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REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. ANATOMIA DEL TRACTO URINARIO INFERIOR

El Tracto Urinario Inferior estd formado por la vejiga, la uretra y el musculo
estriado periuretral, asi como por la préstata en el varén, los cuales, constituyen una
unidad anatémica y funcional, cuya integridad y correcto funcionamiento son
imprescindibles para una correcta continencia y miccion.

La vejiga urinaria es un 6rgano seromuscular hueco situado en la cavidad
pélvica. Por la parte de arriba esta recubierta con el peritoneo parietal que lo separa de
la cavidad abdominal.

Esta cubierta por el peritoneo en su cara superior a través del cual se relaciona
con las asas intestinales delgadas y por abajo limita con la prostata en el hombre y con
la musculatura perineal en la mujer. Por detrés se relaciona con el recto, en el hombre y
con el ttero y la vagina en la mujer. Recibe la orina, procedente del rifion, a través de
los uréteres, la almacena y expulsa a través de la uretra. La capacidad de depésito de la
vejiga es de 300 a 350 cc, pudiendo aumentar a un litro en los casos de retencién aguda
de orina. Cuando esté llena tiene forma esférica, y cuando est4 vacia se asemeja a un

tetraedro con:

 Vértice anterosuperior en el que se fija el uraco que es un resto alargado y
fibroso del alantoides, que comunica la cdpsula de la vejiga urinaria con el ombligo,
por dentro de la pared abdominal.

o Vértice anteroinferior que corresponde al orificio uretral.

« Vértices superoexternos en los que desembocan los uréteres.

Consta de dos partes: el cuerpo y la base. El cuerpo es la parte superior y mas
amplia de la vejiga, que aumenta considerablemente de volumen cuando esta llena de
orina. La base, comprende el cuarto inferior del 6rgano, estd un poco por detrds y
debajo del cuerpo y en ella desembocan los uréteres. La base, después de un corto
trayecto se estrecha constituyendo el cuello vesical y se contintia inmediatamente con
la uretra. Observado el érgano por su superficie interna o mucosa presenta a nivel de la
base un relieve transversal de unos 5 cm con un orificio en cada extremo que son las
desembocaduras de los uréteres. Por debajo y delante de estos tres accidentes
anatomicos se observa otro orificio que es la continuacién del cuello con la uretra. Este

conjunto de dos orificios superiores separados por un saliente transversal y otro
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REVISION BIBLIOGRAFICA

orificio inferior y posterior tiene la forma de un tridngulo invertido por lo que recibe el
nombre de trigono vesical.

La pared vesical tiene tres capas: la mds externa adventicial, compuesta
principalmente por tejido conectivo, una capa de musculo liso y la mas interna que es
una membrana mucosa.

La capa muscular estd formada por fibras dispuestas circular vy
longitudinalmente en tres subestratos intimamente relacionados lo que permite que se
contraigan o relajen solidariamente en conjunto y no en forma aislada asegurando su
efectividad. Toda esta musculatura del cuerpo vesical se denomina detrusor. A nivel
del cuello y nacimiento de la uretra las fibras circulares se condensan y constituyen el
esfinter interno de la vejiga y uretra cuya contracciéon es cerrar este tramo de la via

urinaria y oponerse al detrusor (Figura 1.1).

A) B)

Detrusor Musculo liso
longitudinal interno  Mysculo li
Epitelio ) usculo liso
circular externo

)

N N SR

Lamina propia

Préstata

Musculo liso
longitudinal externo

Figura 1.1 Anatomia e histologia de la vejiga urinaria. (A) Esquema de la
estructura de la vejiga urinaria, donde se indica el musculo detrusor,
meatos ureterales que definen el trigono, el cuello y la uretra que juntos
forman el esfinter uretral interno, y la prostata, solamente en varones. (B)
Estructura histolégica de la pared de la vejiga urinaria. La pared vesical
estd constituida por tres capas, la mds externa o adventicia, musculo
detrusor y urotelio.

La mucosa vesical tiene dos partes, el urotelio, compuesto por células
transicionales que descansan sobre la lamina propia y la ldmina propia como
estructura de soporte. La lamina propia contiene componentes de matriz extracelular,
fibroblastos y células musculares lisas. Las células transicionales, poseen una

estructura que permite contraerse y aumentar su tamafio segtin se llena la vejiga. Estas
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células son muy activas desde un punto de vista metabdlico, con importante actividad
enzimatica. La uretra es el conducto que lleva la orina al exterior. Su anatomia difiere
en el hombre y la mujer derivado del hecho de que en el primero, ademés de su
funcién urinaria, cumple un rol genital al conducir el semen a nivel de su porcién
anterior, esponjosa o peneana, la mas larga. Esto hace que sea més larga que la
femenina, atraviese el espesor de la glandula prostatica de la que recibe su secrecién a
través de pequenos conductos que desembocan por pequenos orificios en su cara
inferior. Desde su nacimiento a partir del cuello, continda la direccion de la vejiga
(abajo y atras) y se introduce en la prostata donde transcurre describiendo una ligera
curva concava hacia delante y arriba para emerger de la glandula un poco por detras
de su vértice. Esta es la porcion prostatica de la uretra con una longitud entre 25 y 30
mm. A continuacién, la uretra atraviesa el periné donde se rodea de un anillo de fibras
musculares estriadas que constituyen el esfinter externo. Esta es la porciéon
membranosa de la uretra que mide 10 a 12 mm. La dltima, y més larga porcion de la
uretra es la esponjosa o peneana que desciende delante del recto unos pocos mm y
luego se introduce para recorrer el cuerpo esponjoso del pene ubicado por debajo de
los cuerpos cavernosos, muy cerca de la superficie cutdnea del periné. Termina en el
glande por un orificio, el meato uretral. A diferencia de las dos anteriores que son fijas,
ésta es movil y su longitud es de unos 15 cm. La uretra femenina, que solo sirve para
conducir la orina al exterior, es mas corta y sencilla que la masculina. Mide alrededor
de 3,5 cm. de largo y tiene un trayecto hacia abajo y un poco adelante ubicaindose por
detrds de la sinfisis pubiana y delante de la vagina. Desemboca en la extremidad
anterior de la vulva, inmediatamente por detréds del clitoris. La uretra esta formada por
una capa interna o mucosa, una media (solo en el hombre) o conectiva laxa (en la
mujer) y una externa o muscular lisa con fibras longitudinales y transversales. Estas
altimas, en el origen del 6rgano se contintan con las del cuello vesical y constituyen el
esfinter interno o liso. El cierre de la uretra se verifica a partir de dos esfinteres, uno
involuntario (interno) y otro voluntario (externo). La vejiga y la uretra tienen una
inervacién somatica (voluntaria) y vegetativa (involuntaria) que regulan las funciones

de almacenamiento y expulsién de la orina.
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1.2. FISIOLOGIA DEL TRACTO URINARIO INFERIOR

La funcién del Tracto Urinario Inferior es doble, acumula y mantiene la orina
durante la continencia y la expulsa al exterior durante la miccién. Estas dos
funciones son producto de una compleja interrelacién en la que participan de forma
sinérgica la vejiga, la musculatura del cuello vesical, la uretra (masculo liso y
musculo estriado) y el diafragma pelviano. La vejiga y la uretra tienen una
inervacion somaética (voluntaria) y vegetativa (involuntaria) que regulan las
funciones de almacenamiento y expulsién de la orina.

La miccién consiste en la expulsiéon de orina desde la vejiga, a través de la
uretra, hasta el exterior. El reflejo normal de la miccién en el adulto es mediado por
una via espinobulboespinal que coordina la actividad del centro pontino de la
miccién y de la sustancia gris periacueductal del tronco del encéfalo. En el feto y el
neonato, la miccién es basicamente un reflejo espinal, el cual durante el desarrollo se
transforma en un reflejo bulboespinal bajo el control suprapontino.

La miccién ocurre en respuesta a sefiales aferentes (en la pared de la vejiga
urinaria existen unos receptores sensoriales llamados receptores de estiramiento de
la pared vesical que captan la presiéon y el aumento del volumen de la vejiga,
estando los més importantes localizados en el cuello vesical) provenientes del tracto
urinario inferior; la distensién de la pared de la vejiga es considerada el estimulo
primario. Estos estimulos son conducidos por los nervios pélvicos (vesicales) e
hipogastricos, respectivamente. Sobre la médula espinal actdan los centros
superiores del tronco cerebral y del cerebro por medio de su estimulacién o
inhibicién. Los centros rostrales pontinos determinan el comienzo de la miccién.

La vejiga y la uretra estan inervadas por el Sistema Nervioso Auténomo:
nervio hipogastrico y nervio pélvico, de naturaleza simpatica y parasimpética
respectivamente; mientras el esfinter estriado y todo el piso perineal estan regulados
somaticamente a través del nervio pudendo interno y sus ramas sensitivas y motoras

(Figura 1.2).
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Figura 1.2 Inervacién de la vejiga urinaria (Adaptaciéon de Guyton-Hall, 2006).

La inervacién vegetativa que es simpatica y parasimpatica gobierna la
sensibilidad vesical y la contraccién-relajacién del detrusor y del esfinter interno de
la uretra. El parasimpético se origina en las astas laterales de los mismos segmentos
medulares sacros. Los nervios sacros portan las fibras parasimpaticas que confluyen
para formar los nervios pélvicos que terminan en pequefios ganglios (nivel
preganglionar) cerca de la vejiga y de ellos salen fibras postganglionares que
terminan en receptores sensitivos y fibras musculares. La inervacién simpadtica se
origina en las astas laterales de los de los mielémeros toracolumbares T11 - L2 (de
Groat y Yoshimura 2001; Yoshimura y Chancellor 2007). Las fibras que salen del
raquis con los respectivos nervios raquideos se desprenden de ellos por las ramas
comunicantes que van a confluir en los ganglios de la cadena simpética lumbar
(nivel preganglionar). El nivel postganglionar se inicia con los nervios esplacnicos
que se originan en un plexo cuyos componentes provienen de dicha cadena. Los
nervios esplacnicos emiten ramas que se anastomosan para formar el plexo
hipogastrico alrededor de los vasos del mismo nombre. Sus ramas vesicales se
anastomosan con las de los nervios pélvicos y penetran en la vejiga.

La médula espinal y sus nervios son los efectores que a su vez reciben
influencias de niveles superiores del Sistema Nervioso Central (tronco cerebral,

centros extrapiramidales, tdlamo y corteza cerebral parietal y frontal). La regulacion
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ejercida por el SNA es modulada por centros medulares y encefélicos de forma
antagonica, ya que mientras la fase de activacion simpética favorece el llenado de la
vejiga, el sistema nervioso parasimpatico origina el vaciado de la misma.

El sistema parasimpatico a través del asta lateral de la médula sacra actaa
mediante la liberacion de acetilcolina (ACh) a nivel de los ganglios del plexo pélvico
(efecto nicotinico) donde se estimulan las fibras postganglionares que a su vez
liberan ACh en el musculo detrusor e inducen su contraccién via activaciéon de los
receptores muscarinicos Mz/Ms (Hegde, 2006). La liberacion de ACh desde las
terminaciones nerviosas parasimpéticas se produce conjuntamente con adenosina 5'-
trifosfato (ATP), el cual, acttia como cotransmisor parasimpatico responsable de la
contraccién resistente a la atropina a través de la activacion de receptores
purinérgicos P2X (preferentemente del subtipo P2Xi) cuya expresién se encuentra
incrementada en la hiperactividad vesical (Burnstock, 1972; Burnststock, 2007;
Yoshimura y col., 2008). Asimismo, los nervios parasimpaticos ejercen un efecto
relajante en el masculo liso de la uretra a través de la liberaciéon de 6xido nitrico
(NO) (Andersson, 1998, 2001; Brading, 1999; Yoshimura, 2003).

El mismo mecanismo y efecto se produce cuando estimulos provenientes de
las astas anteriores de los mismos segmentos de la médula sacra llegan al esfinter
estriado de la uretra a través del nervio pudendo. El centro medular (asta lateral de
la médula espinal) que interviene en la contraccién del cuerpo vesical (detrusor) no
inerva el esfinter estriado ni el liso de modo que su efecto es netamente estimulante
de la contraccién vesical y por lo tanto del vaciado del 6rgano. A su vez, el asta
anterior de la médula no envia inervacién al detrusor, tinicamente lo hace al esfinter
externo, de modo que solo gobierna el cierre de salida de orina e induce su
acumulacion en la vejiga.

Los centros motores simpaticos estimulan la contracciéon de la musculatura
del cuello vesical y de la uretra y causan relajacion del detrusor. Las fibras
preganglionares liberan ACh que se une a receptores nicotinicos de las fibras
postganglionares, las cuales, discurren por el nervio hipogéstrico liberando
noradrenalina (NA) en sus terminaciones. Esta NA produce una potente relajacion
del detrusor via activacion de receptores adrenérgicos 2 y s y una contraccién de
escasa trascendencia mediada a través de una poblacién minoritaria de receptores

adrenérgicos ai (Nomiya y Yamaguchi, 2003).
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La inervacién somaética es responsable de la contraccion del musculo estriado
del esfinter uretral externo. Dichas fibras se originan en las astas anteriores de los
segmentos medulares sacros S2-54 (ntcleo de Onuf), salen por las raices anteriores y
constituyen el nervio pudendo. La estimulacién de dicho nervio produce la
contraccion del musculo estriado del esfinter uretral externo a través de la liberacién
de ACh desde sus terminaciones, la cual, activa los receptores nicotinicos de la
membrana de la célula muscular.

Si la vejiga estd vacia o con menos de 350 ml de orina o con una presién
intravesical de 15 cm de agua, el detrusor esta relajado de modo que el tono normal
de los esfinteres interno y externo impide la salida de orina. A medida que la llegada
adicional de orina sobrepasa los valores de su volumen y de su presién dentro la
cavidad vesical, se produce el estiramiento y compresién de los receptores de la
mucosa y tnica muscular con lo que se pone en actividad la médula espinal que por
sus conexiones superiores induce una respuesta.

Si las condiciones son las adecuadas para que se desencadene la miccién, la
zona extrapiramidal del cerebro (l6bulo frontal) envia estimulos al hipotdlamo
(centros parasimpaticos) que son conducidos a un centro de la parte superior de la
protuberancia anular y de alli a la médula sacra. Esto produce una contraccion del
detrusor y una relajacién de los dos esfinteres.

Si no se produce la miccion, el I6bulo frontal informa al hipotalamo donde se
inhibe el 4rea parasimpatica y se estimula la simpatica, de alli parten las 6rdenes
hacia los tubérculos cuadrigéminos anteriores que a su vez actian sobre la médula
dorsal, lumbar y sacra. El resultado es la contracciéon de los esfinteres que
contrarrestan la contraccion del detrusor. El resultado es la retenciéon de la orina a
pesar de que exista deseo miccional que, por otra parte, dura unos pocos minutos o
segundos ya que la contracciéon del detrusor no es sostenida sino intermitente
sobreviniendo una relajacién. Como la contraccién es repetitiva el ciclo se reitera.

La interrelacion existente entre los centros sacro y pudendo va a permitir que
interactiien con perfecta sincronizacion durante la miccién y la interrupcion
voluntaria del vaciado vesical. Los nervios hipogastrico, pélvico y pudendo
transmiten, ademas, a la médula espinal lumbosacra estimulos sensoriales aferentes
procedentes de la vejiga y la uretra (Andersson y Wein, 2004; Yoshimura y
Chancellor, 2007). Las aferentes del nervio pélvico, monitorizan el volumen de la

vejiga en la fase de llenado, asi como la amplitud de las contracciones vesicales
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durante la miccién. Dicha inervacién sensorial estd integrada por fibras III Ad
ligeramente mielinizadas presentes en la capa muscular y por fibras IV C
amielinizadas de localizacién més dispersa en el musculo y por debajo y en el
interior del urotelio (Andersson, 2002; Ouslander, 2004; Yoshimura y Chancellor,
2007). Las fibras C pueden ser sensibles o insensibles a la neurotoxina sensorial
capsaicina, presentan un umbral mds alto de generacién de impulsos en respuesta al
estiramiento de la pared vesical que las fibras Ad (Hébler y col., 1990; Dmietrieva y
McMahon, 1996). Estas tltimas, ademads, responden principalmente a la distension
vesical mientras que las fibras C pueden ser activadas también por una gran
variedad de neurotransmisores, como el ATP, las taquicininas (TKs), bradicininas,
etc., liberados desde el urotelio y el detrusor (Aizawa y col., 2011).

Durante la fase de llenado, la orina que llega a la vejiga produce una
distension de sus paredes, las cuales a diferencia de lo que ocurre en otros musculos
lisos del organismo, no responde con contraccién a dicho estiramiento sino con
“acomodacion” a los volimenes crecientes sin aumento significativo de la presion en
su interior por lo que no se percibe la sensaciéon de llenado hasta alcanzar su
capacidad méxima fisiologica. Esta es una caracteristica de las propiedades de
elasticidad de las miofibrillas del detrusor y de su tono (Yoshimura y Chancellor,
2007). En la distensioén de la vejiga se originan los estimulos aferentes del arco reflejo
de la miccién. Este estimulo propioceptivo constituye la sefial que es transmitida en
forma de impulsos nerviosos a través de las fibras nerviosas aferentes tipo III Ad
hasta los segmentos medulares sacros S2-54, activando motoneuronas del nervio
pudendo y la consecuente liberaciéon de ACh que causa la contraccién de esfinter
uretral externo, produciéndose asi continencia urinaria. Dichas aferentes activan,
ademas, los centros motores simpéticos (localizados en los segmentos medulares
toracolumbares T11-L2), los cuales, liberan NA desde el plexo hipogastrico,
produciendo relajacion del detrusor a través de receptores 3 y B2 y contraccion del
esfinter interno (integrado por la musculatura lisa del cuello vesical y de la uretra
proximal) via receptores adrenérgicos ou. Cuando el volumen vesical alcanza su
umbral de llenado (alrededor de 150-200 ml) se hace consciente apareciendo la
sensacién de llenado vesical y se percibe el deseo miccional, sensaciéon que ird en
aumento hasta los 500 ml aproximadamente. Si no es el momento adecuado, por
estimulaciéon somaética a través del nervio pudendo, se origina la contraccién y cierre

potente del esfinter estriado externo aumentando la resistencia uretral, de manera
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que ésta es mayor que la presion vesical, para evitar escapes de orina. Como
mencionamos anteriormente, la distension de la pared vesical como consecuencia
del llenado de orina constituye la sefial mecénica responsable del inicio de la fase de
evacuacion (miccion propiamente dicha). Dicho vaciado es producido por la
activacion motora del nervio pélvico y consecuente liberacién de ACh, la cual,
produce la contraccién armoénica y sostenida del detrusor por activacion de los
receptores muscarinicos Ms y Ma. Este hecho junto con la relajacion involuntaria del
esfinter interno y la relajacion voluntaria del esfinter estriado externo uretral
promueve un vaciado completo de la vejiga. De esta manera, el proceso miccional
que realizamos como un acto fisioldgico automatizado, es el resultado de un
complejo mecanismo de coordinacién entre la vejiga y la uretra (Figura 1.3).

Si el vaciado de la vejiga es incorrecto se produce la mal denominada
“retencion urinaria”, con presencia o ausencia de residuo urinario, que puede ser
consecuencia de:

1) Una contracciéon del detrusor insuficiente (caracteristica en procesos
como la polineuropatia diabética o en la lesion medular sacra).

2) Una resistencia uretral incrementada (como sucede en la hiperplasia
benigna de prostata).

3) La coexistencia de ambas alteraciones.
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REFLEJO DE LA MICCION
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Figura 1.3 Neurofisiologia de la fase de llenado y de vaciado de la vejiga
urinaria. Durante la fase de llenado, la distensiéon de la vejiga da lugar a la
activacion del nervio pudendo, a través de las fibras nerviosas aferentes tipo III
A9, con la consecuente liberacién de acetilcolina (ACh), produciéndose la
contraccion del esfinter uretral externo. Esta aferentes también provocan que se
libere noradrenalina (NA) desde el plexo hipogastrico, produciendo relajacion
del detrusor via receptores 3 y B2 y contraccién del esfinter uretral interno, via
receptores adrenérgicos oi. Una vez alcanzada la capacidad maéxima
fisiol6gica, se produce la activacién motora del nervio pélvico y se libera ACh
que produce contracciéon del detrusor a través de receptores muscarinicos M3 y
Mo. Esta contraccién, junto con la relajacion involuntaria del esfinter interno y
la voluntaria del esfinter externo da lugar a un vaciado completo de la vejiga.

En situaciones en las que acontece una elevacion stbita de la presion
intravesical, como ocurre en la tos o el estornudo, se genera el denominado “efecto
guardidn” o reflejo de almacenaje adicional (Figura 1.4). Asi, el incremento repentino
de la presion intravesical induce la activacion de los nervios hipogéstrico y pélvico
provocando la liberacién de serotonina (5-HT) y NA desde el nicleo de Onuf,
produciendo asi, la activacién somatica del nervio pudendo con la consecuente
liberacion de ACh que produce la contraccion de la musculatura estriada del esfinter
uretral externo originando un cierre uretral rdpido y potente con objeto de impedir

posibles escapes de orina (Park y col., 1997)
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Figura 1.4 Reflejo de almacenaje adicional. La elevaciéon subita de la
presion intravesical estimula la liberacién desde el nicleo de Onuf de
serotonina (5-HT) y noradrenalina (NA), las cuales, originan la
activacion somatica del nervio pudendo con liberacién de acetilcolina
(ACh) produciendo la contraccion del esfinter uretral externo
(rabdoesfinter), a través de la activacién de receptores nicotinicos de la
musculatura estriada, y consecuente retencién urinaria.

1.3. UROTELIO Y SUBUROTELIO

El urotelio ha sido considerado histéricamente como una simple barrera fisica
frente a la mayoria de las sustancias presentes en la orina, protegiendo asi a los tejidos
subyacentes (Apodaca, 2004). Cuando esta funcién barrera del urotelio estd
comprometida por agresiones de diferente tipo o por procesos inflamatorios, se puede
producir el paso de sustancias toxicas a los tejidos subyacentes (tejido
neural/muscular) provocando urgencia, frecuencia y dolor en la miccién. En
consecuencia, la comunicacion entre las células del urotelio y el Sistema Nervioso tiene

importantes repercusiones en la disfuncionalidad vesical.
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La pérdida de la integridad de la barrera urotelial también esta relacionada con
la expresion de sustancias como el factor antiproliferativo, el cual, enlentece el
crecimiento de las células uroteliales.

El urotelio est4 constituido al menos por tres capas: basal, intermedia y apical
superficial. La capa superficial, también denominada “células en paraguas”, tiene un
papel prominente en en mantenimiento de la funcién barrera del urotelio. Estas células
se encuentran intercomunicadas por estrechas uniones encargadas de reducir el
movimiento de iones y solutos entre las células (Apodaca, 2004). En su superficie
muestran unas proteinas cristalinas llamadas wuroplaquinas que reducen la
permeabilidad de pequefias moléculas como urea, agua y protones, asi como lipidos
especializados (Apodaca, 2004).

El urotelio es un tejido metabélicamente muy activo que ejerce su funcién en
las fase de llenado y vaciado vesical (Andersson y Arner, 2004). De hecho, el grado
metabdlico y la densidad de receptores presentes en el urotelio son superiores a los del
detrusor (Hypolite y col., 1993). Diversos estudios han demostrado la existencia de
nervios tanto aferentes como autonémicos adyacentes a la membrana basolateral que
presentan proyecciones al urotelio (Birder y col., 2001, 2002; Dickson y col., 2006). De
hecho, se ha demostrado que el urotelio es una estructura altamente especializada,
capaz de detectar y responder tanto a estimulos fisiol6gicos como térmicos, mecanicos
y quimicos, asi como liberar moléculas neuroactivas que pueden modificar la
excitabilidad aferente, sugiriendo por tanto, un papel relevante en las vias sensoriales
del Tracto Urinario Inferior (Birder y col., 2010). Es por ello, que el urotelio juega un
papel trascendental en la sensaciéon visceral, ya que dichas células funcionan como
transductores primarios de estimulos fisicos y quimicos y son capaces de comunicar
con células subyacentes como nervios, células musculares, miofibroblastos y células
inflamatorias (Birder y col., 2010).

La funcionalidad del urotelio esta, refrendada por la presencia de una amplia
variedad de receptores y canales i6nicos en la membrana plasmatica de la célula
urotelial. Asi, se ha descrito la presencia de receptores para bradicininas (B: y B)
(Chopra y col., 2005), neurotrofinas (trkA y p75) (Murray y col., 2004), ATP (P2X;, P2X,,
P2Xs, P2Xy, P2X5, P2Xe, P2X7, P2Y1, P2Y> y P2Y4) (Burnstock, 2001), adenosina (A1, Aza,
Az y As) (Yu y col., 2006), NA (B1y P2) (Birder y col., 1998), ACh (nicotinicos a; y
muscarinicos M1, M2 y Ms) (Beckel y col.,, 2006; Kullmann y col., 2008), receptores
activados por proteasas (D’Andrea y col., 2003), canales de Na* (Du y col., 2007),
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receptores vaniloides (TRPVy, TRPV,, TRPV,4, TRPMs y TRPA,) (Stein et al., 2004), factor
de crecimiento endotelial (VEGF) (Saban y col., 2008), péptido activador de la adenilato
ciclasa hipofisiario (PACAP) (PAC; y VPAC) (Girard y col., 2008), estrégenos (ERq y
ERg) (Taylor y Al-Azzawi, 2000), endotelinas (ETa y ETs) (Mumtaz y col., 1999) y factor
liberador de corticotropina (CRF; y CRF) (LaBerge y col., 2006). La expresién de estos
receptores en las membranas celulares, dota a estas células de la capacidad para
responder a distintos estimulos, tales como, la distensién de la pared vesical durante la
fase de llenado, factores solubles encontrados en orina, como el factor de crecimiento
epidérmico (EFG), o mediadores quimicos, tales como la sustancia P (SP), el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), el factor liberador de corticotropina
(CRF), la ACh, la NA, el ATP y la adenosina liberados desde nervios, células
inflamatorias e incluso desde vasos sanguineos (Apodaca, 2004, 2007; LeBerge y col.,
2006; Birder y De Groat, 2007; Hanna-Mitchell y col., 2007).

