACION DE LA CIRCULACION CEREBRAL: VIP regula el flujo
sanguineo cerebral. La infusidn intracarotidea de VIP aumenta el flujo cerebral y presenta
un potente efecto vasodilatador de las arterias piales (LARSEN, BOECK Y OTTESEN,

1981).

d) ACCION CARDIOVASCULAR CENTRAL: La administracion
intraventricular de VIP eleva la tensién arterial media en un 21% y la frecuencia cardiaca

en un 17% en ratas (ENDO ET AL, 1991).
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Se ha demostrado que VIP aumenta la concentracidn plasmdtica de adrenalina y
noradrenalina. Tras reseccion de la médula adrenal, estas acciones vasculares no ocurren;
por otro lado, en ausencia de vasopresina en ratas con diabetes insipida, la administracién
intracerebroventricular de VIP, origina elevacidn de la tensién arterial. Por lo tanto,
parece ser que la accién cardiovascular central de VIP estd mediada por estimulacién
nerviosa simpdtica (estimulacién de la secrecién de adrenalina adrenal) y es aumentada
por la ausencia crénica de secrecién de vasopresina por la pituitaria posterior (ENDO ET

AL, 1991).

€) OSMORREGULACION: VIP es un péptido importante en la regulacién de
la secrecién de vasopresina y oxitocina de la pituitaria posterior pudiendo intervenir, por

tanto, en la osmorregulacién corporal (MAGISTRETTI ET AL, 1988).

f) ANALGESIA: VIP estd presente en los ganglios de la raiz dorsal y se
concentra en las zonas de la médula espinal donde estinm los terminales sensitivos
primarios. Tanto la administracién espinal exdgena de VIP como la liberacién a partir
de los terminales nerviosos produce analgesia por accién sobre las vias del dolor tanto

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

g) EFECTOS SOBRE LA CONDUCTA Y LA MEMORIA: En el hipocampo,
VIP modula los receptores serotoninérgicos. Este efecto estd bajo el control de los
esteroides adrenales periféricos y puede servir como soporte neurobiolGgico para las

acciones conductuales de este neuropéptido. Se ha demostrado que VIP es un potente



péptido amnésico. Coexiste con neurotransmisores que modulan el proceso de la memoria
y se localiza dentro de de las estructuras limbicas. VIP produce amnesia cuando se
inyecta en el tercer ventriculo del cerebro o en la porcién rostral del hipocampo

(FLOOD, GARLAND Y MORLEY, 1990).

Vl.e.2.- ACCIONES VISCERALES DE VIP.

VIi.e.2.1.- APARATO GASTROINTESTINAL.

Las acciones de VIP en el sistema nervioso del aparato gastrointestinal
comprenden (EKLUND ET AL, 1979; WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984;
BRADFQORD, 1988; GREENWQOD ET AL, 1990):

- Regulacién de la motilidad gastrica e intestinal: Relaja el esfinter esofdgico
inferior y el esfinter pilérico, contrae el cuerpo esofdgico e inhibe la peristalsis.

- Aumenta la secrecién salivar, aumenta la secrecién pancredtica de bicarbonato
y estimula la secrecién de insulina, glucagén y somatostatina.

- Inhibe la secrecién de enzimas géstricos y regulai la secrecién biliar.

- Induce la glucogenolisis en hepatocitos aislados.

VI.e.2.2.- APARATO RESPIRATORIO,

En el aparato respiratorio, VIP interviene en la relajacién del musculo liso

traqueal y pulmonar y en la regulacién de la secrecién bronquial (SAID, 1982). Mientras



que los nervios colinérgicos son la via broncoconstrictora principal, los nervios no-
adrenérgicos no-colinérgicos, entre los que se encuentran el neuropéptido VIP, son las
tinicas vias broncodilatadoras en las vias aéreas humanas y es posible que la funcién de
los nervios que contienen VIP esté alterada en el asma como consecuencia de la

inflamacién (BARNES, 1992).

VL.e.2.3.- APARATO CARDIOVASCULAR.

VIP presenta importantes propiedades vasodilatadoras tanto a nivel local como
sistémico (WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984; FRASE ET AL, 1987;

FORSSMANN ET AL, 1988).

FRASE ET AL (1987), tras la administracién intravenosa de VIP a sujetos sanos,
observaron enrojecimiento y calor facial, eritema corporal y diarrea, sintomas semejantes
a los producidos en el sindrome del célera pancredtico originado por la liberacién de VIP

de tumores secretores de este péptido.

Las acciones de VIP sobre el sistema cardiovascular son:

a) YASODILATACION: Tras la infusidn sistémica de VIP se origina un
descenso de la Resistencia Periférica total del 30% del valor basal (FRASE ET AL,
1987). VIP es un potente vasodilatador coronario (BRUM ET AL, 1986; HOOVER,
1989; GULBENKIAN ET AL, 1993). Tras infusién intravenosa de VIP se origina

vasodilatacién coronaria con una disminucién de la resistencia vascular coronaria del



88% del valor control con la dosis més baja de VIP y del 34% del valor control con la
dosis mds alta. El efecto vasodilatador coronario es mayor que la vasodilatacién en otros

organos (SMITHERMAN Y DEHMER, 1988; KARASAWA ET 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 incremento en las demandas miocdrdicas de oxigeno) (HUANG
Y RORSTAD, 1987; FORSSMANN ET AL, 1988). Ademds, los efectos
vasodilatadores de VIP no parecen estar mediados por prostaglandinas ni parecen
depender del endotelio intacto (BENY, BRUNET Y HUGGEL, 1986; SATA ET AL,

1988).

b) EFECTO CRONOTROPICO POSITIVO: Sobre el nodo SA, VIP ejerce un
efecto cronotrépico positivo mientras que sobre el nodo AV influye sobre la velocidad
de conduccién (SMITHERMAN Y DEHMER, 1988; KARASAWA ET AL, 1990).
RIGEL (1988) tras la infusién de VIP en la arteria del nodo SA de perros anestesiados,
observé que esta sustancia es dos veces mds potente que Noradrenalina en aumentar la
frecuencia cardiaca. La taquicardia no se afectdé por bloqueo de los receptores
muscarinicos o beta-adrenérgicos y fue semejante a la taquicardia observada tras la
estimulacién vagal en presencia de atropina por lo que este autor sugiere que VIP puede
ser el neurotransmisor peptidérgico responsable de este fenémeno (FRASE ET AL,

1987; RIGEL, 1988; RIGEL Y LATHROP, 1990, 1991).



c) HIPOTENSION: La administracién intravenosa de VIP produce disminucién
de la tensidn arterial diastélica y de 1a tensidén arterial media. No afecta, por el contrario,

la tensidn arterial sistélica (KARASAWA ET AL, 1990).

d) EFECTO INOTROPICQ POSITIVO: VIP origina aumento de la
contractilidad cardiaca tanto en sujetos sanos (FRASE ET AL, 1987) como en miisculos

papilares aislados del gato (WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984).

VLe.2.4.- APARATO GENITOURINARIO,

En los genitales femeninos, VIP media las respuestas no adrenérgicas, no
colinérgicas responsables de la relajacién del miisculo liso, regulacion del flujo sanguineo
y de la secrecidn (OTTENSEN, 1983). Aunque no del todo bien conocido, parece ser
que VIP interviene en el control nervioso local del misculo liso uterino (apertura de la
unién uterotubdrica) y produce vasodilatacién en itero y vagina. VIP aumenta el flujo

sanguineo uterino y su concentracién aumenta en el coito (OTTENSEN, 1983).

En el masculino, origina relajacién del musculo liso del pene y ereccidn. Sobre
el rifién, posee acciones secretoras, excretoras y hemodindmicas actuando principalmente

sobre el sistema tubular (SUNDLER ET AL, 1988).



VID INERVACION CARDIACA.

El ciclo cardfaco estd regulado por una inervacién nerviosa extrinseca consistente
en neuronas eferentes simpdticas, neuronas eferentes vagales y neuronas aferentes
derivadas de los ganglios sensitivos espinales y vagales. Esta inervacidn actia en el tejido
cardiaco nodal y sus prolongaciones, en los vasos coronarios y en el mtisculo cardiaco
afectando la bomba cardiaca de dos maneras: a) cambiando 1a frecuencia del ritmo y b)

cambiando la fuerza de Ia contraccién cardfaca.

VIl.a.- INERVACION CARDIACA SIMPATICA.

VIIoao 1 " ORIGENIE CE:‘NTRALES-

La inervaciodn cardfaca simpdtica se origina de los cuerpos celulares de neuronas
que se encuentran en el nicleo intermediolateral del asta lateral de la médula espinal, en
un territorio comprendido entre los segmentos cervicales t;ajos y los mds altos lumbares
(PETRAS Y FADEN, 1978; COHEN, 1986). Sus axones, fibras mielinicas
preganglionares, salen de la médula espinal por las raices nerviosas anteriores a través
de los ramos comunicantes blancos de los segmentos espinales T1-T6 para entrar,

posteriormente, en la cadena paravertebral de ganglios (COHEN, 1986). Las células de
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origen de las neuronas postganglidnicas cardfacas pueden localizarse en los ganglios

cervicales superior, medio o inferior y en los primeros ganglios superiores tordcicos.

De los ganglios de la cadena paravertebral se originan las fibras postganglionares

que van a constituir los nervios cardiacos simpéticos que se dirigen al corazdn,

Vii.a.2.- NERVIOS CARDIACOS SIMPATICOS.

A) FIBRAS NERVIOSAS EFERENTES.

Comiunmente se describen tres nervios cardiacos a cada lado:

- NERVIO CARDIACO SIMPATICO SUPERIOR: Se origina del ganglio
cervical superior y presenta dos engrosamientos: €l ganglio cardiaco superior y el ganglio
cardiaco inferior o de Wrisberg (lado izquierdo) a nivel del plexo cardiaco.

- NERVIO CARDIACO SIMPATICO MEDIO: Es el de mayor calibre y en
ocasiones estd ausente. Se origina en el ganglio cervical medio.

- NERVIO CARDIACO SIMPATICO INFERIOR: Se origina del ganglio
cervical inferior y del primer ganglio tordcico o del ganglio estrellado si estdn fusionados

los dos.

Al acercarse al corazén, estos nervios autonémicos forman el plexo cardiaco del

que se originan las ramas terminales que se distribuyen en las distintas zonas del corazén



con diferente densidad de inervacién (FORSGREN, 1988). La mayor densidad
corresponde a la auriculas, y dentro de ellas, el nodo SA, seguido del AV, a continuacién
los ventriculos, ambos por igual. DOLEZEL ET AL (1980), estableci6 1a existencia de
tres tipos de neuronas simpdticas: las que inervan las auriculas, las que inervan los

ventriculos y las que inervan la circulacién coronaria.

B) FIBRAS NERVIOSAS AFERENTES.

Las fibras nerviosas aferentes mielinizadas son las responsables de la conduccion
de los estimulos dolorosos y se distribuyen desde las visceras atravesando los ganglios
simpdticos sin hacer sinapsis. Entran en el nervio espinal a través de los ramos
comunicantes blancos; sus cuerpos celulares estdn en los ganglios de la raiz dorsal del
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

autondmicos mds altos como el hipotilamo (EHINGER ET AL, 1968).

VILb.- INERVACION CARDIACA PARASIMPATICA.

VILb.1.- ORIGENES CENTRALES.

El nervio vago es el encargado de llevar la inervacién parasimpdtica al corazén.

El origen de las neuronas vagales cardiacas PREGANGLIONARES es el niicleo



ambiguo y/o el niicleo ambiguo ventrolateral que se encuentra en el tronco cerebral
(ORTS LLORCA, 1985; WILLIAMS ET AL, 1985; BURKHOLDER ET AL,

1992).

VIL.b.2.- NERVIOS CARDIACOS PARASIMPATICOS.

A) FIBRAS NERVIOSAS EFERENTES.

El nervio vago nace a nivel del surco dorsolateral del bulbo y abandona el crdneo
por el agujero rasgado posterior donde presenta un engrosamiento denominado ganglio
superior o yugular, de cardcter somdtico y relacionado con la sensibilidad visceral
(HOVELACQUE, 1927). Al salir del crdneo constituye un segundo engrosamiento, el

ganglio inferior, nodoso o plexiforme del vago.

El vago desciende a ambos Iados del cuello, dentro de las vainas carotideas. El
vago derecho desciende dorsal a la yugular interna. Dentro del térax, se sitia posterior
al hilio pulmonar derecho y da muchas ramas bronquiales posteriores que se anastomosan
con nervios simpdticos y originan el plexo pulmonar posterior derecho del que se
originan ramas del plexo esofdgico posterior para constituir, posteriormente, un tronco
nervioso retroesofagico que penetrard en el abdomen. El vago izquierdo discurre junto
a las arterias carétida primitiva y subclavia izquierda, por detrds del tronco venoso

braquiocefdlico izquierdo, llega al cayado adrtico y a la cara posterior del bronquio



pulmonar izquierdo y del eséfago y forma los plexos pulmonares posteriores y esfigico

anterior constituyendo, finalmente, el tronco vagal anterior que penetra en el abdomen.

Los nervios cardiacos procedentes del vago, aunque con gran variabilidad, pueden
dividirse en: Nervio cardiaco superior, medio e inferior, Eétos nervios cardfacos vagales,
después de pasar a través del plexo cardiaco, inervan las estructuras cardiacas. El
gradiente decreciente de inervacidn parasimpdtica es: nodo SA, oregjuela derecha, AD,

Al, muisculos papilares, pared del VD y pared del VL.
B) FIBRAS NERVIOSAS AFERENTES,

Junto a las fibras eferentes vagales de los nervios cardiacos, existen también fibras
aferentes sensitivas mielinicas que son las encargadas de conducir los estimulos dolorosos

y que en el corazén de los mamiferos se pueden clasificar en:

- Terminaciones libres: Situadas fundamentalmente en el subendocardio auricular aunque
tambi€n en el subendocardio ventricular, vasos coronarios y adventicia del arco adrtico

y arteria pulmonar (FLOYD, 1979).

- Terminales no encapsulados u "érganos terminales": Se localizan principalmente en
el subendocardio auricular y en la unién de los vasos principales con las auriculas

(NONIDEZ, 1937; EHINGER ET AL, 1968).
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VIL.c.- PLEXO CARDIACO.

El plexo cardiaco, situado alrededor de los grandes vasos de la base del corazon,
estd constituido por las anastomosis que unen entre sf los ramos cardfacos del vago y del
simpdtico, El plexo cardiaco se divide en (WILLIAMS ET AL, 1989; ANDERSON,

1972; ANDERSON Y BECKER, 1981; BURKHOLDER ET AL, 1992):

1) PLEXO CARDIACO SUPERFICIAL (ANTERIOR): Situado por debajo del

arco adrtico y ventral a la arteria pulmonar derecha. Estd constituido por el nervio
cardiaco superior del simpdtico cervical izquierdo y por el nervio cardiaco superior de

los vagos. Presenta una mayor densidad de fibras simpdticas.

2) PLEXO CARDIACO PROFUNDQO (DORSAL): Presenta mayor densidad de
fibras parasimpdticas. Es mds extenso y compacto que el superficial y se localiza por
delante de la bifurcacién traqueal, por encima de de la bifurcacién pulmonar, sobre la
divisién del tronco pulmonar y posterior al arco adrtico. Estd formado por los ramos
cardiacos del simpdtico cervical y superior tordcico y por los nervios cardiacos medio e

inferior de los vagos (vago y recurrente laringeo).

3) PLEXOS CORONARIOS: El izquierdo es mayor que el derecho, acompafia
a la arteria coronaria izquierda e inerva Al y VI. El plexo coronario derecho acompaiia

a la arteria coronaria derecha para inervar AD y VD.



4) PLEXOS AURICULARES: Sus fibras se distribuyen en las auriculas,
superponiéndose con las de los plexos coronarios. Segin MIZERES (1963), son
prolongaciones del plexo cardiaco que han seguido ramas de la arteria pulmonar. Existen
dos: Derecho, entre la VCS y la Aorta ascendente, con ramas para la pared posterior de
la AD, e izquierdo, que discurre directamente dentro de la pared auricular izquierda

posterior, emitiendo ramos para las paredes posteriores de ambos ventriculos.

Segin WILLIAMS ET AL (1989), aunque con grandes variaciones, las fibras
simpéticas de origen mds craneal terminan distribuyéndose sobre la aorta ascendente,
tronco de la pulmonar y ventriculos, y las de origen mds caudal sobre las auriculas. Las
fibras parasimpdticas, preganglionares hasta su llegada a los ganglios del corazdn, se

distribuyen en el tabique interauricular, auriculas y regiones nodales.

VIL.d.- INTERACCIO SIMPATICO-PARASIMPATICO.

La regulacién autonémica del corazén se lleva a cabo por las complejas
interacciones existentes entre los componentes simpdtico y parasimpdtico. La base
anatémica de estas interacciones estd determinada por la intima proximidad existente
entre los terminales nerviosos adrenérgicos, terminales colinérgicos y las células
miocdrdicas. Asi, los neurotransmisores y neuromoduladores liberados de las fibras
nerviosas de una divisién autonémica pueden influir en la liberacién de neurotransmisores

de las terminaciones nerviosas de la otra division (PAPKA ET AL, 1981; MACE Y
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LEVY, 1983; YANG Y LEVY, 1992; CHOW ET AL, 1993). Las interacciones pueden

comprender mecanismos presindpticos o postsindpticos:

- INTERACCION PRESINAPTICA: La ACh liberada de los terminales
nerviosos vagales debe inhibir la liberacién de Nor de los nervios simpéticos

postganglidnicos cercanos.

- INTERACCIONES POSTSINAPTICAS: Los neurotransmisores adrenérgicos
y colinérgicos deben actuar sobre la misma célula miocdrdica. Esta interaccion puede
resultar en cambios en los nuclebtidos ciclicos AMPc y GMPc. El GMPc que aumenta
(intracelularmente) en respuesta a la estimulacidn del receptor muscarinico, puede
antagonizar los efectos inotrépicos mediados por AMPc en respuesta a la estimulacién

de los receptores beta-adrenérgicos.

Un dato caracterfstico de la interaccién autonémica cardiaca es que los efectos
vagales tienden a predominar sobre los efectos simpdticos cuando ambos se estimulan
simultdneamente, especialmente en lo que se refiere a la frecuencia cardfaca (MACE Y
LEVY, 1983; YANG Y LEVY, 1992). Sin embargo, cuando la activacién simpdtica
precede a la vagal, la predominancia vagal disminuye. Esto se podria deber a que se
libera NPY (ademas de Nor) que inhibe la liberacién de ACh durante un periodo de

tiempo mds prolongado.
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Cuando la activacion vagal precede a la simpética, la predominancia vagal no se
afecta. Se liberarfa ACh que inhibe la liberacién de Nor pero sélo por un periodo de

tiempo limitado.

Por ello, parece que los distintos efectos en la interaccién autondmica se deben
probablemente a las distintas duraciones de accién de los neurotransmisores cldsicos (Nor

y ACh) y de los neuropéptidos (NPY) (YANG Y LEVY, 1992).
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MATERIAL Y METODOS



D DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL.

I.a.- ESPECIE ANIMAL Y CONDICIONES GENERALES DE
ESTABULACION.

La especie animal elegida en nuestro trabajo fue la rata blanca cepa Wistar

(Charles River).

Se emplearon 116 ratas hembras adultas que fueron seleccionadas cuando
alcanzaron un peso entre 150-250 gramos que corresponde a una edad comprendida entre
8 y 12 semanas (madurez sexual) y cuyo tamafio es suficiente para facilitar el estudio

estructural e inmunohistoquimico de las estructuras cardiacas.

Fueron estabuladas en jaulas de macroldn tipo 1000 para rata de 215 x 465 x 145
mm3 sobre lecho de serrin de madera higienizado que fue sustituido diariamente y
mantenidas en un ambiente con temperatura entre 21 + 3° C. Los animales, que viven
en un ritmo nictameral invertido, fueron sometidos a un fotoperiodo de 12 horas y

alimentados con libre acceso a Dieta Completa para rata-ratén PANLAB y agua.



La distribucién de los animales fue:

Definicion de las zonas a estudiar ........... 8
Grupo CONTROL ........ceovvieiiiiinnnens 11
Grupo A:

DISTRIBUCION MORFOLOGICA DE NEUROPEPTIDOS

- Sistema de conduccion ..., 15
- Paredes miocdrdicas ...........coooeieeninnnns 10
- COTONATIAS  +evvvrnrnrerneenninenieneeeaaaeneas 10
- Grandes VasoS .....cc.ciieiiiiiiiiiiiiiienian.. 11
Grupo B;
TRATAMIENTO CON 6-HIDROXIDOPAMINA ......... 25
NPY: Tratamiento 1 ................... 5
Tratamiento 2 ................... 5
Tratamiento 3 ................... 5
S 5
VIP: e 5
Grupo C:
TRATAMIENTO CON CAPSAICINA ...........ccovininnnen. 26
SP: Tratamiento 1 ...........ccooeeeeen. 8
Tratamiento 2 .........ccocoveennns 8
NPY: 5
VIP: i 5



Lb.- JUSTIFICACION DE LA ESPECIE ANIMAL,

La rata de laboratorio es uno de los animales mds empleados en estudios
morfoldgicos cardiovasculares por ofrecer miiltiples ventajas. La eleccién de la rata en
el presente trabajo se basd, por un lado, en la relativa facilidad de manejo en cuanto a
tamaiio, al menor coste econdmico para su obtencidn y mantenimiento respecto a otros
animales de experimentacién, a la gran semejanza existente entre el sistema
cardiovascular de la rata y el de otros mamiferos, incluido el hombre y a que los
anticuerpos monoclonales empleados para detectar neuropéptidos procedentes de distintas
casas comerciales, son mas especificos para la rata (CAMPBELL, MARTIN GERDES

y SMITH, 1987).

II}) DEFINICION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR.

Ocho animales se emplearon en estudios preliminares para definir la localizacion
exacta y la morfologia de las estructuras a estudiar, asf como su orientacién espacial
(JAMES, 1977; ANDERSON y BECKER, 1981). Para ello, los bloques cardfacos se
fijaron por inmersién en formol neutro al 10% en PBS 0,1 M (pH 7,4) durante 48-72
horas. A continuacién, fueron procesados para su inclusién en parafina segiin las técnicas
habituales de nuestro laboratorio y se cortaron de forma seriada con un microtomo Leitz
1.512 a 7 um. de espesor procediendo posteriormente a la tincién con Hematoxilina-

Eosina.



Las zonas estudiadas fueron:

a) Nodo sinoauricular (Nodo SA)

b) Septum interauricular

¢) Nodo auriculoventricular (Nodo AV)

d) Haz de His y sus ramas

e) Pared miocérdica de aurfcula derecha (AD), auricula izquierda (AI), ventricuio
derecho (VD) y ventriculo izquierdo (VI).

f) Arterias coronarias

g) Grandes vasos

II) PREPARACION DEL TEJIDO: METODOLOGIA.

IILa.- OBTENCION Y FIJACION.

Las ratas fueron anestesiadas con Pentobarbital sédico (Abbot Laboratories, North
Chicago, IL}) a dosis de 30-40 mg/kg. Tras la apertura de la cavidad tordcica se inserté
un catéter en la aorta tordcica realizando en primer lugar la perfusién con 50-100 ml de
suero isotdnico 0,9% a temperatura ambiente durante 2 minutos para conseguir el arrastre
de los hematies del lecho vascular, con lo que se evita la aparicién de posibles artefactos.
Seguidamente, se perfundieron durante 30 minutos 500 ml de la solucién fijadora de
Paraformaldehido al 4% (PFA) en Fosfato Bufer Salino (PBS) 0,1 M pH 7,4 a4° C. El

PFA 4% es un fijador vdlido para la deteccién de péptidos y hormonas, puesto que
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asegura una buena preservacién de las estructuras antigénicas. Otros fijadores como el
formol-sublimado o el glutaraldehido, inducen la aparicion de una fluorescencia

inespecifica (PALACIN FORGUE, 1984).

Tras la extraccién de los corazones junto con los vasos adyacentes, fueron fijados
por inmersién en la misma solucién de PFA 4% durante un periodo de 3 horas a 4° C.
Posteriormente, se realizaron tres pases sucesivos del bloque cardiaco y grandes vasos
por soluciones de PBS 0,1 M (pH 7,4) conteniendo 10% y 20% de sucrosa durante 1
hora cada uno y dejdndolas durante toda la noche en solucién de PBS-Sucrosa 30% a

4° C en agitacién continua.

IILb.- INCLUSION.

Una vez fijados, los corazones se congelaron en bloques individuales rodeados de
medio de montaje (Tissue Tek, Miles Inc., Elkhart, USA) manteniéndose conservados

en arcén congelador a -80° C hasta su procesamiento.

Los bloques de tejido almacenados a esta temperatura pueden mantenerse durante
al menos 2 6 3 meses antes de llevar a cabo la reaccién inmunohistoquimica sin que se

produzca ninguna pérdida de actividad antigénica (BOURNE, 1983).



I.c.- SECCION.

Se empled un criostato Leitz 1720 digital para la seriacién del tejido cardiaco.
Los bloques se situaron en el criostato, enfriado previamente a - 20° C y se cortaron
seriadamente en secciones de 12 um de espesor segin un plano frontal en direccién
ventrodorsal (para el estudio de nodos y sistema de conduccién) y segin un plano
transversal en direccién craneocaudal (para estudiar, fundamentalmente, Ila

vascularizacidn).

Las secciones se adhieren a portas gelatinados cromados para asegurar un correctc
anclaje de las mismas durante todo el proceso inmunohistoquimico, gracias a la diferencia

de temperatura que existe entre €l interior del criostato y el portaobjetos.

IV) INMUNOHISTOQUIMICA.,

IV.a.- ANTICUERPOS MONOCLONALES:CRITERIOS DE SELECCION

Con el fin de homogeneizar los resultados en lo que a identificacién y
demostracién de los distintos neuropéptidos objeto de nuestro estudio se refiere,
procedimos a la realizacién de un test de control para los diferentes anticuerpos de
distintas casas comerciales en idénticas condiciones de fijacion y procesamiento de las

piezas. Tras la realizacion del protocolo inmunohistoquimico (posteriormente descrito)
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las piezas estudiadas con anticuerpos monoclonales sintetizados y distribuidos por la casa
INCSTAR (INCSTAR Corporation, Stillwater, Minnesota, USA) fueron las que
mostraron mayor nitidez, menor nimero de artefactos y mayor estabilidad, motivo por
el cual decidimos emplear dicho Anticuerpo Monoclonal en la realizacién del presente

trabajo.

IV.b.- ANTICUERPOS MONOCLONALES: CARACTERISTICAS.

IV.b.1.- SUSTANCIA P (SP),

Se empled el anticuerpo dirigido contra SP de la casa INCSTAR (INCSTAR
Corporation, Stillwater, Minnesota, USA). El anticuerpo para SP se obtiene por

inmunizacién de conejo con SP conjugado a hemocianina con carbodiimida.

I.a localizacidén inmunohistoquimica del antisuero se examiné en secciones de la
médula espinal de la rata. El marcaje se elimind por completo mediante pretratamiento

del anticuerpo diluido con 100 ug de SP por ml de antisuero diluido.

La reactividad cruzada se test6 por preabsorcién con 2 ul, 100 picomoles (pmol)
de diversos péptidos reguladores (Neurckinina A, Neurokinina B, Colecistoquinina,
Serotonina, Somatostatina, Leu-encefalina, Met-encefalina, Neurotensina y Péptido

Intestinal Vasoactivo), no existiendo reaccién cruzada con el antisuero SP diluido 1/500.
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El anticuerpo monoclonal anti-SP se comercializa en envases de 0,1 ml que a su
llegada son reconstituidos con 100 ul de agua desionizada empleandc Vortex Heidolph
Reax 2000 y prepardndose alicuotas de 10 ul que se depositan en tubos Eppendof y se
almacenan en arcén congelador a - 80° C hasta el momento de su utilizacion, diluyéndose
entonces en PBS-Tritén a una dilucién de 1/100. El Tritén permeabiliza la membrana
celular sin modificar su estructura permitiendo un mayor paso de anticuerpo al interior

de la célula.

La dilucién éptima de trabajo del anticuerpo es la que obtuvimos al realizar el
testado con diferentes diluciones del mismo donde la ausencia de tincidn inespecifica en
las células negativas, se acompafia de una tincién adecuada de las células y/o fibras
nerviosas positivas. Hay que realizarla utilizando siempre la dilucién mds alta posible con
la que consigamos mayor contraste entre zonas positivas especificas y el fondo

(PALACIN FORGUE, 1984).

IV.b.2.- PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP).

Se empled el anticuerpo dirigido contra VIP de 1a casa INCSTAR. El anticuerpo

para VIP se genera en conejo contra VIP porcino natural.

La localizacién inmunohistoquimica del antisuero se examind en la amigdala de
la rata. La reactividad cruzada fue testada por preabsorcion con 2 ul, 100 pmol de los

péptidos: Motilina, Polipéptido Pancredtico, Polipéptido Inhibidor Géstrico, Insulina,



Glucagdén, Somatostatina, Gastrina, ACTH, Serotonina, SP e Histamina, no

encontrandose reaccion cruzada con el antisuero VIP diluido 1/500.

Igualmente se prepararon alicuotas de 10 ul en tubos Eppendof. La dilucién en

PBS-Triton fue 1/500.

IV.b.3.- NEUROPEPTIDO Y (NPY).

El anticuerpo dirigido contra NPY también fue de la casa INCSTAR. Se genera

en conejo contra NPY porcino sintético conjugado con albimina sérica bovina metilada.

La localizacién inmunohistoquimica del antisuero se examiné en secciones del
Sistema Nervioso Central de la rata. La tincién se eliminé completamente por
pretratamiento del anticuerpo diluido con 100 ug de NPY porcino sintético por ml de

antisuero diluido.

Para examinar la reactividad cruzada se realizé preabsorcion con 2 ul, 100 pmol
de distintos péptidos (Beta-endorfina, VIP, Colecistokinina y Somatostatina) sin encontrar

reaccion cruzada con NPY.

Depositados en tubos Eppendof con alicuotas de 10 ul, la dilucién del anticuerpo

fue 1/100,



IV.c.- METODOLOGIA EMPLEADA,

Describimos a continuacién la metodologia empleada en este trabajo para la

realizacion de la técnica de INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Esta técnica se basa en el empleo de un anticuerpo primario dirigido contra un
antigeno especifico en el tejido al que posteriormente se acopla un anticuerpo secundario,
que se une al primario, y que es fluorescente (es decir, que tiene la propiedad de emitir
una radiacién de espectro visible, cuando se la ilumina con una radiacién de longitud de
onda mas corta, azul o ultravioleta (MASON ET AL, 1969)). Las sustancias
fluorescentes mds empleadas son los derivados de la fluoresceina, esencialmente el
isotiocianato de fluorescefna, con una fluorescencia de color verdoso, y los derivados de
la rodamina, fundamentalmente el isotiocianato de tetrametil rodamina con una

fluorescencia rojo-anaranjada.

El esquema de trabajo seguido es una modificacion de la técnica empleada por
diversos autores (COONS, 1958; HARTMANN, 1973; HOKFELT, FUXE Y
GOLDSTEIN, 1975; POLAK y VAN NOORDEN, 1983; PRADOS FRUTOS, 1987;
PRADOS ET AL, 1987) y de las aconsejadas por la casa comercial proveedora de los

anticuerpos utilizados.
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La técnica empleada para las inmunotinciones ha sido la misma para los tres
anticuerpos monoclonales utilizando el anticuerpo correspondiente a la dilucion ya

expuesta en la seccién previa.

Los distintos reactivos se pesaron en balanza de precisién Sartorius Handy H 110.

Para medir el pH de las soluciones, se utiliz6 el pHmetro Microph 2001 Crison.
METODOLOGIA:

1) SECADO DE LA PREPARACION:

Una vez montadas las secciones sobre el porta, éste se coloca en platina a 60° C
durante 1 minuto con lo cual, segiin nuestra experiencia, se obtiene una adhesién mds
rdpida y duradera de aquéllas al porta (GIL LOYZAGA, Comunicacién personal). Esta
adhesion es esencial para prevenir la pérdida de tejido durante las incubaciones y lavados

subsiguientes.

2) LAVADOS:

Tres lavados en Fosfato Bufer Salino (PBS) 0,1 M (pH 7,4) de 10 minutos cada

uno por inmersion y con agitacién suave continua con agitador electrénico Heidolph.

3) ANTICUERPQ PRIMARIO ESPECIFICO:
Se utilizan cada uno de los tres anticuerpos descritos cubriendo cada seccién con

50-100 pl del anticuerpo diluido a la dilucién correspondiente, incubdndolos a 4° C



durante 12 a 24 horas. Para evitar la desecacién de los portas, éstos se colocaron en

cdmara himeda.

4) LAVADOS:
- Primer bafio en PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.
- Segundo baiio en PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

- Tercer bafio en PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

5) SEGUNDO ANTICUERPQ:

Se ha utilizado como segundo anticuerpo inmunoglobulina (Ig) cabra-antirat6én
conjugada con isocianato de fluoresceina (GAM-FITC, Nordic), realizdndose alicuotas
de 20 ul del mismo que se depositaron en tubos Eppendof y se congelaron hasta el
momento de su utilizacién, diluyéndose entonces en PBS (1/50) suplementado con NCS
al 2%. El tubo Eppendof conteniendo la solucidn anterior se centrifugé durante 5 minutos

a 7000 rpm en centrifugadora Sigma 302 K.

El siguiente paso fue la aplicacién de 50-100 ul por preparacién de GAM-FITC
sobre los portas, permaneciendo éstos durante 60 minutos, a temperatura ambiente, en

oscuridad y en cdmara himeda.

6) LAVADOS:
- Primer baiio en PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

- Segundo bafio en PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.
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- Tercer baiio en PBS 0,1 M (pH 7,4): 10 minutos.

7y MONTAIJE DE LAS PREPARACIONES:

El cubreobjetos se monta con glicerol-PBS (7:3). Las preparaciones se conservan

a 5° C hasta el momento de su observacion.

8) OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES:
L.as preparaciones se estudiaron con un microscopio NIKON LABOPHOT
equipado con luz Ultravioleta, alimentado con una ldmpara de mercurio Nikon HBQ-

Wi2.

Los cortes mds caracterfsticos fueron fotografiados con pelicula Kodak

Ektachrome 400 ASA.

Las preparaciones guardan positividad, conservadas a 5° C, durante un periodo
de tiempo variable, generalmente 5-6 dias, siendo deseable su estudio en periocdo maximo

de 48 horas.

IV.d.- TECNICAS DE CONTROL DE LAS INMUNOTINCIONES.

Para evitar los falsos positivos y falsos negativos por errores en las técnicas, se
han realizado controles para asegurar la fiabilidad de los datos obtenidos (ldmina I)

(GULBENKIAN ET AL, 1993).



LAMINA_ I

CONTROLES

1.- Nodo SA. Sustitucidn del anticuerpo primario (SP) por suero normal. Ausencia de

inmunorreactividad para SP (20 x).

2.- Nodo AV. Sustitucion del anticuerpo primario (VIP) por suero normal sin fibras
nerviosas VIP-IR (20 x).

3.- Pared de AI. Sustitucién del segundo anticuerpo por PBS. Ausencia de
inmunorreactividad (20 x).

4 - Aorta. Sustitucién del anticuerpo primario (SP) por suero normal (20 x).

5.- Haz AV. Ausencia de fibras nerviosas NPY-IR tras ia sustitucién del anticuerpo
primario (NPY) por suvero normal (20 x).

6.- Pared de AD. Preparacion sin tefiir para descartar autofluorescencia (20 x).






-CONTROLES.
1) Sustitucién del anticuerpo primario (SP, VIP o NPY) por suero normal o preinmune
de conejo (preparado como el anticuerpo primario).
2) Preparacidn sin tefiir, para descartar autofluorescencia.
3) Sustitucién del segundo anticuerpo por PBS.
4) Realizacion de la técnica en muestras de tejidos ya conocidos como positivos, con el

anticuerpo en estudio.

-AUTOFLUORESCENCIA:

Determinadas estructuras tisulares o celulares muestran cierto grado de
autofluorescencia; también algunos fijadores, como el formol-sublimado o el
glutaraldehido, inducen la aparicién de una fluorescencia inespecifica (PALACIN

FORGUE, 1984).

Entendemos por FALSO POSITIVQO, la inmunotincidn positiva de elementos

celulares o tisulares que no deberfan tefiirse. Los falsos positivos pueden aparecer por
reaccion cruzada del anticuerpo con antigenos diferentes de los buscados o por uniones

inespecificas del anticuerpo al tejido (ROSAI, 1989).

Por FALSO NEGATIVO se entiende la no inmunotincidn de elementos celulares
o tisulares que deberian haberse tefiido positivamente. Como causas de falsos negativos,

tenemos (ROSAI, 1989):
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a) Emplear un anticuerpo inapropiado, desnaturalizado o usado a una concentracion
incorrecta.

b) Por pérdida del antigeno por autolisis y/o difusién.

c) Presencia del antigeno a una densidad por debajo del nivel de deteccién con los
reactivos y técnicas empleados, bien a causa de una minima produccién o de una

excesiva liberacién.

En nuestro estudio, la reaccion de fluorescencia especifica observada se distinguié
claramente de la reaccién de autofluorescencia de coloracion amarillenta. De esta manera,
se puede diferenciar esta reaccién en la media de las paredes arteriales y la

autofluorescencia de las fibras de tejido conectivo.

V) ANIMALES TRATADOS CON 6-HIDROXIDOPAMINA.

Para conseguir una degeneracidn de los terminales nerviosos simpadticos cardiacos,
realizamos simpatectomia quimica mediante la administracién intraperitoneal de 6-OH-
DA a un grupo de ratas hembras adultas de similares caracteristicas a las empleadas en

los estudios previos.

Con el objeto de determinar la dosis éptima para la cual la simpatectomia fuera

completa (y con ello, determinar el maximo grado de depleccién de NPY por 6-OH-DA)



se administraron distintos esquemas de tratamiento con 6-OH-DA, observandose los
resultados en distintos periodos de tiempo tras la administracién de la dltima dosis de esta

sustancia.

La distribucion de los animales, dosis e intervalos fue:

TRATAMIENTO 1.

Niumero de animales ..................... 5

Dosis total de 6-hidroxidopamina ....... 75 mg/kg
Deosificacién

Dia 1: 25 mg/kg
Dia 2: 25 mg/kg
Dia 7: 25 mg/kg

Intervalo entre la ultima dosis

y el sacrificio ..., 24 h.
IRATAMIENTO 2.

Nimero de animales ..................... 5

Dosis total de 6-hidroxidopamina ...... 150 mg/kg
Dosificacién

Dia 1: S0 mg/kg
Dia 2: 50 mg/kg
Dia 7: 50 mg/kg

Intervalo entre la ltima dosis

y el sacrificio ... 24 h.
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TRATAMIENTO 3:

Nuimero de animales  ............cooeee.t. 5
Dosis total de 6-hidroxidopamina ...... 500 mg/kg
Dosificacion

Dia 1: 200 mg/kg
Dia 7. 300 mg/kg

Intervalo entre la altima dosis

y el sacrificio  ........ociiiiinn 48 h.

La solucién de 6-OH-DA hidrobromida (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO)

se preparé mediante la disolucién del producto en agua destilada con dcido ascérbico (1

mg/ml) inyectdndose intraperitonealmente con los esquemas de tratamiento expuestos para

los distintos grupos de animales. Debido a la rdpida pérdida de actividad de la 6-OH-DA

una vez que se ha disuelto, la dosis correspondiente se administré inmediatamente

después de su disolucion.

Una vez completado el tratamiento, los animales fueron sacrificados, los

corazones y grandes vasos extraidos y procesados para los estudios inmunohistoquimicos

descritos previamente.



VI) ANIMALES TRATADOS CON CAPSAICINA,

Puesto que la capsaicina posee propiedades marcadamente irritantes cuando se
aplica a la piel, los animales fueron anestesiados con éter previamente a la administracion
de la primera inyeccion de capsaicina con el fin de sensibilizarlos frente a las inyecciones
sucesivas de esta sustancia. La solucién de Capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida;
Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO) se prepard mediante la disolucion del producto
en Polioxietileno sorbitan monooleato (Tween-80) 10% (Sigma Chemicals Co., St. Louis,

MO): Etanol 10%: Solucién salina 80%.

Los animales fueron tratados mediante inyecciones subcutdneas de capsaicina,
durante 4 dias sucesivos y con dos esquemas de tratamiento diferentes con el fin de
determinar la dosis 6ptima que originase una degeneracion completa de los terminales

nerviosos nociceptivos:

TRATAMIENTO 1:

Niimero total de animales ................. 8
Numero de animales vdlidos ............... 5

Dosis total de capsaicina  ............... 125 mg/kg
Dosificacion

Dia 1: 25 mg/kg
Dia 2: 25 mg/kg
Dia 3: 25 mg/kg
Dia 4: 50 mg/kg



TRATAMIENTO 2:

Nimero total de animales ................. 8
Nimero de animales vdlidos ............. 6

Dosis total de capsaicina ................ 260 mg/kg
Dosificacién

Dia 1: 40 mg/kg
Dia 2: 40 mg/kg
Dia 3: 80 mg/kg
Dia 4: 100 mg/kg

A los 12 dfas de la administracién de la 1? dosis de capsaicina, se comprobd si
el tratamiento habia sido adecuado originando una desensibilizacion total. Para ello,
aplicamos una solucién de capsaicina (1%) diluida en suero salino en la cérnea de los
animales sometidos a tratamiento segiin el método de Gamse, en el cual, la respuesta de
retirada, observada en animales no tratados, desaparecié totalmente en animates tratados,
indicando desensibilizacién total (GAMSE, 1982). De las ratas tratadas con capsaicina,

cinco mostraron algin movimiento de retirada siendo excluidos del presente estudio.