Otro hecho que demuestra el papel sensorial del urotelio es la liberacién por
parte de las células uroteliales de transmisores/moduladores, como el ATP, el NO, la
ACh, la NA, la SP y las prostaglandinas (PGs) por un mecanismo exocitdsico
dependiente de calcio (Ca?*), similar a la liberacién de transmisores desde las
terminaciones nerviosas. La liberacién de estos mediadores quimicos desde las células
uroteliales sugiere que estas células presentan propiedades sensoriales y de
sefalizaciéon especializadas que permiten la comunicaciéon reciproca con células
uroteliales vecinas, nervios y con otros tipos de células (inmunitarias, inflamatorias y
miofibroblastos) (Apodaca y col.,, 2007; Birder y De Groat, 2007). Sin embargo, el
mecanismo por el cual se liberan estos mediadores quimicos es desconocido (Birder,
2010). Este tipo de comunicacién sugiere que estas células pueden ser dianas de
transmisores liberados desde nervios vesicales u otras células o que los transmisores
liberados por las células uroteliales pueden también alterar la excitabilidad de los
nervios vesicales. Asi, el ATP (liberado desde células uroteliales durante la distensiéon
vesical) actda de manera autocrina, en células del propio urotelio, y de forma
paracrina, en células intersticiales y nervios del Tracto Urinario Inferior (Fry y col.,
2007; Sui y col., 2006). El ATP liberado tanto desde células de la capa apical como de la
capa basal en respuesta al estiramiento, activa los receptores uroteliales P2X, y P2X3
estimulando la exocitosis y promoviendo un incremento de la superficie de la células

umbrales durante la fase de llenado (Truschel y col., 2002). Asimismo, la presencia de
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uniones en hendidura entre las células intersticiales determina que las sefales
generadas en el urotelio se transmitan hasta el masculo detrusor (Ikeda y col., 2007).
Distintas patologias como la cistitis, el sindrome de dolor vesical o la lesién
medular cursan con un incremento de la liberaciéon de ATP provocando sensaciéon
dolorosa por la activaciéon de receptores purinérgicos P2X y P2Y de las fibras
sensoriales (Birder y col., 2003). Estas patologias se caracterizan por presentar urgencia,
incremento de la frecuencia miccional y dolor durante el llenado de la vejiga (Parsons,
2007). Ademas este incremento en la liberaciéon de ATP también puede, actuar de
forma autocrina, incrementando su propia liberacion desde células uroteliales en
situaciones patolégicas (Parsons, 2007). Recientemente, se ha demostrado en neuronas
sensoriales que el ATP puede potenciar la respuesta de vaniloides al disminuir el
umbral para protones, capsaicina y calor. Esto representa un nuevo mecanismo por el
que grandes cantidades de ATP liberadas desde células dafiadas o sensibilizadas en
respuesta a una agresion o inflamacion puede desencadenar la sensacion de dolor.
Estos hallazgos tienen relevancia clinica ya que sugieren que alteraciones en las células
aferentes o epiteliales de las 6rganos pélvicos podrian contribuir a las alteraciones
sensoriales de un gran ntimero de desérdenes pélvicos, como la cistitis intersticial,
enfermedad crénica que cursa con urgencia, frecuencia y dolor vesical durante el

llenado.
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Figura 1.5 Representacion esquemdtica de la posible implicacion de “moléculas
sensoras” uroteliales y/o mecanismos de liberacién en la funcién vesical. Durante
el llenado de la vejiga, el incremento de la presién induce la liberacion de
acetilcolina (ACh) desde el urotelio y desde neuronas que activa receptores
muscarinicos del musculo liso. La ACh liberada puede estimular los receptores
muscarinicos presentes tanto en el urotelio como en nervios vesicales. La
estimulacién de los receptores muscarinicos como diana de la ACh liberada desde
el urotelio (1) o por otros mecanismos de liberacién urotelial (2) puede ser
relevante en situaciones crénicas y en el envejecimiento vesical. Las células
uroteliales también expresan receptores TRPV1 que se pueden activar durante la
distension vesical y por compuestos vaniloides. La activaciéon de TRPV; urotelial
puede conducir a la liberacién de neurotransmisores como la adenosina 5°
trifosfato (ATP) que activa receptores purinérgicos (P2X3) de aferentes préximas
de la vejiga, las cuales también contienen TRPV1 que se activan por los compuestos
vaniloides. El ATP liberado por el urotelio puede activar otros receptores
purinérgicos presentes en el mdusculo liso y en el urotelio. El tratamiento
intravesical con vaniloides puede provocar la activacién/desensibilizacién de
TRPV; uroteliales o la depleciéon de mediadores derivados del urotelio (3)
(Adaptacién de Birder, 2005).

La unién del ATP a receptores de las fibras sensoriales, inicia una cascada de

segundos mensajeros que modulan la actividad de diversos canales i6nicos. Un
ejemplo de dicha regulacién viene representado por el hecho que el incremento en la
liberaciéon de ATP desde el urotelio en situaciones fisiopatolégicas, tales como cistitis
intersticiales provocan sensacién dolorosa como consecuencia del incremento de las
corrientes idnicas del receptor TRPV;, canal especifico de la neurona sensorial
(Tominaga y col., 2001). Este canal i6nico est4 presente en las células del urotelio, en las

fibras sensoriales y en células intersticiales (Birder y col.,, 2001) y es activado por
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capsaicina, calor, protones y por metabolitos lipidicos como la anandamida (Caterina y
col,, 1997). En las fibras aferentes, dichos canales integran y/o amplifican la respuesta a
diferentes estimulos irritantes responsables de la inflamacién y se encuentran
sobreexpresados en el urotelio y en los nervios en la hiperactividad del detrusor
(Andersson y col., 2010; Li y col., 2011). Dichos receptores, ademas de transmitir la
sensaciéon de dolor estdn involucrados en el llenado de la vejiga a través de la
liberacion de NO (Birder, 2006). El papel que juegan otros canales TRP en la fisiologia y
fisiopatologia de la vejiga es practicamente desconocida (Figura 1.5).

El urotelio es capaz de liberar ACh, NA y NO en respuesta a una estimulacion
quimica y mecanica. La ACh ejerce su accién a través de su conjugacion con receptores
muscarinicos y nicotinicos localizados en el musculo liso, en nervios y en células
uroteliales. Estos receptores son estimulados por la ACh liberada desde urotelio y
desde nervios colinérgicos localizados cerca de estas células uroteliales, dando lugar a
un incremento de la concentracién intracelular de Ca?* y provocando la liberacién de
NO, ATP y de un factor urotelial relajante del musculo liso (Hawthorn y col., 2000;
Beckel y col., 2006; Hanna-Mitchell y col., 2007). En el urotelio se expresan, ademas,
receptores adrenérgicos a y 3, que dan lugar a la liberacién de distintos mediadores
como el ATP y el NO (Birder y col., 2002). Es posible que la liberacién neuronal de la
NA tenga efecto en el urotelio y por tanto, en la funcionalidad vesical por la inervacién
noradrenérgica existente en la microcirculaciéon vesical y en el suburotelio (Dickson y
col., 2006; Jeny col., 1995).

El NO esta involucrado en diversas funciones del Tracto Urinario Inferior, tales
como su participacién en la neurotransmisiéon inhibidora del cuello de la vejiga
(Hernandez y col., 2008) y uretra (Andersson, 2007), la modulacién nerviosa aferente
vesical y la modulacién del reflejo miccional a niveles centrales (Andersson y Persson,
1995). Una disminucién de los niveles de NO en las proximidades del urotelio, da
lugar a la hiperactividad vesical, indicando asi, un papel modulador del NO sobre la
actividad contractil del detrusor (Pandita y col., 2000).

El urotelio interacciona intimamente con la capa suburotelial subyacente, en
particular con la red celular intersticial contenida en su interior, asi la estructura
conjunta urotelio-suburotelio actta como una unidad funcional (Andersson, 2002).
Tres tipos de tejido urotelial han sido definidos (uréter/pelvis; detrusor/trigono;
cuello/uretra proximal), pero la importancia en cuanto a la funcionalidad de cada uno

de ellos estd atin por determinar (Birder, 2010).
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En resumen, se puede concluir que el urotelio desempena un papel esencial
como sensor (ya que presentan receptores y canales iénicos capaces de responder a
estimulos mecanicos, quimicos o térmicos) y transductor (capacidad para liberar
mensajeros quimicos). Asi, las células uroteliales tienen la capacidad de captar cambios
en su medio extracelular y de responder a estimulos mecéanicos, quimicos o térmicos

trasladando dicha informacién a los sistemas muscular y nervioso adyacentes.

1.4. ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION

1.4.1. Regulacion de las proteinas contrdctiles

La contraccion del miusculo liso se inicia por un incremento de la
concentracion Ca?* intracelular ([Ca?*] ;), como consecuencia de la entrada de Ca2*
extracelular a través de canales de Ca2?* dependientes (tipo L) e independientes de
voltaje y por su liberacion desde depoésitos intracelulares representado por el
reticulo sarcoplasmico (RS). La activacién de las proteinas contractiles producida por
Ca? se produce como consecuencia de su unién a la proteina calmodulina,
pudiendo unir de forma cooperativa hasta cuatro moléculas de Ca?*, para formar el
complejo Ca?*-calmodulina. Dicha interaccién induce un cambio corformacional en
la calmodulina que conlleva la exposicién de sitios de interacciéon con proteinas
diana, una de las cuales es la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK). Esta
unién provoca la activacién de MLCK, la cual, fosforila la cadena ligera reguladora
de miosina (MLC) en el residuo serina-19 (Ser-19). Esta fosforilacion desencadena la
formacién de puentes cruzados actina-miosina provocando la contraccién muscular
(Arner y Pfitzer, 1999).

El cese de la contraccion es debido, en parte, al descenso en la [Ca2*]; con el
consecuente descenso de la actividad de la MLCK, y en parte, a que la MLC es
desfosforilada por la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP). La reduccion
de la [Ca?*]; a niveles basales es producida por:

- la recaptacion de Ca?* por el RS, producida como consecuencia de la
actividad de la bomba SERCA localizada en la membrana del RS (introduce 2 Ca2* al
RS por molécula de ATP hidrolizada)

- la actuacién del intercambiador Na*/Ca?* de la membrana celular que saca

Ca?* al exterior en contra de su gradiente de concentracion.
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De esta manera, la fosforilaciéon reversible de la MLC tiene un papel
importante en la contracciéon del musculo liso (Somlyo y Somlyo, 2003).

Cuando la contraccién se produce sin una elevacién proporcional de la
[Ca?*]; se denomina al proceso “sensibilizacion al Ca?*” o “incremento de la sensibilidad
al Ca?* de la maquinaria contrdctil”, en el que la regulacion de MLCP tiene un papel
fundamental (Somlyo y Somlyo, 2003). Por tanto, la MLCK y la MLCP son las dos
vias principales reguladoras de la contraccion y relajacion muscular,
respectivamente. Asi, diferentes agonistas fisioldgicos no s6lo modificarian la [Ca2*];
sino que también modificarian la sensibilidad de la maquinaria contractil al Ca2*. De
hecho, la MLCK puede ser fosforilada, lo cual disminuye su afinidad por el complejo
Ca?*/calmodulina disminuyendo la sensibilidad al Ca2* (Stull y col., 1990).

La MLCP también se inhibe por fosforilaciéon. Una de las principales vias de
inhibicién involucra a una cinasa especifica (Rho-cinasa asociada) (Somlyo y
Somlyo, 2003). Esta Rho presenta tres isoformas: RhoA, RhoB y RhoC. Estas
proteinas, como otras proteinas G pequefias, son activadas por el paso de GDP a
GTP. Este paso es controlado por otras proteinas como GDI, GAP y GEF. En el
miusculo liso relajado, Rho se encuentra en el citosol en forma de complejo Rho-
GDP-GDJ, y su activacion, en presencia de GTP, esta catalizada por Rho-GEEF, lo cual
produce la translocacién de Rho a la membrana celular (Gong y col., 1997). Rho
activa la Rho-cinasa asociada (RhoK). La activacion de esta RhoK da lugar a una
fosforilacién de la miosina conjugada de la MLCP, inhibiéndola, sugiriendo asi, el
papel determinante que desempefia Rho en la sensibilizacion al Ca?* en la
contracciéon del musculo liso (Kimura y col, 1996). En la vejiga urinaria estan
presentes las dos isoformas de RhoK (RhoK I y RhoK II) y bloqueantes de estas dos
isoformas inhiben la contraccién de la ACh en la vejiga urinaria de conejo, indicando
asi, la mediacién de la via de la Rho cinasa en el acoplamiento excitacién-contraccion
de receptores colinérgicos muscarinicos en la vejiga urinaria (Jezior y col., 2001). La
via de la Rho cinasa puede ser alterada en desérdenes urolégicos, tales como, la
obstruccién del flujo de salida, en la que la RhoK I estd sobreexpresada, lo cual,
favorece una relajacioén lenta y un tono muscular alterado (Aydin y col., 2010).

El GMPc, la proteina cinasa dependiente del GMPc (PKG), el AMPc y la
proteina cinasa dependiente del AMPc (PKA) pueden inhibir la contraccion

inducida por Ca?* y la sensibilizacion al Ca2?* produciendo relajacién muscular
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(Pfitzer y col., 1984). Ademas, la PKA y la PKG fosforilan Rho inhibiendo su accién
sensibilizante al Ca2* (Sauzeau y col., 2000).

El caldesmoén es una proteina conjugada a calmodulina y actina que se ha
encontrado en la maquinaria contrictil del musculo liso (Furst y col., 1986).
El caldesmén podria ser de importancia para la regulaciéon cooperativa de la
formacién de puentes cruzados entre la actina y miosina, pero su papel en la
contraccion de la vejiga urinaria estd atin por determinar.

La calponina es una proteina asociada a los filamentos de actina y esta
localizada en el citoesqueleto y en los dominios contractiles de las células
musculares lisas (North y col., 1994). La eliminacién del gen de calponina hl esta
asociada con un desarrollo més rapido de la tensiéon de la musculatura lisa de la

vejiga urinaria (Fujishige y col., 2002).

1.5. EXCITACION DE LA MEMBRANA

1.5.1. Potencial de la membrana en reposo y potencial de accion

El estudio electrofisiolégico del detrusor ha revelado una gran variabilidad
en los valores de potencial de membrana en reposo segun la especie estudiada
(conejo: -37mV, rata:-47mV, hombre: de -47 a -55mV) (Brading, 1992). Dichos
estudios han puesto de manifiesto la existencia de actividad eléctrica espontanea que
usualmente se caracteriza por espigas aisladas que se producen asociadas con
pequenias ondas de despolarizacion (Andersson y Arner, 2004). Generalmente los
potenciales se muestran como espigas aisladas a intervalos regulares vy
ocasionalmente rafagas de espigas. La frecuencia de los potenciales de accién
espontdneos es dependiente del voltaje, de manera que la despolarizacion
incrementa la frecuencia de disparo y la hiperpolarizaciéon la disminuye. Los
potenciales de accién espontdneos estdn asociados a un incremento de la [Ca?*];
(Hashitani y col., 2001). Sin embargo, la liberacion de Ca2* de los depositos
intracelulares puede amplificar el incremento en la [Ca?*]; asociado con los
potenciales de accién. Dichas elevaciones se producen en los haces musculares
propagandose a otras fibras musculares a través de comunicaciones intercelulares

conocidas como “uniones gap” o “uniones en hendidura”, que son orificios de la pared
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celular a través de los cuales se produce la propagacién de los potenciales de accion
sin practicamente encontrar resistencia alguna a su paso (Hashitani y col., 2001).

En el detrusor humano, la fase ascendente o de activacién del potencial de
accion (despolarizacién), es generada por una corriente de entrada de Ca?*
extracelular a través de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (VOC) tipo L
(Andersson y col., 2010). La fase descendente o de inactivacion del potencial de
accion (repolarizacién) involucra la inactivaciéon de la corriente de Ca?* y la
activacion de una corriente de salida de K* que es dependiente, parcialmente, de la

concentracion de Ca?* citosoélico (Imaizumi y col., 1998).

1.5.2. Papel del Ca?* en la contraccion

El proceso imprescindible para que se produzca la activacion de la
contraccion del musculo detrusor es el incremento de la [Ca2*];, aunque si dicho
incremento es debido a su entrada desde el exterior y/o a su liberacién desde
depositos intracelulares (RS) es atn objeto de estudio (Kajioka y col., 2002). El influjo
de Ca?* extracelular a través de canales VOC tipo L, es el acontecimiento principal
que da lugar a los cambios en la concentracién de Ca?* citosélica mediados por la
despolarizacion. La entrada de Ca?*, en los estadios iniciales del potencial de accién,
provoca la liberacion de Ca?* inducida por Ca2?* desde el RS, por debajo de la
membrana celular generando las denominadas “zonas calientes” préximas a la
membrana celular, que favorecen el inicio de la contraccién (Imaizumi y col., 1998).
Esta liberacion de Ca2* desde RS es un paso esencial en la activaciéon del detrusor. De
hecho, tanto para la contracciéon producida por estimulacién nerviosa como para la
inducida por agonistas es necesario un RS funcionalmente activo (Damaser y col.,
1997).

En el detrusor de cerdo y de hombre, la estimulaciéon de los receptores
muscarinicos con carbacol, bloquea los canales VOC tipo L, sin embargo, no se
conoce el mecanismo responsable involucrado en dicha inhibicién (Kajioka y col.,
2002). La contraccién toénica de carbacol en el detrusor de cerdo es dependiente
principalmente de la despolarizaciéon de la membrana celular y del influjo de Ca2*
extracelular, siendo la despolarizacion producida por la inactivacién de canales de
K+ dependientes de ATP (Karp) a través de los receptores muscarinicos ligados a la

proteina cinasa C (PKC) (Uchida y col., 1994). La contracciéon del detrusor producida
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por soluciones enriquecidas en K* o por la adicién de agonistas se desvanece
rdpidamente como consecuencia del incremento transitorio en la permeabilidad de
la membrana al Ca?*, hecho que provoca la inactivacién del canal de Ca2* de
membrana. Dicha inactivacién, por tanto, es responsable de la naturaleza fasica de la
contraccion del detrusor y de su incapacidad para mantener un tono sostenido
(Brading, 1992). Diversos estudios han demostrado que la contraccién producida por
ACh y ATP en este musculo, es producida por la entrada de Ca2* extracelular a
través de canales de Ca?* sensibles a las dihidropiridinas y por la movilizacién de
Ca? intracelular (Andersson, 1993). Existen fibras parasimpaticas en las
proximidades de la base de la vejiga y en toda la pared vesical. La contraccién del
detrusor estd controlada por una densa red de fibras parasimpéticas siendo la ACh 'y
el ATP los neurotransmisores que inician dicha contraccion (Fry y col.,, 2010).
Mientras que la ACh es el principal neurotransmisor en vejigas sanas, la existencia
de ectoATPasas extracelulares hace que el ATP se degrade en la union
neuromuscular siendo mas importante en situaciones patolégicas, como vejigas
hiperactivas, ya que o bien estas hidrolasas son menos efectivas o se libera mas ATP
(Harvey y col., 2002). La unién de la ACh a receptores muscarinicos incrementa la
sensibilidad de la maquinaria contractil al Ca?* (Kishii y col.,, 1992) y aunque la
contribucién especifica de esos mecanismos en la contraccién del detrusor no ha sido
establecida, parece ser que la entrada de Ca2* extracelular a través de canales VOC
tipo L desempena el papel prioritario en la contraccién mientras que el papel del
Ca?* intracelular es variable (Kishii y col., 1992). El influjo de Ca?* es regulado por
un mecanismo de retroalimentacion, en el cual, la disminucién de la [Ca2*]; reduce la
actividad de los canales de K+* activados por Ca?* (Kc.) produciendo asi, la
despolarizacion de la membrana celular y el incremento en la conductancia de los

canales VOC tipo L (Wu y col., 2002).

1.5.3. Canales de Ca?*

Las células musculares lisas poseen, aparte de canales VOC, otros canales
permeables al Ca?* que no son dependientes de cambios en el voltaje, como son los
canales activados por agonistas que se unen a receptores acoplados a proteinas G

(canales ROC) y los canales de Ca2* operados por depésito (SOC), activados tras el
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vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca?* del RS (McFadzean y Gibson,

2002).

1.5.3.1. Canales de Ca?* activados por voltaje

Atendiendo al grado de despolarizaciéon necesaria para su apertura se dividen
en dos grupos, los denominados de alto umbral de activaciéon por activarse por
grandes despolarizaciones (> -30 mV), y los de bajo umbral de activacién por requerir
solo ligeras despolarizaciones sobre el potencial de membrana en reposo de la célula (>
-60 mV) para abrirse. Los canales de alto umbral de excitaciéon comprenden varios tipos
conocidos como L, N, P/Q y R, que se diferencian tanto por sus caracteristicas
biofisicas (tiempo medio de apertura, cinética y mecanismo de inactivacién) como por
su sensibilidad a farmacos. Los canales conocidos como de tipo no-L tienen en comtn
la insensibilidad a las dihidropiridinas, e incluyen a los N, los P/Q y los R. Bajo la
denominacién de canales de bajo umbral de activacién se encuentran exclusivamente
los canales T.

La implicacién de otros tipos de canales VOC, ademas de los tipo L, en la
activacion del detrusor esta por determinar. Se ha sugerido que la entrada de Ca?* se
produce a través de los canales de tipo L y de tipo T, si bien la actividad de los
canales tipo T seria mas relevante a potenciales de membrana préximos al de reposo.

Los canales tipo L son activados a potenciales de membrana positivos
alrededor de -40 mV y generan corrientes de entrada de Ca2* que son amplias y de
larga duracién (Smirnov y Aaronson, 1992). Los canales de tipo L intervienen en los
procesos en los que la entrada de Ca?* estimula la liberacion de Ca?* desde los
depositos intracelulares y en la entrada de Ca2* extracelular al citoplasma. En el
detrusor humano, la activacién inducida por carbacol involucra canales de Ca2*
sensibles a las dihidropiridinas (Maggi y col., 1989). Por tanto, el influjo de Ca2* a
través de canales VOC tipo L parece ser el mecanismo determinante en la

contracciéon del musculo detrusor (Chow y col., 2003).

1.5.3.2. Canales de Ca?* activados por agonistas

La denominaciéon de ROC hace referencia a los canales de membrana

independientes de voltaje que son activados por la unién al receptor de un agonista
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(Bolton, 1979). Son canales de cationes (mono y divalentes) no selectivos, permeables
al Ca?*. En el musculo liso se han descrito diferentes agonistas que originan la
apertura de dichos canales, induciendo contracciones que se caracterizan por
presentar una moderada o nula despolarizacién (Bolton, 1979). Dentro de los ROC se
encuentran los canales operados por ligando en los que el sitio de union del ligando
y el poro iénico se encuentran en la misma proteina. En el caso en que el canal iénico
y el receptor estén separados, existen diferentes rutas intracelulares que comprenden
tanto la activacion del receptor como la apertura de un canal de cationes no selectivo
de acuerdo al tipo de receptor, tejido y especie animal. El flujo de iones a través de
estos canales i6nicos se produce atendiendo al gradiente electroquimico a través de
la membrana plasmatica y son operativos a valores de potencial de membrana en
reposo (-60 mV) inhibiéndose por la despolarizaciéon de la misma. Se ha propuesto
que la entrada de Ca?* a través de estos canales podria afectar a las corrientes de Cl-
y/o la activacion de canales de K* alterando el potencial de membrana y
provocando la posterior activacion de los canales VOC, aceptando asi que el flujo de
iones a través de los canales ROC participa en los cambios del potencial de

membrana (Large, 2002).

1.5.3.3. Canales de Ca?* operados por deposito

La entrada de Ca2* operada por deposito (SOC) fue propuesta por Putney
(1986) quien us6 el término de “entrada de Ca?* capacitativa” para describir el
fenémeno de acoplamiento entre la [Ca?*] en el RS y la activaciéon de la entrada de
Ca?* a través de la membrana en células no excitables. Asi, el vaciamiento de los
depositos intracelulares de Ca2* activa la entrada de Ca?* a través de canales
localizados en la membrana plasmatica para rellenar los depédsitos. Aunque la
existencia de estos canales ha sido puesta de manifiesto en distintos tejidos, su
mecanismo de actuacién es aun objeto de estudio. En el urotelio de la vejiga del
hombre, canales SOC estan involucrados en la diferenciacién y proliferacién celular
epitelial inducida por agonistas de los receptores de peroxisomas (Chopra y col.,

2005)
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1.5.4. Mecanismos de liberacion de Ca®* intracelular

En las células musculares lisas en reposo la concentraciéon de Ca2* en el RS es
1 mM, concentracién 10.000 veces superior a la que existe en el citoplasma de la
célula muscular (0.1 uM). Para que se pueda producir la contraccién muscular, es
necesario que dicha concentracion se eleve a concentraciones superiores a 10-100
uM, siendo dicho incremento el resultado del influjo de Ca2* extracelular y de la
liberacion de Ca2* del RS. El inositol tri-fosfato (IPs) a través de los receptores 1P;
localizados en la membrana del RS produce la liberacion de Ca?* almacenado en su
interior. Asimismo, se produce liberaciéon de Ca?* por la presencia de Ca2* citosodlico
("liberacion de Ca2* inducida por Ca2*”) via activacion de los receptores de rianodina
presentes en la membrana del RS (Brading, 1992). El RS puede participar, asimismo,
en la contraccién vesical a través de la modulacién de la actividad de los canales de
K+ de la membrana celular responsables de la hiperpolarizacién de la musculatura

lisa (Brading, 1992).

1.5.4.1. Inositol trifosfato (IP3)

En respuesta a una amplia variedad de estimulos (neurotransmisores,
hormonas y factores de crecimiento) las diferentes isoformas de la enzima
fosfolipasa C (PLC) catalizan la hidrdlisis de un precursor localizado en la
membrana plasmatica, el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP») para dar lugar a
inositol trifosfato (IPs;) y diacilglicerol (DAG). Esta via de sefializacién puede ser
activada a través de receptores acoplados a proteinas G, receptores acoplados a la

activacion de tirosina cinasa o incrementos en la [Ca2*];.

Los receptores para IP; (IPsr) estdn localizados en la membrana del RS y estan

constituidos por cuatro subunidades. Cada subunidad tiene un peso molecular

aproximado de 260 kDa y 6 segmentos transmembrana, con los tipicos dominios

localizados en el extremo terminal C, que anclan la proteina a la membrana y albergan

el poro y un dominio terminal N que queda libre en el citoplasma y que posee en su

parte final la zona de unién para el IP; (Berridge 1993). Existen tres subtipos de IPsr

(IPsr1, IPsrs, IP5rs), involucrados en la sefializacion de Ca2* mediada a través de IPs, los

cuales, difieren en su afinidad por el IP;, en su regulacién y en su modulacién por

proteinas asociadas (Miyakawa y col., 2001). El IPsr es el mds sensible a IP; y media las
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oscilaciones regulares de Ca2* de larga duracion. EL IPsr; es muy sensible al ATP y est4
involucrado en las oscilaciones transitorias de Ca?*, mientras que el IPsr; es el menos
sensible a IP; y a Ca?* y tiende a generar corrientes de Ca2* monofasicas (Miyakawa y
col, 2001). Para la apertura del canal se requiere tanto Ca2* como IPs; siendo
numerosos los sitios de union del Ca2* en los IPsr (Miyakawa y col., 2001). El Ca?*
regula la actividad del canal de manera dual dependiendo de la [Ca2*]; citosélica. Asi, a
baja [Ca2*];, el i6n ejerce un papel activador, mientras que a altas concentraciones
desempefia una accién inhibidora, demostrando asi un mecanismo de
retroalimentacion negativo durante la liberacion de Ca2* (Mak y col., 2001). También el
propio contenido de Ca?* del RS regula la apertura del canal. Asi, en hepatocitos
permeabilizados se ha demostrado que un incremento de la [Ca2*] en el RS aumenta la
sensibilidad de los receptores de IP; por su ligando, promoviendo asi una liberacién
espontdnea de Ca?* (Nunn y Taylor, 1992). La liberacion de Ca2?* del RS es detenida
cuando la [Ca?*] en su interior est4 por debajo del 80% de sus niveles normales (1 mM)

con la célula muscular en reposo (Shmygol y Wray, 2005).

1.5.4.2. Receptor de rianodina

Otra via de liberaciéon de Ca2+ desde los depositos intracelulares es a través de la
unién del alcaloide rianodina a sus receptores (Ryr) localizados en el RS, siendo, por
tanto, dicho mecanismo un proceso de “liberacion de Ca2?* inducido por Ca2*”. El Ryr
presenta una forma de tetrdmero, con el extremo terminal C formando el poro y un
extremo largo terminal N que se proyecta hacia el citosol (Coussin y col., 2000). Tres
subtipos de Ryr (Ryri;, Ryr: y Ryrs) han sido descritos en el musculo liso (Coussin y
col., 2000). Bajas concentraciones de Ca?* (en el rango nanomolar) son el principal
activador de los Ryr en el musculo liso durante el proceso de liberaciéon de Ca2*
inducida por Ca?* mientras que altas concentraciones (en el rango micromolar)
provocan su inactivacion (Zahradnik y col., 2005) .

De manera general se acepta que la estimulaciéon de receptores acoplados a
proteinas G por parte de diferentes agonistas, la formacioén de IPs y la activacién de
los receptores de IP; causan la liberacién de Ca2* del RS (Berridge, 1993). Esta sefial
de Ca?* se amplifica por la activacién de los Ryr debido a la elevacion de la [Ca2*];.
Estos receptores estdn también involucrados en la liberaciéon de Ca2* desde el RS

producida por el estiramiento del detrusor (Jiy col., 2002).
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Figura 1.6 Vias de sefializacion implicadas en la contracciéon del
detrusor a través de receptores muscarinicos M3z ACh: Acetilcolina;
PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol, PKC, proteina cinasa C; MLC,
cadena ligera de miosina; SR, reticulo sarcopldsmico; CIC liberacién
de calcio inducida por calcio. Existen diferencias entre las especies en
la contribucién de las distintas vias en la contraccién. En el detrusor
humano, el influjo de Ca?* es la de mayor relevancia. (Adaptacién de
Andersson y Arner, 2004).
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1.5.5. Canales de K*

Las técnicas electrofisiolégicas de patch-clamp junto al empleo de toxinas que
pueden interaccionar selectivamente con los diferentes tipos de canales de K+, han
permitido un conocimiento mds profundo de los mismos, permitiéndonos una mejor
comprension acerca de su relevancia fisiofarmacolégica y terapéutica en la
disfuncionalidad motora del Tracto Urinario Inferior. Entre todos los canales de K*
descritos, por su implicacién en la funcionalidad del musculo detrusor tienen
relevancia los canales Karp y los canales Kc,, mientras que la informacion sobre la
contribuciéon de los canales de K* dependientes de voltaje (K,) es escasa (Andersson y

col., 2004).
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1.5.5.1. Canales de K* dependientes de ATP (Katp)

La expresion de canales Karp en el musculo liso vesical sugiere que estan
involucrados en la regulaciéon de la contractilidad vesical (Brading, 1992). Estos
canales deben su nombre a la regulacion inhibidora conferida por el ATP intracelular,
por lo que un descenso en la concentraciéon de este nucledtido favorece la activacion
del canal. Estudios funcionales han evidenciado que activadores de los canales Karp
como la cromakalima, el pinacidil y el nicorandil producen hiperpolarizacion de la
membrana de la célula muscular por la apertura de dichos canales y consiguiente
salida de K+, reduciendo, y en algunos casos, llegando a abolir los potenciales de
accion relacionados con la generacién de las contracciones fasicas (Petkov y col., 2001).
Estos canales, ademads de participar en el mantenimiento del potencial de membrana
en reposo modulan el potencial de accion desempeniando asi, un papel fundamental en
la regulacion de la contractilidad de la musculatura lisa (Andersson y Wein, 2004). En
el detrusor humano, estos agentes no sélo reducen las contracciones espontaneas sino
que también disminuyen las respuestas producidas por estimulacion eléctrica
transmural, carbacol y altas concentraciones de K+ extracelular (Andersson y Wein,
2004). Los activadores de los canales Karp a pesar de ser particularmente efectivos in
vitro en musculo hipertréfico, han mostrado mayor potencia como inhibidores de las
contracciones espontdneas de la vena porta de rata que sobre las contracciones del
detrusor; esta falta de selectividad ha limitado su utilidad en la hiperactividad del

detrusor (Andersson, 2002).

1.5.5.2. Canales de K* activados por Ca®* (Kca)

Los canales de K* activados por el aumento de la concentracion de Ca?*
intracelular estdn estructuralmente relacionados con los canales K,. Estos canales
poseen una distribucién ubicua en el organismo, produciendo la hiperpolarizacion
celular que sigue al potencial de accién y posibilitando la adaptaciéon de la frecuencia
de disparo de potenciales de accién asi como la generaciéon de algunos ritmos eléctricos
endégenos. En células no excitables, estos canales contribuyen a mantener el potencial
de membrana y participan la regulaciéon del transporte de electrolitos en algunos

epitelios.
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Estos canales se activan por incrementos en la [Ca?]. Existen 3 tipos
fundamentales de Kc. que difieren en sus conductancias idnicas y en su sensibilidad a

la activacién por Ca?* o al voltaje (Berkefeld y col., 2010):

- Canales Kc. de alta conductancia (BKc.). Se activan con [Ca*2]; variables (10 nM-
10 pM). Estos canales manifiestan dependencia de voltaje de forma que su
probabilidad de apertura aumenta con la despolarizacion.

- Canales Kca de baja conductancia (SKca). Estos canales se caracterizan por su
alta sensibilidad al Ca?* (activacion a concentraciones entre 200-500 nM), minima
sensibilidad a los cambios de voltaje y poseer baja conductancia iénica.

- Canales Kc. de intermedia conductancia (IKc.). Se activan por [Ca*?]; en un
rango entre 10 nM-1 uM y ocasionalmente, son sensibles a modificaciones en el

potencial de membrana.

Los canales BKc. desempefian un importante papel en la fase de repolarizacion
del potencial de accién en muchos tipos de células. Podrian, por ello, contribuir a
modular la duracion del potencial de accién y el influyjo de Ca?* extracelular
(Berkefeld y col., 2010). Los canales SKca estdn involucrados en el aumento de la
permeabilidad al K* inducido por neurotransmisores y hormonas en muchos tipos
celulares (musculo liso visceral, células glomerulares de la corteza adrenal y
hepatocitos). Estan, asimismo, involucrados en la fase de posthiperpolarizacion lenta
consecutiva a los potenciales de accién en muchas células excitables, en estas células
tras la espiga se origina la repolarizacion de la membrana, integrada por una fase de
posthiperpolarizaciéon rapida que dura entre 50-100 ms y una posterior méas lenta
entre 500-1000 ms en la que participan los canales SKc.. La consecuencia inmediata
de la activacion de los canales SKc. es una disminucién de la frecuencia de disparo
de potenciales de accién (acomodacion) (Hille, 1992). Esta fase de lenta
posthiperpolarizaciéon depende del Ca?* extracelular, anulandose si este no estd
presente, o si se bloquea su entrada (Hille, 1992). La entrada de Ca?* extracelular a
través de canales VOC activa canales BKc. y SKc,, pero la liberaciéon de Ca?* a través
de receptores de rianodina de la membrana del RS tnicamente activa a los canales
BKc. (Berkefeld y col., 2010).

En el musculo detrusor, los canales BKca y SKca estan involucrados en la

regulacion del potencial de membrana y en la modulacién de las contracciones
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espontaneas (Heppner y col., 1997, Herrera y col., 2000; Karicheti y Christ, 2001). Los
canales BKc. estan integrados por una subunidad a, que forma el poro del canal y
una subunidad accesoria 1 especifica del musculo liso. El estudio con ratones KO
para esta subunidad ha contribuido a determinar el papel funcional de la subunidad
p1, evidencidndose que la falta de dicha subunidad reduce la actividad del canal y
desplaza su sensibilidad al voltaje y al Ca?* produciendo un incremento de la
amplitud en las contracciones fasicas y una disminucién de la frecuencia (Petkov y
col., 2001). Asimismo, los canales SKc. regulan la excitabilidad de la musculatura lisa
de la vejiga urinaria ya que el bloqueo de dichos canales, incrementa la amplitud de
las contracciones fasicas del detrusor (Heppner y col., 1997; Herrera y Nelson, 2002).
En el detrusor humano, la entrada de Ca2* a través de canales VOC activa canales
BKcay SKc,, sin embargo la liberacion de Ca2* desde el RS activa tinicamente canales
BKca. El hecho que alteraciones en la expresion de los canales BKca y SKca puedan
causar disfuncionalidades motoras urinarias, tales como vejiga hiperactiva e
incontinencia urinaria, sugiere el posible papel de dichos canales como dianas

terapéuticas en dichas patologias (Herrera y col., 2005).

1.5.5.3. Canales de K* activados por voltaje (Ky)

Constituyen el grupo mas numeroso de canales dependientes de voltaje. Se han
descrito doce tipos de canales K, (K.i1-Ky12) con sus diferentes isoformas, que se
agrupan en cuatro familias en funcién de la homologia existente entre sus secuencias
de aminoécidos: Kvi-Kys, Kys-Kvo, K7 y Kvi0-Ky12. Las propiedades del canal dependeran
de la combinacién de subunidades que lo formen, pudiendo estar constituidos por
cuatro subunidades idénticas (homotetrameros) o distintas (heterotetrdmeros), pero
siempre pertenecientes a la misma familia.

Los canales Ky incluyen a los denominados canales de K* rectificadores tardios,
cuya funcién fisiolégica es la de repolarizar la célula y devolverla al potencial de
reposo tras la fase despolarizante del potencial de accién. Entre los canales K, también
se encuentran los canales Ka, responsables de la generacion de corrientes salida de K*
inactivantes. Estos canales se activan transitoriamente al hiperpolarizar la membrana
celular permitiendo a la célula codificar la frecuencia de disparo de potenciales de

accion en funcién del nivel de despolarizacién de la membrana.
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Estos canales generan corrientes de K* independientes de Ca2* y se activan por
despolarizacion en un rango de voltaje cercano al potencial de reposo del musculo
detrusor. Thorneloe y Nelson (2003) caracterizaron las propiedades biofisicas,
farmacolégicas y moleculares de los canales Ky sugiriendo su posible accion como
dianas potenciales para la modulacién de la actividad del detrusor. Especificamente, en
el detrusor humano se expresan las subunidades funcionalmente activas Kvi3 y Kvi¢ de
los canales Kya1 (Davies y col., 2002). Asi, el bloqueo de las corrientes Kyq1 incrementan
la amplitud de las contracciones féasicas espontaneas del musculo detrusor sin afectar a
la frecuencia de las mismas ni la tensién basal en reposo. Sin embargo, el papel de

dichos canales en el detrusor in vivo estd ain por determinar.

1.5.6. Canales activados por estiramiento

En las células del musculo detrusor, el estiramiento mecanico de la pared de
la vejiga durante la fase de llenado produce la activacién de canales iénicos no
especificos (Wellner y col., 1993). Estos canales muestran similar permeabilidad al
Na*, K* y Ca?* y su activacién es producida previa hiperpolarizaciéon de la
membrana de la célula muscular. Estos canales actian como sensores detectando
cambios en la longitud de la pared vesical. Si una célula en reposo es estirada un
20% de su longitud original, el influjo de Ca?* a través del canal es suficiente para
alcanzar una [Ca?*]; significativa, capaz de despolarizar la célula y provocar el
influjo de Ca2* extracelular a través de canales de Ca?* tipo L (Fry y col., 1998).

En el detrusor de ratén y conejo, el incremento en la longitud de la célula
resulta de la sincronizacion de la activacién de receptores de rianodina, la liberaciéon
de Ca2* desde el RS y la penetraciéon de Ca?* extracelular. Esta liberacion no se ve
afectada por los receptores de IP; que median la liberaciéon de Ca?*, pero fue
completamente bloqueada por rianodina. Por otro lado, esta liberacién, activa
corrientes de Cl- dependientes de Ca?*, sugiriendo asi el papel de estos canales como
reguladores del mecanismo de contraccién espontdnea (Ji y col.,, 2002). Dichos
mecanismos ejercen, asi, un papel esencial en la regulacién miogénica de la
contractilidad del detrusor durante la fase de llenado de la vejiga pudiendo la
inhibicién de dichos canales mejorar la acomodacion vesical (Tertyshnikova y col.,

2003).
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La superfamila de canales i6nicos TRP esta involucrada en la transduccién
mecanosensorial en distintos 6rganos, y diversos estudios indican que varios de estos
canales, entre los que se encuentran los canales TRPVy, TRPV», TRPV,, TRPMs y TRPA;
estan expresados en vejiga y son sensores tanto para los estimulos quimicos como para
los cambios en la longitud de la pared vesical (Andersson y col., 2010). TRPV, es un
canal cationico activado por estiramiento permeable al Ca2?* involucrado en la
liberacién inducida por estiramiento del ATP. La activacién de diferentes canales de
esta superfamilia estd en estrecha relaciéon con la apariciéon de vejiga hiperactiva y
sintomas del Tracto Urinario Inferior. Sin embargo, el papel fisiolégico y

fisiopatologico de los mismos esta por determinar (Andersson, 2010).

1.5.7. Canales activados por ligando

En el detrusor se ha demostrado la existencia de canales i6nicos activados
por ligando teniendo especial importancia la ACh y el ATP. Asi, receptores
purinérgicos P2X estan involucrados en la contracciéon inducida por ATP. La
activacion de estos canales genera una corriente de entrada principalmente de Na* y
Ca? conduciendo a una despolarizacion suficiente para activar canales de Ca?* tipo

L que generard potenciales de accién (Inoue y Brading, 1991).

1.5.8. Actividad miogénica

La actividad miogénica se define como la capacidad que tiene la célula
muscular lisa de generar contracciones independientes de estimulacién externa.
Dicha actividad es una de las caracteristicas principales de la musculatura de la
pared de la vejiga urinaria. De hecho, las células del detrusor y trigono del hombre
estdn acopladas eléctricamente a través de uniones gap, indicando asi, que dicha
intercomunicaciéon celular desempefia un papel esencial en la iniciacién,
mantenimiento y modulacién del tono de la vejiga urinaria (John y col., 2001). La
presencia de uniones gap junto con el SNA y los mecanismos de transduccion
intracelular miogénica constituyen la denominada “triada de tejido sincitial”,
responsable, en gran manera, de la modulacién local del tono del musculatura lisa

(Karicheti y Christ, 2001). De hecho, se ha sugerido que el musculo detrusor est4
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ordenado en médulos que limitan zonas musculares durante el ciclo miccional, los
cuales, estarian controlados por plexos miovesicales periféricos compuestos por
ganglios intramurales, células intersticiales y conexiones intracelulares (Drake y col.,
2001, 2003).

El musculo detrusor exhibe actividad ritmica espontdnea in vivo e in vitro de
naturaleza miogénica. La frecuencia de estas contracciones espontaneas es dependiente
de la especie, (mds frecuente en el conejo que en el cerdo y en el hombre) y de
condiciones experimentales (tiempo de estabilizaciéon de la muestra, la temperatura, el
pH, etc.) (Brading, 1992; Herrera y col., 2000; Drake y col., 2003). Dicha actividad esta
relacionada con la generacién de potenciales de accion espontaneos o la alteracion en la
capacidad de las organelas celulares para regular el Ca?* intracelular (Montgomery y
Fry, 1992). Estas contracciones son resistentes al bloqueo con tetrodotoxina (TTX) y no
son bloqueadas por hexametonio, atropina, bloqueantes a- o B-adrenérgicos o
suramina lo que demuestra su origen miogénico (Andersson, 1993; Imai y col., 2001a,b,
2002), pero sin embargo, son sensibles a los bloqueantes de los canales VOC tipo L y a
los activadores de los canales de K* (Andersson y Arner, 2004).

En el musculo detrusor es caracteristica la presencia de contracciones fasicas
espontdneas miogénicas, las cuales, estdin moduladas por la presencia del urotelio.
Asi, preparaciones desprovistas de wurotelio muestran actividad espontidnea
incrementada con respecto a las preparaciones intactas (Buckner y col., 2002). La
amplitud de las contracciones espontdneas es dependiente de la entrada de Ca?*
extracelular a través de canales VOC tipo L y a la liberacién de Ca?* desde el RS. En
dichas contracciones esta, asimismo, involucrada la via de la Rho-cinasa y canales de
K* de membrana (Wibberley y col., 2003). De hecho, la inhibicién de canales BKc. y
SKca incrementa la amplitud y la frecuencia de las contracciones espontdneas,
demostrando que dichos mecanismos son criticos en la regulacion de la actividad
fasica espontanea. La inhibicién de los canales Karp, no altera las contracciones
miogénicas, sin embargo, activadores de dichos canales suprimen la actividad
miogénica espontdnea. Asimismo, canales K, pueden contribuir a la regulacién de la
contraccion ritmica miogénica. Estos estudios sugieren que la modulacion de canales
de K* puede ser de utilidad terapéutica en el control la actividad miogénica
espontdnea, especialmente aquella asociada con la hiperexcitabilidad caracteristica

de la vejiga hiperactiva (Andersson y Arner, 2004).
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La obstruccion de flujo vesical estd asociada con la hiperactividad
detrusoriana. Dicha obstruccién se caracteriza por cambios morfolégicos vesicales
incluyendo una denervacion progresiva e hipertrofia de la pared vesical (Gosling y
col., 2000). Un incremento en la tensién de la vejiga, como sucede en la obstruccién,
se ha asociado con alteraciones celulares y moleculares (funcién mitocondrial,
enzimas musculares, etc.). Turner y Brading (1997) sugirieron que la hiperactividad
del detrusor podria ser consecuencia de una denervacion irregular del detrusor que
puede alterar la transmision de la excitacion célula a célula. De hecho, en los cuadros
obstructivos se producen cambios en las propiedades eléctricas de la membrana
consistentes en la reduccién en los valores del potencial de membrana y en la
actividad eléctrica producida espontdneamente. Ademads, la actividad miogénica
puede estar incrementada en situaciones en las cuales la actividad aferente se
encuentre exacerbada, contribuyendo asi a la hiperactividad del detrusor (Kinder y
Mundy, 1987). Cambios en la morfologia del detrusor, caracteristicos en la
obstruccién del flujo de salida y en la hipertrofia de la pared vesical, pueden alterar
la comunicacién intercelular durante la neurotransmisién como consecuencia de la
alteracion en la propagacion de la sefial eléctrica y en la activaciéon de la bomba Na*-

K* presente en la membrana celular (Andersson y Arner, 2004).

1.5.9. Células intersticiales

En la vejiga urinaria de cobaya y de hombre se ha descrito la existencia de
células fusiformes inmunoreactivas a GMP.. Estas células se localizan en grandes
cantidades en los haces musculares, en el interior del intersticio de la pared vesical,
estando especialmente concentradas en la vaina fibromuscular externa, donde
constituyen una densa red interconectada (Smet y col., 1996). Asimismo, células
reactivas a la proteina c-kit, similares a las células intersticiales de Cajal del intestino,
estan localizadas en paralelo con las células musculares lisas, pudiendo actuar como
marcapasos y/o como intermediarios en la transmisién de sefiales nerviosas a las
células musculares lisas (McCloskey y Gurney, 2002). Asi, esta red de células
intersticiales suburoteliales de la vejiga humana desempefian un papel fundamental en
la comunicacién intercelular al actuar como un sinticio funcional a través de la
integracion de una amplia variedad de sefiales sensoriales y motoras de la pared de la

vejiga (Sui y col., 2002). La extensa red de células fibroblésticas estrelladas en el
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detrusor humano estan localizadas periféricamente en haces musculares en intimo
contacto con nervios aferentes y eferentes desempefiando un importante papel en la
secrecion y el mantenimiento del material extracelular, pudiendo ademas actuar como
receptores para el estiramiento de la pared vesical (Drake y col., 2003). No obstante, no
se conoce si dichas células representan una o varias poblaciones celulares, asi como, la
funcionalidad especifica de las mismas.

Las sefales del urotelio son importantes tanto para el desarrollo como para la
funcionalidad del detrusor (Baskin y col., 2001). De hecho, la liberacién de un factor
relajante desde el urotelio, el cual, desempefia un papel importante en la relajacion
de la vejiga durante la fase de llenado, sugiere la posibilidad que las células
intersticiales representen una via de comunicacion directa entre el urotelio y el

musculo detrusor (Baskin y col., 2001).

1.6. CONTROL NERVIOSO Y HORMONAL

1.6.1. Mecanismos colinérgicos

1.6.1.1. Receptores muscarinicos

En la mayoria de las especies la contraccién de la vejiga urinaria es mediada
por mecanismos colinérgicos y por mecanismos no adrenérgicos no colinérgicos
(NANC) (Ambache y Zar, 1970). Asi, en el detrusor aislado de cobaya y conejo, la
ACh produce una ligera despolarizacién, inicia la generaciéon de espigas e
incrementa la frecuencia de los potenciales de acciéon produciendo, finalmente, la
contraccion muscular (Andersson y col, 1991). Estas contracciones son
incrementadas por inhibidores de la colinesterasa y abolidas con la atropina
indicando que estdn mediadas por receptores muscarinicos. En el detrusor humano,
la contracciéon de vaciado asi como la inducida por estimulaciéon eléctrica de los
nervios sugiere que estd mediada principalmente, si no exclusivamente, a través de
la estimulacién de receptores muscarinicos ya que son practicamente abolidas por la
atropina (Bayliss y col., 1999).

Se han descrito 5 subtipos de receptores muscarinicos denominados M1, My,

Ms, My y M. Estos receptores estan acoplados funcionalmente a proteinas G, pero la
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sefial de transduccion varia dependiendo si la subunidad del receptor es par o
impar. Asi, los receptores muscarinicos de subindice impar (Mi, Ms y Ms) estan
acoplados a la subunidad Gq/11 de las proteinas G, asociada a la hidroélisis de los
fosfatidilinositoles produciendo, en ultima instancia, la movilizaciéon de Ca2?* desde
el RS. Sin embargo, los receptores muscarinicos M2 y M estan acoplados a la
subunidad Gi/, de las proteinas G sensible a la toxina pertusis, que produce la
inhibicién de la adenilato ciclasa (Figura 1.7). En la vejiga humana se ha demostrado
la existencia de ARNm para todos los subtipos de receptores muscarinicos siendo
predominantes los ARNm de los receptores M> y M3 (Yamaguchi y col., 1996; Sigala
y col, 2002). En el detrusor de rata y conejo, ademas de los mecanismos
anteriormente mencionados, se ha demostrado la implicaciéon de canales catiénicos
no selectivos y de las dos isoformas de la Rho-cinasa (I y II) en la estimulacién
colinérgica muscarinica (Jezior y col., 2001, Wibberley y col., 2003). En el detrusor
humano, la contraccién colinérgica muscarinica es producida a través la hidrélisis de
los fosfatidilinositoles de la membrana celular (Andersson y col., 1991). Sin embargo,
en diversos estudios realizados con agonistas muscarinicos, fueron necesarias altas
concentraciones de dichos agonistas para producir la hidrélisis de los fosfoinositoles,
sugiriendo, asi que la concentracién de ACh liberada desde nervios, no es suficiente
para provocar la formacién de IP; (Iacovou y col., 1990). De hecho, receptores de
subindice impar, los cuales estimulan la producciéon de IP; necesitan altas
concentraciones de agonista para ejercer su funcionalidad, mientras que los
receptores muscarinicos de subindice par, que no producen IPs;, operan a bajas
concentraciones (Hashitani y col., 2000). El mecanismo de sehalizacién de estos
altimos esta relacionado con la inhibicion de la relajacion simpética producida por
receptores adrenérgicos P a través del bloqueo de la adenilato ciclasa (Hegde, 2006).
Ademas, receptores muscarinicos Mz pueden modular las relajaciones producidas
por las purinas (Giglio y col., y col., 2001), activar canales catiénicos no especificos o
inhibir la hiperpolarizacién producida por la PKC a través de la activaciéon de
canales Karr en la vejiga urinaria (Bonev y Nelson, 1993). En la vejiga humana
normal, el receptor muscarinico Mz es el mayoritario, sin embargo, el receptor
funcionalmente activo es el receptor muscarinico Ms (Chess-Williams, 2002). De
hecho, el agonista de los receptores muscarinicos carbacol induce una corriente
transitoria de salida de Ca?* desde el RS mediada por activacién de los receptores

muscarinicos M3 y la hidrélisis de los fosfoinositoles. Esto provoca la activaciéon de
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canales BKc,, los cuales, son entonces inhibidos por receptores muscarinicos M:
acoplados a la subunidad inhibidora de las proteinas G (G;) (Nakamura y col., 2002).
Esto explicaria que la via de sefializacién intracelular acoplada a la activacién del
receptor muscarinico M,, potencie la contraccion colinérgica mediada a través de
receptores M. Por tanto, receptores muscarinicos Ms son los principales
responsables de la contracciéon de la vejiga normal (Chess-Williams, 2002) y
obstruida (Krichevsky y col., 1999) mientras que los receptores muscarinicos Mz, que
en condiciones normales median contracciones moderadas, incrementan su
funcionalidad cuando la contraccién muscarinica Ms estas disminuida, como sucede
en la denervacién y en la hipertrofia de la vejiga (Ruggieri y Braverman 2006). Asi, la
funcionalidad de los receptores muscarinicos esté alterada en diferentes desérdenes
neurolégicos, tales como, la obstruccion del flujo de salida, vejigas neurogénicas o la
hiperactividad del detrusor, sin embargo, no se conoce la repercusion fisiopatolégica

que dichos cambios tienen sobre la actividad del detrusor.

1.6.2. Mecanismos adrenérgicos

1.6.2.1. Receptores adrenérgicos o

El papel del Sistema Nervioso Simpético en la funcion de la vejiga humana
ha sido bastante discutido debido a la escasa inervacién adrenérgica existente en el
detrusor humano (Gosling y col., 1999). En la mayoria de las especies, los agonistas
de los receptores adrenérgicos aia contraen el detrusor pero son necesarias altas
concentraciones (Andersson, 1993). Los receptores o adquieren importancia
funcional cuando existe obstrucciéon del flujo de salida, descentralizacion
parasimpatica y vejigas hiperactivas (Perlberg y Caine, 1982). De hecho, en la
obstruccion del flujo de salida el balance entre la contraccion mediada por receptores
adrenérgicos o y la relajacion a través de receptores adrenérgicos f puede ser
modificada por la baja regulacion de estos ultimos (Rohner y col., 1978). En
pacientes con hiperplasia benigna de préstata, el uso de antagonistas adrenérgicos
ou favorece la desaparicion de la hiperactividad del detrusor, sugiriendo que puede
existir un incremento de la funcién del receptor o: asociada con cambios

morfolégicos ocurridos durante la hipertrofia. Por tanto, el grado y la duracién de la
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obstruccion tienen un papel importante en las respuestas mediadas por receptores
adrenérgicos o (Andersson y Arner, 2004).

En vejigas normales, el 70% del ARNm de los receptores o adrenérgicos es
del subtipo aua, el 5% del ous, y el 25% del oup. En vejigas obstruidas, por el
contrario, la expresiéon de los receptores oup estd incrementada, mientras que la
expresion de los receptores aua y aip estd disminuida, lo cual es relevante teniendo
presente que el receptor del subtipo oup tiene de 10 a 100 veces mayor afinidad por
la NA enddgena que los otros dos subtipos. Asimismo, se ha visto que existe una
relaciéon entre la expresion de ARNm del receptor aip en la mucosa vesical y las
alteraciones urodindmicas caracteristicas de pacientes con hipertrofia benigna de
prostata (Kurizaki y col.,, 2011). En la hiperactividad de detrusor asociada con
desoérdenes neurolégicos se ha observado un incremento en la densidad de
receptores adrenérgicos a pero no esta clara la repercusiéon funcional de dicha
elevaciéon. Se ha propuesto que el balance entre la contraccion mediada por
receptores a y la relajacion mediada por los receptores 3 puede modificarse en la
obstruccién del flujo de salida, de manera que el detrusor responde con contraccién
a la NA en lugar de relajacién como ocurre con el detrusor normal. Esta alteracién
de la respuesta es consecuencia de una disminucién de la funcién B adrenérgica mas

que por un incremento de la funcionalidad de los receptores a.