Comprobado ésto, los animales fueron anestesiados y sus corazones preparados
para estudios inmunohistoquimicos segin la metodologia ya descrita en las secciones
previas con el fin de determinar los efectos del tratamiento con capsaicina sobre las fibras

nerviosas (SP-, NPY- y VIP-IR) que inervan el corazon y grandes vasos.






I) DEFINICION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR

La localizacién y morfologia de las zonas estudiadas fue (Jdminas II y III)!

A) NODO SINOAURICULAR (Nodo SA).

El nodo SA se localiza en posicidn subepicardica en la unién entre la Vena Cava
Superior (VCS) cuando ésta desemboca en la Auricula Derecha en el sulcus terminalis
y el extremo craneal de la crista terminalis. El nodo se dispone alrededor de una
prominente arteria nodal y tiene una forma fusiforme siendo mds pdlido que el tejido
auricular adyacente. El corazén se secciondé seriadamente segin un plano frontal en

direccién ventrodorsal hasta que se identificé el nodo SA.

B) SEPTUM INTERAURICULAR.
Comprendido entre la unién de la VCS y la crista terminalis, donde se localiza
el nodo SA, y la regién del ostium del seno coronario, donde se localiza el nodo

Auriculoventricular,

C) NODO AURICULOVENTRICULAR (Nodo AV).

El nodo AV ocupa una pequeiia 4rea fibrosa entre la Auricula Derecha y el
Ventriculo Izquierdo. Se localizd en la base del septum interauricular (en la unién de los
septos muscular y membranoso), subyacente al anillo fibreso de la insercién de la valva

septal de la védlvula tricispide, bajo el endocardio de la Auricula Derecha y anterior al
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seno coronario en una regién rica en tejido conectivo. La insercién de la valva septal de
la vélvula mitral se dispone en un eje oblicuo respecto al septum cardiaco; este eje
oblicuo queda definido, de craneal a caudal por 1a valva septal de la vdlvula mitral, el
nodo AV y la valva septal de la vdlvula tricispide. El corazén se secciond seriadamente
segin un plano frontal en direccién ventrodorsal hasta que se identificé de este modo el

nodo AV.

D) HAZ DE HIS Y SUS RAMAS.

Analizamos el tejido de conduccién en secciones a través del tronco del haz de
His. El haz de His se origina de la porcién antero-distal del nodo AV; se dispone a lo
largo de la unién del septum membranoso con el muscular estando, por tanto, en la parte

inferior del septum interauricular, entre la Auricula Derecha y el Ventriculo Izquierdo.

A nivel intraventricular, el haz de His se aproxima a la raiz aértica bifurcindose

a este nivel en sus dos ramas:

- Rama izquierda: discurre por el borde izquierdo del septum interventricular.
- Rama derecha: Alcanza el lado derecho del septum, ramificdndose en el dpex

ventricular,

E) PARED MIOCARDICA DE AURICULA DERECHA (AD).

Se estudié el miocaardio de Ia AD en el dngulo entre el septum y la pared mds

externa de la AD, incluyendo endocardio y epicardio.
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F) PARED MIOCARDICA DE AURICULA IZOUIERDA (AD.

El andlisis fue semejante a la AD.

G) PARED MIOCARDICA DE VENTRICULO DERECHO (VD).
El miocardio del VD, incluyendo endocardio y epicardio, se estudié en la porcién

media de su pared libre.

H) PARED MIOCARDICA DE VENTRICULO IZQUIERDO (VI).

Semejante al VD,

I) ARTERIAS CORONARIAS.
Se estudid la pared arterial (intima, media y adventicia) y el tejido perivascular
de las arterias coronarias DERECHA e IZQUIERDA a nivel de masa ventricular

subepicdrdica.

J) GRANDES VASOS.

Se estudi6 la pared de los grandes vasos y el tejido perivascular a nivel de:
a) AORTA: Desde su origen en Ventriculo Izquierdo hasta el arco aértico.
b) TRONCO ARTERIAL PULMONAR: Desde Ventriculo Derecho a la

bifurcacion.

¢) VENA CAVA SUPERIOR: A nivel de la desembocadura en la Auricula Derecha.

L)



LAMINA 11

ELECCION DE LAS Z AE DIAR

1.- Nodo SA. Flecha: arteria central del nodo. H/E (20 x).

2.- Ramas derecha (d) e izquierda (i) del haz de His. H/E (20 x).
3.- Septum interauricular. H/E (20 x).

4 .- Rama derecha proximal. H/E (20 x).

5.- Rama derecha distal. H/E (20 x).

6.- Insercién de la vdlvula Tricdspide (T); V:ventriculo; A:auricula. H/E (20 x).






LAMINA 111

7.~ Pared de AD. H/E (20 x).

8.- Pared de Al. H/E (20 x).

9_- Pared de VD. H/E (10 x).

10.- Detalle de la imagen anterior H/E (20 x).

11.- Aorta a nivel medio. H/E (20 x).

12.~ Detalle de [a imagen anterior. H/E (40 x).

13.- Arteria pulmonar. H/E (20 x).

14.- Miocardio de V1. H/E (20 x).






I) PATRON DE DISTRIBUCION MORFOLOGICA .DE NEUROPEPTIDOS EN

EL CORAZON.

Vamos a describir los resultados obtenidos en nuestro trabajo atendiendo al
siguiente orden:
- Sistema de conduccion.
- Paredes del corazdn.
- Arterias coronarias.

- Grandes vasos.

Al final de este apartado se muestran una serie de representaciones esqueméticas

de la distribucidn diferencial de SP, NPY y VIP en las distintas zonas del corazon.

1) SISTEMA DE CONDUCCION.
En todos los corazones de los animales estudiados se demuestra una densa
inervacion por fibras nerviosas SP-IR en el sistema de conduccién desde el nodo

sinoauricular (SA) a las ramas derecha e izquierda del haz auriculoventricular (AV).

En el NODO SA, observamos una alta densidad de inervacién por fibras

nerviosas SP-IR. Los terminales nerviosos SP-IR aparecen como estructuras unicas,

aisladas, con morfologia tanto lineal como varicosa (Figs. 1 y 2). Las fibras son finas y
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con inmunorreactividad intensa. Se distribuyen alrededor de la arteria central del nodo
y entre las células musculares nodales estableciendo, en ocasiones, contacto con las
mismas. En la pared auricular préxima al nodo, también se identifican fibras nerviosas
SP-IR lineales y entre las fibras musculares (Fig. 3). La inervacién decrece en intensidad

hacia la pared auricular adyacente.

Asimismo, la inervacion del NODO SA por fibras nerviosas NPY-IR es muy
densa y superior a la de SP. Numerosas fibras nerviosas discurren en la parte central del
nodo, préximas a la arteria nodal y a las células musculares (Fig. 4). Su apariencia es
varicosa y de mayor grosor que la observada para SP. No obstante, en la pared de la
auricula derecha préxima al nodo, se identifica también una inmunorreactividad muy

intensa para NPY y similar a la del nodo SA.

Por el contrario, la inervacidon del NODO SA por fibras nerviosas VIP-IR es
mucho menor que la observada para los otros dos péptidos anteriores. En todos los
corazones estudiados para demostrar la existencia de fibras nerviosas VIP-IR relacionadas
con el nodo SA, la densidad de inervacién es muy escasa, no pudiendo identificar fibras
nerviosas en contacto con la arteria central del nodo ni con .las células musculares nodales
(Figs. 5 y 6). En varias preparaciones, la densidad de inervacién VIP-IR del nodo SA

es semejante a la de la pared auricular adyacente.

Respecto al SEPTUM INTERAURICULAR, observamos la existencia de muy

pocas fibras nerviosas SP-IR, muy delgadas, entre las células musculares de la pared del



septum y sin presentar orientacion especial. La distribucion es homogénea y no se

identifican aciimulos de fibras ni cuerpos celulares (Figs. 7 a 9).

También la densidad de fibras nerviosas NPY-IR en el SEPTUM
INTERAURICUTAR es muy escasa. Unicamente en las partes distales del mismo,
cercanas al nodo AV, se identifican con frecuencia fibras largas aisladas, cercanas al

endocardio, y con direccion paralela al eje mayor del septum (Fig. 10).

Por el contrario, la inervacién del SEPTUM INTERAURICULAR por fibras
VIP-IR parece ser mds densa que por los otros dos péptidos, identificando fibras largas
y ramificadas entre las fibras musculares aunque sin establecer intimo contacto con ellas
(Figs. 11 y 12). Demostramos fibras nerviosas VIP-IR tanto a nivel proximal como distal

del septum (Fig. 13).
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Aunque la inervacion del septum interauricular por fibras SP-IR es muy escasa,
a medida que nos acercamos al NODO AV, la densidad de inervacién SP-IR aumenta.
No obstante, siempre es menor que la del nodo SA en todos los corazones estudiados

(Fig. 14). Las fibras discurren en la zona central del nodo AV, entre las fibras
musculares y sin aparente contacto directo con las mismas. Presentan aspecto puntiforme,

semejantes a terminaciones libres no especializadas.

Del mismo modo, identificamos finas fibras nerviosas NPY-IR en la zona del
NODO AV, con aspecto lineal y puntiforme. La densidad de inervacién, al igual que

para el nodo SA, es mayor que para SP (Fig. 15).

La inervacion del NODQ AV por fibras nerviosas VIP-IR es moderadamente
densa y siempre menor que la de los dos neuropéptidos previos. Su distribucidn es

homogénea y en diversas preparaciones parecer contactar con las células musculares

nodales (Fig. 16).



La mayor densidad de fibras NPY-IR en el sistema de conduccién se observa en
el HAZ AURICULOVENTRICULAR (AYV). Las fibras son largas, gruesas, dispuestas
paralelas y entre las fibras musculares con una inmunofluorescencia muy intensa (Figs.
17 y 18). Su distribucién es heterogénea con actimulos de fibras nerviosas NPY-IR
localizados en zonas concretas. En otros lugares del haz AV, las fibras fueron son
delgadas y con inmunorreactividad débil; incluso en algunos de los corazones estudiados,

los actiimulos de gruesas fibras alternan con zonas no inmunorreactivas.

La inervacién del HAZ AV por fibras nerviosas SP-IR es claramente diferente de
la hallada para NPY. Observamos una densa inervacidn por fibras nerviosas SP-IR
delgadas y puntiformes entre las células musculares del haz y con distribucién homogénea

(Fig. 19).

La inervacién por fibras nerviosas VIP-IR en el HAZ AV es moderadamente
densa. Las fibras, al igual que con SP, muestran una inmunorreactividad con distribucion
homogénea (Fig. 20). En alguna preparacién, observamos actimulos aislados de
estructuras VIP-IR intensamente inmunofluorescentes en las partes iniciales del haz (Fig.

21).

L5



En cuanto a las RAMAS DEL HAZ, objetivamos fibras nerviosas SP-IR en la

parte proximal de la rama derecha (Fig. 22) y de la izquierda (Figs. 23 y 24). Alternan
fibras finas y alargadas con otras puntiformes. No obstante, también se identifica una

densa inervacion, incluso mayor que a nivel proximal, por fibras SP-IR y en contacto con

las fibras de Purkinje (Fig. 25).

La inervacion de las RAMAS DEL HAZ por fibras NPY-IR es mds densa que
para SP. Numerosas fibras nerviosas se identifican entre las células musculares de las
ramas derecha e izquierda del haz (Fig. 26), tanto a nivel proximal como distal (Figs.

27 a 29). Estas fibras son, generalmente, muy largas y paralelas a las fibras de Purkinje

(Fig. 30).

A diferencia de los dos neuropéptidos anteriores, la inervacion por VIP de las
RAMAS DEL. HAZ es muy escasa. Solamente en alguna preparacidn se identifican

fibras nerviosas VIP-IR entre las fibras musculares (Figs. 31 a 33).



SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 1. SP. Corte longitudinal a nivel del nodo SA donde se observan fibras
nerviosas SP-IR en contacto con las células nodales y alrededor de la arteria central
del nodo (asterisco: arteria central del nodo) (20 x).

Fig. 2. SP. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 3. SP. Pared de AD préxima al nodo SA con inmunotincién positiva (flechas)
(40 x).

Fig. 4. NPY. Seccién longitudinal a nivel del nodo SA con positividad para NPY
(flechas) (40 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 5. VIP. Ausencia de fibras nerviosas VIP-IR en el nodo SA (asterisco: arteria
central del nodo) (20 x).

Fig. 6. VIP. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 7. SP. Septum interauricular. Escasas fibras nerviosas SP-IR en su porcion
superior (flechas) (20 x).

Fig. 8. SP. Baja densidad de fibras nerviosas SP-IR en el septum interauricular sin
orientacién especial (20 x).

Fig. 9. SP. Detalle de la imagen anterior (flecha) (40 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 10. NPY. Fibras nerviosas NPY-IR dispersas en la porcién distal del septum

interauricular (flechas) (20 x).

Fig. 11. VIP. Septum interauricular. Gruesas fibras nerviosas VIP-IR con
inmunorreactividad intensa (flechas) (20 x).

Fig. 12. VIP. Detalle de la imagen anterior (40 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 13. VIP. Septum interauricular. Corte longitudinal a nivel distal mostrando
numerosas fibras nerviosas VIP-IR (flechas) (20 x).

Fig. 14. SP. Nodo AV positivo (flechas) (20 x).

Fig. 15. NPY. Nodo AV positivo (flechas) (20 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 16. VIP. Nodo AV positivo (flechas) (20 x).

Fig. 17. NPY. Alta densidad de inervacién NPY-IR en el haz AV con distribucién
heterogénea (20 x).

Fig. 18. NPY. Detaile de la imagen anterior (40 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 19. SP. Alta densidad de inervacién en haz AV por fibras nerviosas SP-IR en
{ntimo contacto con el tejido de conduccidn (flechas) (20 x).

Fig. 20. VIP. Haz AV positivo (flechas) (20 x).

Fig. 21. VIP. Actimulo aislado de material VIP-IR en la porcin inicial del haz
(flecha) (20 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 22. SP. Fotomontaje que muestra la rama derecha del haz positiva para SP
(flecha) (20 x).

Fig. 23. SP. Rama izquierda positiva. En el recuadro se muestra la zona ampliada
en la figura siguiente (20 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 24. SP. Detalle de la imagen anterior. Las flechas sefialan la existencia de
fibras nerviosas SP-IR (40 x).

Fig. 25. SP. Alta densidad de inervacién por fibras nerviosas SP-IR a nivel de la
porcidn distal de la rama derecha del haz {flechas) (20 x).






SISTEMA DFE CONDUCCION

Fig. 26. NPY. Corte longitudinal a nivel del septum interventricular que muestra
numerosas fibras nerviosas NPY-IR en la porcion inicial de las ramas derecha e
izquierda del haz. 1a flecha sefiala una gruesa fibra nerviosa NPY-IR (40 x).

Fig. 27. NPY. Rama derecha a nivel proximal positiva para NPY (flechas) (20 x).

Fig. 28. NPY. Detalle de la imagen anterior (40 x).






SISTEMA DE CONDUCCION

Fig. 29. NPY. Rama derecha a nivel distal (flechas: fibras nerviosas NPY-IR) (40
x).

Fig. 30. NPY. Rama izquierda del haz AV. Fibras nerviosas NPY-IR largas y
paralelas a las fibras de Purkinje (flechas) (40 x).

Fig. 31. VIP. Porcién inicial de la rama derecha (rd) del haz con baja densidad de
inervacidn VIP-IR (flechas) (20 x).

Fig. 32. VIP. Detalle de 1a imagen anterior (40 x).

Fig. 33. VIP. Fibras nerviosas VIP-IR (flechas) entre las fibras musculares de la
rama derecha del haz (40 x).






2) PAREDES DEL CORAZON,

En Ia pared del YENTRICULO IZQUIERDO (VI), la mayor densidad de

inervacién SP-IR se identifica a nivel de subendocardio, fundamentalmente en la zona de
insercion de la valvula Mitral (Figs. 34 y 35) y zonas adyacentes. En el endocardio del
VI préximo al dpex, las fibras nerviosas SP-IR son muy escasas o inexistentes. No
observamos fibras SP-IR en el espesor de la pared miocdrdica (Fig. 36). La densidad de
inervacion SP-IR a nivel subepicdrdica es muy pequefia con fibras puntiformes escasas
tanto a nivel proximal como distal (Figs. 37 y 38). No obstante, en la region del surco
AV, la inervacién SP-IR subepicirdica es abundante tanto en auricula como en ventriculo

(Fig. 39).

En el YENTRICULO DERECHO (VD), la disposicién de las fibras SP-IR es
semejante, con fibras en la zona de insercion de la vdlvula Tricispide (Figs. 40 y 41).

No se observan fibras SP-IR en miocardio (Fig. 42) y si en epicardio (Fig. 43).

En cuanto a NPY, observamos una densidad semejante de inervacion
subendocérdica en ¢l VI a la encontrada para SP y con distribucion similar. También la
mayor densidad de fibras NPY-IR se identifica en la zona de insercion de la vdlvula
Mitral (Fig. 44). Estas fibras nerviosas se situan en los canales de tejido conectivo
existente entre las células musculares e intimamente relacionadas con las mismas. En el
espesor de la pared miocdrdica del VI también se demuestra la existencia de una

moderada a alta densidad de inervacién por fibras NPY-IR a modo de un punteado

o147



uniforme y en ocasiones fibras delgadas m4s largas con dilataciones varicosas (Figs. 45
y 46). No se observan grandes troncos nerviosos ni cuerpos celulares. La inervacién
NPY-IR subepicdrdica es mayor que la de SP; las fibras discurren paralelas a las fibras
musculares pareciendo, en ocasiones, contactar con ellas (Fig. 47). La inervacion es muy

densa en subepicardio en la zona préxima a las arterias coronarias.

En VD, también en la zona subendocdrdica proxima a la insercidn de la vdlvula
Tricuspide se identifican finas fibras nerviosas NPY-IR (Fig. 48). En miocardio de VD,
observamos en diversas preparaciones fibras largas y aclimulos ocasionales con

dilataciones varicosas (Fig. 49).

En lo que respecta a la inervacion del neuropéptido VIP de las paredes card{acas,
observamos una clara diferencia entre la inervacién de auriculas y ventriculos. En ambos
ventriculos, solo encontramos fibras nerviosas VIP-IR en la zona de insercion de las
vdlvulas Mitral y Tricdspide (Fig. 50). En la zona subepicdrdica, préxima a las arterias
coronarias, la densidad de inervacidn por fibras VIP-IR es muy pequefia con claras
diferencias respecto a la inervacidn por SP y NPY. No observamos ninguna fibra VIP-IR

en el espesor de la pared miocdrdica ni de VI ni de VD.

En este estudio, tomamos como referencia el SCULO PAPILAR SEPTAL
para valorar la existencia de inervacion peptidérgica a dicho nivel. Numerosas fibras
NPY-IR inervan el musculo papilar en toda su extension con fibras finas y alargadas

entre las fibras musculares (Fig. 51). También se identifican fibras nerviosas SP-IR,
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aunque en mucho menor nimero y con aspecto puntiforme (Fig. 52). Por el contrario,
no se identifican fibras nerviosas VIP-IR en los miisculos papilares de ninguno de los

corazones estudiados.

Para estudiar la inervacion peptidérgica de las aurfculas, se compararon ambas
camaras cardiacas con los tres neuropéptidos. En cuanto a SP, se observa una mayor
densidad de inervacién SP-IR en AURICULA DERECHA (AD), con fibras largas y
finas alternando con fibras de apariencia puntiforme en todas las capas (Figs. 53 y 54).
La inervacién SP-IR de la AURICULA IZQUIERDA (A} es moderada y menor que
la de la AD pero mayor que la de ambos ventriculos (Fig. 55). No se observan
estructuras que pudieran representar cuerpos celulares en ninguna zona de las paredes

cardiacas.

La AD presenta una densa inervacion por fibras NPY-IR a nivel subepicédrdico
(Fig. 56), aunque fundamentalmente en la zona subendocérdica (Fig. 57). Muiitiples
fibras NPY-IR de gran longitud se observan en la cara posterior de la AD sin poder
identificar en ningiin momento cuerpos celulares nerviosos (Fig. 58). En las proximidades
del nodo SA la inervacion es muy densa. En cuanto a la Al, la inervacién por fibras
NPY-IR es mayor a nivel subepicdrdico a modo de fibras delgadas y alargadas. También
se identifican algunas fibras NPY-IR cercanas al endocardio y en miocardio de forma
aislada. En la porcidn superior del septum interauricular, a nivel de la base del corazén,
observamos acimulos de estructuras NPY-IR no encontradas con el marcaje para SP

(Figs. 59 y 60).
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La densidad de fibras nerviosas VIP-IR en ambas aurfculas es semejante y
moderada. Aunque las fibras se distribuyen en todas las capas de la pared, un dato
caracteristico es la disposicion de las fibras VIP-IR localizadas en zonas determinadas de

las aurfculas, mientras que en ofras zonas, la inervacién es muy escasa (Fig. 61).
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INERVACION DE LAS VALVULAS CARDIACAS.