1.6.2.2. Receptores adrenérgicos f

Existe una clara evidencia de la abundante expresién de receptores [
adrenérgicos en el musculo detrusor de varias especies animales, los cuales, juegan un
papel importante en la relajaciéon vesical durante la fase de llenado (Michel y Vrydag
2006). El predominio de los receptores adrenérgicos  con respecto a los receptores a
explicaria la relajacién producida por NA en el detrusor, responsable del llenado de la
vejiga urinaria (Perlberg y Caine, 1982). El subtipo de receptor f que media esta
relajaciéon varia con la especie; 2 en raton (Wuest y col., 2009), B2 y Ps en rata
(Longhurst y Levendusky 1999) y cerdo (Yamanishi y col., 2002) y .y principalmente
Bs en perros y hombre (Igawa y col., 1999, 2001; Wuest y col., 2009). Los agonistas de
estos receptores producen relajacion del musculo liso de la vejiga a través de su efecto
directo sobre los receptores s de los miocitos del detrusor. Distintos estudios han

demostrado la habilidad de los agonistas selectivos de los receptores (32 en la relajacion
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del detrusor humano (Badawi y col., 2007) y agonistas no-selectivos de los receptores 3,
como el isoproterenol, producen una relajaciéon maximal mayor que la obtenida con
agonistas selectivos B3 (Igawa y col., 2001; Kullmann y col., 2009, 2010). Esta efectividad
clinica de los agonistas 2, no concuerda con el supuesto efecto predominante de los
receptores 33 a menos que consideremos que la expresion de estos receptores esté en
otros tipos celulares que no sélo en miocitos del detrusor (Limberg y col., 2010). De
hecho, se ha demostrado que los tres tipos de receptores 3, ademas de estar expresados
en las células del miusculo liso, estan presentes en el urotelio, en células
miofibroblasticas del suburotelio, en células ganglionares intramurales y en células de
Schwann de nervios de la vejiga de diferentes especies, como la rata (Kullmann y col.,
2009, 2010), el cerdo (Masunaga y col., 2010) y el hombre (Otsuka y col., 2008). En
vejigas normales, la expresion del ARNm de los receptores adrenérgicos B1 y B2 esta
reducida mientras que la del receptor 5 estd incrementada. En vejigas obstruidas, por
el contrario, la expresion de los receptores B1 y P2 estd incrementada, mientras la
expresion de los receptores Bs estd disminuida. Ademads, la relajacion inducida por
agonistas selectivos de los receptores P; es efectiva en diferentes modelos animales con
hiperactividad del detrusor (Igawa y col., 1999). Sin embargo, la efectividad de dichos
agonistas en la hiperactividad del detrusor en el hombre es limitada. Podria, por tanto,
especularse que la hiperactividad detrusor es debida a una falta de relajacién mediada
por receptores adrenérgicos [, sin embargo, no hay diferencias significativas en la
densidad de dichos receptores en vejigas normales y con hiperactividad de detrusor
(Restorick y Mundy, 1989).

Los agonistas adrenérgicos 3 estimulan la adenilato ciclasa incrementando el
AMPc intracelular, y éste a su vez activa la PKA para mediar sus efectos biol6gicos. En
dicha relajaciéon parece desempefiar un papel importante la hiperpolarizacion
producida por la activacion de la ATPasa Na*-K* de la membrana celular (Nakahira y
col., 2001). Canales BKc. y Karp estdn involucrados en la relajacion producida por la
estimulacion de los receptores adrenérgicos (2 en la vejiga urinaria de cobaya
(Kobayashi y col., 2000; Hudman y col., 2000). Sin embargo, el papel de los receptores
adrenérgicos P es cuestionado ya que su bloqueo no tiene efecto sobre la funcion del

detrusor humano normal (Andersson, 1993).

~40 ~



REVISION BIBLIOGRAFICA

TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS Y MUSCARINICOS
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Figura 1.7 Transduccion de los receptores adrenérgicos y muscarinicos. La
relajacién adrenérgica B es mediada por la activacion de la adenilato ciclasa
(AC) y su consecuente incremento de la [AMPc] citosdlica que produce
fosforilacion de la proteina cinasa A (PKA) e hiperpolarizacién por la activaciéon
de canales de K* activados por Ca?* de alta conductancia (BKc.) y canales de K*
dependientes de ATP (Karp). La contraccion mediada por receptores
adrenérgicos ai es producida via hidrdlisis del fosfatidil inositol difosfato (PIP2)
para dar lugar a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), este ultimo
implicado en la sensibilizacién de la maquinaria contractil. El IP; se une a su
receptor (IPsr) en la membrana del reticulo sarcopldasmico (RS) produciendo la
liberacién de Ca?* almacenado y el influjo de Ca?* extracelular a través de
canales de Ca?* sensibles al voltaje (VOC) tipo L originando la elevacion de
[Ca?*] intracelular y la contracciéon muscular. Los receptores Ms, al igual que los
receptores adrenérgicos ai;, estdn acoplados a la hidrélisis de los
fosfatidilinositoles, produciendo asi, una contraccién directa del musculo. Sin
embargo, los receptores muscarinicos M originan una contraccién indirecta ya
que estan acoplados a la inhibicién de la AC impidiendo la relajacién mediada a
través de receptores P-adrenérgicos.
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1.6.3. Mecanismos no adrenérgicos no colinérgicos

En la mayoria de los especies mamiferas parte de la contraccién vesical
neuronalmente inducida es resistente a la atropina (Andersson, 1993). Asi, en la
vejiga de la rata, donde la respuesta contractil a la estimulacion eléctrica presenta
dos componentes diferentes, se ha identificado que la respuesta fésica es producida
por la liberaciéon de un neurotransmisor no adrenérgico no colinérgico (NANC)
(Andersson y Arner, 2004). La proporcién de la respuesta NANC sobre el total de la
contraccion varfa con la especie y la frecuencia de estimulacién, sin embargo, la
contribuciéon de dichos mecanismos en la contraccion de la vejiga humana es
controvertida (Andersson, 1993). La ACh es responsable del 50% de la contraccién
en detrusor humano en el que se ha demostrado la existencia de contracciones
neurogénicas resistentes a la atropina (Bayliss y col., 1999).

El componente NANC de las respuestas neuroinducidas se incrementa en las
contracciones vesicales en diferentes condiciones asociadas con la hiperactividad del
detrusor. En el detrusor de pacientes con hiperplasia benigna de prostata e
hiperactividad del detrusor, particularmente aquellos con hipertrofia vesical, se
demostré la existencia de un componente resistente a la atropina, responsable del
50% de la contraccion inducida eléctricamente. En vejigas con hiperactividad del
detrusor existe una transmisién purinérgica anémala, acontecimiento que puede
explicar la sintomatologia de los pacientes y la falta de respuesta a los agentes
antimuscarinicos convencionales. Por todo ello se puede establecer que hay un
componente NANC que contribuye a la transmisién motora en el detrusor humano
que en vejigas normales es un componente minoritario pero que es de gran
trascendencia en la disfuncionalidad vesical. Por otra parte, es interesante destacar
que existe una significativa correlaciéon positiva entre la edad y la respuesta NANC y
una correlacién negativa entre la edad y la neurotransmisiéon colinérgica en el

musculo detrusor (Andersson y Arner, 2004).

1.6.3.1. Adenosin 5 -trifosfato (ATP)

El ATP participa junto con la ACh en la neurotransmisiéon excitadora de la
vejiga urinaria responsable de la miccion (Burnstock, 1972). De hecho, se ha sugerido

que durante la fase de activacion parasimpética, el componente contractil inicial
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seria debido a liberaciéon de ATP desde los nervios mientras que la fase sostenida
serfa debida a liberacion de ACh. El ATP acttia sobre dos familias de receptores
purinérgicos: una familia de canales iénicos (receptores P2X con 7 subtipos) y una
familia de receptores unidos a proteinas G (receptores P2Y con 8 subtipos)
(Burnstock, 2007). La administracién intravesical de ATP produce la activacion
aferente de la vejiga mediada esencialmente a través de fibras C insensibles a
capsaicina (Aizawa y col., 2011). Se ha sugerido que el ATP actta en los receptores
P2X; presentes en neuronas aferentes de la capa suburotelial modulando la
respuesta aferente del SNC, modificando asi, el volumen vesical (Burnstock, 2008).
Asimismo, otros estimulos como pH 4&cidos, producen la liberacion de ATP,
sugiriendo asi que la acidez de la orina desempefia un papel importante en la
contractilidad de la pared vesical (Sadananda y col., 2009). La activaciéon del
detrusor por el ATP es producida via activacion de un canal catidénico acoplado a
ligando (receptor P2X) que promueve el influjo de Ca2* extracelular. En la vejiga del
conejo, la respuesta al ATP es bifasica, pero después de la desensibilizacién con a,(3-
metilen-ATP, agonista de los receptores purinérgicos P2X;, dicha respuesta es
monofasica sugiriendo, asi, la implicacion de dos subtipos de receptores
purinérgicos (Cheng y Brading, 1991). En la hiperactividad de detrusor existe una
sobreregulacion en la expresion de los receptores purinérgicos P2X (Moore y col.,
2001). De hecho, O’Reilly y col. fueron incapaces de desvelar un componente
nervioso purinérgico en vejigas normales pero, sin embargo, si lo observaron en
vejigas hiperactivas. La transmisién purinérgica anémala podria explicar el cuadro
sintomatol6gico de dichos pacientes, sugiriendo asi, un papel mas determinante del
ATP en vejigas obstruidas e hiperactivas que en vejigas normales (O'Reilly y col.,
2001; Harvey vy col., 2002). Estos autores confirmaron que el receptor purinérgico
P2X: era el receptor predominante en el detrusor humano, incrementando su
densidad en cuadros obstructivos. De hecho, en los primeros estadios de la
obstruccién, la contraccion purinérgica estd aumentada mientras que la colinérgica
estd disminuida (Calvert y col., 2001).

En el cuello de la vejiga urinaria, el ATP estd involucrado en la
neurotransmisiéon inhibidora NANC produciendo relajacién a través de la activacion
de receptores purinérgicos Axa después de su hidrdlisis a adenosina y de receptores
P2Y; después de su metabolizacién a adenosin 5°-difosfato (ADP) (Hernandez y col.,

2009). Esto explica que durante la fase de activacién parasimpatica, el ATP provoque

~43 ~



REVISION BIBLIOGRAFICA

contraccion del detrusor y relajacion de la base de la vejiga facilitando, asi, el

vaciado completo de la vejiga urinaria.

1.6.3.2. Oxido nitrico (NO)

El NO es el principal neurotransmisor inhibidor NANC en el Tracto Urinario
Inferior (Andersson, 1993). La expresion de las tres isoformas del enzima de sintesis
de NO (NOS), dos constitutivas: la NOS neuronal (nNOS) y NOS endotelial (eNOS)
y una isoforma inducible (iNOS) en el interior del urotelio, parecen indicar un papel
importante del NO en diferentes especies incluido el hombre en el control de la
actividad vesical, a través de la inhibicion de la actividad nerviosa aferente (Dokita y
col., 1994). En el musculo liso del Tracto Urinario Inferior de diferentes especies
incluido el hombre se ha identificado no sélo la presencia de la sintasa de NO
constitutiva (nNNOS y eNOS), sino también la iNOS. Hasta el momento, no hay
evidencia de la existencia de la nNOS en las células musculares lisas del detrusor y
en las células no estimuladas no se ha detectado la iNOS. Sin embargo, estas células
expresan la enzima cuando son expuestas a los lipopolisacaridos y citoquinas
producidas durante las infecciones del Tracto Urinario (Elliott y Castleden, 1993). Se
ha sugerido que el NO puede generarse en el detrusor y ser un factor importante de
la relajacion vesical durante la fase de llenado (James y col., 1993). La vejiga normal
responde al llenado con relajacién de su pared que le permite acomodarse a grandes
volimenes de orina con un incremento minimo en la presiéon intravesical. Este
fenémeno no solo se ha atribuido a propiedades fisicas de la vejiga, sino también a la
existencia de un mecanismo neural operativo durante el llenado en el que no solo
existe inhibicién de la actividad nerviosa parasimpatica o incremento en la actividad
simpatica, sino que también implica al NO generado en la vejiga, el cual, favorece
dicho proceso de acomodacién (Theobald, 1996).

Si el NO juega un papel importante en la relajacion de la vejiga, cabria
esperar un papel importante del GMPc, sin embargo, Morita y col. (1992) observaron
que el GMPc tinicamente esta relacionado con la relajacion de la uretra, mientras que
el AMPc seria el nucleétido responsable de la relajacién del detrusor. En esta linea,
Masuda y col. (2002) demostraron que en el detrusor, a diferencia del uréter
(Hernandez y col., 1997), la actividad de la NOS y de la guanilato ciclasa fueron

detectadas en la mucosa pero no en el musculo liso. Los donantes de NO, en el

~ 44 ~



REVISION BIBLIOGRAFICA

detrusor del hombre, producen contraccion o relajacién o ambos efectos, sugiriendo,
asi, que la implicacion de la via de la PKG proceda de células intersticiales
expresando GMPc (Moon, 2002). La PKG, a través de la desensibilizacion de la
maquinaria contractil al Ca?* y de la activacién de canales BKc., produce relajacion
muscular (Hofmann y col., 2000). Por tanto, no parece probable que el NO actte
como sustancia neurotransmisora produciendo relajacién del detrusor, sin embargo,
esto no impide que pueda modular el efecto de otros neurotransmisores o que tenga
un papel en la transmision aferente, ya que cambios en la actividad de la iNOS
pueden favorecer el desarrollo de la hipertrofia de la pared de la vejiga. De hecho,
en la obstrucciéon del flujo de salida se incrementa la actividad de la iNOS y
disminuye la de la nNOS (Felsen y col., 2003). El NO derivado de la iNOS producido
en la obstrucciéon, a través de la formacion de especies reactivas de nitrégeno,
favorece la generaciéon de contracciones espontaneas de la vejiga y produce fibrosis
de la pared vesical, lo cual, sugiere que inhibidores de la NOS; puedan tener una
posible utilidad terapéutica.

A diferencia del detrusor, en el cuello de la vejiga urinaria del hombre y del
cerdo, el NO, cuya liberaciéon es modulada por canales K, y por receptores
adrenérgicos a» de localizacion presinaptica, estd involucrado en Ila
neurotransmisiéon inhibidora NANC, produciendo relajaciéon muscular a través de
mecanismos dependientes de la guanilato ciclasa sin involucrar activaciéon de
canales de K* de localizaciéon postsinaptica (Hernandez y col, 2007, 2008;
Bustamante y col., 2010). Asi, el NO actuaria durante la fase de activacion
parasimpética produciendo relajacién de la base de la vejiga facilitando, asi, su
vaciado completo. Ademds de NO, un componente independiente de NO también
participa en la neurotransmisién inhibidora del cuello vesical (Martinez-Saenz y col.,

2011a,b).

1.6.3.3. Neuropéptidos

1.6.3.3.1. Péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisiario (PACAP) y péptido intestinal
vasoactivo (VIP)

Tanto el PACAP, del cual existen dos isoformas (PACAP 27 y PACAP 38), como

el VIP estan expresados en las vias neurales que regulan el Tracto Urinario Inferior.
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Asi, inmunorreactividad para VIP ha sido demostrada en neuronas aferentes y
eferentes que inervan la vejiga y la uretra, mientras que inmunorreactividad para
PACAP esta presente tinicamente en neuronas aferentes (Yoshiyama y De Groat, 2008).
PACAP y VIP conjugan con tres subtipos de receptores denominados PAC; (especifico
de PACAP), VPAC; y VPAC; (que muestran similar afinidad por VIP y PACAP), los
cuales, estdn acoplados a la subunidad Gs de las proteinas G y que han sido
identificados en la musculatura lisa del uréter y la vejiga urinaria de varias especies
incluido el hombre (Reubi, 2000). La activacién de los tres subtipos de receptores
estimula a la adenilato ciclasa con un incremento en la producciéon de AMPc
(Sherwood y col., 2000; Laburthe y col., 2002). En la vejiga de la rata, los receptores
PAC; estan presentes en el musculo liso y en el urotelio, mientras que los receptores
VPAC; s6lo se expresan en la capa muscular (Braas y col., 2006). Los receptores VPAC;
estan presentes en el epitelio de la uretra del ratéon (Harmar y col., 2004).

Mientras que el VIP relaja el uréter, el detrusor, el cuello vesical y la uretra de
diferentes especies incluido el hombre cerdo (Reubi 2000; Herndndez y col., 2004,
2006a,b; Yoshiyama y De Groat, 2008), PACARP relaja la vejiga y la uretra de especies
como el cerdo, pero produce contracciéon del musculo liso de otras como el ratén
debido a que este péptido produce acciones facilitadoras presindpticas y efectos
excitadores sobre neuronas preganglionares parasimpaticas lumbosacras. De hecho,
PACAP desempeiia un papel importante en la contraccién del detrusor por facilitar la
liberacion de ATP desde el urotelio, contribuyendo, asi, a la hipersensibilidad e
hiperactividad del detrusor caracteristica del sindrome inflamatorio crénico vesical
(cistitis intersticial) (Girard y col., 2008; Yoshiyama y de Groat, 2008). Niveles
plasmaéticos bajos de VIP y/o PACAP pueden provocar disfuncionalidad motora de la
vejiga urinaria. De hecho, la falta de VIP puede estar relacionada con algunas formas
de hiperactividad del detrusor ya que pacientes con hiperactividad idiopética del
detrusor presentan niveles reducidos de dicho péptido (Chapple, 2010). Ademas,
ratones Knockout para el PACAP presentan una capacidad vesical, un volumen de
vaciado y un intervalo de contracciéon incrementados, asi como una estimulaciéon
somatica disminuida. Por tanto, la falta de PACAP provoca disfuncionalidad vesical y
alteraciones somaticas y viscerales (May y Vizzard, 2010).

Tanto PACAP como VIP participan en la neurotransmisién inhibidora del
cuello de la vejiga urinaria del cerdo produciendo relajacion del mismo a través de

receptores musculares VPAC,. Ademads, receptores facilitadores PAC; localizados en
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aferentes primarias sensibles a la capsaicina y acoplados a la liberacién de NO y
receptores VPAC inhibidores presentes en terminaciones motoras estdn, asimismo,
involucrados en las relajaciones a PACAP 38 y VIP, respectivamente (Herndndez_y col.,
2006a,b). En resumen, VIP y PACAP desempefian un papel importante en el control

del vaciado de la vejiga normal y patolégica (Yoshiyama y de Groat, 2008).

1.6.3.3.2. Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)

El Tracto Urinario de los mamiferos esta densamente inervado por aferentes
primarias sensibles a la capsaicina (APSC), las cuales, son la principal fuente de
liberacién del CGRP y las taquicininas (TKs) (Lecci y Maggi, 2001; Bartho y col., 2004).
Las APSC liberan CGRP en respuesta a factores locales entre los que se incluyen
bradicininas y/o prostaglandinas (Vasko y col.,, 1994) y endotelinas (Dymshitz y
Vasko, 1994). E1 CGRP coexiste con el PACAP en APSC del uréter, trigono y uretra de
la rata (Fahrenkrug vy Hannibal, 1998). El CGRP regula el peristaltismo ureteral
impidiendo la existencia de ondas antiperistédlticas caracteristicas de obstrucciones
ureterales (Maggi y col., 1995). En el detrusor también es caracteristica la presencia de
una rica inervacion de APSC conteniendo CGRP, el cual, relaja el detrusor, modulando
asi, la actividad refleja local, donde axones colaterales de fibras sensoriales modulan el
mecanismo marcapasos de la pared vesical responsable de las contracciones fasicas del

detrusor (Gillespie, 2005).

1.6.3.3.3. Taquicininas (TKs)

Las TKs, constituyen una familia de péptidos integrada por la sustancia P
(SP), la neurocinina A (NKA) y la neurocinina B (NKB), las cuales, estdn presentes en
las aferentes primarias sensibles a la capsaicina (APSC) de la vejiga urinaria de
varias especies incluido el hombre (Lecci y Maggi, 2001, 2003). Tres subtipos de
receptores taquicinérgicos han sido caracterizados genémica y farmacolégicamente
y denominados como receptores NKi, NK> y NKj3, los cuales, estdn acoplados a
proteinas G. La SP, la NKA y la NKB acttian sobre los tres subtipos de receptores
pero con actividad preferencial sobre cada uno de ellos. Asi, SP tiene mayor afinidad
de conjugacion a receptores NKi, NKA a receptores NK> y NKB a receptores NK3
(Lecci y Maggi, 2003). En el Tracto Urinario, las TKs coexisten con CGRP y PACAP y
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aminodcidos excitadores como glutamato y aspartato en las APSC (Keast y
Stephensen, 2000; Bustamante y col., 2000, 2001; Avelino y col.,, 2002). Esta
colocalizacién es importante a nivel del miélomero lumbar L6, zona desde donde se
proyecta la inervacion aferente de la vejiga lo cual, da una idea de la importancia de
la regulacién central de los receptores de TKs en la regulaciéon de la micciéon (Hwang
y Valtschanoff, 2003). Ademas, la expresiéon de TKs en otro tipo de neuronas
resistentes a capsaicina puede ocurrir en condiciones fisiopatolégicas, tales como la
cistitis ya que, junto con su funcién aferente, la liberacion periférica de estos
péptidos estimula la contractilidad del detrusor por inducir la denominada
“inflamacion neurogénica” (Lecci y Maggi, 2003).

Todos los subtipos de receptores han sido identificados en vejigas urinarias
de varias especies in vitro e in vivo, siendo el receptor NK: el receptor
funcionalmente activo que produce contracciéon dependiente de la entrada de Ca2*
extracelular a través de canales VOC tipo L y, en menor medida, por movilizacién

de Ca2* desde los dep6sitos intracelulares (Martin y col., 1997; Burcher y col., 2000).

1.6.3.3.4. Angiotensinas

Un sistema renina-angiotensina autocrino/paracrino ha sido identificado en
la vejiga humana (Weaver-Osterholtz y col., 1996). La angiotensina II produce
contraccion del detrusor de varias especies incluido el hombre a través del receptor
de angiotensina AT;. Dicha contracciéon es dependiente de la entrada de Ca2?*
extracelular a través de canales VOC tipo L (Andersson y Arner, 2004). Aunque la
funcionalidad de la ANG II no esta totalemente esclarecida, posiblemente actte
como sustancia neuromoduladora.

La obstruccion del flujo de salida favorece la liberaciéon de angiotensina II, la
cual, afecta al tono de la vejiga actuando como factor troéfico en la pared vesical, al
producir hipertrofia e hiperplasia de la misma, asi como, un incremento en la

produccién de colageno de la pared vesical (Andersson y Arner, 2004).

1.6.3.4. Prostanoides

La via de la ciclooxigenasa (COX), responsable de la sintesis de prostanoides

(prostaglandinas y tromboxano), estd involucrada en la Fisiologia y Fisiopatologia
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de la vejiga urinaria (Andersson, 1993). Dos isoformas de COX (la constitutiva COX-
1 y la inducible COX-2) han sido identificadas en la vejiga humana. La COX-1 es
producida en condiciones fisiolégicas mientras que la COX-2 es activada en la
inflamacién (Tramontana y col., 2000). La sintesis de prostanoides es producida
localmente en musculo detrusor y mucosa, en respuesta a estimulos fisiolégicos,
tales como el estiramiento de la pared de la vejiga urinaria (Gilmore y Vane, 1971).
Asimismo, lesiones de la mucosa vesical y mediadores de la inflamacién como la
bradicinina favorecen la sintesis y liberacion de prostaglandinas (Andersson, 1993).
COX-1 y COX-2 estdn expresadas en células intersticiales de Cajal en la vejiga
urinaria y asi, prostanoides liberados desde dichas células y desde el urotelio estan
involucrados en la contraccion de la pared vesical (De Jongh y col, 2007).
Prostaglandinas como la PGF.,, PGE; y PGE, producen contraccién del detrusor
humano por accién directa sobre el mdasculo liso y/o indirectamente por
modulacion de la neurotransmisién y contribuyen al mantenimiento del tono del
detrusor (Andersson, 1993). En la vejiga de cobaya, los prostanoides son liberados
por estimulacion nerviosa y son capaces de facilitar el acoplamiento
excitacion/contracciéon por movilizacién de Ca2?* de los depésitos intracelulares
(Creed y Callahan, 1989). Ya que los prostanoides producen una contracciéon lenta
del detrusor no parece probable una implicacién directa de las prostaglandinas en el
vaciado de la vejiga, sino que més bien podrian desempefiar un papel modulador de
la neurotransmision aferente y eferente vesical (Andersson y Arner, 2004).

Durante la fase de llenado, la vejiga muestra contracciones y relajaciones locales
producidas por actividad mecénica miogénica local que puede estar incrementada por
liberacién local de prostaglandinas. Dichas contracciones espontdneas son capaces de
generar actividad en nervios aferentes que pueden contribuir a la hiperactividad del
detrusor (Yokoyama, 2010; Andersson y col., 2010). De hecho, inhibidores de la COX
disminuyen la frecuencia miccional en modelos animales de cistitis, pero no obstante,
su papel en dicha disfuncionalidad estd atin por determinar. Ya que prostanoides
derivados de la COX estan involucrados en el control neural del tono del musculo liso
de la vejiga, inhibidores de dicho enzima son eficaces en el tratamiento de la vejiga
hiperactiva al mejorar el cuadro irritativo caracteristico y los parametros urodindmicos.
Sin embargo, la elevada incidencia de efectos secundarios cuestiona su utilizaciéon

terapéutica (Andersson, 2010).
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1.6.3.5. Inhibidores de las fosfodiesterasas

Las fosfodiesterasas (PDE) son enzimas que permiten la regulaciéon de la
concentracion intracelular de AMPc y GMPc. Estas enzimas favorecen la hidrdlisis de
los nucleétidos ciclicos (AMPc y GMPc), por lo que el uso de inhibidores de las PDE,
los cuales, incrementan la formacién de dichos mensajeros quimicos responsables de la
relajacion del detrusor, parece ser un enfoque légico para tratar la vejiga hiperactiva
(Andersson y Arner, 2004; Andersson, 2007). La PDE, hidroliza el AMPc e inhibidores
de dicho enzima reducen la hipercontractilidad caracteristica de la vejiga de rata con
obstruccién del flujo de salida (Nishiguchi y col., 2007). El uso de estos inhibidores en
el tratamiento de la vejiga hiperactiva se ha visto restringido por los efectos colaterales
que producen (esencialmente vémitos) (Giembycz, 2005; Andersson, 2010). Por otra
parte, el tratamiento con sildenafilo, un inhibidor de la PDEs que previene la ruptura
de GMPc, mejora los sintomas urinarios en pacientes con disfuncion eréctil, por lo que
estos farmacos pueden ser de utilidad terapéutica, al menos en hombres, con vejigas

hiperactivas (Sairam y col., 2002; Andersson, 2010).

1.7. INCONTINENCIA URINARIA

La definicion de incontinencia urinaria de la Sociedad Internacional de
Continencia (ICS) del afio 2002 es: “Toda queja de pérdida involuntaria de orina”
simplificando anteriores definiciones. En el Diccionario de la Real Academia de la
Lengua Espariola definen dicha disfuncionalidad como: “Patologia que consiste en la
expulsion involuntaria de orina”. En anteriores definiciones se aludia a que esta
pérdida de orina originaba problemas médicos, higiénicos, sociales, etc. Debido a
que el problema de la incontinencia es percibido por los pacientes de distinta
manera, segiin sus actividades, trabajo, edad, etc, la definicién actual parece mas
adecuada. Si la incontinencia urinaria produce alteraciones de la vida cotidiana en
cualquiera de sus aspectos debe tenerse en cuenta, y esto no siempre se correlaciona
con la cantidad de orina perdida.

Se han descrito 4 tipos de incontinencias urinarias: 1) incontinencia de
urgencia, 2) incontinencia paradéjica o por rebosamiento; 3) incontinencia de estrés o

de esfuerzo y 4) cuadros mixtos de urgencia y estrés:
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1) Incontinencia de urgencia (IU). Es producida por inestabilidad vesical
producida por hiperactivacion colinérgica del detrusor, la cual, produce contraccion
de la pared vesical durante la fase de llenado, provocando asi, escapes repentinos de
orina, urgencia y aumento de la frecuencia miccional, y en ocasiones nocturia.
También puede deberse a una urgencia sensorial, como se produce cuando hay
alguna irritacién vesical que disminuye el umbral de la sensacién de llenado, es
decir, se siente grandes deseos de orinar a pequefios volimenes. Es una patologia
frecuente en pacientes geridtricos con obstruccion urinaria y alteraciones
neurolégicas como la esclerosis multiple (Abrams, 2003). La prevalencia de esta
afeccion es del 12% incrementdndose con la edad, afecta mayoritariamente a los
varones (3 de cada 4 casos), siendo su terapia farmacoldégica bastante resolutiva
mediante la administracion de antagonistas de receptores muscarinicos Ms/M; para
relajar la hiperactividad del detrusor. La etiologia de este incremento de la actividad
colinérgica es multifactorial incluyendo alteraciones de la estructura y de la
inervacion sensorial y motora del detrusor (Brading, 1997). De hecho, una funcién
deficitaria del detrusor junto con la sobreexpresiéon y una liberacion incrementada de
una amplia variedad de mediadores quimicos (ATP, NO, bradicininas, endotelinas,
etc.) desde el urotelio, generan una exacerbacién de la actividad aferente que da
lugar, en ultima instancia, a inestabilidad de la pared vesical con contracciones
involuntarias y a urgencia miccional, caracteristicas de la vejiga hiperactiva
(Yoshimura, 2008). El tratamiento de estos cuadros de incontinencia comprende el
uso de agentes antimuscarinicos M:/Ms; como oxibutinina, darifenacina y
fesoterodina, tolterodina, propiverina, cloruro de trospium y solifenacina altamente
resolutivos (con una eficacia superior al 80% de los casos) pero que, no obstante,
producen efectos colaterales como sequedad de boca y diarrea (Kelleher vy col,
2008).

En la actualidad, diferentes estrategias terapéuticas para la hiperactividad
vesical son objeto de estudio. Entre ellas cabe destacar, el uso de agonistas
adrenérgicos s, como el mirabegron, para inhibir la contracciéon del detrusor
(Michel y col,, 2011; Tyagi y col.,, 2011). Asimismo, canales de K* representan
excelentes dianas terapéuticas para dicha patologia. De hecho, la baja regulaciéon de
los canales BKc,, SKca y Karp contribuyen a la hiperactividad de la pared de la vejiga,
por incrementar el nivel basal de la fosforilaciéon de la MLC, por lo que activadores

de dichos canales pueden ser de utilidad en el tratamiento de la vejiga hiperactiva
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(Oger y col., 2010a; Kita y col., 2010). No obstante, debido a que dichos compuestos
tienen un marcado efecto hipotensor, su uso debe estar restringido (Streng y col.,
2004). La inhibicién de las fofodiesterasas PDE; y PDE4 es otra posible opcién
terapéutica en la hiperactividad vesical (Andersson y col., 2007). Asimismo, el hecho
que inhibidores de la PDEs, como el sildenafilo, produzcan relajaciéon del detrusor
del hombre a través de mecanismos dependientes del GMPc, AMPc y canales de K+
con escasa contribucion del NO, sugiere que también inhibidores de la PDEs pueden
constituir una herramienta valiosa para la inhibiciéon de la irritabilidad de la pared
vesical durante el llenado (Oger y col., 2010b). La expresion de los receptores
purinérgicos esté alterada en vejigas hiperactivas por lo que pueden representar una
opcion terapéutica valiosa tanto para controlar la excitabilidad del detrusor como la
actividad neuronal aferente (Ford y col. 2006). De hecho, una liberacién
incrementada de ATP y prostaglandinas del urotelio puede alterar también la
actividad del detrusor (Birder, 2007). La proteina Rho cinasa influye en la
contraccion del detrusor por lo que es otro objetivo de estudio para los nuevos
tratamientos de vejiga hiperactiva (Wibberley vy col., 2003). Por otra parte, células
intersticiales, han sido caracterizadas por ejercer un papel importante en las
contracciones espontaneas del detrusor (Andersson y Arner, 2004; Yoshimura y
Chancellor, 2007). El ntmero de células intersticiales estd incrementado en la
obstruccion vesical, e inhibidores de la actividad de las mismas (inhibidores de la
tirosina cinasa), disminuyen la amplitud de las contracciones espontaneas en la
vejiga de cobaya y del hombre, lo cual, sugiere la posible implicacion de estas células
en la urgencia miccional (Biers y col., 2006). En resumen, el conocimiento de la
compleja fisiologia celular y de los mecanismos de control de la funcién vesical son
claves para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. No obstante, la naturaleza
multifactorial de la urgencia miccional complica, en gran medida el tratamiento de

la vejiga hiperactiva (Gulur y Drake, 2010).

2) Incontinencia paraddjica o por rebosamiento. En este tipo de
incontinencia son caracteristicos los escapes continuos de orina de escasa cantidad
(polaquiuria) y una disminucién del calibre del chorro miccional. Caracterizada por
la existencia de retencién y residuo urinario de forma permanente al no poderse
vaciar la vejiga correctamente como consecuencia de la hipoactividad del detrusor, y

cuando se sobrepasan las presiones que pueden soportar los mecanismos de cierre
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del Tracto Urinario Inferior se producen pérdidas, es decir cuando rebosa por lo que
también se llama por incontinencia por rebosamiento. Esta circunstancia suele darse en
casos de obstruccién del flujo de salida por HBP, cédncer de prostata, etc. de larga
evolucién. Su tratamiento contempla la presién de la musculatura inguinal (maniobra
de Crede) y el autosondaje para favorecer el vaciamiento total de la vejiga (Yang y

Huang, 2004).

3) Incontinencia de esfuerzo o de estrés (IE). Se origina cuando la presién
intravesical supera la resistencia uretral como resultado de una presién abdominal
incrementada en ausencia de contraccién del detrusor. En estos cuadros son
caracteristicos escapes de orina producidos en circunstancias donde se produce la
elevacion sabita de la presion intravesical, como es el caso de la tos y el estornudo.
Tres cuadros de IE han sido descritos siendo denominados IE Tipo I, II y III:

- 1IE Tipo I y II. Producidas por alteraciones anatémicas en la base de la vejiga,
concretamente por la pérdida del &ngulo wuretrovesical posterior, siendo
caracteristica, ademads, en el Tipo II la caida de la vejiga y de la uretra.

- IE Tipo III. Producidas por disfuncionalidad del mecanismo esfintérico
intrinseco que origina un cuello de vejiga urinaria abierto de forma permanente.
Afecta primordialmente a poblacion femenina constituyendo la forma més grave de
incontinencia urinaria y la de mayor frecuencia de presentacion en postoperatorios
de intervenciones quirdrgicas retropubicas (cirugias ginecolégicas y prostaticas)
(McGuire y Woodside, 1981). Aunque la etiologia de esta incontinencia es
multifactorial incluyendo obesidad, diabetes y determinadas practicas deportivas,
como el baloncesto y voleivol, cabe destacar el parto como principal factor
predisponente en el que es caracteristica la existencia de una contraccién uretral
insuficiente para producir el cierre uretral como consecuencia de la alteracién en la
regulacion nerviosa motora y somatica de la base de la vejiga y la uretra (Cannon y
col., 2003).

En las IE tipo III, las terapias farmacolégicas utilizadas son de escasa eficacia
utilizdndose fundamentalmente agonistas de los receptores adrenérgicos o e
inhibidores de la recaptaciéon de serotonina (duloxetina) para favorecer la
contraccion de la base de la vejiga urinaria (Chancellor y Yoshimura 2004).

Recientemente, se ha visto que la terapia combinada de ejercicios de fortalecimiento
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del suelo pélvico junto con la administracion de duloxetina es mas resolutiva que la

terapia farmacolégica aislada (Robinson y Cardozo, 2010).

4) Incontinencia mixta de urgencia y estrés. Se caracteriza por la pérdida
involuntaria de orina que cursa con urgencia miccional y esfuerzo asociada a la tos y/o
el estornudo (Haylen y col., 2010). Los factores predisponentes de este proceso son la
edad, la raza caucasica, el indice de masa corporal, la alteracion tiroidea y la cirugia
retroptbica (como la histerectomia) (Minassian y col., 2008). Una primera eleccién es el
tratamiento conservador que incluye cambios en el comportamiento (cambio de dieta
e ingesta moderada de liquidos), pérdida de peso ya que se ha visto que la obesidad es
un factor de riesgo para la incontinencia y ejercicios para fortalecer la musculatura
pélvica. La segunda opcién es un tratamiento farmacolégico donde principalmente se
trata al paciente con antagonistas muscarinicos M>/Ms (como la oxibutinina) e
inhibidores de la recaptaciéon neuronal de 5-HT (duloxetina). Se han estudiado otros
farmacos, tales como antidepresivos triciclicos pero su papel atin no estd bien definido
(Hashim y Abrams, 2006). Mientras que los antimuscarinicos son preferentemente
usados en incontinencias mixtas donde lo que predomina es la urgencia, la duloxetina,
se usa cuando predominan los sintomas de estrés (Bent y col., 2008). Como ultimo
recurso se recurre a la cirugia pero existe escasa literatura referida a los resultados
obtenidos con los distintos tipos de cirugia para estos cuadros mixtos (Holmgren y
col., 2005).

El denominado Cuadro Sintomaldgico del Tracto Urinario Inferior (STUI) esta
integrado por un proceso irritativo y uno obstructivo producidos durante el llenado y
el vaciado de la vejiga, respectivamente. El cuadro irritativo incluye frecuencia y
urgencia miccional, disuria y nocturia, mientras que el obstructivo comprende chorro
miccional intermitente de escasa cuantia y potencia, indecisioén, goteo terminal, vaciado
incompleto e incontinencia por desbordamiento. Estos sintomas son comunes y no
especificos y no se ha podido demostrar una correlacion entre estos sintomas y un
diagnostico especifico. El STUI estd asociado con fundamentalmente con el desarrollo
de la HBP caracteristica en hombres de avanzada edad, lo cual, condiciona en gran
medida su calidad de vida. El tratamiento farmacolégico con antagonistas adrenérgicos
ai e inhibidores de la 5a-reductasa, enzima que favorece el paso de testosterona a su
metabolito activo 4,5a-dihidrotestosterona, es sumamente resolutivo por producir

relajacién de la musculatura lisa del cuello de la vejiga y la uretra y reducir el volumen
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de la prostata, respectivamente (Chapple, 2004). Ademads, dicho tratamiento es la
terapia farmacolégica de eleccién en la HBP asociada con hiperactividad vesical
(Chung y Kaplan, 2010). El uso de inhibidores de la PDEs, frecuentemente utilizados
para el tratamiento de la disfuncién eréctil, son también de gran eficacia en el
tratamiento del STUI por producir relajacion del musculo liso de la regioén de salida de

orina (McVary y col., 2007).

1.8. ENDOTELINAS Y SUS RECEPTORES

En 1985, Kickey y colaboradores (1985) describieron la existencia de un factor
vasoconstrictor derivado del endotelio sensible a la tripsina en cultivos de células
endoteliales bovinas. Tres afios después, Yanagisawa y col. aislaron, purificaron,
clonaron y secuenciaron un péptido vasoconstrictor de 21 aminodcidos,
denomindndolo endotelina-1 (ET-1). Posteriormente fueron identificadas otras dos
isoformas de ET-1, conocidas como endotelina-2 (ET-2) y endotelina-3 (ET-3) (Inoue y
col., 1989), y todas ellas actuando sobre dos subtipos de receptores denominados
receptores de endotelinas ETa (Arai y col., 1990) y ETs (Sakurai y col., 1990). Un tercer
receptor denominado ETc especifico de ET-3, fue clonado en la rana Xenopus laevis
(Karne y col., 1993), pero su homoélogo en mamiferos no ha sido todavia identificado,
considerandose asi, que este receptor no desempefa un papel relevante en la Fisiologia
Humana (Braasch y col., 2009).

Actualmente, la familia de las endotelinas comprende 3 isoformas enddgenas
de 21 aminoéacidos (ET-1, ET-2 y ET-3) y 3 isoformas de 31 aminoacidos (ET-1131, ET-21.
31 Y ET-3131. La ET-1 es la principal isoforma del Sistema Cardiovascular del hombre y
es el mas potente vasoconstrictor conocido (Yanagisawa y col., 1988). La ET-2, la cual,
difiere dnicamente por dos aminoacidos de la ET-1, ejerce también una potente acciéon
vasoconstrictora. La ET-3, sin embargo, a concentraciones fisioldgicas tiene una escasa
afinidad de conjugacion con el receptor ETx y se ha identificado en el plasma, corazon,
cerebro y glandulas adrenales, pero no en células endoteliales (Davenport y Maguire,
2006, Granger y col., 2006). Asimismo, las sarafotoxinas (S6a, S6b, S6c y S6d) y una
familia de péptidos de 21 aminodacidos aislados del veneno de la serpiente Atractaspis

engadensis presentan una gran similitud con la ET-1 (Takasaki y col., 1988).
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1.8.1. Estructura, sintesis y liberacion de las endotelinas

En la estructura molecular de la ET-1 es caracteristica la presencia de dos
conjugados disulfuro intramoleculares entre residuos de cisteina cruzados en las
posiciones 1 y 15 y 3 y 11 (Davenport y Maguire, 2006). Dicho agonista endégeno es
liberado continuamente desde las células endoteliales por una via constitutiva,
produciendo una intensa vasoconstriccion del musculo liso vascular subyacente
contribuyendo, asi, al mantenimiento del tono miogénico vascular. La ET-1 es también
liberada desde unos granulos de almacenamiento especificos de las células endoteliales
denominados Corpuisculos de Weibel-Palade en respuesta a estimulaciéon externa
produciendo vasoconstriccién (Russell y col., 1998) y es, asimismo, producida por otros
tipos celulares en los Sistemas Cardiovascular y Renal, tales como células musculares
lisas, cardiomiocitos, leucocitos, macréfagos y células mesangiales y tubulares renales
(Davenport y Maguire, 2006; Granger y col., 2006).

Las endotelinas bioactivas son el resultado del procesamiento postranslacional
del pre-propéptido de endotelina, cuya transcripcion y translaciéon da lugar a la
formaciéon de un péptido de 203 aminodcidos, el cual, més tarde es transformado por
una convertasa a un péptido de 38 aminoacidos grande, la ET1.3s, el cual, es convertido
a ETixn por diferentes isoformas de los enzimas de sintesis (ECEs), un grupo de
proteasas que pertenecen a la familia de las metaloproteasas con estructura y
funcionalidad similar a las endopeptidasa neutras y a las proteinas del grupo
sanguineo Kell (Turner y Tanzawa, 1997; Turner y col., 1998). En los mamiferos existen
cuatro isoformas de la ECE-1 (ECE-la ECE-1b, ECE-1c y ECE-1d) derivadas de un
tnico gen. Estan localizadas en la membrana plasmética o en el interior de los
compartimentos intracelulares y difieren solo en la secuencia de aminoacidos del
extremo amino terminal N. Los niveles de ARNm que codifica la ECE-1 son
relativamente bajos en tejidos en donde las células endoteliales representen una
poblacién celular minoritaria. Asi, los niveles de ECE-1 son maés altos en el pulmén y
en el rifién que en el corazoén y el cerebro. La ECE-2 es una metaloproteasa conjugada a
la membrana con un 59 % de homologia con la ECE-1 bovina, pero con diferentes
propiedades bioquimicas (mayor actividad a pH &cidos y mas sensible a la inhibicién
por el fosforamidén). Cuatro isoformas de la ECE-2 (ECE-2,1, ECE-2.,, ECE-2p1 y
ECE-2,2) han sido identificadas, las cuales también difieren en su extremo terminal N

y estan asociadas con vesiculas secretoras (Turner y col., 1998; Davenport y Maguire,
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2006). Las endotelinas bioactivas de 31 aminodcidos ETi31s son sintetizadas por
quimasas (proteasas serinas similares a la quimotripsina presentes en grandes
cantidades en células musculares lisas y mastoideas) que selectivamente fijan la ET-1,
la ET-2 y la ET-3 a su conjugado Tyr;1-Glys: (Turner y Tanzawa, 1997). Asimismo,
metaloproteasas diferentes de las ECEs, tales como MMP-2 (matriz de la
metaloproteinasa-2) estan involucradas en el metabolismo de la ET-1, dando lugar a la
formaciéon de ET-1i3, un péptido que también muestra un potente efecto

vasoconstrictor.

1.8.2. Receptores de endotelinas ETa y ETg

La ET-1 y ET-2 poseen una afinidad similar de conjugacién al receptor ETa, el
cual, es practicamente insensible a la estimulaciéon con la ET-3. Mientras que
practicamente no existen agonistas selectivos para el receptor ETa (Rossi y col., 2002),
una amplia gama de antagonistas selectivos para dicho receptor como el BMS182874,
darusentan, ambrisentan y sitaxsentan han sido sintetizados (Watts, 2010). La falta de
agonistas selectivos para el receptor ET4 limita, en gran medida, el conocimiento de los
fenémenos de desensibilizacion, resensibilizacion y sefial de transduccién de dicho
receptor, utilizdndose la ET-1 como agonista selectivo del mismo. El receptor ETa es el
receptor predominante en los miocitos cardiacos y una poblacion mixta de receptores
ETa y ETp ha sido descrita en fibroblastos cardiacos y en células endoteliales del
endocardio (Russel y Molenaar, 2000; Modesti y col., 1999).

El receptor ETs fue clonado inmediatamente después que el receptor ETa
(Sakurai y col., 1990). La tres isoformas de endotelinas muestran una similar afinidad
de conjugacion para el receptor ETp y a diferencia del receptor ETx, agonistas (como el
BQ3020, IRL1620 o sarafotoxina 6c) y antagonistas (como el BQ788, IRL2500 o A192621)
selectivos para el receptor ETs han sido desarrollados siendo su localizacién mucho
mas restringida que la del receptor ETa, fundamentalmente a nivel de los Sistemas
Cardiovascular, Respiratorio, Renal y Nervioso.

Se ha sugerido la existencia de 2 subtipos de receptores ETs; un receptor ETs
presente en la célula endotelial y uno ETs: localizado en el musculo liso vascular
(Shyamala y col., 1994; Mizuguchi y col., 1997). Sin embargo, actualmente la Union
Internacional de Farmacologia (IUPHAR) no ha admitido dicha divisién al no existir datos

fehacientes que demuestren la existencia de 2 proteinas diferenciadas del receptor ETs.
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En el rifién, los receptores ETp representan la principal poblacién de receptores
de endotelinas (70% de los receptores en la corteza y en la médula renal), y se
encuentran localizados en células endoteliales y en conductos colectores (Schiffrin y
Touyz, 1998; Schiffrin, 2005). Los receptores ETa son localizados en el musculo liso
vascular de arterias y venas, asi como en las arterias de resistencia intrarrenales, y
probablemente debido a alta densidad de receptores de endotelina, la vascularizaciéon
renal es altamente sensible a las acciones vasoconstrictoras pre y postglomerulares de
la ET-1 (Vassileva y col., 2003; Kohan, 2006; Granger y col., 2006). Los receptores ETs
presentes en las células endoteliales también eliminan ET-1 de la circulacién,
funcionando como receptores de aclaramiento (D’Orleans-Juste y col., 2002; Johnstrom
y col., 2005; Bagnall y col., 2006). De hecho, el bloqueo de estos receptores origina la
elevacion de endotelinas circulantes, fundamentalmente ET-1 y ET-3, mientras que
ratones genéticamente modificados que carecen del receptor ETs endotelial muestran
elevadas concentraciones plasmaticas de ET-1 (D’Orleans-Juste y col., 2002; Bagnall y

col., 2006; Davenport, 2006).

1.8.3. Mecanismos de transduccion de los receptores de endotelinas

Los receptores ETa y ETs son receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteinas G, los cuales, poseen un extremo amino extracelular y uno
carboxilo intracelular (Sakurai y col., 1990). La sefial de transduccién de los receptores
de endotelina se produce de manera secuencial a través de una cascada de
acontecimientos intracelulares en la que el agonista (la ET-1) activa el receptor
heptahelicoidal, el cual, activa una proteina G y ésta, a su vez, activa a un efector que
produce o modifica la produccién de un segundo mensajero para que accién biologica
sea producida.

En la célula muscular, la activacién de los receptores de endotelina produce la
activacion de la PLC, la cual, da lugar a la generaciéon del IP; y DAG, los cuales,
estimulan la liberacién de Ca?* intracelular y activan varias isoformas de la PKC,
respectivamente (Simonson y Dunn, 1990; Schiffrin y Touyz, 1998). Otras vias de
sefalizacién también son activadas e involucran la fosfolipasa D (PLD) y la generacién
de DAG, la estimulacion de la fosfolipasa A> (PLAz) y la liberacion de é&cido
araquidonico, la activacién del intercambiador Na*/H* y la activacién de la proteina

cinasa activada por mitégeno (MAPK). La activacién de estas vias de sefializacion esta
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involucrada en la regulacion a corto plazo del tono muscular, asi como en el control a
largo plazo del crecimiento celular, la adhesién, migracién y deposicion de la matriz
intercelular en células vasculares, renales y cardiacas (Schiffrin y Touyz, 1998; Schiffrin,
2005). La activacion de los receptores ETs de la célula endotelial estimula la liberacion
de NO y prostaciclina, modulando asi, el efecto vasoconstrictor de la ET-1 sobre la
célula de la musculatura lisa vascular (D’Orleans-Juste y col., 2002) (Figura 1.8). De
hecho, el efecto global de la ET-1 sobre el tono vascular es dependiente del balance
entre la accién vasoconstrictora directa via receptores ETa y ETs del masculo liso y la
vasodilataciéon inducida por prostaciclina y NO mediada por receptores endoteliales
ETs. Una caracteristica esencial de la ET-1 es la unién irreversible a sus receptores. La
persistente conjugacion de las endotelinas, fundamentalmente la ET-1 y ET-3, a sus
receptores pueden explicar la prolongada duracién de los efectos vasoconstrictores de
estos péptidos. El acoplamiento de los receptores de endotelinas a las proteinas G y la
continua externalizacién del receptor de endotelina, explicarian la estabilidad del

complejo ligando-receptor (Yanagisawa y col., 1988; Wu-Wong, 1998).
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Figura 1.8 Sintesis, liberacién y mecanismo de accion de la endotelina-
1 (ET-1). La sintesis de la ET-1 es controlada via regulacién de la
actividad ECE. La ET-1 actta sobre receptores musculares ETA y ETs
para  producir efectos  vasoconstrictores,  proinflamatorios,
prooxidantes y mitogénicos. La ET-1 también actta de manera
autocrina, en los receptores ETg de la célula endotelial, estimulando la
liberacién de agentes vasodilatadores, tales como 6xido nitrico (NO) y
prostaglandina I (PGL). Los receptores ETg presentes en el epitelio del
rinbn y el pulmén ademds, eliminan ET-1 de la circulacién,
funcionando asi, como receptores de aclaramiento. AA: acido
araquidonico; eNOS: sintasa de NO endotelial (Adaptacion de Tostes y
col., 2008).

Los receptores heptahelicoidales son mondémeros funcionales, los cuales,
pueden interaccionar con otros receptores para formar una nueva proteina, tal y como
ha sido descrito para el receptor ETg, el cual, heterodimeriza con el receptor de
dopamina D;s en cultivos de células tubulares renales (Yu y col., 2009). Asimismo, se ha
sugerido la posibilidad que la ET-1 sea un ligando bivalente, capaz de estimular ambos
subtipos de receptor de endotelina via conjugacion con diferentes zonas de la molécula

de la ET-1 (Hirada y col., 2002).

1.8.4. Receptor dual endotelina-angiotensina (DEAR)

El receptor DEAR es un receptor polipeptidico, el cual, a diferencia de los

receptores de endotelina o angiotensina, posee inicamente una regioén transmembrana
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(Ruiz-Opazo y col., 1998). Dicho receptor posee zonas de conjugacion especificas para
ANG II y ET-1, asi como, la capacidad de producir la movilizacién de Ca2* y ha sido
identificado en el cerebro y el corazon, lo cual, sugiere su participacion en el control
cardiovascular y en patologias como la hipertension (Kaneko y col., 2005). La
interaccion de la ET-1 y la ANG II es sugerida sobre la base que la ANG II puede
originar la liberacién de la ET-1 y ambas modificar la funcién de la oxidasa NADPH
(Laplante y Champlain, 2006). Sin embargo, la farmacologia del receptor DEAR no ha
sido desarrollada por lo que cabe preguntarse si dicho receptor es una diana

farmacolégica de los agonistas end6genos de las endotelinas.

1.8.5. Otros receptores de endotelinas

El GPR37 es un gen localizado en el cromosoma 7 que codifica un receptor
peptidico acoplado a proteinas G, el cual, fue clonado en la corteza frontal cerebral del
hombre (Marazziti y col., 1997). Dicho receptor es conocido como receptor 1 proteico
similar al receptor ETs debido a su alto grado de homologia con el receptor ETs del
hombre y parece actuar como un sustrato para Parkin, un polipéptido con analogia a la
ligasa de la proteina ubiquitina, ahora denominada como receptor similar a endotelina
asociado a Parkin (Imai y col., 2001a,b).

Finalmente se ha demostrado que la ET-1 puede interaccionar con otras
proteinas. No obstante, actualmente existe una escasa informacién sobre los receptores
de las endotelinas. Futuras investigaciones en este campo deberén ir encaminadas a la
identificaciéon de agonistas selectivos del receptor ETa, asi como, al estudio de los
mecanismos de heterodimerizacién de los receptores ETa y ETs, la identificaciéon de
otras posibles dianas biol6gicas para la ET-1 (Bkaily y col., 2008; Kockskamper y col.,
2008).

1.8.6. Acciones fisiologicas y fisiopatologicas de las endotelinas

Los receptores de endotelinas estdn presentes en una amplia variedad de
Sistemas Orgéanicos, como el Sistema Cardiovascular (Russell y Molenaar, 2000; Bohm
y Pernow, 2007), Renal (Granger y col.,, 2006), Nervioso Central (Schinelli, 2006) y
Periférico (Mortensen, 1999), Gastrointestinal (Huang, 2005), Endocrino (Meiden y
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Levy, 2007) y Génitourinario (Cameron y col., 1995; Ukai y col., 2008). La amplia
distribucién de los receptores de endotelina confiere a la ET-1 un papel clave en el
desarrollo de patologias como la hipertensiéon (Feldstein y Romero, 2007), la
insuficiencia cardiaca congestiva (Moe y col., 2003), el cancer (Grimshaw, 2007), la
diabetes (Kalani, 2008), el glaucoma (Chauhan, 2008), el vasospasmo cerebral
(Armstead, 2004), la inflamacién (Angerio, 2006) y la disfuncién sexual (Tostes y col.,
2008). Cabe destacar la accion que desempefian las endotelinas a nivel de los Sistemas
Cardiovascular y Renal. Asi, la ET-1 no solo es un potente vasoconstrictor, sino que
ademds ejerce efectos proinflamatorios, estimula la produccién de factores de
crecimiento, induce la generaciéon de especies de oxigeno reactivas (ROS), activa
factores nucleares (factor nuclear kB) y estimula la expresién de moléculas de adhesion
de las células endoteliales, lo cual, potencia la migracién de los monocitos, activa
factores de transcripcién responsables del incremento coordinado en la expresiéon de
muchas citoquinas, como la interleucina-6 (IL-6) y enzimas, como la iNOS, la COX y la
oxidasa NADPH (Schiffrin y Touyz, 1998; Schiffrin, 2005). Asimismo, la ET-1 potencia
la accién de otros vasoconstrictores, tales como la ANG II, la fenilefrina (FE) y la 5-HT
(Schiffrin y Touyz, 1998; Schiffrin, 2005).