Como ya hemos expuesto, la zona de insercién de las vdlvulas Mitral y Tricdspide
presenta una densa inervacidn por fibras nerviosas peptidérgicas. La mayor inervacion

es por fibras NPY-IR (Figs. 44 y 48) seguido por SP (Figs. 34,35,40,41).

La inervacidn por VIP es menos densa con fibras finas y puntiformes entre las
fibras musculares del anillo valvular. No observamos inervacion en las zonas de insercion

de las vilvulas Pulmonar ni Adrtica (Fig. 62).

Las fibras nerviosas inmunorreactivas estdn intimamente asociadas con las células
musculares y localizadas en el tejido conectivo existente entre las mismas (Figs. 63 y 64).
A nivel de la vdlvula Mitral, se observan tanto fibras SP-IR como NPY-IR largas y
delgadas a lo largo de toda la vdlvula pero sin alcanzar nunca el borde libre de la misma

(Figs. 65 a 68).



PAREDES DEL CORAZON

Fig. 34. SP. Ventriculo Izquierdo. Inervacién por SP (flecha) nivel de la insercién
de la vdlvula Mitral (VM) (20 x).

Fig. 35, SP. Detalle de 1a imagen anterior (40 x).

Fig. 36. SP. Seccién a nivel de miocardio (m) de VI. Negatividad para SP (20 x).

Fig. 37. SP. Corte longitudinal a nivel de VI en la zona subepicérdica cercana al
dpex con fibras nerviosas aisladas SP-IR (fiechas); ep: epicardio (20 x).

Fig. 38. SP. Subepicardio de VI a nivel proximal. Flecha: fibra nerviosa SP-IR (40
X).






PAREDES DEL CORAZON

Fig. 39. SP. Fibras nerviosas SP-IR subepicdrdicas en Ja regién del surco AV; A:

auricula; V: ventriculo (20 x).

Fig. 40. SP. Ventriculo derecho. Insercién de la vélvula Tricdspide (VT) positiva
(flecha) (20 x).

Fig. 41. SP. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 42. SP. Ausencia de fibras nerviosas SP-IR en miocardio (m) de VD (20 x).

Fig. 43. SP. Baja densidad de inervacién SP-IR en la regién subepicdrdica distal
de VD (flechas); ep: epicardio (40 x).

Fig. 44. NPY. Ventriculo Izquierdo. Insercién de la vilvula Mitral (VM) positiva
para NPY (40 x).






PAREDES DEL CORAZON

Fig. 45. NPY. Miocardio de VI. Densa inervacién por fibras nerviosas NPY-IR
dispuestas entre las fibras musculares (flechas) (40 x).

Fig. 46. NPY. Fibras largas NPY-IR en el espesor de la pared miocdrdica del VI
(flechas) (20 x).

Fig. 47. NPY. Regi6n subepicdrdica de VI. Moderada inervacién NPY-IR; ep:
epicardio; m: miocardio (40 x).

Fig. 48. NPY. Ventriculo Derecho. Insercion de la valva septal de la Trictspide
con fibras nerviosas NPY-IR (flechas) (40 x).

Fig. 49. NPY. Inervacién NPY-IR en miocardio de VD (20x). En el recuadro
inferior, detalle a mayor aumento de fibras nerviosas NPY-IR con dilataciones
varicosas (40 x).

Fig. 50, VIP. Ventriculo Izquierdo. Insercién de la valva septal de la Mitral VIP-IR
(flecha) (20 x).






PAREDES DEL CORAZON

Fig. 51. NPY. Numerosas fibras nerviosas NPY-IR (flechas) inervan el misculo
papilar septal (MP) (20 x).

Fig. 52. SP. Moderada densidad de inervacién SP-IR a nivel del musculo papilar
septal (flechas) (20 x).

Fig. 53. SP. Auricula Derecha. Numerosas fibras SP-IR (20 x).

Fig. 54. SP. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 55. SP. Inervacidn positiva para SP en Auricula Izquierda (flechas) (20 x).






PAREDES DEL CORAZON
Fig. 56. NPY. Region subepicdrdica de AD con aita densidad de inervacién NPY-
IR (flechas); ep: epicardio (20 x).

Fig. 37. NPY. Regién subendocérdica de AD muy positiva para NPY (flechas); en:
endocardio(40 x).

Fig. 58. NPY. Pared posterior de AD positiva (flechas); A: auricula; V: ventriculo
(10 x).

Fig. 59. NPY. Acimulo de fibras nerviosas NPY-IR con dilataciones varicosas
localizado a nivel de la porcidén superior del septum interauricular (flecha) (20x).

Fig. 60. NPY. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 61. VIP. Acimulo de fibras nerviosas VIP-IR a nivel de regin subepicdrdica
de Al (40 x).






PAREDES DELL CORAZON
Fig, 62. SP. Zona de insercién septal de la vdlvula adrtica (VA) SP - negativa (20
X).

Fig. 63. NPY. Fibras nerviosas NPY-IR asociadas con las fibras musculares del
anillo valvular de la valvula Mitral (flecha) (40 x).

Fig. 64. SP. Fibras nerviosas SP-IR (flechas) asociadas con la vilvula Tricdspide
(40 x).

Fig. 65. SP. Corte transversal a nivel de la valva septal de la vdlvula Mitral, con
fibras nerviosas SP-IR a nivel de su insercidn (flechas) (10 x).

Fig. 66. SP. Detalle a mayor aumento de la imagen anterior (20 x).

Fig. 67. SP. Fibra nerviosa SP-IR a nivel m4s distal de la valva septal Mitral
(asterisco) (20 x).

Fig. 68. Detalle de la imagen anterior (40 x).






3) ARTERIAS CORONARIAS,

Las ARTERIAS CORONARIAS presentan una densa inervacién por fibras
nerviosas SP-IR. Gruesos troncos nerviosos paravasculares y entre las fibras musculares
subepicdrdicas se identifican en todas las preparaciones estudiadas a nivel de ambas
arterias coronarias (Fig. 69). De estos troncos nerviosos SP-IR parten delicadas fibras
que llegan a inervar la adventicia de los vasos (Figs. 70 y 71). No se observa inervacién

SP-IR en los vasos de pequefio tamano (Fig. 72).

También las arterias coronarias presentan una densa inervacion por fibras
nerviosas NPY-IR aunque la densidad es algo menor que para SP. Asimismo, se
objetivan troncos nerviosos en la region subepicardica de los que parten fibras NPY-IR
hacia la adventicia de los vasos (Figs. 73 a 75). Tampoco los vasos pequefios presentan

inervacion NPY-IR,

En las arterias coronarias, la inervacién por fibras VIP-IR es escasa. Unas pocas
fibras con débil inmunofluorescencia estdn presentes en la zona que rodea las arterias
coronarias epicdrdicas (Fig. 76). En numerosas secciones, no se identifican fibras en
contacto con los vasos (Fig. 77). Por el contrario, en los vasos de pequefio tamaiio,
aunque dificil de demostrar, parecen identificarse fibras nerviosas VIP-IR cercanas a los

mismos (Figs. 78 y 79).
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ARTERIAS CORONARIAS

Fig. 69. SP. Inervacién por fibras SP-IR (flechas) de la arteria coronaria izquierda
y miocardio adyacente; C: arteria coronaria (20x).

Fig. 70. SP. Fibras nerviosas SP-IR en la adventicia de la arteria coronaria
izquierda (flecha); C: arteria coronaria (20 x).

Fig. 71. SP. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 72. SP. Arteria de pequefio tamafio (C) en miocardio de VI sin
inmunorreactividad (20 x).






ARTERIAS CORONARIAS

Fig. 73. NPY. Arteria coronaria izquierda (C) con fibras nerviosas NPY-IR (20 x).

Fig. 74. NPY. Fibras nerviosas NPY-IR (flechas) cercanas a la arteria coronaria
(C) derecha (20 x).

Fig. 75. NPY. Inervacion NPY-positiva en miocardio de VD cercano a arteria
coronaria derecha (20 x).

Fig. 76. VIP. Déhil inmuorreactividad en tormo a arteria coronaria (C) derecha (20
X).






ARTERIAS CORONARIAS

Fig. 77. VIP. Ausencia de inervacion por fibras VIP-IR en arteria coronaria (C)
izquierda (40 x).

Fig. 78. VIP. Arteria (a) de pequefio tamafio en pared de VD con fibras nerviosas
VIP-IR cercanas a la misma (20 x).

Fig. 79. VIP. Detalle de la imagen anterior (40 x).






4) GRANDES VASOS

Con el fin de valorar la inervacién peptidérgica de los grandes vasos que se
originan del corazén, estudiamos tres zonas: proximal (a nivel de la base del corazén),
media y distal (a nivel del arco adrtico para la aorta y en la bifurcacién para la arteria
pulmonar). También valoramos la existencia de fibras nerviosas a nivel del espacio

interaortopulmonar.

La inervacién de los grandes vasos por fibras SP-IR es, en general, bastante
abundante. Identificamos fibras nerviosas SP-IR a todos los niveles de la aorta aunque
su densidad decrece de proximal a distal. En Ia base del corazdn, a nivel del origen en
el VI, observamos gruesos y largos troncos nerviosos en disposicion paravascular, que
discurren en la parte mds externa de la adventicia (Fig. 80). De ellos, parten fibras finas
que alcanzan la media. Como hemos dicho, también se identifican fibras nerviosas SP-IR
tanto en la zona media (Figs. 81 y 82) como distal (Fig. 83) pero no como troncos

nerviosos largos sino como finas fibras y alargadas en la porcién media de la adventicia.

En la arteria pulmonar también se identifican fibras nerviosas SP-IR a todos los

niveles (Figs. 84 a 86) pero con una densidad de inervacién menor que la de la aorta.

Un hecho observado en muchas de las preparaciones estudiadas a gran aumento,
es la aparicién a nivel de la intima de la pared de los vasos de una inmunorreactividad

caracteristica de SP, que sugiere la existencia de terminaciones nerviosas SP-IR



subendotelialmente a nivel de aorta proximal y tronco arterial pulmonar (Figs. 87 y 88).

Esto no se observa en ninguna de las preparaciones estudiadas con NPY ni con VIP.

La inervacién de la aorta por fibras NPY-IR es menor que la encontrada para SP.
Aunque se identifican fibras nerviosas NPY-IR a todos los niveles estudiados: proximal
(Fig. 89), media (Fig. 90) y distal (Fig. 91) y la densidad también decrece de proximal
a distal, no se identifican largos troncos nerviosos como los observados con SP. Por el

contrario, las fibras son finas y con inmunorreactividad mds débil.

La arteria pulmonar presenta una densidad de inervacién NPY-IR mds baja que

la de la aorta encontrando sélo fibras aisladas a nivel proximal y medio (Figs. 92 a 94).

La densidad de fibras nerviosas VIP-IR en los grandes vasos que se originan del
corazén es mucho menor que la observada para SP y NPY. Las fibras aisladas que se
identifican tanto en aorta (Figs. 95 y 96) como en la arteria pulmonar (Figs. 97 y 98) son
extremadamente finas, dispuestas en localizacién perivascular en la unién media-
adventicia y con una débil inmunorreactividad que, unidola la intensa autofluorescencia
de la gruesa media de la aorta, hace en muchas ocasiones dificil su identificacién. En la

media o en la {ntima no se pueden identificar fibras nerviosas VIP-IR,

En la vena cava no se identifican estructuras nerviosas con ninguno de los tres

neuropéptidos empleados.



Respecto al espacio interaortopulmonar, se observan estructuras nerviosas con
intensa inmunofluorescencia tanto en los marcajes con NPY (Fig. 99) como con VIP
(Figs. 100 y 101). Las fibras son largas y gruesas, sugerentes en algunas ocasiones de

cuerpos celulares. No se observa marcaje SP-IR en el espacio interaortopuimonar (Fig.

102).



GRANDES VASOS

Fig. 80. SP. Corte longitudinal a nivel de la aorta ascendente a nivel de la base del

corazon. Se observan fibras nerviosas largas SP-IR a nivel de la adventicia (20 x).

Fig. 81. SP. Aorta (A) ascendente a nivel medio (20 x).

Fig. 82. SP. Fibra nerviosa SP-IR (flecha) a nivel medio de la arteria aorta (A) (20
X).

Fig. 83. SP. Corte longitudinal a nivel de aorta (A) ascendente a nivel distal
positiva para SP (flechas) (20 x).






GRANDES VASOS

Fig. 84. SP. Arteria pulmonar (P) proximal. Baja densidad de inervacién SP-IR (20

X).

Fig. 85. SP. Arteria pulmonar a nivel medio (10 x).

Fig. 86. SP. Fibras nerviosas SP-IR aisladas (flechas) en arteria puimonar a nivel
distal (20 x).

Fig. 87. SP. Depdsito subendotelial de material SP-IR a nivel de aorta proximal
(flechas) (40 x).

Fig. 88. SP. Depésito subendotelial de material SP-IR a nivel de arteria pulmonar
(flecha) (40 x).






GRANDES VASOS

Fig. 89. NPY. Fibra nerviosa NPY-IR (flecha) a nivel de la adventicia de aorta (a)
ascendente proximal (40 x).

Fig. 90. NPY. Aorta (a) ascendente a nivel medio positiva para NPY (flecha) (20
Xx).

Fig. 91. NPY. Aorta (a) ascendente a nivel distal. Corte longitudinal con fibras
nerviosas NPY-IR aisladas (flechas) (20 x).

Fig. 92. NPY. Arteria pulmonar (p) proximal débilmente positiva para NPY (20
X).






GRANDES VASOS

Fig. 93, NPY. Fibras nerviosas NPY-IR (flechas) en adventicia de arteria pulmonar
a nivel medio (20 x).

Fig. 94. NPY. Arteria pulmonar (p) a nivel medio (20 x).

Fig. 95. VIP. Corte transversal a nivel de aorta (a) ascendente proximal con débil
inmunorreactividad para VIP (flechas) (40 x).

Fig. 96. VIP. Corte longitudinal a nivel de aorta (a) ascendente negativo (20 x).






GRANDES VASQOS

Fig. 97. VIP. Arteria pulmonar (p) negativa (20 x).

Fig. 98. VIP. Fibra nerviosa VIP-IR en adventicia de arteria pulmonar (flecha) (40
X).

Fig. 99. NPY. Espacio interaortopulmonar. Fibras NPY-IR intensamente
fluorescentes (20 x). En el recuadro, ampliacién de las fibras nerviosas NPY-IR
sefialadas por la flecha (40 x).

1. Aorta
2: Arteria pulmonar
3: Espacio interaortopulmonar






GRANDES VASOS

Fig. 100. VIP. Espacio interaortopulmonar mostrando fibras nerviosas VIP-IR
(flechas) (20 x).

Kig. 101. VIP. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 102. SP. Espacio interaortopulmonar negativo para SP.

1: Aorta
2: Arteria pulmonar
3: Espacio interaortopulmonar
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ESQUEMA C: NODO AV ESQUEMA D: REGION DISTAL

ESQUEMA C: RAMA DCHA: DEL HAZ
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ESQUEMA J: ARTERIAS CORONARIAS

ESQUEMA I: INERVACION VALVULAR

DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE SP, NPY Y VIP EN ARTERTIAS CORONARIAS Y APARATO
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ESQUEMA K: AORTA ESQUEMA L: ARTERIA PULMONAR

ESQUEMA M:
ESPACIO INTERAORTOPULMONAR

DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE 5P, NPY Y VIP EN AORTA, ARTERIA PULMONAR Y ESPACIO
INTERAORTOPULMONAR.

0 = No existencia de inervacidn
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I} EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON 6-HIDROXIDOPAMINA.

Los resultados obtenidos tras el tratamiento de los animales con 6-OH-DA fueron
diferentes segiin los distintos esquemas de tratamiento. Mientras que dosis totales de 75
mg/kg no mostraron diferencias de inervacién NPY-IR entre animales tratados y los no
tratados, con dosis totales tanto de 150 mg/kg como de 500 mg/kg observamos una
reduccidn significativa en el contenido y distribucién de NPY en las diversas zonas del

corazon.

La densa inervacion observada en el sistema de conduccién de animales no
tratados (Figs. 4,15,17,18,26 a 30), experimenté una marcada reduccidn tras el
tratamiento. Asi, en nodo AV (Fig. 103) y fundamentalmente en el haz AV (Fig. 104),

s6lo pudieron identificarse fibras aisladas NPY-IR.

También en ambos ventriculos, la reduccidn de los terminales nerviosos NPY-IR
fue practicamente completa (Fig. 105). Del mismo modo, una reduccién marcada o
incluso desaparicién completa (Fig. 106) de inervaciéon NPY-IR se identificé en torno a

las arterias coronarias.

En el espacio interaortopulmonar, se objetivaron fibras nerviosas NPY-IR con
disposicién y morfologfa similar a las encontradas en animales no tratados y con una

inmunorreactividad intensa (Fig. 107).



Por ¢l contrario, en auriculas, observamos una considerable densidad de fibras
nerviosas NPY-IR (Figs. 108 y 109) aunque mucho menor que en los animales no
tratados. En ocasiones, las fibras se dispusieron agrupadas en zonas determinadas,
fundamentalmente en la zona subepicdrdica con ausencia de las mismas en endocardio y
miocardio (Fig. 110). También se identificaron acimulos de fibras NPY-IR en la zona

superior del septum interauricular (Fig. 111).

- EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON 6-OH-DA SOBRE LA

DISTRIBUCION DE SP Y VIP

Una vez observados los efectos del tratamiento con 6-OH-DA sobre la distribucion
de NPY en las distintas regiones cardfacas, valoramos el efecto de esta sustancia sobre

las fibras nerviosas SP- y VIP-IR.

La administracién intraperitoneal de una dosis total de 150 mg/kg de 6-OH-DA
(a dosis de 50, 50 y 50 mg/kg los dfas 1, 2 y 7) a un grupo de cinco ratas, no origind
alteraciones significativas en la densidad y distribucion de fibras nerviosas SP-IR en el
corazdn. Asi, la inmunorreactividad para SP fue semejante tanto en ratas tratadas como
en las no tratadas en todas las zonas estudiadas del corazén y grandes vasos: haz AV
(Fig. 112), porcidn superior del septum interauricular (Fig. 113), AD (Fig. 114), Al
(Fig. 115), inserci6én de la vdivula Mitral (Fig. 116), arterias coronarias (Figs. 117 y

118).
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Del mismo modo, en los corazones de ratas tratadas con las mismas dosis de 6-
OH-DA, no observamos modificacién en la densidad y distribucién de fibras nerviosas
VIP-IR en ninguna de las zonas estudiadas: nodo AV (Fig. 119), rama izquierda del haz

(Figs. 120 y 121), AI (Fig. 122), arterias coronarias (Fig. 123).
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TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. NPY,

Fig. 103. Nodo AV de un animal tratado con una dosis total de 150 mg/kg de 6-
OH-DA. Reduccién de fibras nerviosas NPY-IR (20 x).

Fig. 104. Porcién proximal del haz AV. Clara reduccién de inervacién NPY-IR con
existencia de fibras aisladas (flechas) tras tratamiento con 150 mg/kg de 6-OH-DA
20 x).

Fig. 10S. Ausencia de inervacién NPY-IR en miocardio (m) de VI (20 x).

Fig. 106. Arteria coronaria (c). Tras tratamiento con una dosis total de 150 mg/kg
de 6-OH-DA, no se observan fibras nerviosas NPY-IR; la flecha muestra una fibra
nerviosa aislada (40 x).

Fig. 107, Espacio interaortopulmonar, El tratamiento con 150 mg/kg de 6-OH-DA
no ha hecho desaparecer la inervacién NPY-IR (20 x).

1: Aorta
2: Arteria pulmonar
3: Espacio interaortopulmonar






TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. NPY.

Fig. 108. NPY. Auricula Derecha. La 6-OH-DA ha reducido sustancialmente la
inmunorreactividad de las fibras nerviosas (flechas) (20 x).

Fig. 109. 6-OH-DA y NPY. Auricula izquierda tras tratamiento con una dosis total
de 150 mg/kg de 6-OH-DA (20 x).

Fig. 110. Persistencia de fibras nerviosas NPY-IR a nivel de subepicardio (ep) de
auricula izquierda, con ausencia en miocardio y subendocardio después de tratamiento
con 500 mg/kg de 6-OH-DA (dosis total) (20 x).

Fig. 111. Acimulo de fibras nerviosas NPY-IR en la zona superior del septum
interauricular tras tratamiento con 150 mg/kg de 6-OH-DA (flechas) (40 x).

Fig. 112. Efectos del tratamiento con 6-OH-DA sobre SP (150 mg/kg). Fibras

nerviosas SP-IR a nivel del haz AV sin diferencias respecto a los animales no tratados
(20 x).

Fig. 113. 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. Septum interauricular con fibras nerviosas
SP-IR (flechas) (20 x).






TRATAMIENTQ CON 6-OH-DA. SP,

Fig. 114. 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. Auricula derecha. Persistencia de fibras
nerviosas SP-IR (flechas) (20 x).