La regulacion de la contracciéon cardiaca por la ET-1 es dependiente de los
niveles del péptido alcanzados en la proximidad de los miocitos, asi como de la
modulaciéon de otros factores vasoactivos o miocardicos liberados desde los nervios y
desde el endotelio vascular (Brunner y col., 2006). El incremento en la contractilidad
miocardica estd asociado con la activacion de la PLC, la PKC, el intercambiador
Na*/H*y la elevacién de la [Ca?*] citosélico (Brunner y col., 2006).

En el rifién, la ET-1 ejerce una amplia variedad de acciones biolégicas, tales
como vasoconstriccion cortical y medular, contraccion de células mesangiales,
estimulacion de la produccién de la matriz extracelular e inhibicién de la reabsorciéon
de Na* y agua a lo largo del conducto colector, efectos que son mediados de manera
autocrina/paracrina. Los receptores ETg, los cuales, representan la poblacion
mayoritaria de receptores de endotelinas en la corteza y en la médula, median la
natriuresis por diferentes mecanismos, tales como que receptores ETs del tabulo renal
inhiben la reabsorcién del Na* en la rama ascendente del tabulo renal y en el conducto
colector, mientras que receptores ETs medulares incrementan la excrecién de sal y agua
bajo condiciones de alto consumo de sal a través de la vasodilatacion en la médula

renal (Vassileva y col., 2003; Kohan, 2006).
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Cabe destacar el papel de la ET-1 como mediador fisiopatolégico como
consecuencia de su potente accién vasoconstrictora, proinflamatoria y favorecedora de
la liberacién de factores de crecimiento celular (Schiffrin, 2005; Moreau y Schffrin,
2003). De hecho, la elevacion de los niveles plasméticos de ET-1 es caracteristica en la
hipertension y en la disfuncionalidad en el aclaramiento renal, razén por la cual, la
venoconstriccion inducida por la ET-1 se encuentra incrementada en pacientes
hipertensos (Haynes y col., 1994). En individuos sanos, bajas concentraciones de ET-1
causan vasodilatacion mientras que altas dosis producen vasoconstriccion, sin
embargo, en pacientes con hipertensién esencial, la ET-1 causa vasoconstriccién a bajas
concentraciones (Kiowski y col., 1991). Junto con su potente accién vasoconstrictora, la
ET-1, via activacién de los receptores ETa y ETs, estimula la producciéon de aniones
superdxido a través de mecanismos dependientes e independientes de la oxidasa
NADPH (Pollock y Pollock, 2005). Asimismo, es caracteristica la sobreexpresion de
pre-proET-1 en el remodelado estructural y la disfuncién endotelial de las arterias de
resistencia (Amiri y col.,, 2004). Debido al papel fisiopatolégico de la ET-1 en la
hipertension esencial, antagonistas de los receptores ETa y ETs como el bosentan estan

indicados por su potente accién vasodilatadora (Tostes y col., 2008).
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La incontinencia urinaria es una patologia muy frecuente, que afecta a todos los
grupos de poblacién, edad y sexo, con un extraordinario impacto negativo sobre la
calidad de la vida de las personas que lo padecen, como consecuencia de la relaciéon
existente entre incontinencia, ansiedad y depresiéon. En los Estados Unidos en el afio
2000, el 55% de mujeres y el 34% de hombres mayores de 60 afios y un 42% de mujeres
y un 5% de hombres menores de 60 afios padecian diferentes grados de incontinencia
urinaria con tratamientos de elevado coste econémico (presupuesto anual de 19
billones de délares) (Hu y col., 2004). En nuestro pais, el gasto en absorbentes en 2001
fue de 197 millones de euros, que representa un 3.2% del importe total de la prestacion
farmacéutica del Sistema Nacional de Salud.

Las incontinencias urinarias de estrés Tipo III se producen por disfuncionalidad
del mecanismo esfintérico intrinseco que origina un cuello de vejiga urinaria abierto
permanentemente (McGuire y Woodside, 1981). Dicha patologia afecta esencialmente a
la poblacion femenina constituyendo la forma més grave de incontinencia urinaria, la
de mayor frecuencia de presentaciéon en postoperatorios de intervenciones quirtrgicas
retropubicas (cirugias ginecoldgicas y prostaticas) y con terapias farmacolégicas de
escasa eficacia en las que se utilizan esencialmente agonistas de los receptores
adrenérgicos ai e inhibidores de la recaptaciéon de 5-HT (como la duloxetina) para
producir contraccion de la base de la vejiga urinaria.

La existencia de un cuello abierto estd directamente relacionado con Ia
presencia de incontinencia urinaria producida por deficiencia esfintérica intrinseca
(English y col., 1999). El conocimiento de la naturaleza de los transmisores y/o
moduladores, asi como de los mecanismos involucrados en la tensién del miisculo liso
del cuello de la vejiga urinaria es esencial para un correcta terapia en los cuadros de
incontinencia urinaria. El esfinter interno esta constituido por la musculatura lisa del
cuello de la vejiga urinaria y la uretra proximal, formando ambas estructuras la region
de salida de orina de la vejiga, unidad funcional cuya actividad est4 regulada por un
sistema localizado en el cerebro (sustancia gris periacueductal y centro pontino de la
miccién) y en la médula espinal (inervacion adrenérgica y colinérgica a través del
nervio hipogéstrico y pélvico procedentes de los segmentos medulares toracolumbares
T11-L2 y sacros S2-54, respectivamente). Asimismo, existe una regulacion somatica del
esfinter estriado externo a cargo del nervio pudendo cuyo origen tiene lugar en el

ndcleo de Onuf, por lo que lesiones a nivel toracolumbar y/o lumbosacro originan la

~ 67 ~



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

alteracion funcional del mecanismo esfintérico intrinseco (Haab y col., 1996; De Groat,
2006). Junto con la regulacion nerviosa central, diferentes mediadores inhibidores no
adrenérgicos no colinérgicos, como el NO, el VIP y el ATP han sido propuestos como
responsables de la regulacion ejercida por el SNA sobre la tensiéon de la musculatura
lisa del cuello vesical (Hills y col., 1984; Andersson y Wein, 2004). De hecho, el NO,
cuya liberacién desde los nervios es modulada por receptores adrenérgicos o y canales
Kv de localizacién presindptica, esta involucrado en la neurotransmision inhibidora
NANC del cuello vesical (Hernandez y col., 2007, 2008). Asimismo, el ATP, la 5-HT y
péptidos como el VIP y el PACAP, estdan implicados en la relajacion de dicha
estructura. Asi, el ATP produce relajacion del cuello de la vejiga via activacion de
receptores purinérgicos P2Y; y Aca después de la hidrdlisis del ATP a ADP y
adenosina, respectivamente (Hernandez y col., 2009), mientras que la 5-HT produce
relajacién a través de receptores musculares 5-HT7 acoplados a la via de la PKA (Recio
y col., 2009). El PACAP y el VIP producen relajacion del cuello vesical a través de
receptores musculares del subtipo VPAC; acoplados a la via de la PKA, mientras que
receptores PAC; localizados en aferentes primarias sensibles a la capsaicina y
acoplados a la liberacion de NO y receptores VPAC inhibidores situados en
terminaciones nerviosas motoras median las relajaciones inducidas por el PACAP 38 y
el VIP, respectivamente (Hernandez y col.,, 2006a,b). Junto con los mediadores
anteriormente mencionados, nuestro laboratorio ha demostrado, la existencia de un
componente nervioso relajante independiente de NO de naturaleza desconocida, el
cual, es responsable de mas del 50% de la neurotransmisién inhibidora del cuello de la
vejiga urinaria (Hernédndez y col., 2008).

La rica presencia de receptores de endotelinas en la préstata del hombre
(Kobayashi y col., 1994) y el hecho que la expresion y la actividad de dichos receptores
sea modificada en diversas situaciones fisiopatolégicas, tales como, la obstruccién
uretral (Khan y col., 1999) y el envejecimiento (Wada y col., 2000), sugieren que tanto
receptores de endotelinas como los mecanismos subyacentes acoplados puedan ser
dianas terapéuticas en la obstruccién uretral asociada con la HBP y en la incontinencia
urinaria (Mumtaz y col., 2001; Andersson, 2007; Ukai y col., 2008). Sin embargo, existe
una escasa informacién referida a las vias de sefalizacién involucradas en la
contraccion inducida por la ET-1, a la posible accion moduladora de las endotelinas
sobre la transmisién nerviosa, asi como a la existencia de receptores de endotelina ETs

produciendo relajacién del cuello vesical. Por tanto, el presente estudio tiene como
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objetivo general investigar la accién directa inducida por la ET-1 sobre la tension de la
musculatura lisa del cuello de la vejiga urinaria, asi como, su posible papel modulador
sobre la transmisién excitadora y/o inhibidora de dicha estructura, con la finalidad de
aportar terapias farmacoldgicas efectivas en la incontinencia urinaria de estrés tipo III
producida por deficiencia esfintérica intrinseca. Para ello y mediante diferentes
abordajes experimentales (inmunohistoquimica, Western Blotting y registro de fuerza

isométrica), se estudiara:

1° La presencia de receptores de endotelina funcionalmente activos involucrados en la
contraccién del cuello de la vejiga del cerdo. Para ello se investigara la distribucién de
fibras nerviosas con elementos inmunoreactivos a la ETa, asi como la expresion de
dichos receptores mediante estudios de Western blotting. Ademas, se llevaran a cabo
estudios funcionales referidos a la contraccion ejercida por las diferentes isoformas de
endotelinas (ET-1, ET-2 y ET-3) sobre el tono basal de las preparaciones, la sefial de
transduccién acoplada responsable de dicho efecto (caracterizacion de los receptores
funcionalmente activos, papel del Ca2* extracelular e intracelular y mecanismos de
sensibilizacion al Ca2*) y la modulacién ejercida por la ET-1 sobre la contracciéon
inducida por la NA y por los receptores ETa sobre la neurotransmision NANC

inhibidora dependiente e independiente de NO.

2° La existencia de receptores de endotelinas funcionalmente activos involucrados en
la relajacion del cuello vesical. En el que se estudiard la distribucion de fibras
nerviosas con elementos inmunopositivos a ETp y la expresion de dichos receptores
mediante estudios de Western bloting. Asimismo, en preparaciones precontraidas con
fenilefrina se investigara la relajaciéon inducida por los agonistas selectivos de los
receptores de endotelinas, los mecanismos involucrados en dicha respuesta
(caracterizacién farmacolégica de los receptores funcionalmente activos, papel de las
vias del NO/GMPc y COX, ATPasa de la bomba Na*-K* y canales de K*) y la
implicacién de los receptores ETs en la neurotransmision NANC inhibidora del cuello

vesical.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Material biologico

Se han utilizado vejigas urinarias de cerdos adultos sanos de ambos sexos, sin
alteraciones en ninguno de los componentes del Tracto Urinario, seleccionadas en el
matadero Industrias Cirnicas Vaquero de Madrid. Las vejigas fueron obtenidas
inmediatamente después del sacrificio de los animales siendo introducidas en una
solucion fisiolégica salina (SSF) a 4° C y transportadas inmediatamente a nuestro

laboratorio.

3.1.2. Material de laboratorio

3.1.2.1. Instrumentacion general

El aparataje utilizado para llevar a cabo las preparaciones de soluciones y
medios fisiologicos son:
. Balanza de precision Sartorius
. Agitador magnético Vortek.
. pPHmetro Crison
. Sistema de filtracion Mili-Q (Millipore ™)

. Termostato de inmersion Thermomix 1420.

3.1.2.2. Equipamiento para el registro de la tension isométrica de las preparaciones de

musculo liso
En nuestro estudio se han utilizado:
. Microscopio Leica Diaplan (Alemania).

. Fuente de luz fria Leica (Alemania).
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. Sistema multimiégrafo 820MS de 4 canales para registro de tension
isométrica (DMT, Dinamarca).

. Poligrafo Grass, modelo 79E con 6 canales intercambiables (Grass
Instrument Co., Estados Unidos).

. Poligrafo Graphtec Multicorder MIC 6621 con 4 canales intercambiables
(Hugo Sachs Elektronik, Alemania).

. Transductores de fuerza isométrica Grass FI03C (Grass Instrument Co.,
Estados Unidos)

. Sistema de adquisicién y andlisis de datos PowerLab 8/30. (DMT,
Dinamarca)

. Bafios de 6rganos aislados de 5 y 6 ml de capacidad con la temperatura
regulada a 37°C.

. Estimulador eléctrico Cibertec CS 20 (Barcelona, Espafia).

3.1.2.3. Equipamiento para la identificacion de proteinas por Western Blotting

Para la realizaciéon de estos estudios se utilizo:

. Placas de 96 pocillos para la lectura de absorbancia.

. Lector de absorbancia colorimétrica.

. Centrifuga.

. Geles de poliacrilamida discontinuo (7.5 y 12%) (Amersham, GE
Healthcare, Reino Unido).

. Cubetas y generador de campo para la separacién proteica por
electroforesis (Invitrogen, Reino Unido).

. Cubetas, sandwicheras perforadas y generador de campo ortogonal,
para la transferencia proteica desde el gel a una membrana (Bio-Rad,
Reino Unido)

. Agitadores con distintas velocidades para las cubetas de Western

Blotting.
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3.1.3. Reactivos

Se utilizaron los siguientes compuestos y reactivos:

. [Ala32]H2B(29-35), péptido inhibidor de la quinasa dependiente de
GMPc (Tocris, Reino Unido).

. 4-aminopiridina (4-AP), bloqueante de los canales Kv (Sigma, Estados
Unidos).

. Apamina, bloqueante de los canales SKc. (Sigma, Estados Unidos).

. Atropina, antagonista de los receptores muscarinicos (Sigma, Estados
Unidos).

. N-[(cis-2,6-Dimetil-1-piperidinil)carbonil]-4-metil-L-leucil-1-(metoxicar
bonil)-D-triptofil-D-norleucina (BQ788) (Tocris, Reino Unido).
5-(dimetilamino)-N-(3,4-dimetil-5-isoxazolil)-1-naftalenesulfonamida
(BMS182874) (Tocris, Reino Unido).

. N-acetyl-[Ala(11,15)]-endotelina-1 fragmento 6-21-Ac-Leu-Met-Asp-
Lys-Glu-Ala-Val-Tyr-Phe-Ala-His-Leu-Asp-Ile-Ile-Trp (BQ3020),
agonista de los receptores de endotelina ETs (Tocris, Reino Unido).

. w-conotoxina GVIA (0-CgTX), bloqueante de los canales de Ca2?*
neuronales sensibles a voltaje (Sigma, Estados Unidos).

. Endotelina-1 (ET-1), agonista de los receptores de endotelinas (Tocris,
Reino Unido).

. Endotelina-2 (ET-2), agonista de los receptores de endotelinas (Tocris,
Reino Unido).

. Endotelina-3 (ET-3), agonista de los receptores de endotelinas (Tocris,
Reino Unido).

. Fenilefrina (FE), agonista de los receptores adrenérgicos ou (Sigma,
Estados Unidos).

. Forscolina, activador de la adenilato ciclasa (Sigma, Estados Unidos).

. Glibenclamida, bloqueante de los canales Katr (Tocris, Reino Unido).

. Guanetidina, bloqueante de la neurotransmisién noradrenérgica
(Sigma, Estados Unidos).

. Iberiotoxina (IbTX), bloqueante de los canales BKca (Tocris, Reino

Unido).
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. Indometacina, inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa (Sigma,
Estados Unidos).
9R,105,125)-2,3,9,10,11,12-hexahidro-10-hidroxi-9-metil-1-0x0-9,12-epo
xi-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2',1'-kl] pirrolo[3,4-i][1,6]benzodiazocina-10-aci
do carboxilico (KT5720), inhibidor de la PKA (Tocris, Reino Unido).
. NG-nitro-L-Arginina (L-NOARG), inhibidor de la sintasa del NO
(Sigma, Estados Unidos).
. Noradrenalina (NA), agonista de los receptores adrenérgicos o y f
adrenérgicos (Sigma, Estados Unidos).
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-ona  (ODQ), bloqueante
selectivo de guanilato ciclasa soluble (Tocris, Reino Unido).
. Fragmento (6-22) amida de la PKA, inhibidor de la PKA (Tocris, Reino
Unido).
1-[2-(4-metoxifenil)-2-[3-(4-metoxifenil) propoxi]etil-1H-imidazol
(SKF96365), inhibidor de los canales de Ca2* independientes de voltaje
(Tocris, Reino Unido).
. [(2-clorofenil)difenilmetil]-1H-pirazol (TRAM 34), inhibidor de los
canales IKc, (Tocris, Reino Unido).
. Tetrodotoxina (TTX), bloqueante de los canales de Na* neuronales
sensibles a voltaje (Sigma, Estados Unidos).
. Trans-4-[(1R)-1-Aminoetil]-N-4-piridinilciclohexanecarboxamida (Y27
632), bloqueante de la Rho/Rho cinasa (Tocris, Reino Unido).

La indometacina y la nifedipina fueron disueltas en etanol (96 %). BQ3020,
BQ788, BMS182874, [Ala32]H2B(29-35), forscolina, glibenclamida, KT5720, ODQ, el
inhibidor de la PKA y TRAM 34 fueron disueltos en dimetil sulféxido. Las otras
sustancias fueron disueltas en agua bidestilada. Los solventes, a la concentracién final
usada en el bafio, no tuvieron efecto sobre la contractilidad de las preparaciones del

cuello vesical.
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3.1.4. Soluciones

Todas las soluciones se prepararon con sales inorganicas Merck de grado

analitico, disueltas en agua desionizada de alta pureza (Mili-Q).

3.1.4.1. Soluciones fisiologicas utilizadas en el estudio funcional

. Solucion salina fisiologica (SSF)

La composicion de esta disolucion en mM es:

- Cloruro s6dico (NaCl) 119.00
- Bicarbonato s6dico (NaHCO:s) 25.00
- Cloruro potasico (KCl) 4.60
- Fosfato monopotésico (KH2PO4) 1.40
- Cloruro magnésico (MgCl.) 1.20
- Cloruro célcico (CaCl,) 1.50
- Acido etilén diamino tetraacético (EDTA) 0.027
- Glucosa (CsH1206) 11.00

Dicha solucién fue preparada a diario diluyendo los reactivos en agua destilada
y en continua agitacion. Previamente a la adicion de CaCl, se oxigené la soluciéon
durante 20 minutos con carbégeno (95% O2y 5% CO,) con el fin de conseguir un pH
6ptimo de 7.4. La adicién de EDTA tiene como objetivo retrasar la oxidacion e impedir

el crecimiento bacteriano en la solucién.

. Solucion salina fisioldgica rica en potasio (SSFK)

En esta solucién se sustituyeron cantidades equimolares de NaCl por KCI con
respecto a la solucién SSF. La SSFK, al igual que en el caso de la SSF, se preparé a
diario, con agua desionizada, en agitacion y con oxigenacién con carbégeno previa a la

adicién de CaCl, con las siguientes sales (en mM):

- Cloruro potasico (KCl) 119.00
- Bicarbonato sédico (NaHCOs3) 25.00
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- Glucosa ( CsH120s) 11.00
- Fosfato monopotasico (KH2PO4) 1.40
- Cloruro magnésico (MgCl.) 1.20
- Cloruro célcico (CaCl) 1.50
- Acido etilén diamino tetraacético (EDTA) 0.027

3.1.4.2. Soluciones usadas en el estudio inmunohistoquimico

Las soluciones utilizadas en el estudio inmunohistoquimico fueron la solucién
ABC, DAB/H>0, y DAB-Ni/ H;O..
La solucién de 10 ml de ABC contiene:
- 9650 pl de tampon fosfato 0.1 M pH 7.4.
- 250 pl de Tritén X-100 al 20 % en agua destilada.
- 50 pl de soluciéon “A” de VECTASTAIN elite Kit.
- 50 pl de soluciéon “B” de VECTASTAIN elite Kit.
La solucion de 40 ml de DAB/H>O, contiene:
- 40 ml de tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4.
-20 mg de DAB.
- 40 pl de solucién al 10% de H>O» en agua destilada.
En el caso de la solucion DAB-Ni se afiaden a la soluciéon anterior 600 pl de

sulfato de niquel al 1%.

3.1.4.3. Tampones utilizados en el Western Blotting

. Tampon de fosfato sédico (pH 7)

- NacCl 100 nM
- Pirofosfato sédico 10 nM
- Fluoruro sédico 50 nM

- Ortovanadato soédico
- Acido etilendiaminotetraacético 1 nM
- Etilenglicol-bis(p-aminoetiléter) 5nM

- N,N,N’,N’-acido tetraacético
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- Acido okadaico 1pM
-Aprotinina 30 U/ml

Todos estas sustancias son de Sigma (Estados Unidos).
. Cloruro sodico en tampon fosfato (PBS) (pH 7.4)
- Tween 20 0.1%
(Bio-Rad, Estados Unidos).

3.2. METODOS

En nuestro laboratorio, las vejigas fueron situadas en placas con SSF
procediéndose a la eliminacién de grasa y tejido conectivo circundante y a la diseccion
de tiras longitudinales pertenecientes al cuello de la vejiga urinaria, el cual, esta
localizado por debajo del trigono (a 8-9 mm de los orificios ureterales) y a 4-5 mm por
encima de la uretra proximal , la cual, es la region uretral adyacente al cuello vesical

delimitada por la musculatura estriada del esfinter uretral externo (Hernandez y col.

2006a).

3.2.1. Western blotting

El urotelio y el musculo del cuello vesical fueron homogeneizados en una
solucién tampén de fosfato sédico (10 mM), pH 7, conteniendo NaCl (100 mM),
pirofosfato sédico (10 mM), fluoruro sédico (50 mM), ortovanadato sédico (1 mM),
acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 5 mM), etilenglicol-bis(B-aminoetiléter) (5
mM), N,N,N’,N’-acido tetraacético (EGTA, 5 mM), acido okadaico (1 pM) y aprotinina
(30 U/ml), todos ellos de Sigma (Estados Unidos). El homogeneizado se centrifugé a
12000xg durante 5 min, tras lo cual, el sobrenadante fue recogido y utilizado para la
determinacion de proteinas (Kit BCA, Pierce, Estados Unidos). Las muestras (30 pg de
proteina) se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida discontinuo (7.5
y 12%). Las bandas se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) (Amersham, GE Healthcare, Reino Unido). La membrana se incubd en una
disolucién de bloqueo (leche en polvo al 10% en PBS conteniendo 0.1% Tween 20 (Bio-

Rad, Hercules, Estados Unidos) (PBST) durante 3 h, y posteriormente fue incubada con
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un anticuerpo anti-receptor ETa (Thermo Scientific, Estados Unidos) a una diluciéon
1/200 o un anticuerpo anti-receptor ETg (Affinity BioReagents, Estados Unidos) a una
dilucién 1/35, ambos obtenidos de conejo, a 4° C, durante 18 h. La membrana fue luego
lavada durante 10 min con leche en polvo al 10% en PBST e incubada con un
anticuerpo secundario anticonejo marcado con peroxidasa (dilucién 1/5000, Amersham,
GE Healthcare, Reino Unido), durante 1 h a temperatura ambiente. La amplificaciéon de
la quimioluminiscencia (ECL) fue realizada con un kit de deteccién Western blot ECL
(Amersham, GE Healthcare, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del mismo. La
membrana fue expuesta a Hyperfilm ECL (Amersham, GE Healthcare, Reino Unido),
durante 10 min. La determinacion del peso molecular de las bandas detectadas se
realizé mediante un juego estandar de patrones SDS-PAGE (Amersham, GE Healthcare,

Reino Unido).

3.2.2. Inmunohistoquimica

Las preparaciones de cuello vesical fueron fijadas en paraformaldehido al 4 %
en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 (PB), durante 24 a 48 h a 4° C, y a continuacién dejadas
en PB con sacarosa al 30 %, para crioproteccion. El tejido fue congelado en CO»y
almacenado a -80° C hasta su corte. Secciones transversales de 10 um de espesor fueron
obtenidas por medio de un criostato. Dichas muestras fueron procesadas para
inmunohistoquimica de acuerdo al método del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(ABC). Las muestras fueron preincubadas con suero normal de cabra al 10% (NGS) en
PB conteniendo 0.3 % de Triton-X-100 durante 2-3 h, y entonces incubadas con
anticuerpos anti-ET4 o anti-ETg de conejo (Alomone labs Ltd, a una dilucién de 1:100) en
PB conteniendo 0.3 % Triton-X-100 con 2 % de NGS, a 4° C durante 48 h. Las secciones
fueron incubadas con un anticuerpo secundario anticonejo de cabra biotinilado
(Chemicon International Inc, a una dilucién 1:400), durante 2 h a temperatura ambiente.
Las muestras fueron incubadas luego con un complejo avidina-biotina (ABC, Vector), a
una dilucién 1:100, durante 90 min a temperatura ambiente. El inmunocomplejo fue
visualizado con PB conteniendo 3,3" diaminobencidina (DAB) al 0.05 % y H2O» al 0.001
%. No se detecté inmunorreactividad en secciones procesadas sin el anticuerpo

primario.
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3.2.3. Estudios funcionales

El urotelio y el suburotelio fueron eliminados por microdisecciéon bajo
microscopio y la ausencia de dichas capas fue confirmada por estudios histolégicos.
Tiras longitudinales de 4-6 mm de longitud y 2-3 mm de anchura fueron suspendidas
horizontalmente, con un extremo conectado a un transductor de fuerza isométrica
(Grass FT 03C) y el otro fijado a un gancho conectado a un tornilo micrométrico, en
bafios de 6rganos aislados de 5 ml de capacidad conteniendo SSF a 37° C gaseada con
carbégeno (95% O y 5% CO,) obteniendo un pH final en el bafio de 7.4. La sefal
eléctrica fue continuamente registrada en un poligrafo (DMT 820MS y Graphtec
Multicorder MC 6621). Las preparaciones fueron normalizadas bajo una tensiéon pasiva

de 2 g durante un periodo de estabilizacién de 60 min.
3.2.3.1. Procedimiento experimental

La capacidad contractil de la preparaciones fue determinada por su exposiciéon
a una SSF enriquecida en K* (124 mM) (SSF-K).

La contraccion inducida por los agonistas de los receptores de endotelinas o por
la NA fue investigada sobre la tensién basal de las preparaciones, mientras que la
relajacion inducida tanto por el agonista selectivo de los receptores ETs BQ3020 como
en respuesta a la estimulacion eléctrica transmural (EET) fue realizada sobre el tono
sostenido producido por una dosis submaximal de fenilefrina (FE, 1uM). Debido al
desarrollo de una potente actividad taquifilactica, la curvas concentracion-respuesta
(CR) de los agonistas de endotelina no fueron reproducibles en dos estimulaciones
consecutivas, razon, por la cual, preparaciones del mismo animal fueron utilizadas en
paralelo, una de ellas como control y la otra incubada con el tratamiento especifico
durante 30 min.

Para investigar el papel del Ca2* extracelular, las preparaciones fueron lavadas
tres veces y mantenidas en una SSF libre de Ca?* conteniendo 0.1 mM de EGTA, y
entonces la solucion fue cambiada a una SSF libre de Ca2* sin EGTA (Recio y col., 2008;
Sénchez y col., 2010), y bajo dichas condiciones se realizaron las curvas CR de ET-1 en
ausencia y presencia de Ca2* extracelular.

En los experimentos de EET, las muestras fueron incubadas con guanetidina (10

uM) y atropina (0.1 pM), bloqueantes de la neurotransmisién noradrenérgica y los
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receptores muscarinicos, respectivamente, durante 1 h, reemplazando la solucién cada
20 min, estando presente dicho tratamiento durante el desarrollo del experimento. En
tiras precontraidas con FE (1 uM), la EET fue llevada a cabo mediante pulsos
rectangulares (de un 1 ms de duracién, un rango de frecuencias entre 0.5 y 16 Hz,
trenes de 20 s, con la corriente de salida constante ajustada a 75 mA), con intervalos de
4 min mediante un estimulador Cibertec CS20 (Espafa). Las relajaciones inducidas por
la EET son de caracter neurogénico como consecuencia de la abolicién producida por la
TTX, bloqueante de los canales de Na* neuronales dependientes de voltaje (Herndndez
y col., 2006a, 2008).