Fig. 115, 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. Auricula izquierda positiva (flechas) (20
x).

Fig. 116. 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. El tratamiento con 6- QH-DA no modificé
la densidad de inervacidn SP-IR a nivel de la insercion de la valva septal de la
valvula Mitral (20 x).

Fig. 117. 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. Arteria coronaria (C) izquierda con similar
inmunorreactividad para SP que en ratas no tratadas (flechas} (20 x).

Fig. 118. 6-OH-DA (150 mg/kg) y SP. Detalle a mayor aumento de fibra nerviosa
SP-IR (flecha) a nivel de la adventicia de la arteria coronaria derecha tras tratamiento
con 6-OH-DA (40 x).






TRATAMIENTO CON 6-OH-DA. VIP.

Fig. 119. Efecto del tratamiento con 6-OH-DA (150 mg/kg) sobre la inervacidn
VIP-IR en el nodo AV. Existencia de fibras positivas (flecha) (20 x).

Fig. 120. 6-OH-DA (150 mg/kg) y VIP. El tratamiento con 6-OH-DA no alter6 la
inervacion VIP-IR a nivel de la rama izquierda del haz (20 x).

Fig. 121. Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig, 122, 6-OH-DA (150 mg/kg) y VIP. Persistencia de fibras nerviosas VIP-IR
a nivel de regidn subepicdrdica de Al (20 x).

Fig. 123. 6-OH-DA (150 mg/kg) y VIP. Arteria coronaria (C) izquierda (40 x).






IV) EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON CAPSAICINA,

El tratamiento sistémico con capsaicina por via subcutdnea a dosis totales de 260
mg/kg (distribuidos en 4 dosis sucesivas de 40, 40, 80 y 100 mg/kg) hizo desaparecer
practicamente la totalidad de los terminales nerviosos SP-IR en todas las zonas del
corazdn: Nodo SA (Fig. 124), nodo AV (Fig. 125), haz AV (Fig. 126) y sus ramas (Fig.
127y, AD y Al (Figs. 128 a 130), alrededor de las arterias coronarias (Fig. 131) y

grandes vasos (Figs. 132 y 133).

Solamente en la porcién superior del septum interauricular se pudieron identificar
fibras aisladas SP-IR con densidad semejante a la encontrada en animales no tratados
(Fig. 134) sin identificar tampoco actimulos de fibras con orientacidn especial ni cuerpos

celulares (Figs. 7 a 9).

Dosis totales de capsaicina de 125 mg/kg empleadas en el primer esquema de

tratamiento no modificaron el patrén de distribucién de SP en el corazén (Fig. 135).

La distribucién de las fibras nerviosas NPY- y VIP-IR tras tratamiento con dosis
totales de 260 mg/kg de capsaicina no mostré cambios significativos respecto a los
animales no tratados en el sistema de conduccién (NPY: Figs. 136 a 140; VIP: Figs. 141
y 142); auriculas (NPY: Fig. 143; VIP: 144) ni septum interauricular (NPY: Fig. 145;

VIP: Figs. 146 y 147).
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Un hecho caracteristico en cuanto a la inervacidn NPY-IR de las paredes
ventriculares es que en aquellos animales tratados con capsaicina, la densidad de
inervacién fue menor tanto en el miocardio (Figs. 148 y 149) como alrededor de las
arterias coronarias (Fig. 150). En estas tltimas, las fibras nerviosas NPY-IR fueron

menos abundantes que en los animales no tratados y no se objetivaron troncos nerviosos.
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TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Fig. 124. Nodo SA. Ausencia de inervacién SP-IR tras tratamiento con dosis totales
de 260 mg/ kg de capsaicina (asterisco: arteria central del nodo) (20 x).

Fig. 125. Nodo AV negativo para SP tras capsaicina (260 mg/kg) (20 x).

Fig. 126. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Haz AV negativo para SP (20
X).

Fig. 127. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Rama derecha (rm) del haz
negativa para SP (20 x).

Fig. 128. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Auricula Derecha negativa para
SP (20 x).

Fig. 129, Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Auricula Izquierda negativa
para SP (20 x).






TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Fig. 130, Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Auricula Derecha
negativa para SP (20 x).

Fig. 131, Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Arteria coronaria (C)
izquierda sin inmunorreactividad para SP (20 x).

Fig. 132. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Aorta (A) ascendente
negativa para SP (20 x).

Fig. 133. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Arteria pulmonar (P)
negativa para SP (20 x).

Fig. 134. Persistencia de fibras nerviosas SP-IR a nivel de la porcién
superior del septum interauricular tras tratamiento con capsaicina (260
mg/kg) (flechas) (20 x).

Fig. 135. Tratamiento con capsaicina (125 mg/kg). Persistencia de fibras
nerviosas SP-IR en arteria coronaria izquierda (C) (20 x).






TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Fig. 136. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Nodo AV positivo para NPY
{flechas) (20 x).

Fig. 137. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Haz AV positivo para NPY
(flechas) (20 x).

Fig. 138. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Rama derecha del haz positiva
para NPY (flechas) (20 x).

Fig. 139. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Nodo SA positiva para NPY
(asterisco: arteria central del nodo) (20 x).

Fig. 140. Detalle de la imagen anterior (40 x).






TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Fig. 141. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Nodo AV débilmente positivo

para VIP (flechas) (20 x).

Fig, 142. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Haz AV positivo para VIP
(flechas) (20 x).

Fig. 143, Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Auricula izquierda positiva para
NPY (20 x).

Fig. 144. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Auricula derecha positiva para
NPY (flechas) (20 x).

Fig. 145. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Septum interauricular positivo
para NPY (flecha) (20 x).






TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Fig. 146. Tratamiento con capsaicina (260 mg/kg). Septum interauricular positivo

para VIP (flechas) (20 x).

Fig. 147. Detalle de Ia imagen anterior (40 x).

Fig. 148. Reduccién de fibras nerviosas NPY-IR tras tratamiento con 260 mg/kg
de capsaicina (flechas) (20 x).

Fig. 149, Detalle de la imagen anterior (40 x).

Fig. 150. Reduccién de fibras nerviosas NPY-IR tras tratamiento con capsaicina
(260 mg/kg) (flechas) (20 x).






DISCUSION



NE PE Y (NPY) Y PE INTESTINAL VASOACTIVO (VIP

La.- SISTEMA DE CONDUCCION

El conocimiento de la anatomia de la inervacion autondémica del sistema de
conduccidn es fundamental para comprender los mecanismos de control neural de la
funcién cardiaca. En diversas especies animales, se han demostrado fibras nerviosas
eferentes y aferentes simpdticas y parasimpdticas que inervan los nodos SA y AV, el haz
AV y sus ramas, Estudios morfolégicos mediante técnicas de fluorescencia con dcido
glioxilico e inmunotincién para Dopamina beta hidroxilasa (DA-B-OHasa) y Tirosina
hidroxilasa han demostrado una densa inervacién adrenérgica en dichas zonas
(FORSGREN, 1988). Del mismo modo, el empleo de técnicas inmunohistoquimicas para
la identificacién de anticuerpos frente a la colina acetiltransferasa han evidenciado la
existencia de una importante inervacidn del sistema de conduccion de los mamiferos por
nervios colinérgicos (PENG ET AL, 1981). Pero ademis, el empleo de técnicas
inmunohistoquimicas ha permitido identificar la existencia de neurotransmisores
peptidérgicos en los nervios que inervan el sistema de conduccién del corazén (CORR,

1992).



a) SP

Asi, del mismo modo que WEIHE Y REINECKE (1981) describieron un alto
nimero de fibras nerviosas SP-IR en los nervios yuxta e intranodales de corazones de
diversos mamiferos, nosotros en la rata, observamos una densa inervacién SP-IR a lo
largo de todo €l sistema de conduccién con la existencia de fibras y varicosidades SP-IR
entre las células musculares y alrededor de la arteria central del nodo. Estos autores
(WEIHE Y REINECKE, 1981, 1983) no detectaron ﬁbras SP-IR que inervasen las
células nodales. Por el contrario, FORSGREN (1989b) describe la existencia de fibras

nerviosas, aunque en nimero pequefio, en la proximidad de las células nodales.

En nuestro estudio, 1a demostracién morfoldgica de 1a inervacién SP-IR del tejido
de conduccidén cardiaco nos hace estar en desacuerdo con GERSTHEIMER ET AL
(1988) para quienes, en su estudio morfométrico de la inervacidén cardiaca peptidérgica
en cobayas, la densidad de fibras SP-IR fue semejante en el miocardio de la auricula
derecha que en el tejido de conduccién. Hallazgos similares obtuvieron WEIHE ET AL
(1981, 1984) que describieron terminaciones nerviosas aisladas adyacentes a los
miocardiocitos localizindose la mayor densidad de inervacién SP-IR alrededor de las
arterias epicdrdicas. En nuestro estudio, observamos una clara diferencia entre la
inervacion por fibras nerviosas SP-IR mayor en nodo SA respecto a la pared auricular

adyacente,

Estamos de acuerdo con WHARTON ET AL (1981) en cuanto a la mayor

densidad de inervacidn por fibras SP-IR alrededor de las porciones distales del sistema
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de conduccién respecto a los nodos SA y AV, distribuyéndose a ambos lados del septum
interventricular, en las ramas derecha e izquierda del haz. Identificamos fibras nerviosas

SP-IR tanto a nivel proximal como distal de ambas ramas.

Por el contrario, FORSGREN (1989b) analizé la distribucién de las fibras
nerviosas SP-IR en diversas partes del sistema de conduccién del corazén bovino,
encontrando que la mayor inervacién se localizaba a nivel del haz AV, especialmente
en las regiones donde los haces de fibras de Purkinje se ramifican y en los pequeiios
canales de tejido conectivo. Para este autor, la densidad de fibras SP-IR fue en total

mucho menor en las ramas que en el haz AV,

Sin embargo, y a pesar de la demostrada existencia de inervacién SP-érgica del
sistema de conduccién cardiaco, no estdn del todo bien definidas las implicacibnes
funcionales de este neuropéptido en el ciclo cardiaco. En la mayor parte de los estudios
in vitro, SP no parece tener efecto directo sobre la frecuencia cardfaca (LOSAY ET AL,

1977; LUNDBERG ET AL, 1985a).

SP presenta un efecto cronotrdpico negativo en el corazén de cobaya. La
bradicardia se podria producir por unién de SP a receptores especificos existentes en los
ganglios cardfacos parasimpdticos a través de la liberaciéon de Ach enddgena
(STANOVNIK, LOGENDER-MLINSEK Y ERJAVEC, 1986; DALSGAARDET AL,

1986). Asi, SP puede estar implicado en el control parasimpético cardiaco, ya sea en un



asa aferente de un reflejo central o cuando se libera de los nervios sensitivos periféricos

como parte de un reflejo axonal sensitivo-motor (CORR, 1992).

¢) NPY

En cuanto a la distribucién de NPY en el sistema de conduccién, los resultados
de FORSGREN (1989a,c) en el corazén bovino, demuestran fibras NPY-IR en todos los
componentes del sistema de conduccion. En los nodos SA y AV, las fibras tenian aspecto
varicoso y con disposicién homogénea, mientras que en el haz AV y sus ramas, la
distribucién fue mds heterogénea acopldndose a la morfologia de los haces de fibras de

Purkinje y fundamentalmente en los espacios intercelulares donde €stas se ramifican.

En nuestro trabajo, también observamos una inervacién homogénea de los nodos
SA y AV con fibras nerviosas NPY-IR dispuestas de modo uniforme, pero a diferencia
de estos autores, ademds de fibras NPY-IR varicosas a nivel del haz AV, encontramos
una densa inervacién de largas y gruesas fibras NPY-IR. Estas fibras discurrian paralelas

a las fibras de Purkinje con una IR muy intensa.

No estamos de acuerdo con los datos de STERNINI Y BRECHA (1985) en
cobayas y de GU ET AL (1984) en ratén y rata que demostraron fibras nerviosas NPY-
IR en las regiones de los nodos SA y AV en cantidades mayores que en el miocardio que
las rodea. Por el contrario nosotros, al igual que GERSTHEIMER ET AL (1988) en
cobaya, observamos una densidad semejante de fibras nerviosas NPY-IR en el miocardio

de auricula derecha y en el nodo SA, con inmunorreactividad muy intensa y superior a



la de SP. La baja densidad de inervacién NPY-IR en el haz de His no fue diferente a la

del miocardio auricular, dato también observado en humanos (WEIHE ET AL, 1981).

Los valores mds altos de fibras NPY-IR se han observado alrededor de los vasos;
no obstante, la inervacién de la auricula derecha y del tejido de conduccién parece ser

el doble que la observada para SP (GERSTHEIMER ET AL, 1988).

GU ET AL (1983) en humanos, demostraron que la mayor densidad de fibras
nerviosas NPY-IR se encontraba en los nodos (fundamentalmente el nodo AV) y en los

tejidos alrededor de los vasos coronarios.

Parece ser que NPY no tiene efectos directos sobre la frecuencia cardfaca, aunque
multiples datos apoyan su potente accion moduladora sobre las acciones de otros
neurotransmisores. Algunos autores (POTTER, 1985; WARNER Y LEVY, 1989a,b;
1990a) observan que, aunque NPY no parece estar localizado en los nervios
parasimpdticos del corazén, origina una actividad vagolitica, es decir, una profunda y
persistente inhibicidn de las respuestas a la estimulacion vagal en los nodos SA y AV y
en el miocardio auricular debido probablemente a la inhibicién del neurotransmisor
liberado de las terminaciones nerviosas simpdticas y vagales (LUNDBERG ET AL,

1984; WARNER Y LEVY, 1990a).

Pero autores como HASSALL Y BURNSTOCK (1984) y FORSGREN (1989¢)

observaron que NPY se localiza también en las células ganglionares intrinsecas, con lo
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que NPY ejerceria efectos tanto en las uniones de las fibras simpdticas como
parasimpdticas con las c€lulas efectoras y que su accién de inhibicidn vagal se debe a la
accién sobre los terminales nerviosos postganglionicos colinérgicos (POTTER, 1985;

YANG Y LEVY, 1992).

Como consecuencia de estas acciones neuromoduladoras, NPY influye en el
control neural autondémico de la conduccién del nodo SA y AV y es probable que afecte

la modulacién neural de arritmias auriculares y ventriculares (CORR, 1992).

c) VIP

La primera descripcion sobre la existencia de fibras nerviosas y cuerpos celulares
VIP-IR en el corazén estuvo restringida al nodo sinusal de algunos mamiferos (perros,
gatos, cobayas y monos) (WEIHE Y REINECKE, 1988) donde se describié una alta
densidad de fibras VIP-IR y varicosidades en dicha zona que disminufan abruptamente
hacia el miocardio auricular normal. Esto estd de acuerdo con los resultados de nuestro
estudio y con la mayoria de los autores revisados (WEIHE, REINECKE Y
FORSSMANN, 1984; FORSSMANN ET AL, 1988; RIGEL Y LATHROP, 1990),
donde 1a densidad de fibras nerviosas VIP-IR vasculares y no vasculares fue mayor en
las regiones centrales del nodo SA, disminuyendo hacia el drea perinodal, siendo la mds

baja densidad en el miocardio auricular no especializado.

Segin los estudios de diversos autores, las células nodales estin densamente

inervadas por fibras nerviosas VIP-IR (WEIHE Y REINECKE, 1981; WEIHE,



REINECKE Y FORSSMANN, 1984; FORSSMANN ET AL, 1988; FORSGREN,
1989¢c; RIGEL Y LATHROP, 1990), Ademss de las células nodales, las pequeiias
arterias y los vasos terminales del nodo SA y del AV as{ como el tejido auricular mds
adyacente a los nodos (WEIHE Y REINECKE, 1981; WEIHE, REINECKE Y
FORSSMANN, 1984; FORSGREN, 1989¢; RIGEL Y LATHROP, 1990) estan
inervados por una densa poblacién de nervios inmunorreactivos para VIP. Tales fibras
nerviosas se observan sdlo ocasionalmente en las paredes arteriales de otras regiones

estudiadas (FORSGREN, 1989¢).

Por el contrario, autores como LARSSON ET AL (1976) y WHARTON ET AL
(1981) en sus estudios en cobayas, no pudieron demostrar la existencia de fibras

nerviosas VIP-IR en el corazon.

En cuanto a la distribucién de VIP en ¢l nodo AV, tanto WEIHE, REINECKE
Y FORSSMANN (1984) como FORSSMANN ET AL (1988) apreciaron que la
inervacién por fibras VIP-IR fue menos densa que la del nodo SA aunque mayor que la
de septum interauricular adyacente. Esto estd de acuerdo con nuestros resultados. En el
haz AV observamos una inervacién por fibras varicosas VIP-IR moderadamente densa

y con distribucidn homogénea.
FORSGREN (1989¢) en corazon bovino, describié fibras nerviosas VIP-IR

predominantemente asociadas con las células nodales SA y AV. Tales fibras, aunque en

menor densidad, se distribuyeron también cerca de las células de conduccion del haz AV,

222



las ramas del haz y los tendones falsos. Sin embargo, en las ramas del haz nosotros sélo

pudimos identificar fibras nerviosas aisladas VIP-IR entre las fibras musculares.

Todos estos datos podrfan explicar el significado funcional del neuropéptido VIP
en el tejido de conduccién del corazén. Al contrario que otros neuropéptidos, VIP
presenta un potente efecto cronotrdpico positivo directo. VIP aumenta la frecuencia
cardiaca, acorta el tiempo de conduccién AV y disminuye las frecuencias auricular y
ventricular refractarias regulando los marcapasos supraventriculares (RIGEL Y
LATHROP, 1990) y su accién es independiente de los receptores colinérgicos y B-

adrenérgicos (FRASE ET AL, 1987; RIGEL Y LATHROP, 1991).

El andlisis de estos datos, ha llevado a algunos autores a deducir que el
significado funcional de la concentracién de fibras VIP-IR en las regiones de los nodos
SA y AV se basa en dos posibilidades:

1) Que VIP posee un efecto regulador en ¢l flujo sanguineo local en las regiones
nodales a través de efectos pre y/o postsindpticos sobre las células de conduccidn.
Nuestras observaciones pudieran apoyar €l planteamiento de FORSGREN (1989c¢) en
cuanto a que el efecto de VIP serfa mds pronunciado en los nodos SA y AV que en otras
partes del sistema de conduccién.

2) Que VIP presenta efectos excitadores directos sobre las c€lulas gangliénicas al
actuar como un transmisor en las vias aferentes a los ganglios ya que se ha demostrado
la presencia de varicosidades VIP-IR relacionadas con los mismos (RIGEL Y

LATHROP, 1991).
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Aungue nuestro trabajo y los de los diversos autores discutidos aqu{ se realizaron
en animales adultos, nos parece interesante destacar los recientes hallazgos de CHOW
ET AL (1993) en la inervacién del sistema de conduccion de corazones humanos al
nacimiento donde el tinico péptido encontrado fue NPY (aunque con baja densidad de
inervacidén mostrando s6lo nervios perivasculares NPY-IR aislados en el nodo SA). No
se encontré inmmunorreactividad para SP ni para VIP. También se identificaron nervios
DA-B-OHasa, Tirosina hidroxilasa y acetilcolinesterasa positivos en pequefia cantidad.
Esto sugiere que aunque exista inervacién del sistema de conduccién cardiaco humano
al nacimiento, el patrén de maduracién no ha sido todavia establecido. Esta maduracién
se producird posteriormente al nacimiento, especialmente en lo que se refiere a la
adquisicién de varios neurotransmisores, incluyendo los neuropéptidos (CHOW ET AL,

1993).

ILb.- MIOCARDIO

a) SP

Los hallazgos de nuestro estudio en cuanto a la existencia de una densa inervacién
por fibras nerviosas SP-IR en las auriculas y una densidad menor en los ventriculos, estd
de acuerdo con estudios previos (PAPKA ET AL, 1981; WEIHE, REINECKE Y
FORSSMANN, 1984; DALSGAARD ET AL, 1986; PAPKA Y URBAN, 1987),
aunque WHARTON ET AL (1981), en cobayas, determinaron por radioinmunoanalisis
la concentracién de SP en el corazén, observando que en Al y ambos ventriculos la

concentracion de esta sustancia era semejante. La mayor concentracién de SP, se



determiné en AD, septum interventricular y grandes vasos. En este estudio, la
distribucién de las fibras SP-IR en las paredes de ambos ventriculos era semejante,
disponiéndose paralelo a las fibras miocdrdicas y en relacién con los vasos (arterias y
arteriolas) particularmente muy abundantes en endocardio, alrededor de las trabéculas
ventriculares y misculos papilares. Se observaron pocas fibras nerviosas en epicardio,

en el borde externo del miocardio y alrededor de las ramas de las arterias coronarias.

Aunque estos autores (WHARTON ET AL, 1981) determinaron la mayor
densidad de fibras SP-IR en endocardio, DALSGAARD ET AL (1986) observaron la
mayor densidad de inervacidn tanto en endocardio como en epicardio de auricula de
cobaya. La densidad fue moderada en miocardio y alrededor de los vasos auriculares y
septum auricular. En ventriculo, el mimero de fibras fue pequefio en miocardio y
asociado normalmente con los vasos sanguineos. Se demostré una clara diferencia de

inervacién de la AD respecto a VI.