Una primera curva de relajacién inducida por el BQ3020 o por la EET fue
realizada. A continuacion, la solucién del bafio fue cambiada cada 15 min durante un
periodo total de 90 min. Posteriormente se procedi6 a la incubacién con los
tratamientos especificos (antagonistas de los receptores de endotelinas, inhibidores de
la ciclooxigenasa, guanilato ciclasa soluble, PKA, PKG y canales de K*) durante un
periodo de 30 min y a continuacién se realiz6 la segunda curva de relajacion de BQ3020

y de EET.

Figura 3.1 Mi6grafo DMT820 para el registro de la tension isométrica (A) y estimulador
eléctrico Cibertec CS20 (B).

3.2.3.2. Calculo y estadistica

La contraccién inducida por los agonistas de endotelinas o por la NA es
expresada como porcentaje de la contraccién inducida por una SSFK (124 mM). La
relajacion inducida por EET o BQ3020 son expresadas como porcentaje de inhibicién de
la precontracciéon inducida por la FE (1 pM). La sensibilidad de los agonistas es
expresada en valores de pD, el cual, es el logaritmo negativo de la ECsy (pD2= -

logECs0), siendo la ECsy la concentracién de agonista que produce el 50 % de la
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respuesta maxima (Emax). Los valores de pD: fueron calculados por anélisis de
regresion no lineal computerizada (GraphPad Prism, Estados Unidos). Los resultados se
expresan como media * e.s. de la media de n (ndmero de preparaciones, 2 muestras por
cada animal). Las diferencias fueron analizadas por medio de un test de la ¢ de Student
para observaciones pareadas y andlisis de varianza (ANOVA) seguido de un test de
Bonferroni para comparaciones multiples. Las diferencias fueron consideradas
significativas con un nivel de probabilidad de P<0.05. Los valores de P son mostrados

en las leyendas de las tablas y las figuras.
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4.1. WESTERN BLOTTING E INMUNOHISTOQUIMICA

4.1.1. Expresion de receptores ET4 y ETg

Los estudios de Western blot con musculo y urotelio de cuello vesical con
anticuerpo anti-ETa, mostraron diversas bandas disfusas y una banda principal de 52
kDa (Figura 4.1A), la cual, corresponde al peso molecular esperado. Asimismo, la
utilizaciéon de un anticuerpo anti-ETs, evidenciaba una banda de 52 kDa compatible
con la presencia del receptor ETp (Figura 4.2A). Estudios inmunohistoquimicos
revelaron wuna alta densidad de fibras nerviosas conteniendo elementos
inmunorreactivos a ETa (Figuras 4.1B-4.1G) y una moderada presencia de fibras
nerviosas conteniendo elementos inmunopositivos a ETs penetrando a través de la
adventicia de la pared del cuello vesical. Dicha inervacién, con tamafio variable
oscilando entre gruesos troncos nerviosos y finas fibras individuales ricas en
varicosidades, se distribuia en la capa muscular v en el urotelio (Figuras 4.2B, 4.2C).

n

SuU
A)
102 kDa | M R
100 pm
76 kDa Y
ML
52 kDa |
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31 kDa
Front e W
50 um

Figura 4.1 Expresion de los receptores de endotelina ET, en el cuello de la vejiga del
cerdo. (A) Western blot de membranas musculares (M) y uroteliales (U) incubadas con un
anticuerpo anti-receptor ETa, mostrando una banda principal a 52 kDa. (B-G) Marcaje
inmunohistoquimico del cuello vesical mostrando la existencia de una alta densidad de
inervacién peptidérgica ETa. Ademds, una moderada presencia de terminaciones
inmunopositivas a ETa son observadas en el urotelio (U) y por debajo del mismo (SU) (B,
flechas). En la capa muscular (ML) (E) numerosas terminaciones inmunopositivas a ETa
de tamafo variable aparecen a lo largo de la fibra muscular (flechas). Asimismo, se
visualiza una moderada presencia de troncos nerviosos inmunopositivos (asteriscos). (C,
F magnificacién) (D, G controles negativos).
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Figura 4.2 Expresion de los receptores de endotelina ETp en el cuello vesical. (A)
Western blot de membranas musculares (M) y uroteliales (U) incubadas con un
anticuerpo anti-receptor ETp, mostrando una banda principal a 52 kDa. (B, C) Marcaje
inmunohistoquimico del cuello vesical mostrando la existencia de una moderada
densidad de inervacién peptidérgica ETs. Las terminaciones inmunopositivas a ETs son
observadas en el urotelio y por debajo del mismo (B, flechas). En la capa muscular (C),
las terminaciones inmunopositivas a ETs de tamafio variable recorriendo la fibra
muscular (C, flechas). Asimismo, un ntimero moderado de troncos nerviosos es
identificado (asterisco) (U: urotelio; SU: suburotelio; ML: capa muscular).

4.2. ESTUDIOS FUNCIONALES

Tiras desprovistas de urotelio pertenecientes al cuello de la vejiga urinaria del
cerdo fueron normalizadas bajo una tensién pasiva 2.1+0.2 g (n= 163 preparaciones de
95 cerdos usando 1-2 preparaciones de cada animal). En dichas condiciones una SSFK

(124 mM) produjo una contraccién de 2.3+0.2 g (n= 163).
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4.2.1. Contraccion inducida por los agonistas endogenos de los receptores

de las endotelinas

Sobre el tono basal de la preparaciones de cuello vesical, ET-1 y ET-2 (0.1-300
nM), agonistas de los receptores ETa y ETs, produjeron contracciones similares de lento
inicio y larga duracién (9-14 min) (Figuras 4.3A, 4.3B, Tabla 1), mientras que, sin
embargo, la ET-3 indujo un pequefio incremento del tono basal tnicamente a elevadas

concentracionec (10N v ANN "M (Fiotira 4 AR Tahla 1Y BRO2NIN (a 11ma concentracidn de
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Figura 4.3 Contraccién producida por las isoformas de endotelinas en el cuello de la vejiga del
cerdo. (A) Registro de fuerza isométrica que muestra la contraccion inducida por una solucién
enriquecida en K* (124 mM) (SSFK) y endotelina-1 (ET-1, 0.1-300 nM) sobre la tensién basal de
las preparaciones de cuello vesical. La barra vertical muestra la tensiéon en gramos (g) y la
horizontal el tiempo en minutos (min). (B) Curvas de contraccion dependientes de la
concentracion de ET-1 (circulos vacios), endotelina-2 (ET-2) (tridngulos vacios) y endotelina-3
(ET-3) (cuadrados vacios). Los resultados son expresados como porcentaje de la contraccién
inducida por una SSFK (124 mM) y representan la media + e.s.m. de 7-9 preparaciones.
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Tabla 1 Contraccién inducida por las isoformas de endotelina en el
cuello de la vejiga urinaria del cerdo.

I

pD: Emax (%)

ET-1 9 79401 751495
ET-2 9 79401 83.2+99
ET-3 7 18.2£5.5%#

Los resultados son expresados como porcentaje de la contraccion
inducida por una solucién salina fisiolégica enriquecida en K* (SSFK,
124 mM), y representan la media + e.s.m. de n preparaciones. “#P<0.05
versus endotelina-1 (ET-1) y endotelina-2 (ET-2), respectivamente
(andlisis de varianza y posterior test de Bonferroni). Emax es la
contracciéon maxima, expresada como porcentaje de la contraccion
inducida por una SSFK. pD, = -log ECsy, en donde ECsy es la
concentraciéon de agonista que produce el 50 % de la Emax.

4.2.2. Caracterizacion farmacologica de los receptores de endotelina

involucrados en la contraccion inducida por la ET-1

BMS182874 (10 nM- 1 uM) (Figura 4.4A), antagonista de los receptores de
endotelina ETx, potentemente redujo la contracciéon inducida por la ET-1, mientras, que
sin embargo, BQ788 (1 uM) (Figura 4.4B), antagonista de los receptores ETs no
modificé dicha respuesta (Tabla 2), confirmando asi, la implicaciéon del receptor ETa en

el efecto contractil.
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Figura 4.4 Receptores de endotelina ETa estin involucrados en la
contraccion inducida por la endotelina-1 (ET-1). (A, B) Curvas de
contraccion dependientes de la concentracién de ET-1 en ausencia (circulos
vacios) y presencia (circulos llenos) de BMS182874 (A) y BQ788 (B),
antagonistas de los receptores ETa y ET5, respectivamente. Los resultados
son expresados como porcentaje de la contraccién inducida por una
solucién salina fisiolégica enrriquecida en K* (124 mM), y representan la
media + e.s.m. de 6-7 preparaciones.

Tabla 2 Efecto del bloqueo de los receptores de endotelina ETa y ETs
sobre la contraccién inducida por la endotelina-1 (ET-1).

ET-1
n pD> Emax (%)
Control 7 8.0+0.1 71.5+8.6
BMS182874 (10 nM) 7 50.0+9.5"
BMS182874 (100 nM) 7 35.2+7.3"
BMS182874 (1 uM) 7 . 13.9+7.0
Control 6 7.5+0.1 59.3+9.7
BQ788 (1 uM) 6 7.6+0.1 52.1+8.8

Los resultados son expresados como porcentaje de la contraccion
inducida por una solucién salina fisiolégica enriquecida en K+ (124
mM) (SSFK), y representan la media + e.s.m. de n preparaciones.
"P<0.05 wversus control (andlisis de varianza y posterior test de
Bonferroni). Emax es la contraccién maéxima, expresada como
porcentaje de la contraccién inducida por una SSFK. pD: = -log ECs,

en donde ECs es la concentraciéon de agonista que produce el 50 %
de la Emax.
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4.2.3. Papel del Ca?* extracelular e intracelular y de mecanismos de

sensibilizacion al Ca®* en la contraccion inducida por la ET-1

Para investigar la influencia de la entrada de Ca?* extracelular y/o de la
movilizacién de los depdsitos intracelulares en la contraccion de ET-1, procedimos a la
exposicion de las preparaciones de cuello vesical a una SSF libre de Ca?*. La
eliminacion del Ca2* del medio extracelular redujo considerablemente la respuesta de
la ET-1 (la contracciéon de 20 nM de ET-1 fue de 45.9+8.3 % y 11.3+8.3 %" de la
contraccion inducida por una SSFK, en presencia y ausencia de Ca2* extracelular,
respectivamente, *P<0.05, test de la t de Student para observaciones pareadas, n= 7)
(Figura 4.5A).

Nifedipina (1 pM) y SKF96365 (10 puM), inhibidores de los canales de Ca2*
dependientes (tipo L) e independientes de voltaje, respectivamente, redujeron
poderosamente las contracciones inducidas por la ET-1 (Figura 4.5B). El pretratamiento
conjunto de nifedipina y SKF96365 produjo una reducciéon mayor que la producida
tnicamente por la nifedipina (Figura 4.5B, Tabla 3). Asimismo, Y27632 (10 uM), un
inhibidor de la via Rho/Rho cinasa, la cual, es responsable del denominado mecanismo
de sensibilizacion al Ca?*, también redujo la contraccién de la ET-1 (Figura 4.5C, Tabla 3).
Estos resultados, en conjunto, sugieren que la contracciéon de la ET-1 es producida
esencialmente a través del influjo Ca?* extracelular a través de canales de Ca2* de
membrana dependientes (tipo L) e independientes de voltaje. Asimismo, la
movilizacion de Ca?* desde los depésitos intracelulares y mecanismos de

sensibilizacion al Ca2* parecen estar involucrados en dicha respuesta.
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Figura 4.5 Ca?* extra e intracelular y mecanismos de sensibilizacién al Ca?* estdn implicados
en la contraccion de la endotelina-1 (ET-1). (A) Histograma que muestra la contracciéon
producida por la ET-1 (20 nM) en una solucién salina fisiolégica normal (SFF) (barra vacia) y
en una SFF libre de Ca?* (SFF°) (barra llena). (B, C) Curvas de contraccién dependientes de la
concentracién de ET-1 en ausencia (circulos vacios) y presencia (simbolos llenos) de
nifedipina (1 pM) (circulos llenos), 1-[2-(4-metoxifenil)-2-[3-(4-metoxifenil)propoxi]etil-1H-
imidazol (SKF96365, 10 pM) (tridngulos llenos) o nifedipina junto a SKF96365 (cuadrados
llenos) (B) o de trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilciclohexanecarboxamida (Y27632, 10
uM) (circulos llenos) (C). Los resultados son expresados como porcentaje de la contracciéon
inducida por una SSF enriquecida en K* (124 mM), y representan la media *+ e.s.m. de 6-7
preparaciones.

Tabla 3 Efecto del bloqueo de los canales de Ca?* dependientes e independientes
de voltaje y de la via Rho/Rhocinasa sobre la contracciéon inducida por la ET-1.

ET-1
n pD: Emax (%)

Control 7 8.00.1 71.548.6
Nifedipina (1 uM) 7 - 50.0£9.5"
SKF96365 (10 uM) 7 - 32.6£7.4°*
Nifedipina + SKF96365 7 22.6+8.1°#
Control 6 8.310.1 70.219.1
Y27632 (10 uM) 6 39.9+6.9°

Los resultados son expresados como porcentaje de la contraccién inducida por
una solucion salina fisiolégica enriquecida en K* (124 mM) (SSFK), y representan
la media = es.m. de n preparaciones. **P<0.05 versus control y nifedipina,
respectivamente (analisis de varianza y posterior test de Bonferroni). °P<0.05
versus control (test de la t Student para observaciones pareadas). Emax es la
contracciéon méxima, expresada como porcentaje de la contraccién inducida por
una SSFK. pD» = -log ECsy, en donde ECsp es la concentracién de agonista que
produce el 50 % de la Emax.
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4.2.4. Modulacion de la ET-1 sobre la contraccion inducida por la NA

Con objeto de investigar el posible papel modulador de la ET-1 sobre la accién
inducida por el neurotransmisor simpético NA procedimos a realizar curvas de NA en
ausencia y presencia de concentraciones umbrales de ET-1, las cuales, no modificaron
la tension basal de las preparaciones. La NA (0.01-10 uM) produjo una contraccién
dependiente de la concentracién de menor sensibilidad y mayor respuesta méxima que

la producida por la ET-1 (Figuras 4.6A, 4.6B, Tabla 4). La ET-1 (1 nM) produjo un
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Figura 4.6 Potenciaciéon de endotelina-1 (ET-1) sobre la contraccién noradrenérgica. (A)
Registro de fuerza isométrica que muestra la contracciéon inducida por una solucion
enriquecida en K* (124 mM) (SSFK) y noradrenalina (NA, 0.01-10 uM) en ausencia y presencia
de concentraciones umbrales (1 nM) de ET-1 sobre la tensiéon basal de las preparaciones de
cuello vesical. La barra vertical muestra la tensién en gramos (g) y la horizontal el tiempo en
minutos (min). (B) Curvas de contraccion dependientes de la concentracion de NA (circulos
vacios), ET-1 (tridngulos vacios) y NA junto con ET-1 (1 nM) (circulos llenos). Los resultados
son expresados como porcentaje de la contraccién inducida por una SSFK (124 mM) y
representan la media + e.s.m. de 7 preparaciones.
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Tabla 4 Contraccién inducida por la endotelina-1 (ET-1, 0.1 nM- 0.3 uM),
noradrenalina (NA, 0.01-10 uM) y por NA en presencia de concentraciones
umbrales de ET-1.

ET-1
n pD> Emax (%)
ET-1 7 7.840.1 61.1+£9.8
NA 7 6.0+0.1" 144.7£10.6"
NA + ET-1 (1 nM) 7 6.5+0.1"# 127.349.3

Los resultados son expresados como porcentaje de la contracciéon inducida
por una solucién salina fisiolégica enriquecida en K* (124 mM) (SSFK), y
representan la media + e.s.m. de n preparaciones. “*P<0.05 versus ET-1 y NA,
respectivamente (andlisis de varianza y posterior test de Bonferroni). Emax es
la contraccién méxima, expresada como porcentaje de la contracciéon
inducida por una SSFK. pD: = -log ECso, en donde ECsp es la concentraciéon
de agonista que produce el 50 % de la Emax.

4.2.5. Implicacion de mecanismos neuronales en la contraccion inducida

porla ET-1

Con objeto de investigar la posible influencia de los nervios intramurales en la
respuesta de la ET-1, procedimos al bloqueo de la transmisién nerviosa con o-CgTX (1
puM), un inhibidor de los canales de Ca2* neuronales sensibles al voltaje, el cual, redujo
sensiblemente la contracciéon inducida por la ET-1 (Figuras 4.7A, 4.7B, Tabla 5). Sin
embargo, guanetidina (10 uM), un bloqueante de la neurotransmisién noradrenérgica,
no modific6, en modo alguno, dichas respuestas (Figura 4.7C, Tabla 5). Estos
resultados indican una mediacién de nervios no adrenérgicos en la contraccion

producida por la ET-1.

~ 905 ~



RESULTADOS

A).

=iy
H

ET-1 M

a 3“0 150 i
SSFK ,~0?10a-3 1 410 oho'at Ao o 9 min
o-CgTX
B) C)
-O- Control -O- Control
1004 @ @-CaTX 1004 ~@ Guanetidina
g 75 g 75
c c AR
2 e
o (&)
§ 504 § 504
5 5
8 257 8 251
0 04
T T T T T T T T T T
10 -9 -8 -7 -6 -10 -9 -8 -7 -6
log [ET-1] (m) log [ET-1] (m)

Figura 4.7 Mecanismos neuronales no adrenérgicos estdin involucrados en la
contraccion inducida por la endotelina-1 (ET-1). (A) Registro de fuerza
isométrica que muestra la contraccién inducida por una solucién enriquecida
en K* (124 mM) (SSFK) y ET-1 (0.1-300 nM) en ausencia y presencia -
conotoxina GVIA (0-CgTX, 1 uM) sobre la tensiéon basal de preparaciones de
cuello vesical. La barra vertical muestra la tensiéon en gramos (g) y la horizontal
el tiempo en minutos (min). (B) Curvas de contraccién dependientes de la
concentracion de ET-1 en ausencia (circulos vacios) y presencia (circulos llenos)
de o-CgIX (1 uM) (B) o guanetidina (10 uM) (C). Los resultados son
expresados como porcentaje de la contracciéon inducida por una SSFK (124
mM) y representan la media + e.s.m. de 6-7 preparaciones.
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Tabla 5 Efecto del bloqueo de los canales de Ca?* dependientes de voltaje neuronales y de
la transmisiéon noradrenérgica sobre la contraccién inducida por la endotelina-1 (ET-1).

ET-1
n pD> Emax (%)
Control 7 8.2+0.1 744494
o-CgTX (1 uM) 7 47.748.3"
Control 6 8.0+0.1 76.7+9.9
Guanetidina (10 uM) 6 8.1+0.1 87.9+9.7

Los resultados son expresados como porcentaje de la contracciéon inducida por una
solucién salina fisiolégica enriquecida en K* (124 mM) (SSFK), y representan la media +
e.s.m. de n preparaciones. "P<0.05 versus control (test de la t de Student para observaciones
pareadas). Emax es la contraccién méaxima, expresada como porcentaje de la contracciéon
inducida por una SSFK. pD: = -log ECsp, en donde ECsp es la concentracién de agonista que
produce el 50 % de la Emax.

4.2.6. Implicacion de los receptores ETa en la neurotransmision no

adrenérgica no colinérgica (NANC) inhibidora del cuello vesical

Para el estudio de la posible influencia de los receptores ETa sobre la
neurotransmisiéon inhibidora NANC, las preparaciones fueron incubadas con
guanetidina (10 pM) y atropina (0.1 pM), bloqueantes de la neurotransmision
noradrenérgica y los receptores muscarinicos, respectivamente, y precontraidas con FE
(1 uM). En dichas condiciones, la EET (0.5-16 Hz) produjo relajaciones dependientes
de la frecuencia, las cuales, fueron potenciadas por el antagonista de los receptores ETx
BMS182874 (1 uM) (Figuras 4.8A, 4.8B, Tabla 6). Sin embargo, en preparaciones en
condiciones NANC tratadas con L-NOARG (100 uM), bloqueante de la sintasa de NO,
BMS182874 no modificé, en modo alguno, las relajaciones producidas por la EET
(Figura 4.8C, Tabla 6). Estos resultados sugieren que los receptores de endotelina ETa
estdn involucrados en la modulacién de la neurotransmisién inhibidora nitrérgica del

cuello vesical.
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Figura 4.8 Receptores ETa neuronales potencian la neurotransmision
inhibidora nitrérgica del cuello vesical. (A) Registro de fuerza isométrica que
muestra la relajacién inducida por estimulacién eléctrica transmural (EET, 1
ms de duracién, 0.5-16 Hz, trenes de 20 s) en ausencia y presencia del
antagonista de los receptores de endotelina ETa BMS182874 (1 puM), en
preparaciones de cuello vesical precontraidas con fenilefrina (FE, 1 pM) y
tratadas con guanetidina (10 pM) y atropina (0.1 uM). La barra vertical
muestra la tension en gramos (g) y la horizontal, el tiempo en minutos (min).
(B) Curvas de relajacién dependientes de la frecuencia de EET en ausencia
(circulos vacios) y presencia (circulos llenos) de BMS182874 (1 uM) (B) y con
guanetidina (10 pM), atropina (0.1 pM) y NG-nitro-L-arginina (L-NOARG,
100 uM) (C). Los resultados son expresados como porcentaje de inhibiciéon de
la precontraccién inducida por FE y representan la media + e.s.m. de 7
preparaciones.
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Tabla 6 Efecto del bloqueo de los receptores de endotelina ET4 sobre la relajacién inducida por
la estimulacién eléctrica transmural (EET, 1 ms de duracién, 0.5-16 Hz, trenes de 20 s, y
corriente de salida constante ajustada a 75 mA) en ausencia y presencia del inhibidor de la
sintasa de 6xido nitrico, NG- nitro-L-arginina (L-NOARG, 100 uM).

EET (Hz)
n 05 1 2 4 8 16
-L-NOARG
Control 7 3347 5949 76211 88+12  93%12 97+12
BMS182874 (1 uM) 7 5148 88+11"  115+12° 127+13°  130£13°  135411°
+L-NOARG
Control 7 11 743 25+6 4548  63%9 7848
BMS182874 (1 uM) 7 141 642 23+7 47410 68+11 8549

Los resultados son expresados como porcentaje de inhibicién de la precontraccién inducida por
fenilefrina (1 pM), y representan la media * e.s.m. de n preparaciones. "P<0.05 versus control
(test de la t de Student para observaciones pareadas).

4.2.7. Implicacion de los receptores ETp en la relajacion del cuello vesical

La posible implicaciéon de receptores ETs en la relajacion del cuello de la vejiga
fue sugerida sobre la base del desplazamiento hacia la izquierda de la curva de
contraccién de ET-1 producido por el antagonista selectivo de los receptores de ETs
BQ788 (3 uM), (valores de pD, y Emax de 7.6+£0.2 y 5749 % y 8.4+0.1" y 60+4 %, en
ausencia y presencia de BQ788, respectivamente, “P<0.05, test de la ¢t de Student para
observaciones pareadas, n=7). Asimismo, en preparaciones de cuello vesical sin
urotelio y precontraidas con FE, BQ3020 (0.01-300 nM), agonista de los receptores ETs,
produjo relajaciones dependientes de la concentracion (Figura 4.9A), las cuales, fueron
reducidas por BQ788 (Figura 4.9B, Tabla 7).

Con objeto de poder determinar la localizacién del receptor ETg responsable de
la relajacion del cuello vesical, procedimos a la realizaciéon de curvas de relajacion
inducidas por BQ3020 en preparaciones en ausencia y presencia de urotelio. Dichos
experimentos mostraron una relajaciéon similar en ambos casos (Tabla 7), indicando asi
la presencia de receptores ETs funcionalmente activos localizados en el musculo liso,
razén por la cual, el resto del protocolo funcional fue llevado a cabo en preparaciones

desprovistas de urotelio.
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Para el estudio de la posible implicacion de las vias NO/GMPc vy
ciclooxigenasa (COX) en la relajacion mediada a través del receptor ETs, las
preparaciones fueron incubadas con L-NOARG (100 pM), ODQ (5 uM) e indometacina
(3 uM), bloqueantes de la sintasa de NO, guanilato ciclasa soluble y COX,
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Figura 4.9 Receptores ETg estin involucrados en la relajacién del cuello vesical. (A)
Registro de fuerza isométrica que muestra la relajaciéon inducida por el agonista de los
receptores ETs BQ3020 (0.01-300 nM), en preparaciones precontraidas con fenilefrina
(FE, 1 uM). La barra vertical muestra la tensiéon en gramos (g) y la horizontal, el tiempo
en minutos (min). L: lavado. (B) Curvas de relajacion dependientes de la concentracion
de BQ3020, en ausencia (control, circulos vacios) y presencia (circulos llenos) del
antagonista de los receptores ETp (3 uM). Los resultados son expresados como
porcentaje de la inhibicién de la precontraccién inducida por FE y representan la media
* e.s.m. de 8 preparaciones.
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Tabla 7 Efecto de la eliminacién mecénica del urotelio y de los inhibidores de la sintasa de
6xido nitrico, guanilato ciclasa soluble, ciclooxigenasa y receptores ETp sobre la relajacién
inducida por el agonista selectivo de los receptores ETs BQ3020 (0.01-300 nM).

BQ3020
n pD; Emax (%)
Con urotelio 7 9.3+0.1 8513
Sin urotelio 7 9.1+0.1 89+3
Control 6 9.310.1 87+5
L-NOARG (100 uM) 6 9.5+0.1 95+4
Control 6 9.2+0.1 89+7
ODQ (5 uM) 6 9.3+0.1 8316
Control 7 9.1+0.1 9244
Indometacina (3 pM) 7 9.0+0.1 94+3
Control 8 9.4+0.1 96+2
BQ788 (3 uM) 8 9.0+0.1" 9045

Los resultados representan la mediate.s.m. de n preparaciones. "P<0.05 versus control (test de la
t de Student para observaciones pareadas). Emax es la maxima relajacién expresada como
porcentaje de inhibicién de la precontracciéon inducida por fenilefrina (1 uM). pD2 = -log ECso,
en donde la ECs es la concentracion de agonista que produce el 50 % de la Emax.

4.2.8. Participacion de la via de la PKA y canales de K* en la relajacion

inducida por BQ3020

La implicaciéon de la via de la PKA en la relajacion mediada a través de
receptores ETp fue demostrada sobre la base que concentraciones umbrales (30 nM) del
activador de la adenilato ciclasa forscolina potenciaron la relajaciéon inducida por
BQ3020 (Figuras 4.10A, 4.10B, Tabla 8) y que KT5720 (1 uM), un inhibidor de la PKA,
redujo dicha respuesta (Figura 4.10C, Tabla 8).