Del mismo modo, URBAN Y PAPKA (1985) describieron en cobayas un plexo
moderadamente denso de fibras SP-IR. Se observaron fibras nerviosas en endocardio,
epicardio y miocardic auricular. El patrén fue semejante en los ventriculos, pero el

nimero de fibras fue menos numeroso.

Por el contrario, WEIHE Y REINECKE (1983) describen fibras SP-IR
distribuidas principalmente en pericardio y epicardio sin inervar ¢l miisculo y PAPKA

Y URBAN (1987) en rata, observaron muy pocas fibras SP-IR en epicardio y miocardio
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auricular y ventricular. Estos (ltimos autores, comparando la inervacién SP-IR en cobaya

y rata objetivaron que en la rata existe 40 veces menos SP que en el corazén de cobaya.

Nosotros objetivamos una mayor inervacién de auriculas respecto a ventriculos.
En las aurfculas, la mayor densidad de fibras SP-IR se identificé en AD con fibras largas
y finas en endocardio y también, en menor cantidad, en epicardio y miocardio. En la Al,
la inervacién fue moderada perc mayor que en ventriculos. En ambos ventriculos, la
mayor inervacién por fibras SP-IR se observd en el endocardio fundamentalmente a nivel
de la insercion de las valvas y en la zona préxima a ellas. En miocardio, no observamos
apenas fibras SP-IR; en epicardio, las fibras fueron escasas aunque existié una densa
inervacién SP-IR cerca de las arterias coronarias epicdrdicas con largas y finas fibras

paralelas a las células musculares.

RECHARDT ET AL (1986} estudiaron la inervacion peptidérgica del miocardio
auricular humano, encontrando fibras nerviosas SP-IR. entre las fibras musculares
cardfacas y proximas a los vasos sanguineos. El hallazgo de una fntima asociacion entre
los nervios SP-IR y las células miocdrdicas hace pensar que existen receptores
miocdrdicos para SP que regulan la excitabilidad y la conduccién del impulso en el
misculo auricular, Ademds, la existencia de una mayor inervacién en el endocardio de
las paredes del corazén apoya ¢l hecho de que SP parece actuar mediante la liberacion
desde el endocardio de un factor relajante derivado del endotelio (EDRF) y que la
extirpacién del endocardio en preparaciones de miscuio cardfaco aislado condiciona que

SP no actile sobre el mismo (MILNER ET AL, 1989).
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Estudios recientes demuestran que SP gjerce una accion indirecta modulando el
tono cardiaco neural. Sus efectos pueden ser positivos o negativos sobre la contractilidad,
dependiendo de la actividad vagal o simpdtica que predomine (con tono vagal elevado,
SP origina aumento de la contractilidad y con tono simpdtico elevado la disminuye)

(SMITH, PRIOLA Y BLOMQUIST, 1992).

b) NPY

Debido a la alta inmunorreactividad encontrada para NPY en el corazén, se
considera que esta sustancia es uno de los principales neuropéptidos cardiacos (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 hallazgos morfoldgicos de Ia distribucién de fibras NPY-IR en
las paredes cardiacas difieren seglin los autores. Mientras que algunos describen una
mayor inervacién de auriculas respecto a ventriculos (UDDMAN ET AL (1985) y
DALSGAARD ET AL (1986) en cobayas; FORSGREN (1989¢) en corazén bovino;
CORR ET AL (1990) en rata; LUNDBERG ET AL (1983) en cobaya, gato, cerdo y
hombre), otros autores como ALLEN ET AL (1985a) en ratas observaron una densidad
semejante de fibras nerviosas NPY-IR en auriculas, septum interauricular y ambos
ventriculos. Nosotros hallamos mayor inervacion NPY-IR en auriculas respecto a

ventriculos, aunque la densidad de inervacion en estos tltimos también fue abundante.

Del mismo modo, GORDON ET AL (1993) observaron que NPY representa el

45% de toda la inervacién del miocardio de AD y mostrando un gradiente de densidad



decreciente de inervacién de auricula a ventriculo. También existe un gradiente entre los
lados derecho e izquierdo del corazén, con mayor densidad de nervios NPY-IR en AD

y VD comparado con Al y VI, respectivamente,

UDDMAN ET AL (1985), en cobayas, observaron fibras NPY-IR en todas las
capas del corazén predominando en endocardio y epicardio, mientras que, por el
contrario, GU ET AL (1984) han descrito una mayor densidad de inervacién del
miocardio respecto al endocardio y epicardio. En nuestro estudio, observamos una alta
densidad de inervacion en miocardic aunque también fue alta en endocardio
(fundamentalmente a nivel de la insercién de las valvas) y en epicardio (alrededor de las
arterias coronarias). En auriculas, la densidad de inervacion mayor se observé en la
region subepicardica. Por el contrario, en ventriculos, tanto subepicardio como

subendocardio, estuvieron densamente inervados.

Estudios en rata (GU ET AL, 1984; ALLEN ET AL, 1985a; CORR ET AL,
1990) describen nervios NPY-IR intimamente relacionados con las células musculares
cardiacas. Las fibras nerviosas NPY-IR se identificaron en todas las dreas del corazdn

en los plexos perivasculares y fasciculos intramusculares de distinto tamafio

(LUNDBERG ET AL, 1983; ALLEN ET AL, 1985a).

También en humanos se han demostrado numerosas fibras nerviosas NPY-IR en

la orejuela de AD dispuestas a modo de redes irregulares de fibras en el miocardio y de



plexos paralelos en endocardio (PURJERANTA ET AL, 1986; WHARTON ET AL,

1988).

En cuanto al significado funcional de las fibras nerviosas relacionadas con los
miocitos auriculares y ventriculares que contienen NPY, parece ser que este neuropéptido
presenta acciones inotrdpicas negativas (MAENQ, KIYAMA Y TOHYAMA, 1993),
aunque no estd del todo establecido cudl es el mecanismo y si existen receptores para
NPY en los miocardiocitos (FRANCO-CERECEDA, LUNDBERG Y DAHLOF, 1985;
ALLEN ET AL, 1986). Aunque se ha demostrado que NPY inhibe la contractilidad
cardfaca in vivo en el corazén de la rata (BALASUBRAMANIAM ET AL, 1988),
MICHEL ET AL (1989) observaron que NPY no disminuye directamente la
contractilidad cardiaca en humanos. Sus efectos inhibitorios podrian ser secundarios a
vasoconstriccidn coronaria, inhibicién presindptica de la liberacién de catecolaminas y/o

a una actividad barorrefleja.

o YIP

En cuanto a la inervacién por VIP de las paredes cardiacas, estamos de acuerdo
con los diversos estudios consultados, en los que las fibras nerviosas VIP-IR se localizan
predominantemente a nivel de las auriculas, siendo en los ventriculos muy escasas
(WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984; FORSSMANN ET AL, 1988) o
inexistentes (DELLA ET AL, 1983; WEIHE Y REINECKE, 1983). La mayoria de la
inervacion VIP-érgica ventricular se observa alrededor de las ramas coronarias

(FORSSMANN ET AL, 1988). Sin embargo, GORDON ET AL (1993) observaron que
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las fibras VIP-IR representaban menos del 2% de la inervacién cardfaca sin existir un
gradiente de densidad de inervacién auriculo-ventricular, lo cual no ¢oincide con nuestros

resultados.

La mayor densidad de inervacién parece localizarse a nivel subepicérdico donde
las fibras VIP-IR se distribuyen alrededor de los vasos coronarios. Son mas abundantes
en ¢l epicardio cercano al nodo SA que en el epicardio de las restantes regiones
auriculares (WEIHE Y REINECKE, 1981; WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN,

1984).

En nuestro estudio, encontramos fibras en todas las capas de las paredes
auriculares, con distribucién heterogénea, observdndose concentraciones focales de fibras
nerviosas y cuerpos celulares VIP-IR en algunas zonas, siendo en otras pricticamente
inexistentes, En los ventriculos, sélo identificamos fibras VIP-IR subepicdrdicas en

pequena densidad en la zona préxima a las arterias coronarias.

En el subendocardio, las fibras VIP-IR son infrecuentes, excepto en la zona de
insercion de las valvas como veremos después. Nosotros, en el endocardio de auriculas
observamos fibras aisladas VIP-IR que en alguna ocasién se disponian en haces de varias
fibras varicosas, lo cual estd de acuerdo con los estudios previos realizados por DELLA
ET AL (1983). En la zona de insercién de las valvas mitral y tricuspidea, la inervacion

fue moderadamente densa, mds densa en mitral que tricispide.
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WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) compararon la distribucién de
SP y VIP en las paredes cardiacas, objetivando que en el endocardio de auriculas,
ventriculos y tejido valvular AV, las fibras nerviosas SP-IR fueron més frecuentes que
las VIP-IR. Las fibras nerviosas no asociadas con estructuras vasculares contenfan
numerosas fibras SP-IR pero algunas VIP-IR. Las fibras VIP-IR se localizaron
preferentemente en el epicardio de la auricula y en el epicardio cercano a los vasos
coronarios mientras que las fibras SP-IR se distribuyeron por todo el epicardio auricular
y ventricular. En el pericardio, se encontraron frecuentes fibras nerviosas SP-IR,

mientras que las fibras VIP-IR se encontraron sélo ocasionalmente.

En el septum interauricular, se ha observade un plexo moderadamente denso de
fibras varicosas VIP-IR aisladas o en pequefios haces (DELLA ET AL, 1983). Nosotros
también observamos una inervacion moderadamente densa VIP-IR pero, a diferencia de
estos autores, las fibras fueron largas y ramificadas pudiéndose, en ocasiones, identificar
estructuras semejantes a cuerpos celulares nerviosos. Tanto en el septum, como en la
crista terminalis y alrededor del ostium del seno coronario se ha descrito la mayor
densidad de inervacion respecto al tejido auricular adyacente (WEIHE, REINECKE Y

FORSSMANN, 1984).

Esta distribucidn de VIP en las paredes cardiacas es semejante a Ja distribucién
de ACh (WILLIAMS ET AL, 1989). Tanto la cuantificacion de colina acetiltransferasa
(ChAT) como los niveles de ACh en el corazén de la rata sugieren una distribucidn no

uniforme de los nervios colinérgicos en este 6rgano. Los niveles mds elevados de ambas
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se localizan en las auriculas (AD, nodo SA, Al y septum interauricular) donde se
encuentran las células ganglionares intracardiacas y los terminales parasimpaticos pre y
postgangliénicos. Niveles mucho menores existen en ambos ventriculos donde la
concentracién de ACh es aproximadamente el 10% de la encontrada en las regiones

auriculares (WILLIAMS ET AL, 1989).

El significado funcional de VIP sobre los miocardiocitos auriculares vy
ventriculares se explica por el efecto inotrépico positivo observado tanto tras
administracidn intravenosa sistémica (FRASE ET AL, 1987) como tras administracién
intraarterial en AD aislada de perros (KARASAWA ET AL, 1990). Se ha demostrado
que la contractilidad mdxima auricular originada por VIP es mayor que la ventricular
indicando que la densidad de receptores para VIP en los nervios que inervan la AD es

mayor que en VI (KARASAWA ET AL, 1990).

INERVACION VAL VULAR

Estudios realizados en diversos mamiferos han demostrado la existencia de células
miocardicas especializadas formando un anillo en los dos tercios basales de las vélvulas
MITRAL y TRICUSPIDE que se asocian con fibras nerviosas eferentes y sensitivas.
Tanto el anillo de la vdlvula Mitral como el de la Tricispide muestran una densa
inervacién por fibras que contienen catecolaminas y acetilcolina (ANDERSON, 1972).

En el corazén de la rata, WILLIAMS ET AL (1989), describieron la existencia de un
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denso plexo nervioso acetilcolinesterasa-positivo en la base de las vdlvulas Mitral y
Tricispide y otro plexo a nivel distal sin alcanzar el borde libre de las valvas. La
inervacion de la vdlvula Tricispide, aunque con similar distribucién, fue menos densa

que la de la Mitral.

Estudios fisiolégicos en el perro y conejo han demostrado la capacidad de
contractilidad y automaticidad de este misculo valvular. Durante la estimulacidn eléctrica
de las cispides de la vdlvula Mitral del corazon del perro, Nor y ACh acttian sobre la
cantidad de tensién desarrollada, aumentdndola y disminuyéndola, respectivamente
(WILLIAMS ET AL, 1989). Ademds, se ha observado que el misculo de las valvulas
AV es capaz de generar impulsos espontdneos, con lo que el Sistema Nervioso
autonémico intrinseco puede desempeiiar un papel en el desencadenamiento de arritmias

y extrasistoles prematuros (WILLIAMS ET AL, 1989).

Estas observaciones sugieren que las vdlvulas AV no son estructuras puramente
mecdnicas sino que pueden participar en sus mecanismos de apertura y cierre y por otra
parte, monitorizar el flujo sanguineo a través de diferentes regiones de la cuspide
valvular, pudiendo actuar funcionaimente como mecanorreceptores (WILLIAMS ET AL,

1989).

En nuestro estudio, y a la vista de la presunta importancia funcional de la
presencia de fibras nerviosas y células musculares en la zona de insercién AV, hemos

demostrado fibras nerviosas SP-IR a nivel de los orificios valvulares Mitral y Tricispide
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dispuestas entre las fibras musculares del anillo valvular. No observamos fibras en el
borde libre de las valvas. Igualmente, WHARTON ET AL (1981) observaron fibras SP-
IR en en el anillo valvular y cerca del borde libre de las ciispides valvulares. A diferencia
de nosotros, estos autores identificaron extensas redes de fibras nerviosas SP-IR en el

miocardio alrededor de las zonas de insercidn de las vélvulas Adrtica y Pulmonar.

DELLA ET AL (1983) describieron la existencia de un plexo moderadamente
laxo de fibras varicosas VIP-IR en la zona de insercidn de las vélvulas AV, paralelas al
anillo AV y extendiéndose hacia el centro de las valvas sin alcanzar su borde libre,
mientras que WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) describieron muy pocas

fibras en las vélvulas AV.

UDDMAN ET AL (1985) en cobayas, describen muy pocas fibras NPY-IR en las
vdlvulas mientras que para DALSGAARD ET AL (1986), también en cobayas, la
inervacién del musculo subvalvular es muy densa, mayor incluso que en auriculas y
alrededor de los vasos, al igual que para GU ET AL (1984) que encuentran numerosas
fibras nerviosas en las valvas, disminuyendo su densidad hacia el borde libre de las

mismas.

Nosotros encontramos qgtie la mayor inervacion peptidérgica de las vdlvulas esta
representada por fibras largas NPY-IR que no alcanzan el extremo libre de las valvas.
También es abundante por SP mientras que VIP sdlo estd presente en fibras varicosas

aisladas VIP-IR.
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L.c.- YA RONARI

a) SP

En este estudio, hemos demostrado la existencia de finos nervios vasculares SP-IR
localizados en el limite entre la adventicia y la media de las arterias coronarias de la rata,
Los troncos nerviosos de los que se originan estos nervios se localizan en la adventicia.
La mayor parte de las fibras eran finas y con forma de tirabuzén, aunque también pudo

observarse alguna fibra varicosa.

REINECKE, WEIHE Y FORSSMANN (1980) en cobayas, encontraron que
todo el sistema arterial coronario estaba inervado por fibras nerviosas SP-IR: desde el
origen de las arterias coronarias derecha e izquierda a las arteriolas precapilares y
metaarteriolas. La densidad de fibras nerviosas y varicosidades SP-IR parecfa decrecer
a medida que disminuye el calibre de las arterias no observando estructuras SP-IR en el
tejido precapilar. Las vénulas musculares y venas coronarias mostraron una densidad de

inervacién menos densa por SP que las arterias de didmetro mayor.

También en cobayas, otros autores han demostrado la existencia de un escaso a
moderado ndmero de fibras nerviosas SP-IR alrededor de las arterias coronarias
normalmente localizadas en la adventicia (FURNESS ET AL, 1982; PAPKA Y

URBAN, 1987).



En lo que todos los estudios parecen estar de acuerdo es en que las fibras
nerviosas SP-IR estdn principalmente localizadas en las ramas mds grandes de la
vascularizacién coronaria respecto al lecho vascular coronario terminal. Los capilares no
estin inervados observindose sélo en ocasiones alguna fibra aislada (REINECKE,
WEIHE Y FORSSMANN, 1980; FURNESS ET AL, 1984; WEIHE ET AL, 1981;

WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN, 1984; GERSTHEIMER ET AL, 1988).

Sin embargo, en un reciente trabajo de GULBENKIAN ET AL (1993) en arterias
coronarias humanas, las fibras nerviosas SP-IR fueron escasas en las regiones proximales
de las arterias coronarias (didmetro interno mayor de 0,8 mm) y aumentaron en nimero

distalmente (didmetro interno menor de 0,8 mm).

Previamente, también WEIHE ET AL (1981), aunque en estudios limitados a
biopsias endomiocdrdicas de pacientes con cardiomiopatias congestivas o hipertréficas,
no evidenciaron la existencia de fibras en las grandes ramas de las arterias coronarias.
Observaron fibras nerviosas y varicosidades restringidas al plexo perivascular y en intimo
contacto con arteriolas, capilares y vénulas. No se observaron fibras que inervasen

células miocdrdicas o no relacionadas con microvasos.

Nuestros estudios concuerdan con GERSTHEIMER ET AL (1988) que afirman
que la mayorfa de SP-IR se localiza alrededor de las arterias epicdrdicas donde los
nervios SP-IR no sélo se distribuyen alrededor de los vasos sino también en el tejido

conectivo subepicdrdico.
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WEIHE ET AL (1983, 1984) en el gato y perro, observaron que las fibras
nerviosas SP-IR se disponen fundamentalmente en localizacién paravascular mientras que
VIP lo hace en los plexos peri y paravascular. Nosotros no observamos claramente esta
diferencia porque 1a rata tiene intersticios perivasculares estrechos (en el perro y gato son

mds amplios).

SP es un potente vasodilatador de las arterias coronarias y las fibras nerviosas SP-
IR que existen alrededor de las mismas pueden desempeiiar un importante papel en la
regulacién del tono vascular coronario epicdrdico (LOSAY ET AL, 1977; CORR, 1992;
GULBENKIAN ET AL, 1993). Actuando a través de receptores de neuroguininas
localizados en las células endoteliales, induce una relajacion endotelio-dependiente del
misculo liso vascular a través de la liberacién de una sustancia vasodilatadora
denominada Factor Relajante derivado del Endotelio (EDRF) (OKUMURA ET AL,
1992; GULBENKIAN ET AL, 1993). Estd generalmente aceptado que SP, tras liberarse
de los nervios perivasculares, puede difundir a través de la capa media y activar
receptores en las células endoteliales, que conducen a una liberacién de agentes relajantes
tales como EDRF u 6xido nitrico. Alternativamente, se ha sugerido que SP puede
liberarse de las células endoteliales y actuar en sus receptores para originar la liberacién
de EDRF o prostaglandinas (MILNER ET AL, 1989). Las células endoteliales (5 a
10%) de las arteria mesentérica y femoral de la rata contienen SP (LOESCH Y
BURNSTOCK, 1988). Nosotros hemos demostrado la existencia de SP en las células

endoteliales de arterias no visto hasta ahora. Asi, mediante la liberacidn autocrina de SP



sintetizada y liberada localmente por las células endoteliales pueden activar receptores

endoteliales y representar un mecanismo regulador local del tono vascular.

Por otro lado, ya que las varicosidades SP-IR, que probablemente son
terminaciones nerviosas tipo receptor, se han descrito no sélo en la adventicia del arco
adrtico (HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980; REINECKE, WEIHE Y
FORSSMANN, 1980) sino también en relacién con los vasos sanguineos (REINECKE,
WEIHE Y FORSSMANN, 1980; WEIHE ET AL, 1981) parece razonable pensar que
SP tiene una funcién baro y quimioreceptora sobre los vasos coronarios, incluyendo los
segmentos que inervan el nodo sinusal con lo que eleva el rendimiento cardiaco y

aumenta el flujo sanguineo coronario.

Como ya se comenté en la introduccidn, los nervios cardiacos simpdticos son
portadores de fibras aferentes que son las encargadas de conducir los estimulos dolorosos.
Ya que la denervacidn del corazén del simpdtico, extirpando los cinco ganglios tordcicos
superiores y el ganglio cervical inferior del tronco simpdtico en la cirugia del alivio del
dolor de la angina de pecho intratable, puede seguirse de persistencia de algo de dolor
(ANDERSON Y BECKER, 1981; ORTS LLORCA, 1985), se cree que algunas fibras
aferentes dolorosas pueden hallarse en el vago y siguen su ruta. Estas terminaciones
aferentes terminan en el subendocardio auricular y ventricular y en la valva pulmonar de
los mamiferos incluido el hombre (TALMAN Y KELKAR, 1993). Pero ademds, ya que
SP se relaciona con las fibras sensitivas encargadas de la transmisién de los estimulos

dolorosos, podriamos deducir que también SP participa en el dolor coronario. Asf, SP
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s¢ eleva en el liquido pericdrdico de pacientes con angina de pecho respecto a los

controles sanos (TALMAN Y KELKAR, 1993},

b) NPY

En cuanto a la inervacién vascular cardiaca por fibras NPY-IR, nosotros
encontramos una densa inervacion por fibras nerviosas NPY-IR en las arterias coronarias
superior a la de SP y mucho mayor que la de VIP. Las fibras nerviosas se disponfan
alrededor de Ias arterias coronarias en la region epicdrdica con troncos nerviosos de fos

se originan finas fibras hacia la adventicia y la media.

También UDDMAN ET AL (1985) en cobayas y GORDON ET AL (1993) en
corazén bovino, han observado que los vasos coronarios reciben una densa inervacion
por NPY. Del mismo modo, GERSTHEIMER ET AL (1988) en cobayas, mediante
estudios morfométricos, encontraron que la mayor densidad de inervacion por fibras
NPY-IR se localizaba alrededor de los vasos. Los nervios inmunorreactivos para NPY
se localizaron alrededor o en la vecindad de arteriolas y vasos terminales y entre los
miocardiocitos. Los nervios NPY-IR encontrados alrededor de las arterias formaron una
densa red de la cual pequeiias fibras alcanzaban la media. La concentracién de NPY en

las arterias fue cince veces mayor que la de SP.

En rata y ratéon, GU ET AL (1984) describieron fibras nerviosas NPY-IR
rodeando los vasos coronarios, particularmente las ramas arteriales medianas y pequeifias.

También en corazén bovino, FORSGREN (1989a,c¢) describio plexos de fibras nerviosas
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NPY-IR en las arterias y arteriolas de todas las regiones cardfacas examinadas en la

unién media-adventicia o justo fuera de esta union.

GULBENKIAN ET AL (1993) en arterias coronarias humanas observaron una
densa inervacién por fibras nerviosas NPY-IR tanto a nivel proximal como distal, incluso
mayor en vasos de calibre menor (didmetro interno ménor de 0,8 mm). El nimero
relativo y distribucién de los nervios NPY-IR fue semejante a la de los nervios tirosina

hidroxilasa-IR, enzima que sintetiza catecolaminas.

La observacion morfoldgica de plexos periarteriales de fibras nerviosas NPY-IR
relacionadas con los vasos coronarios es compatible con el conocido efecto fisiolégico
regulador de este neuropéptido sobre el flujo cardiaco del corazén (ALLEN ET AL,
1983, 1986). Pero, aunque inicialmente, diversos autores observaron que NPY produce
vasoconstriccién endotelio-independiente de las arterias coronarias en distintas especies
(ALLEN ET AL, 1983; EDVINSSON ET AL, 1987; FRANCO-CERECEDA Y
LUNDBERG, 1987; PERNOW Y LUNDBERG, 1988; RIGEL Y LATHROP, 1990;
WARNER Y LEVY, 1990a; GULBENKIAN ET AL, 1992; 1993; CIARLEGLIO,
BEINFELD Y WESTFALL, 1993), estudios mds recientes han demostrado que NPY
no tiene efecto en las arterias epicdrdicas grandes y sélo un débil efecto vasoconstrictor
en las arterias coronarias pequefias (GULBENKIAN ET AL, 1993) originando
constriccion de los vasos de resistencia intramiocdrdicos mds que de las arterias

epicdrdicas.



Por tanto, aunque noc estd del todo determinado el significado funcional de NPY
en las arterias coronarias epicdrdicas, es probable que participe en la modulacién de las
acciones relajantes de otros agentes vasoactivos, ayudando a mantener el tono vascular

de las arterias coronarias.

¢) VIP

WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) describieron un nimero
moderado de fibras nerviosas VIP-IR en los segmentos iniciales de ambas arterias
coronarias y muy escasas en algunas venas coronarias dentro del epicardio en el limite
media-adventicia. La inervacion VIP-IR parecia estar restringida a algunas regiones
cicumcoronarias en la vecindad de los surcos interventricular y coronario, en las partes
distales de las arterias coronarias y en las ramas ventriculares intra y extramurales. La
densidad de fibras nerviosas VIP-IR parece aumentar de p'roximal a distal: el nimero de
fibras nerviosas VIP-IR fue bajo en las grandes ramas de las arterias coronarias,
moderado en los vasos pequeiios y aumentd considerablemente en 10s vasos mds pequeiios
y en la vasculatura terminal: arteriolas, metaarteriolas y capilares (en éstas iltimas
existen fibras en contacto con el endotelio) y vénulas (muchas fibras VIP-IR se

demostraron a lo largo de la pared endotelial).

Estos datos estdn de acuerdo con DELLA ET AL (1983) en corazén de cobaya
donde varias arterias coronarias de pequeo tamafio (de mds de 200 micras de didmetro)
se rodearon de un plexo moderadamente denso de fibras varicosas tinicas. Sin embargo,

estos autores no cbservaron nervios reactivos a VIP en las venas coronarias.
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Por el contrario, GULBENKIAN ET AL (1993) en arterias coronarias
epicdrdicas humanas, sélo detectaron unas pocas fibras VIP-IR aisladas tanto a nivel
proximal (arterias con didmetro interno mayor de 0,8 mm) como distal (didmetro interno
menor de 0,8 mm). Nosotros, al igual que estos autores, encontramos fibras nerviosas
VIP-IR en la adventicia de las arterias coronarias epicdrdicas pero con una distribucién

mds limitada si lo comparamos con los otros péptidos estudiados.

También FORSSMANN ET AL (1988) observaron fibras nerviosas VIP-IR sobre
todo en los plexos perivasculares (aunque también en mimero moderado en los
paravasculares) de las porciones extramurales (ramas principales de las arterias
coronarias), en los vasos intramurales, s6lo en las de las auriculas aunque la densidad de
inervacién VIP-IR fue mayor en las pequefias arterias y arteriolas que en las grandes.

Raramente en la adventicia de las venas coronarias.

Los resultados de diversos estudios han llegado a la conclusion de que VIP induce
una potente respuesta vasodilatadora en diversos lechos vasculares y en vasos aislados
(EKLUND ET AL, 1979; HEISTAD ET AL, 1980; LUNDBERG, 1981; DELLA ET
AL, 1983). En el corazdn, es un potente vasodilatador coronario (BRUM ET AL, 1986;
HOOVER, 1989; GULBENKIAN ET AL, 1993). Su efecto vasodilatador parece ser
directo, a través de receptores especificos para VIP existentes en las membranas de las
artertas coronarias (HUANG Y ROORSTAD, 1987) e independiente de la presencia de
endotelio intacto (BENY, BRUNET Y HUGGEL, 1986). Sin embargo, en otros casos,

como en la aorta de la rata, en la arteria pulmonar bovina y en la arteria esplénica



humana, VIP origina vasodilatacién por un mecanismo endotelio-dependiente (SATA ET

AL, 1988).

Ademds, en el corazén, si VIP interacciona con el musculo liso arterial
independientemente del endotelio intacto, las alteraciones de la intima en los procesos
patolégicos no alterarian la vasodilatacién producida por este péptido. Esto es de gran
importancia porque una deficiencia endotelial puede resultar en una alteracion del tono
muscular coronario en las enfermedades coronarias. Ademds, en estados patolégicos
como el shock hemorrdgico y endotdxico en perros, se ha demostrado que VIP se libera
a la circulacién. Este péptido puede servir para aumentar el flujo sanguineo a 6rganos

vitales como el corazdn, cerebro y tracto digestivo (SAID, 1987).

I.d.- GRANDES VASO

Nosotros observamos la existencia de fibras nerviosas SP-IR en la adventicia de
las arterias a modo de largas fibras con disposicién paravascular. También FALCK ET
AL (1962) y WHARTON ET AL (1981) describieron una extensa red de gruesas fibras

SP-IR intensamente fluorescentes alrededor de los vasos pulmonares y aorta.

Ademds también finas fibras varicosas SP-IR fueron observadas en la intima de

la pared de los vasos. Esto no ha sido observado por otros autores previamente.
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En nuestros resultados, hemos observado una inervacién moderadamente densa
por fibras NPY-IR fundamentalmente a nivel de la adventicia de la aorta proximal y
tronco pulmonar de forma varicosa y en ocasiones longitudinal (Figs. 90 a 95). Esto estd
de acuerdo con los estudios realizados por ALLEN ET AL (1985a) en ratas, que
observaron pocas fibras nerviosas NPY-IR en la pared de distintas partes de la aorta

(cayado adrtico aorta tordcica y porcién anterior de la aorta abdominal).

Por el contrario, UDDMAN ET AL (1985) en cobayas, describieron una densa
inervacidn por fibras NPY-IR en aorta tordcica, grandes arterias pulmonares, arteria
carétida comiin, cardtida externa y poligono de Willis. Observaron estos autores que la
densidad de inervacién por fibras NPY-IR disminuye a medida que la aorta desciende en
la cavidad abdominal. Sin embargo, a medida que el didmetro de las arterias musculares
disminuye, la densidad de NPY-inmunorreactividad aumenta. Esta distribucién es
semejante a la inervacion adrenérgica de los vasos sangul'néos (UDDMAN ET AL, 1985;

ALLEN ET AL, 1985a).

En nuestro estudio, la densidad de fibras nerviosas VIP-IR en los grandes vasos
que se originan del corazén fue mucho menor que la de SP y NPY. No obstante,

observamos fibras VIP-IR muy finas y varicosas en la unién media-adventicia.

WEIHE, REINECKE Y FORSSMANN (1984) también demostraron la
existencia en distintos mamiferos, de fibras nerviosas VIP-IR en pequeiia densidad en la

unién media-adventicia de la aorta ascendente, tronco pulmonar y venas puimonares



siendo muy raras en las venas cavas, Algunas veces alcanzaban las células musculares

lisas mds externas de la media, y ademds inervaron algunos vasos de los vasa vasorum.

También nuestros resultados concuerdan con DELLA ET AL (1983) que
describieron una inervacion escasa por fibras VIP-IR en el corazon y grandes vasos (aorta
ascendente, tronco pulmonar y arterias principales pulmonares) en el cobaya. En todas
las demas arterias (aorta tordcica, ilfacas, femoral, poplitea, car6tida comin y subclavia}
la inervacion fue muy escasa. Esto contrasta con la inervacién por SP, moderadamente
densa en el corazén y densa en las grandes arterias y vena cava cerca del corazon
(REINECKE, WEIHE Y FORSSMANN, 1980; PAPKA ET AL, 1981; WHARTON
ET AL, 1981; FURNESS ET AL, 1982). Ademas la densidad de inervacién por fibras
VIP-IR es generalmente mayor en lechos vasculares regionales (mesentérico, reproductor
y cerebral) que en los grandes vasos (excepto en la aorta abdominal donde hallaron fibras
VIP-IR mds abundartes a modo de haces paralelos con interconexiones). Por el contrario,
la densidad de fibras SP-IR (con excepcién de los lechos espldcnicos) disminuye hacia

la periferia (DELLA ET AL, 1983).
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ON 6-HIDROXIDOPAMINA

IL.a.- EFICACIA DE LA SIMPATECTOMIA QUIMICA CON 6-OH-DA

PORTER, TOTARO Y STONE (1963) fueron los primeros en demostrar los
efectos biolégicos de 6-OH-DA en cuanto a su capacidad de producir depleccién de Nor
de los corazones de ratones y perros, observando que la duracién de la accién de esta

sustancia era mayor que la de otros agentes farmacoldgicos conocidos hasta entonces.,

Posteriormente, THOENEN Y TRANZER (1968) demostraron que el tratamiento
sistémico con 6-OH-DA originaba alteraciones morfol6gicas selectivas en las
terminaciones nerviosas adrenérgicas mientras que las células de Schwam, las células
musculares lisas y las terminaciones nerviosas colinérgicas no mostraban alteracion. A
los 3-4 meses del tratamiento con 6-OH-DA, detectaron regeneracion de las

terminaciones nerviosas adrenérgicas en el corazén y otros érganos.

Estos y otros estudios posteriores han probado la validez de 6-OH-DA para
producir simpatectomia siendo, por tanto, uno de los agentes mds empleados en estudios

experimentales (KOSTREWA Y JACOBOWITZ, 1974; ALLEN ET AL, 1985a).
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Ademds, se ha demostrade que la simpatectomia quimica con 6-OH-DA es similar
a la obtenida con denervacién quirtrgica o inmunosimpatectomfa (THOENEN Y
TRANZER, 1968; MACCARRONE Y JARROT, 1987). La principal ventaja de la 6-
OH-DA respecto a los otros métodos de simpatectomia es su gran simplicidad y su efecto
generalizado. No obstante, tras tratamiento con 6-OH—bA existen diferencias entre
6rganos. THOENEN Y TRANZER (1968) observaron que el contenido de Nor tras
tratamiento con esta sustancia se redujo en el corazén y bazo a 7,6 y 5,1%
respectivamente, mientras que en conducto deferente sélo se redujo al 18,8%. También
observaron diferencias entre especies y segin las vias de administracién y dosis de

tratamiento.

En general, parece que los terminales adrenérgicos en el corazén del ratén son
mas susceptibles a la lesién por 6-OH-DA que los del corazon de la rata, Dosis similares
de 6-OH-DA (20 mg/kg intravenosa) parecen disminuir el contenido de Nor en el
corazon del ratén a una mayor extension que en el corazon de la rata en todos los

periodos de tiempo estudiados (KOSTRZEWA Y JACOBOWITZ, 1974).

En cuanto a la via de administracién, empleamos la intraperitoneal, porque
ademds de su fécil realizacién, se ha observado que tanto la administracion de 6-OH-DA
por via intraperitoneal como intravenosa, parecen ser igualmente efectivas en producir
simpatectomia. En el corazén de la rata, una dosis de 20 mg/kg intravenosa parece ser
casi equivalente a 30 mg/kg intraperitoneal cuando se mide la concentracién de Nor tras

48 horas del tratamiento (KOSTRZEWA Y JACOBOWITZ, 1974).



Respecto a las dosis de tratamiento, diferentes esquemas se han empleado,
observindose los resultados de la simpatectomia a diferentes intervalos de tiempo entre
la Wltima dosis de 6-OH-DA vy el sacrificio de los animales. En el corazén, se ha visto
que una dosis moderada de 6-OH-DA produce alteraciones en las neuronas cardiacas
simpdticas que tardan en recuperar su patrén de inervacion normal 3-4 meses

(KOSTRZEWA Y JACOBOWITZ, 1974).

En el corazén, la neurotransmision simpdtica estd mediada por dos mensajeros:
Nor y NPY que coexisten en los terminales simpdticos que inervan los vasos coronarios,
musculo cardiaco y tejido nodal (LUNDBERG ET AL, 1982; 1983; 1985b; EKBLAD
ET AL, 1984; GU ET AL, 1984; ALLEN ET AL, 1985a; STERNINI Y BRECHA,
1985; UDDMAN ET AL, 1985; DALSGAARD ET AL, 1986). Los datos que ponen
de manifiesto la coexistencia de NPY y Nor en los nervios cardfacos simpdticos son: a)
la simpatectomfa reduce tanto los niveles de NPY como de Nor, b) NPY y Nor se liberan
juntos tras estimulacion directa de las neuronas cardiacas simpdticas, y ¢) NPY se
encuentra, en la mayor parte de las fibras nerviosas que también son inmunorreactivas

para tirosina hidroxilasa y DA-B-OHlasa.

Considerando estos datos, y teniendo en cuenta que el tratamiento con 6-OH-DA
origina degeneracién de los terminales nerviosos de las neuronas adrenérgicas, en nuestro
estudio observamos que la depleccion mds completa de NPY (y con ello, la
simpatectomia mis completa), se consiguid cuando los animales se trataron con una dosis

total de 150 mg/kg. Una semana después de la dltima dosis de 6-OH-DA, sélo se
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observaron fibras nerviosas aisladas NPY-IR en algunas preparaciones de la auricula y
en torno a los vasos coronarios. Sin embargo, a dosis mds bajas de tratamiento (75
mg/kg) persiste una mayor densidad de fibras nerviosas NPY-IR que con dosis de 150
y 500 mg/kg. La densidad de fibras nerviosas NPY-IR tras administracién de estos dos

protocolos de tratamiento fue semejante.

Consideramos, por tanto, védlido nuestro tratamiento con 150 mg/kg de 6-OH-DA
en ratas por dos razones. En primer lugar, por la evidencia de simpatectomia realizada
por diversos autores cuyos trabajos han sido realizados principalmente en ratas y en
segundo lugar, indirectamente por la depleccién semejante de NPY a dosis de 150 y 500

y menor a dosis de 75 mg/kg.

Ademds, el tratamiento con 6-OH-DA de ratas adultas revelo que la alta densidad
de fibras nerviosas NPY-IR observada en los corazones de los animales sin tratar, mostré
una reduccion significativa tras tratamiento con 6-OH-DA, dato que se corresponde con
la evidencia electrofisiolégica y farmacolégica de una denervacién autonémica funcional

(GORDON ET AL, 1993).

ILb.- EFECTOS DE LA SIMPATECTOMIA CON 6-OH-DA SOBRE LA
DISTRIBUCION DE NPY EN EL CORAZON Y GRANDES VASOS

Nuestros estudios estdn de acuerdo con los resultados de la simpatectomia quimica

y quirdrgica en otros animales experimentales donde se han descrito reducciones



significativas de los niveles de NPY y Nor (LUNDBERG ET AL, 1982; 1985b; ALLEN
ET AL, 1985a; MORRIS ET AL, 1986; DALSGAARD ET AL, 1986;

MACCARRONE Y JARROT, 1987; GORDON ET AL, 1993).

Asi, en un reciente trabajo, GORDON ET AL (1993) han observado una intima
correlacién entre los nervios tirosina hidroxilasa-IR y los nervios NPY-IR en respuesta
a la denervacién quinirgica. En los grupos control, NPY represent6 el 45% de la
inervacion total del miocardio de la AD y tirosina hidroxilasa €l 20%. Tras denervacion
quirtrgica (crioablacién), los nervios NPY-IR y tirosina hidroxilasa-IR en la AD
representaron sélo el 1,01% y 0,92% respectivamente de la inervacién miocérdica

intacta.

Nosotros observamos que con dosis de 150 mg/kg, la densidad de fibras nerviosas
NPY-IR se redujo considerablemente en todas las zonas estudiadas (sistema de
conduccién, paredes cardiacas, vasos coronarios y grandes vasos). No obstante,
encontramos diferencias entre las distintas regiones. Asf, en ventriculos y en sistema de
conduccidn la depleccion fue mayor, no identificindose NPY-IR en la mayor parte de las
preparaciones. Por el contrario, en auriculas y septum interauricular, tras el mismo
esquema de tratamiento, se observé una considerable densidad de fibras nerviosas NPY-

IR (Figs. 109 a 112).

Como ya hemos dicho, el tratamiento con 6-OH-DA origina degeneracién de los

terminales nerviosos de las neuronas adrenérgicas periféricas y, por tanto, del contenido



de NPY presente en las mismas. Si el tratamiento con esta sustancia ha sido efectivo al
100%, las fibras nerviosas que se observen tras el tratamiento, deben ser de origen no
simpdtico. Es decir, si toda la IR para NPY desaparece tras tratamiento con 6-OH-DA,
todas las fibras existentes en el tejido serdn de origen simpdtico; si se observa un

porcentaje, su origen serd principalmente no simpdtico.

Nuestros hallazgos en cuanto a la gran depleccién de los nervios NPY-IR tras el
tratamiento con 6-OH-DA nos hace pensar que la mayoria, al menos, tiene un origen
extrinseco y probablemente representan neuronas simpdticas postgangliénicas que se
originan del ganglio estrellado y de otros ganglios paravertebrales donde se han
identificado cuerpos celulares que contienen NPY (LUNDBERG ET AL, 1982; 1983;
STERNINI Y BRECHA, 1985). Sin embargo, ya que no se ha realizado denervacién
quinirgica no se puede excluir que la NPY-IR se derive también, al menos en parte, de

otros origenes extrinsecos.

Esto estd de acuerdo con los resultados de diversos autores que muestran que la
inervacién por NPY es principalmente extrinseca de origen simpdtico (ALLEN ET AL,
1985; STERNINI Y BRECHA, 1985; DALSGAARD ET AL, 1986; WHARTON ET
AL, 1988). Las fibras nerviosas NPY-IR en el sistema de conduccién bovino también
presentan inmunorreactividad para DA-8-hidroxilasa, lo que indica que derivan de los
nervios simpdticos, aunque algunos nervios con DA-B-hidroxilasa no contienen NPY
(FORSGREN, 1989a). Ademds, WARNER Y LEVY (1990b) han demostrado que la

mayoria de las fibras simpdticas que contiecnen NPY que inervan el nodo SA se originan
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en los ganglios del lado derecho mientras que los inervan el nodo AV se originan
predominantemente en los ganglios del lado izquierdo (aunque también existe inervacion
bilateral). Esto estdi de acuerdo con la simetria existente en la inervacién cardiaca
simpdtica donde algunas regiones cardfacas estin inervadas predominantemente por
neuronas simpdticas postganglionares que se originan en el lado derecho o en el lado

izquierdo (WARNER Y LEVY, 1990b).

La coexistencia de NPY y Nor en las mismas fibras estd apoyada por los
siguientes hallazgos: 1) La distribucién de fibras NPY-IR es la misma que la de las fibras
que contienen catecolaminas (EHINGER ET AL, 1968; STERNINI Y BRECHA,
1985); 2) los nervios NPY-IR, al igual que los nervios catecolaminérgicos, se eliminan
o estdn marcadamente reducidos a igual magnitud tras tratamiento con 6-OH-DA. Estos
datos sugieren que todas las fibras NPY-IR en el corazén, al igual que los nervios
perivasculares NPY-IR en otros drganos periféricos (LUNDBERG ET AL, 1982; 1983;
EKBLAD ET AL, 1984) contienen catecolaminas. Es interesante observar que el patrén
de inervacion del sistema cardiovascular por fibras NPY-IR difiere del observado en
otros tejidos como el tracto gastrointestinal, donde: 1) la mayoria de los nervios
catecolaminérgicos no vasculares no contienen NPY y 2) los nervios NPY-IR no
necesariamente contienen catecolaminas (LUNDBERG ET AL, 1983; STERNINI Y

BRECHA, 1985).

STERNINI Y BRECHA (1985) en cobayas, no encontraron evidencia de que

exista coexistencia de NPY con fibras colinérgicas o con fibras que contengan otro
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material peptidérgico. Estos y otros autores no han mostrado correspondencia entre la
distribucién y densidad de nervios NPY-IR con los que contienen acetilcolinesterasas
(EHINGER ET AL, 1968; WHARTON ET AL, 1981), con VIP (WEIHE Y
REINECKE, 1981; DELLA ET AL, 1983) ni con SP (REINECKE, WEIHE Y
FORSSMANN, 1980; WEIHE Y REINECKE, 1981; WHARTON ET AL, 1981;
HOUGLAND Y HOOVER, 1983). Por tanto, NPY coexiste con catecolaminas en el

corazén y estd separado de las presuntas fibras colinérgicas y sensitivas.

Aunque morfoldgicamente los diversos neuropéptidos parecen estar en distintas
terminaciones nerviosas, AMERINI ET AL (1991) intentaron establecer si existen
interacciones reciprocas entre los transmisores adrenérgicos y no-adrenérgicos-no-
colinérgicos (NANC) en el corazén en preparaciones aisladas de auricula de cobaya.
Demostraron que Nor y otros cotransmisores {(NPY y ATP) modulan la funcién eferente
de las neuronas NANC sensibles a capsaicina ya que son capaces de inhibir la respuesta
excitadora a la estimulacidn de los nervios sensitivos de forma concentracién dependiente.
Este efecto inhibidor parece realizarse a nivel preyuncional. Por el contrario, la
neurotransmision adrenérgica no se influye por los neuropéptidos de los terminales
NANC como SP, NKA y CGRP ya que no modifican la respuesta cardiaca a la

estimulacién de campo eléctrico.

Por otro lado, hay que destacar que Nor, NPY y ATP se liberan de las
terminaciones nerviosas cardiacas adrenérgicas en distintas condiciones patolégicas como

infarto agudo de miocardio e isquemia cardiaca. Se ha visto que estas situaciones indican
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la liberacién de los terminales nerviosos cardfacos NANC de CGRP que induce

respuestas crono e inotrdpico.

Por tanto, ¢l control inhibidor de la funcién eferente de las neuronas NANC por
cotransmisién simpdtica puede representar un mecanismo importante de autoregulacion

en tales condiciones patoldgicas.

Podemos concluir de todo ésto que, aunque los hallazgos morfolégicos muestran
que varios sistemas que contienen péptidos estin implicados en la regulacién de la
funcién cardiovascular, y que parece que quizds cada uno de ellos tiene papeles
separados, la evidencia fisioldgica puede provocar que aunque en terminaciones nerviosas
separadas interacctonan unas con otras para mantener una regulacién de las funciones

fisioldgicas.

Por otro lado, 1a demostracién en nuestro estudio de fibras nerviosas NPY-IR,
fundamentalmente en la auricula de los animales simpatectomizados (aunque en menor
densidad que los no tratados) puede indicar que el péptido también existe en una
subpoblacion de nervios cardiacos intrinsecos. Dependiendo de 1a especie animal, se ha
observado que NPY también puede estar localizado dentro de ciertas neuronas no
adrenérgicas en los ganglios cardiacos intrinsecos, tanto in vivo (MORRIS ET AL,
1986; GU ET AL, 1984) como in vitro (HASSALL Y BURNSTOCK, 1984). No
obstante, tanto en corazén bovino (GORDON ET AL, 1993) como en el humano

(WHARTON ET AL, 1990b) no se han identificado células ganglionares NPY-IR
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aunque WHARTON ET AL (1990b) han observado nervios aislados NPY-IR en los

corazones transplantados.

Pero, por otra parte, la existencia de nervios NPY-IR fras ¢l tratamiento con 6-
OH-DA podria ser debido, no a un origen intrinseco sino a una simpatectomia
incompleta. Pensamos, como hemos expuesto en el apartado anterior, que aunque existe
un grado de variabilidad en la extensién de la simpatectomfa entre animales, nuestro
esquema de tratamiento con 6-OH-DA empleando diferentes dosis y distintos intervalos
de tiempo, hace que podamos considerar la simpatectomia como completa y admitir la

probable existencia de nervios cardfacos intrinsecos NPY-IR.

Ademis, los estudios mediante simpatectomia quirirgica por MACCARRONE
Y JARROT (1987) demostraron que el 50% del contenido de NPY en la AD de la rata
no estd presenie en las neuronas simpdticas cldsicas que se originan de los ganglios
cervicales medio e inferior ya que, aunque la simpatectomia bilateral produjo depleccién
casi total del contenido de Nor de 1a AD (1,8% del total), el 50% de NPY-IR se observd

en el tejido.

También HASSALL Y BURNSTOCK (1984) demostraron que alrededor del 20
al 50% de las neuronas intracardiacas eran NPY-IR. Este NPY, por tanto, no se localiza
exclusivamente dentro de las fibras nerviosas simpdticas ya que no se han demostrado
catecolaminas enddégenas en los nervios intrinsecos del corazén (HASSALL Y

BURNSTOCK, 1984; DALSGAARD ET AL, 1986; FORSGREN, 1989a). Esto es
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similar a lo que ocurre en el intestino: FURNESS ET AL (1983), han observado que
algunas, pero no todas, las fibras noradrenérgicas extrinsecas encontradas en el intestino
de cobaya expresan NPY-IR. Sin embargo, una poblacién de neuronas intrinsecas NPY-
IR también estuvo presente en los plexos submucoso y mientérico en regiones del

intestino que no contienen cuerpos celulares nerviosos noradrenérgicos.

En el estudio de FORSGREN (1989b), algunas células ganglionares NPY-IR se
asociaron con €l nodo SA aunque la gran mayorfa no contenian NPY, ninguna de las
células ganglionares contenia IR a tirosina hidroxilasa o DA-3-OHasa. Se identificaron
finas fibras varicosas que contenian NPY sélo, DA-B-OHlasa sélo o los dos juntos fuera
de los ganglios y cercano a ellos. Esto puede indicar una intima relacién entre los nervios

simpdticos y los nervios intrinsecos que contienen NPY y estos ganglios.

Mientras que FORSGREN (1989a,¢) considera que las células ganglionares
intrinsecas que contienen NPY posiblemente representen una subpoblacion de células
ganglionares parasimpdticas, STERNINi Y BRECHA (1985) observaron que no existe
correlacién entre 1a distribucién de fibras nerviosas NPY-IR y la de las fibras nerviosas
acetilcolinesterasa positivas. No obstante, se ha visto coexistencia con VIP en el corazén
(FORSGREN, 1989¢) y algunos autores han postulado que en el corazén parece haber
al menos dos tipos de fibras nerviosas que contienen NPY: 1) las fibras nerviosas

simpdticas y 2) neuronas intrinsecas, no simpdticas que contienen también VIP.
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CORR ET AL (1990) han observado que la densidad de las fibras nerviosas
simpdticas y no simpdticas que contienen NPY en el corazén no es constante sino que
cambia con la maduracién normal. Estudios en otros érganos ham demostrado que
también pueden cambiar con enfermedades tales como la hipertension (BURNSTOCK,
1990) pero hasta la fecha no existe informacién sobre los cambios en la inervacién

peptidérgica del sistema de conduccion del corazén con la edad o la enfermedad.
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IIl.a.- VALORACION DEL METODO DE TRATAMIENTO CON CAPSAICINA

Mientras que dosis (en el rango de ug/kg) o concentraciones (en el rango de nM-uM)
bajas de capsaicina estimulan las fibras nerviosas sensibles a esta sustancia, la administracién
de dosis sistémicas grandes (en el rango de mg/kg), origina una ablacién funcional de dichas
fibras (GAMSE ET AL, 1981; UCHIDA, YANO Y WATANABE, 1993). Los resultados
obtenidos en este trabajo en animales pretratados con capsaicina ponen de manifiesto que esta
sustancia origina una marcada reduccion en el nimero de fibras SP-IR en todas las dreas

estudiadas del corazén de la rata.

Para determinar la dosis apropiada de capsaicina que oh'gine la mayor depleccion de
SP en el corazén y grandes vasos de la rata empleamos dos protocolos de tratamiento con

capsaicina.

Al utilizar una dosis total de 260 mg/Kg de capsaicina intraperitoneal (distribuida en
4 dosis sucesivas de 40, 40, 80 y 100 mg/Kg) y analizar los datos inmunohistoquimicos,
apreciamos una desaparicién cast completa de fibras nerviosas SP-IR. Solamente se

observaron fibras ocasionales SP-IR en preparaciones aisladas.
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Aunque diversos autores con dosis sistémicas menores de capsaicina han demostrado
una depleccién permanente de SP-IR en el corazén del cobaya: dosis totales de 110 mg/kg
(PAPKA Y URBAN, 1987) y de 125 mg/kg (GAMSE ET AL, 1981; YONEI, HOLZER
Y GUTH, 1990; UCHIDA, YANO Y WATANABE, 1993) nosotros, con las mismas dosis,
encontramos fibras nerviosas SP-IR aunque en menor cantidad que en los animales no
tratados, en diversas partes del corazén (miocardio auricular, nodo AV y grandes vasos). Se
ha observado que una dosis total de 125 mg/kg deplecciona SP de los terminales nerviosos

de la cémea, ganglio trigémino y nervio vago en ratas adultas (GAMSE ET AL, 1981).

Por el contrario, otros autores han empleado dosis mayores de capsaicina que las de
estos autores y las nuestras. PAPKA ET AL (1981) y FURNESS ET AL (1982)
administraron una dosis total de 775 mg/kg a cobayas observando una marcada depleccion
de SP en prdcticamente en todos los nervios del sistema cardiovascular a los 45 y 60 dias
respectivamente. Pero aunque BUCK Y BURKS (1986), en cobayas, con una dosis total de
1250 mg/kg de capsaicina, objetivaron una marcada reduccién del contenido de SP en el asta
dorsal de la médula espinal, GAMSE ET AL (1981) observaron un efecto similar en esta
zona con la décima parte de dicha dosis. Diversos estudios han demostrado que dosis
mayores de 950 mg/kg de capsaicina no son mds efectivas en producir alteracién de los
mecanismos nociceptivos en la rata que dosis menores (GAMSE, 1982; BUCK Y BURKS,
1986). Este dato, junto con los resultados morfolSgicos obtenidos aqui, indican que dosis
extremadamente altas de capsaicina en ratas adultas no son mds efectivas que las empleadas
en auestro estudio. Ademds la desaparicion casi completa de las fibras nerviosas SP-IR en

nuestro estudio, nos hace considerar como vélido el esquema de tratamiento empleado.
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IILb.- EFECTOS DE CAPSAICINA SOBRE LA DISTRIBUCION DE SP EN EL
CORAZON Y GRANDES VASOS

Las fibras aferentes primarias de pequefio didmetro (tipo C no mielinicas y tipo A
2 mielinicas) proyectan informacién nociceptiva de los tejidos periféricos al SNC; muchas
de tales fibras contienen SP como probable transmisor de la informacion aferente nociceptiva

(LUNDBERG ET AL, 1985a}.

Los ganglios sensitivos vagales y/o sensitivos de la rafz dorsal son los lugares
potenciales de origen de las fibras nerviosas cardfacas SP-IR ya que se han demostrado
cuerpos celulares SP-IR en las neuronas de estos ganglios (URBAN Y PAPKA, 1985;
PAPKA Y URBAN, 1987). El origen de los nervios SP-IR del corazén se puede estudiar
por métodos fisiolégicos, por experimentos de seccion de nervios y con la neurotoxina
capsaicina. Estudios previos han establecido que capsaicina tiene una accién selectiva sobre
ciertos tipos de neuronas sensitivas primarias que incluye la degeneracién de las fibras tipo
C y depleccion de SP-IR de las fibras aferentes primarias (PAPKA ET AL, 1981;
LUNDBERG, HUA Y FRANCO-CERECEDA, 1984; PAPKA Y URBAN, 1987). Este

proceso también ocurre en aquellos nervios que inervan el corazodn.

Nosotros encontramos que la inervacién por fibras nerviosas SP-IR estuvo totalmente
ausente de los corazones de la mayorfa de las ratas tratadas con capsaicina (Figs. 126 a 135).
En unos pocos casos, fibras nerviosas SP-IR parecieron resistentes al tratamiento con

capsaicina (Fig. 136).



De estos datos podemos deducir que la inervacion SP-IR se origina de NEURONAS
SENSITIVAS PRIMARIAS (CUELLQ, DEL FIACCO Y PAXINOS, 1978; GILLIS ET
AL, 1980; HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980) por diversas razones. En
primer lugar, por el patrén de distribucién de las fibras SP-IR en los nervios peri y
paravasculares asi como en nervios pericdrdicos, epicdrdicos, endocdrdicos y valvulares
habiéndose propuesto que las fibras nerviosas SP-IR son baro y/o quimiorreceptores del
corazén (PAPKA ET AL, 1981; WEIHE Y REINECKE, 1981; WHARTON ET AL,
1981; REINECKE Y FORSSMANN, 1984) y del seno carotideo (GILLIS ET AL, 1980;
HELKE, O’DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980). En segundo lugar, por la evidencia en
el presente estudio y en los de diversos autores de la depleccién de SP en el corazén y vasos
de una variedad de drganos y tejidos (PAPKA ET AL, 1981; FURNESS ET AL, 1982) tras
administracidén de capsaicina, sustancia que afecta selectivamente las fibras nerviosas

nociceptivas.

Ademds, el tratamiento con capsaicina de ratas en el periodo neonatal, origina una
reduccion significativa de la actividad refleja no cardiaca baro y quimiorreceptora (WEIHE,

REINECKE Y FORSSMANN, 1984).

Las fibras nerviosas SP-IR descritas en este estudio probablemente estdn presentes en
los nervios aferentes vagales que tienen receptores terminales en distintas localizaciones del
corazén. En la rata, se ha observado que SP estd presente en las fibras aferentes baro y
quimiorreceptoras que terminan en el nicleo del tracto solitario (GILLIS ET AL, 1980;

HELKE, O’ DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980). Los cuerpos celulares de estas fibras
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SP-IR estdn localizadas en el ganglio nodoso del vago (LUNDBERG ET AL, 1978;
HELKE, O’'DONOHUE Y JACOBOWITZ, 1980; RECHARDT ET AL, 1986; TAY Y

WONG, 1992).

Il.c.- EFECTOS DE CAPSAICINA SOBRE NPY Y VIP.

No se han observado diferencias significativas de densidad de inervacion por fibras
nerviosas NPY- y VIP-IR entre los animales pretratados con capsaicina y las ratas no
tratadas. El tratamiento sistémico de animales adultos con capsaicina ha demostrado que no
se alteran los niveles de VIP ni de NPY en el sistema cardiovascular o en las aferentes
sensitivas en la medida que se deplecciona SP (PAPKA ET AL, 1981; DELLA ET AL,
1983; BUCK Y BURKS, 1986). Esta sustancia produce una pequeiia reduccién en los
niveles de Somatostatina de las neuronas sensitivas (GAMSE ET AL, 1981), una
disminucidn de Colecistoquinina del asta dorsal y una reduccidn parcial de Acetilcolinesterasa

en el corazén (PAPKA ET AL, 1981).

Los resultados de nuestro estudio y los de otros autores indican, por tanto, que los
efectos neuroquimicos de capsaicina son especificos para las neuronas aferentes primarias.
Tanto en ratas como en cobayas, el tratamiento sistémico con capsaicina no deplecciond SP
en el asta ventral, hipotdlamo y otras dreas cerebrales, intestino y gldndula adrenal. Ademds,
capsaicina deplecciona SP de los tejidos susceptibles de dias a semanas después del
tratamiento, sin alteraciones o con cambios minimos en los niveles de otros posibles

neurotransmisores (GAMSE ET AL, 1981; BUCK Y BURKS, 1986).
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CONCLUSIONES

1.- El estudio inmunohistoquimico del presente trabajo muestra que los nervios
NPY-IR representan la subpoblacién principal de nervios que contienen péptidos en el
corazdn de la rata y estdn ampliamente distribuidos en el tejido de conduccién, auriculas,

ventriculos, arterias coronarias y védlvulas cardfacas.

2.- El sistema de conduccién cardiaco presenta inervacion por fibras nerviosas
peptidérgicas {SP, NPY Y VIP) con diferencias en la densidad y distribucién entre los

tres neuropéptidos.

3.- El nodo SA muestra una densa inervacién por fibras nerviosas SP- y NPY-IR,

mayor para NPY. Por el contrario, no se observan fibras VIP-IR.

4.- En el septum interauricular, la densidad de inervacién es baja para SP, tanto
a nivel proximal como distal. Fibras nerviosas NPY- y VIP-IR se identifican en acimulos

localizados en la porcién superior del septum.

5.- La mayor densidad de fibras nerviosas NPY-IR en el sistema de conduccion
se observa en el haz AV con fibras largas y con distribucién heterogénea. Por el

contrario, la distribucién es homogénea y moderadamente densa para SP y VIP.
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6.- En las ramas derecha e izquierda del haz AV, existen fibras nerviosas SP- y
NPY-IR tanto a nivel proximal como distal. Sin embargo, la densidad para VIP es muy

escasa o inexistente.

7.- La distribucion y densidad de fibras nerviosas NPY-, SP- y VIP-IR en ¢l
subendocardio de ambos ventriculos es semejante, identificindose en la zona de insercién
de las vdlvulas Mitral y Tricispide. Mientras que en miocardio existe alta densidad de

inmunorreactividad para NPY, no se observa para SP ni para VIP.

8.- La inervacién de ambas auriculas es moderadamente densa para los tres

neuropéptidos en subendocardio, miocardio y subepicardio.

9.- En la zona de insercién de las vdlvulas Mitral y Trictispide se observa una
densa inervacion de fibras NPY-IR, moderada para SP y baja para VIP. Estas fibras no

alcanzan nunca el borde libre de las valvas.

10.- Las arterias coronarias epicdrdicas estin densamente inervadas por fibras
nerviosas peptidérgicas perivasculares. La mayor densidad corresponde a fibras nerviosas
SP-IR; también se observa alta densidad de fibras nerviosas NPY-IR mientras que la

inmunorreactividad para VIP es muy baja.
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11.- En aorta, se observan fibras nerviosas SP-IR a nivel proximal, medio y
distal. La densidad es menor para NPY y mucho menor para VIP. La densidad de

inervacién decrece de proximal a distal.

12.- En arteria pulmonar, la densidad de inervacién es mucho menor para los tres
neuropéptidos que la existente en aorta. Para NPY, sélo se observan fibras a nivel

proximal y medio y no se identifican fibras nerviosas VIP-IR.

13.- En el espacio interaortopulmonar, se observan fibras nerviosas NPY- y VIP-

IR intensamente fluorescentes. No se observan fibras nerviosas SP-IR.

14.- La administracién intraperitoneal de 150 mg/kg de 6-OH-DA es un protocolo
de tratamiento valido para realizar simpatectomia quimica en ratas. Con esta dosis, se
consigue la depleccion mds completa de fibras nerviosas NPY-IR y similar a 1a producida

con dosis mayores de esta sustancia.

15.- Mientras que existe una depleccion significativa de fibras nerviosas NPY-IR
tras simpatectomia quimica con 6-OH-DA, el tratamiento con esta sustancia no produjo
modificaciones significativas en la densidad y distribucién de las fibras nerviosas SP- y

VIP-IR.

16.- Dosis totales de 260 mg/kg de capsaicina subcutdnea, producen una

desaparicién practicamente completa de las fibras nerviosas SP-IR.
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17.- La capsaicina no alteré practicamente el patrén de densidad y distribucién

de Jas fibras nerviosas NPY- y VIP-IR.
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