IbTX (100 nM) y apamina (0.5 uM), bloqueantes de los canales BKc. y SKc,,
respectivamente, redujeron las relajaciones inducidas por BQ3020 (Figuras 4.11A,
4.11C, Tabla 8). TRAM 34 (20 nM) (Figura 4.11B), glibenclamida (1 uM) y 4-AP (1 mM),
inhibidores de los canales IKc,, Karr y Kv, respectivamente, no modificaron dichas
respuestas (Tabla 8). Estos resultados sugieren la activaciéon de canales BKc. y SKca en

la relajacion mediada a través de receptores ETs.
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Figura 4.10 Participacion de la via de la PKA en la relajacién mediada a través de
receptores ETp. (A) Registro de fuerza isométrica que muestra la relajacién inducida
por el agonista de los receptores ETy BQ3020 (0.01-300 nM), en preparaciones
precontraidas con fenilefrina (FE, 1 uM). La barra vertical muestra la tensién en
gramos (g) v la horizontal el tiempo en minutos (min). L: lavado. (B, C) Curvas de
relajacion dependientes de la concentracion de BQ3020, en ausencia (control, circulos
vacios) y presencia (circulos llenos) del activador de la adenilato ciclasa forscolina (30
nM) (B) y del inhibidor de la PKA KT5720 (1 pM) (C). Los resultados son expresados
como porcentaje de inhibicién de la precontraccion inducida por FE y representan la

media + e.s.m. de 6 preparaciones.
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Figura 4.11 Activacién de canales BKca. y SKca en la relajacion mediada a través de
receptores ETp. Curvas de relajacion dependientes de la concentracién de BQ3020, en
ausencia (control, circulos vacios) y presencia (circulos llenos) de iberiotoxina (IbTX,
100 nM) (A), TRAM 34 (20 nM) (B) y apamina (0.5 puM) (C), bloqueantes de los
canales BKc,, IKca v SKca, respectivamente. Los resultados son expresados como
porcentaje de inhibicién de la precontraccién inducida por FE y representan la media
* e.s.m. de 7 preparaciones.

Tabla 8 Efecto de la activacién de la adenilato ciclasa y del bloqueo de la PKA y de los canales
BKca, IKca, SKea, Katey Ky sobre la relajacion inducida por BQ3020 (0.01-300 nM).

BQ3020
n pD: Emax (%)
Control 6 8.8+0.1 80+6
Forscolina (30 nM) 6 9.240.1" 9215
Control 6 8.710.1 8718
KT5720 (1 uM) 6 8.0+0.1" 8243
Control 7 9.440.1 97+2
IbTX (100 nM) 7 8.9+0.1" 9246
Control 7 9.310.1 9243
TRAM 34 (20 nM) 7 9.3+0.1 9543
Control 7 9.4+0.1 93+1
Apamina (0.5 uM) 7 8.6+0.1" 90+5
Control 6 9.440.1 90+4
Glibenclamida (1 uM) 6 9.5+0.1 91+2
Control 6 9.3+0.1 85+5
4-AP (1 mM) 6 9.5+0.2 8943

Los resultados representan la media + e.s.m. de n preparaciones. "P<0.05 versus control (test de
la t de Student para observaciones pareadas). Emax es la maxima relajacion expresada como
porcentaje de inhibicién de la precontracciéon inducida por fenilefrina (1 uM). pD2 = -log ECso,
en donde la ECsp es la concentracion de agonista que produce el 50 % de la Emax.
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4.2.9. Implicacion de los receptores ETp en la neurotransmision no

adrenérgica no colinérgica (NANC) inhibidora del cuello vesical

Con la finalidad de investigar la posible implicacién de receptores en la
neurotransmisioén inhibidora del cuello vesical, las preparaciones fueron incubadas con
guanetidina (10 pM) y atropina (0.1 uM) y precontraidas con FE (1 pM). En dichas
condiciones, la EET (0.5-16 Hz) produjo relajaciones dependientes de la frecuencia, las
cuales, fueron reducidas por el antagonista de los receptores ETs BQ788 (Figuras 4.12A,
412B, Tabla 9). Asimismo, concentraciones umbrales (0.03 nM) del agonista ETs
BQ3020 potenciaron las relajaciones inducidas por la EET (Figura 4.12C, Tabla 9). Estos
resultados, en conjunto, sugieren que receptores de endotelina ETp estan involucrados

en la neurotransmisién NANC inhibidora del cuello vesical.
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Figura 4.12 Receptores ETp estdn involucrados en la neurotransmisiéon inhibidora
del cuello vesical (A) Registro de fuerza isométrica que muestra la relajaciéon
inducida por la estimulacién eléctrica transmural (EET, 1 ms de duracién, 0.5-16
Hz, trenes de 20 s) en ausencia y presencia del antagonista de los receptores ET5
BQ788 (3 uM), en preparaciones precontraidas con fenilefrina (FE, 1 uM) y tratadas
con guanetidina (10 uM) y atropina (0.1 uM). La barra vertical muestra la tensién
en gramos (g) y la horizontal, el tiempo en minutos (min). (B, C) Curvas de
relajacion dependientes de la frecuencia de EET en ausencia (circulos vacios) y
presencia (circulos llenos) de BQ788 (3 uM) (B) y del agonista de los receptores ETs
BQ3020 (0.03 nM) (C). Los resultados son expresados como porcentaje de
inhibicién de la precontraccién inducida por FE y representan la mediate.s.m. de 7
preparaciones.
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Tabla 9 Efecto del bloqueo del receptor de endotelina ETs y de concentraciones umbrales de
BQ3020 sobre la relajacién inducida por la estimulacion eléctrica transmural (EET, 1 ms de
duracién, 0.5-16 Hz, trenes de 20 s, con la corriente de salida constante ajustada a 75 mA), en
preparaciones de cuello de la vejiga del cerdo tratadas con guanetidina (10 uM) y atropina (0.1 pM).

Control
BQ788 (3 uM)

Control
BQ3020 (0.03 nM)

(o) W

(@)

0.5
23+6
1045

4146
64+8"

EET (Hz)

1 2 4 8
4949 6610 88+10  93%9
23+7" 388" 608"  6429"
638 8348 9749 9849
869" 10549°  115¢11  116#11

16
97+8
659"

1009
11410

Los resultados son expresados como porcentaje de inhibicién de la precontraccién inducida por la
fenilefrina (1 uM), y representan la media + e.s.m. de n preparaciones. "P<0.05 versus control (test
de la t de Student para observaciones pareadas).
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DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DE RECEPTORES DE ENDOTELINA
FUNCIONALMENTE ACTIVOS INVOLUCRADOS EN LA
CONTRACCION DEL CUELLO DE LA VEJIGA URINARIA DEL
CERDO

En lo concerniente al primer objetivo de nuestro proyecto referido al estudio de
los mecanismos involucrados en la contraccién inducida por la ET-1 en el cuello de la
vejiga urinaria del cerdo, nuestros resultados proveen evidencia morfolégica y
funcional que mecanismos neuronales y no-neuronales estan involucrados en la
contraccion inducida por la ET-1. Dicho efecto es producido de forma directa via
activacion de receptores de endotelina ETA musculares acoplados esencialmente a la
entrada de Ca?* extracelular a través de canales de Ca2* dependientes (tipo L) e
independientes de voltaje. Asimismo, la movilizacion de Ca?* intracelular y
mecanismos independientes de la [Ca?*]; a través de la via Rho/Rhocinasa parecen
estar involucrados en dicha respuesta. Ademads, la ET-1 potencia la contracciéon
inducida por la NA. Junto con receptores musculares de endotelina existen receptores
ETa neuronales modulando la neurotransmision NANC inhibidora dependiente de
NO.

Los receptores de endotelina ETa y ETp han sido descritos en diversas
estructuras de los Tractos Urinario y Genital. Asi, receptores de endotelina ETs estan
involucrados en la contraccion de la base de la vejiga y la uretra del conejo (Ukai y col.,
2008), perro (Langenstroer y col., 1997) y hombre (Hiraoka y col., 2000), asi como en la
elevacion de la presion uretral prostatica (Imajo y col., 1997). En nuestro estudio, la ET-
1 produjo una potente contraccién de inicio retardado y desarrollo prolongado, lo cual,
puede ser explicada sobre la base de la lenta difusiéon de los péptidos en el interior de
la célula muscular debido a su elevado peso molecular, a las vias de sefalizaciéon
intracelulares de los receptores de endotelinas y/o a la accion indirecta de los agonistas
produciendo la liberaciéon de otros mediadores desde las terminaciones nerviosas
intramurales (Hernandez y col., 2006a). Nuestro protocolo experimental se ha realizado
en preparaciones desprovistas de urotelio, lo cual, indica que receptores localizados en

el musculo liso estan involucrados en la contraccién inducida por la ET-1.
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El receptor ET4 tiene mayor afinidad de conjugacién para la ET-1 y la ET-2 que
para ET-3, mientras que los receptores de endotelina ETs tienen similar afinidad por las
tres isoformas peptidicas (Arai y col., 1990; Sakurai y col., 1990, Simonson y Dunn,
1990). En el presente estudio, ET-1 y ET-2 mostraron similar potencia contréctil,
mientras que la ET-3 producia incrementos consistentes de la tensién basal del cuello
vesical Gnicamente en respuesta a elevadas concentraciones (Figuras 4.3A, 4.3B, Tabla
1). Estos resultados son similares a los obtenidos en la vejiga del hombre, en donde la
ET-3 producia una contraccién menor que la originada por la ET-1, resultados que
estan de acuerdo con la mediacién de receptores de endotelina ET A (Okamoto-Koizumi
y col, 1999). La implicacién de estos receptores en nuestro estudio es sugerida,
ademads, por la inhibicién producida por BMS182874, antagonista selectivo de los
receptores ETa, sobre la contraccién inducida por la ET-1 (Figura 4.4A, Tabla 2). El
hecho que dicho antagonista originara un desplazamiento hacia la derecha no
competitivo de la curva CR de ET-1 puede ser explicada sobre la base de la posible
presencia de receptores de endotelina ETa en los nervios, o alternativamente por la
mediacién de ambos subtipos de receptores de endotelina en la contraccién inducida
por la ET-1. Sin embargo, BQ3020, agonista de los receptores ETs, no produjo efecto
contréctil alguno y BQ788, antagonista selectivo de dichos receptores, no modificé la
curva CR de la ET-1 (Figura 4.4B, Tabla 2). Estos resultados sugieren que receptores
ETs no parecen estar involucrados en la contraccién inducida por la ET-1. La mediacién
de receptores de endotelina ETx en el cuello vesical del cerdo fue asimismo confirmada
por estudios de expresion de dicho receptor. Asi, ensayos de Western Blot mostraron
una banda de 52 kDa, compatible con el peso molecular descrito (53 kDa) para el
receptor ETs (Figura 4.1A). Asimismo, estudios inmunohistoquimicos con un
anticuerpo anti-ETa revelaron un marcaje de proteina ETa. De hecho, se observé una
alta densidad de fibras inmunorreactivas a ETa de tamafio variable oscilando entre
gruesos troncos nerviosos a finas fibras individuales ricas en varicosidades penetrando
por la adventicia, distribuyéndose en la capa muscular y alcanzando el urotelio
(Figuras 4.1B-4.1G). Dicha inervacién inmunopositiva fue, asimismo, identificada
alrededor de las arterias pequefias que irrigan el cuello vesical, indicando asi un
posible papel de los receptores de endotelina ETa en la regulacion del flujo sanguineo
local. Nuestros resultados estdn en consonancia con la rica densidad de inervacién

inmunorreactiva a ETa observada en el epitelio, musculo liso y fibroblastos de la vejiga
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del hombre, indicando asi, una acciéon autocrina de ET-1 en la regulacion de la
estructura y del tono muscular de la pared vesical (Sdenz de Tejada y col., 1992).

En la vejiga urinaria de diferentes especies incluido el hombre, la contracciéon
mediada por receptor es dependiente de la entrada de Ca?* extracelular a través de
canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L sensibles a las dihidropiridinas (Maggiy
col., 1989; Andersson y col., 1991; Uchida y col., 1994; Yoshida y col., 2003) y a la
liberacion de Ca2* desde los depésitos intracelulares (RS) (Masters y col., 1999; An y
col., 2002). En nuestro estudio, la inhibicién de la contraccién inducida por la ET-1 en
una SSF sin Ca?* o como consecuencia del tratamiento con nifedipina, bloqueante de
canales de Ca?* sensibles al voltaje tipo L, sugiere que la ET-1 produce contraccion del
cuello vesical a través de mecanismos dependientes del influjo de Ca2* extracelular a
través de canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L (Figuras 4.5A, 4.5B, Tabla 3).
No obstante, el bloqueo parcial producido por la nifedipina asi como la reducciéon
causada por el inhibidor de la entrada de Ca?* SKF96365, sugiere la implicacién de
otros canales en el influjo de Ca?* extracelular (Figuras 4.5A, 4.5B, Tabla 3). Dichos
mecanismos involucrarian canales de Ca2* sensibles al voltaje tipo T o /Q y/o canales
operados por receptor o por depodsito independientes de voltaje. Ademas, el hecho que
la ET-1 produzca contraccion (29 % del control) en una SSF libre de Ca?* indica una
movilizacién de Ca?* desde los depdsitos intracelulares.

Una parte de la contraccion de la vejiga es producida via mecanismos
independientes de cambios en la [Ca2*]; a través de la via Rho/Rhocinasa e inhibiciéon
de la fosfatasa de la CLM (Somlyo y Somlyo, 2003; Wibberley y col., 2003). De hecho, el
ARNm y la enzima RhoA activada han sido identificados en el detrusor y urotelio de la
vejiga del cerdo (Nakanishi y col., 2009). Asimismo, la activacién de los receptores
adrenérgicos y muscarinicos produce un potente sinergismo en el trigono del cobaya
sin cambios significativos en la [Ca?*];, indicando asi, que la sensibilizaciéon al Ca2* de
proteinas contractiles desempefan un papel fundamental en dicha respuesta contractil
(Roosen y col., 2009). En nuestro estudio, Y27632, un inhibidor selectivo de la proteina
cinasa asociada a Rho, redujo la contraccién inducida por la ET-1, lo cual, sugiere la
implicaciéon de la via de Rho/Rho cinasa en dicho efecto (Figura 4.5C, Tabla 3).

En el cuello de la vejiga del cerdo, la ET-1, junto con su accion contractil directa
mediada a través de receptores musculares de endotelina ETa, desempefia un
importante papel modulador de la contraccién noradrenérgica. Asi, aunque la

contraccion maxima producida por la ET-1 representa un 42 % de la inducida por la
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NA, su potencia es mucho mayor que la exhibida por el neurotransmisor simpatico
(Figuras 4.6A, 4.6B, Tabla 4). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en la
base de la vejiga y la uretra del conejo, en donde la ET-1 producia una contraccion, via
activacion de receptores ETa, mucho mas potente que la inducida por la NA a través
de receptores adrenérgicos ai (Ukai y col, 2008). El hecho que concentraciones
umbrales de ET-1 potenciaran la respuesta evocada por la NA sugiere un papel
modulador de dicho péptido en la contraccion noradrenérgica (Figuras 4.6A, 4.6B,
Tabla 4). Este resultado estd en consonancia con otros descritos en el Sistema
Urogenital, en donde la ET-1 desempefia un papel modulador esencial sobre la
neurotransmision noradrenérgica y NANC. Asi, en la vejiga urinaria de la rata, la
transmision NANC es potenciada por la ET-1 a través de la activacién de receptores
ETa (Donoso y col., 1994), mientras que en el conducto deferente, la ET-1 facilita la
neurotransmision simpatica a través de la potenciacion de la contracciéon inducida por
el ATP (Lau y col., 1995).

En nuestro estudio, la presencia de receptores ETa en nervios del cuello vesical
sugiere que mecanismos neuronales estan involucrados en la contraccién inducida por
la NA. Esta hipétesis fue confirmada por el bloqueo producido por »-CgTX, un
inhibidor de los canales de Ca?* dependientes de voltaje neuronales, sobre la
contraccion inducida por la ET-1 (Figuras 4.7A, 4.7B, Tabla 5). La falta de efecto de la
guanetidina, bloqueante de la neurotransmisién noradrenérgica (Figura 4.7C, Tabla 5),
parece descartar un posible papel de los nervios adrenérgicos en dichas respuestas y
sugiere un papel modulador de la ET-1 a través de la facilitaciéon de la liberaciéon de un
neurotransmisor excitador no-adrenérgico o alternativamente por el bloqueo de la
liberacién de un neurotransmisor inhibidor.

En el cuello de la vejiga urinaria del cerdo se ha demostrado la existencia de
una potente neurotransmision NANC inhibidora dependiente e independiente de NO
(Hernéndez y col., 2006a,b, 2007, 2008). Debido a ello, investigamos el posible papel
modulador del receptor de endotelina ETa en las relajaciones nerviosas NANC. Asi, en
preparaciones tratadas con guanetidina y atropina, con objeto de bloquear la
neurotransmision noradrenérgica y los receptores muscarinicos, respectivamente, el
antagonista de los receptores ETa BMS182874 potenciaba las relajaciones inducidas por
la EET (Figuras 4.8A, 4.8B, Tabla 6). Sin embargo, dicho antagonista no modificé las
relajaciones nerviosas en preparaciones tratadas con guanetidina, atropina y el

inhibidor de la sintasa de NO, L-NOARG, indicando asi la presencia de receptores de
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endotelina ETa neuronales modulando la neurotransmisién inhibidora nitrérgica del

cuello vesical (Figura 4.8C, Tabla 6).

5.2. CARACTERIZACION DE RECEPTORES DE ENDOTELINAS
FUNCIONALMENTE ACTIVOS INVOLUCRADOS EN LA
RELAJACION DEL CUELLO DE LA VEJIGA URINARIA DEL
CERDO

Con respecto al segundo objetivo de nuestro estudio dirigido a investigar la
implicacion de receptores de endotelina ETg en la relajacion del cuello vesical, nuestros
resultados sugieren que receptores ETs musculares estan involucrados en la relajacion
inducida por el agonista selectivo de dichos receptores BQ3020, a través de
mecanismos independientes del NO y la COX, via activacion de la PKA dependiente
del AMPc e involucrando la apertura de canales BKca y SKca. Los receptores ETs estan,
asimismo, involucrados en la neurotransmision NANC inhibidora del cuello vesical.
Esta conclusion es mantenida por las siguientes observaciones: (1) Receptores ETs son
expresados en la capa muscular y en el urotelio. (2) Las contracciones inducidas por la
ET-1 fueron potenciadas por BQ788, antagonista selectivo de los receptores ETs. (3)
BQ3020, agonista de los receptores ETs, produjo relajaciones dependientes de la
concentracion en preparaciones desprovistas de urotelio, las cuales, fueron reducidas
por BQ788 y por el bloqueo de la PKA y de los canales BKca y SKca. Las respuestas
inducidas por BQ3020, sin embargo, no fueron modificadas por el bloqueo de la sintasa
de NO, guanilato ciclasa soluble, COX, canales Katp 0 K. (4) BQ788 redujo las
relajaciones nerviosas inducidas por la EET. Dichas respuestas fueron potenciadas por
concentraciones umbrales de BQ3020.

Los receptores ETa y/o ETp estan involucrados en la contracciéon del muasculo
liso del Tracto Urinario Inferior (Traish y col., 1992; DiSanto y col., 2000; Andersson,
2007). Junto con su respuesta contractil, la estimulaciéon del receptor ETs puede
también producir relajacién, y el balance final de ambos fenémenos antagénicos
(contraccién y/o relajacién) es critico para determinar la funcionalidad de dicho
receptor (Sanchez y col., 2010). Sin embargo, existe una escasa informacién referida a la
posible implicacién de receptores ETs en la relajacion del masculo liso de la region de

salida de orina de la vejiga. En el presente estudio, ensayos de Western blot mostraron
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una banda de 52 kDa compatible con el peso molecular (53 kDa) descrito para el
receptor ETs (Figura 4.2A) y estudios inmunohistoquimicos con un anticuerpo anti-ETs
revelaron un marcaje de la proteina del receptor ETs (Figuras 4.2B, 4.2C). De hecho,
una densidad moderada de fibras inmunorreactivas a ETs de tamafio variable fueron
identificadas en el wurotelio y en la capa muscular. Asimismo, dicha
inmunorreactividad fue observada alrededor de las arterias pequefias que irrigan el
cuello vesical, indicando asi un posible papel del receptor ET; en la regulacién del flujo
sanguineo local. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en la vejiga del
conejo, en donde receptores de endotelina ETs fueron localizados por debajo y en el
interior del urotelio y en el masculo (Wada y col., 2000).

En nuestro estudio, el agonista de los receptores ETs produjo una potente
relajacion dependiente de la concentracion de lento desarrollo. Dicha respuesta no fue
modificada en preparaciones desprovistas de urotelio, lo cual, sugiere que receptores
musculares estan involucrados en la relajacion inducida por BQ3020 (Figura 4.9A,
Tabla 7). Estos resultados junto con los obtenidos en los estudios inmunohistoquimicos
y en el Western Blotting mostrando la expresion de receptores ETs en el musculo liso y
en el urotelio, podrian indicar una escasa contribuciéon de los receptores ETs uroteliales
en producir relajacién, y/o a la presencia de receptores contractiles uroteliales
anteriormente descrita. El hecho que el antagonista de los receptores ETs BQ788 origine
un desplazamiento hacia la derecha de forma competitiva de la curva CR de BQ3020
sugiere la mediacion de una tnica poblacién de receptores musculares ETp en la
relajacion del cuello vesical (Figuras 4.9B, Tabla 7).

Tanto las vias del NO/GMPc como de la COX estdn involucradas en la
relajacion mediada a través del receptor ETs (Hirata y col., 1993; Ozaki y col., 1995). En
nuestro estudio, sin embargo, la falta de efecto de L-NOARG, ODQ e indometacina,
bloqueantes de la sintasa de NO, guanilato ciclasa soluble y COX, respectivamente,
sobre las relajaciones de BQ3020, sugiere que dichas respuestas son producidas a
través de mecanismos independientes del NO y la COX (Tabla 7).

La activaciéon del receptor ETg estd, asimismo, acoplada positivamente a la
adenilato ciclasa, produciendo el incremento de la [AMP]; y la activacién de la PKA,
para inducir relajacién del musculo liso vascular (Eguchi y col., 1993). En el cuello de la
vejiga del cerdo, la via de la PKA dependiente del AMPc esta involucrada en la
relajacién inducida por PACAP 38 (Hernandez y col., 2006b) y por 5-HT (Recio y col.,
2009). En el presente estudio, la reduccioén de la respuesta inducida por BQ3020 por el
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inhibidor de la PKA KT5720 y su potenciaciéon por el activador de la adenilato ciclasa
forscolina, sugiere que dicha relajacién es producida a través de la activaciéon de
receptores ETs acoplados a la via de la PKA (Figuras 4.10A-4.10C, Tabla 8).

En la vejiga urinaria, los canales de K* desempefian un papel esencial en la
repolarizacion del potencial de accion y en el mantenimiento del potencial de
membrana en reposo, limitando la amplitud y duracién de la contraccién del musculo
liso (Herrera y col., 2000; Herrera y Nelson, 2002). La alteracion en la expresion de los
canales de K* puede originar disfuncionalidades del Tracto Urinario, tales como vejiga
hiperactiva e incontinencia urinaria (Herrera y col., 2005). En el cuello de la vejiga del
cerdo, canales Kv presindpticos modulan la liberacién de NO desde los nervios via
inhibicién de los canales de Ca?* dependientes de voltaje neuronales (Herndndez y col.,
2008), mientras que canales Kv postsindpticos estdn involucrados en las relajaciones de
PACAP 38 y VIP (Hernandez y col., 2006b). Asimismo, canales Kv estan implicados en
la relajaciéon mediada a través del receptor de endotelina ETs en las arterias prostaticas
pequenas del cerdo (Sanchez y col., 2010). En el presente estudio IbTX y apamina,
inhibidores de los canales BKc. y SKc., respectivamente, redujeron las relajaciones
inducidas por BQ3020, las cuales, sin embargo, no fueron modificadas por el bloqueo
de los canales IKc., Karr y Kv (Figuras 4.11A-4.11C, Tabla 8). Estos resultados sugieren
la activacién de canales BKc. y SKca en la relajacién inducida por BQ3020.

NO y un componente nervioso independiente de NO estan involucrados en la
neurotransmisiéon inhibidora NANC del cuello vesical. Asi, el NO, cuya liberacion es
modulada por receptores adrenérgicos oo y canales K, presinapticos, relaja el cuello
vesical a través de un mecanismo dependiente de la activacion de la guanilato ciclasa
soluble (Herndndez y col., 2007, 2008). El componente nervioso independiente de NO
actia, en parte, via liberacién de prostanoides a través de la COX-1, y de la activaciéon
de la ATP-asa de la bomba Na*-K* (Martinez-Saenz y col., 2011). Estudios previos han
descrito un efecto facilitador de la ET-1 sobre la neurotransmisién excitadora NANC en
la vejiga urinaria de la rata (Donoso y col., 1994). Debido a ello, investigamos el posible
papel modulador del receptor de endotelina ETs sobre la neurotransmision NANC
inhibidora del cuello vesical. Asi, en preparaciones pretratadas con guanetidina y
atropina, para bloquear la neurotransmisién noradrenérgica y los receptores
muscarinicos, respectivamente, la EET produjo relajaciones dependientes de la
frecuencia, las cuales, fueron reducidas por BQ788 y potenciadas por concentraciones

umbrales de BQ3020 (Figuras 4.12A-4.12C, Tabla 9). Estos resultados sugieren que
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receptores de endotelina ETp estdn involucrados en la neurotransmision NANC

inhibidora del cuello vesical.
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Del conjunto de los resultados del presente estudio podemos concluir:

v' 1° La ET-1 produce contraccién del cuello de la vejiga urinaria del cerdo via
activacion de receptores ETa musculares acoplados a la entrada de Ca2* extracelular a
través de canales de Ca2* dependientes (tipo L) e independientes de voltaje. Asimismo,
la movilizacién de Ca?* intracelular y mecanismos independientes de la [Ca?*]; via

Rho/Rhocinasa parecen estar también involucrados en dicha respuesta.

v" 2° La ET-1 potencia la contraccién inducida por la NA y receptores de endotelina
ETa neuronales modulan la neurotransmisién inhibidora NANC dependiente de NO

en el cuello vesical.

v' 3° Receptores ETp presentes en el musculo median la relajaciéon del cuello vesical a
través de mecanismos independientes del NO y la COX, via activacién de la PKA e

involucrando la apertura de canales BKc. y SKc..

v 4° Los receptores ETp estan, asimismo, involucrados en la modulacion de la
neurotransmision NANC inhibidora. Este es el primer estudio que demuestra la
implicaciéon de receptores de endotelina musculares ETs en la relajaciéon del masculo

liso de la region de salida de orina de la vejiga.

v" 5° El conjunto de nuestros resultados indica que receptores de endotelina ET4 y ETs
estan implicados en la contraccién y la relajacion, respectivamente, de la musculatura
lisa del cuello de la vejiga urinaria del cerdo. Agonistas y antagonistas de dichos
receptores, asi como las vias de sefializacién intracelular acopladas a los mismos
podrian ser dianas terapéuticas en la incontinencia urinaria de estrés producida por

deficiencia esfintérica intrinseca.
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RESUMEN

La incontinencia urinaria es una patologia muy frecuente, que afecta a
todos los grupos de poblacion, edad y sexo, con un extraordinario impacto
negativo sobre la calidad de la vida de las personas que lo padecen, como
consecuencia de la relaciéon existente entre incontinencia, ansiedad y depresion.
En los Estados Unidos en el afio 2000, el 55% de mujeres y el 34% de hombres
mayores de 60 afios y un 42% de mujeres y un 5% de hombres menores de 60
afios padecian diferentes grados de incontinencia urinaria con tratamientos de
elevado coste econémico (presupuesto anual de 19 billones de doélares) (Hu y
col., 2004). En nuestro pais, el gasto en absorbentes en 2001 fue de 197 millones
de euros, que representa un 3.2% del importe total de la prestaciéon farmacéutica
del Sistema Nacional de Salud.

Las incontinencias urinarias de estrés Tipo III se producen por
disfuncionalidad del mecanismo esfintérico intrinseco que origina un cuello de
vejiga urinaria abierto permanentemente (McGuire y Woodside, 1981). Dicha
patologia afecta esencialmente a la poblacién femenina constituyendo la forma
mas grave de incontinencia urinaria, la de mayor frecuencia de presentacién en
postoperatorios de intervenciones quirtrgicas retroptubicas (cirugias
ginecologicas y prostéticas) y con terapias farmacolégicas de escasa eficacia en
las que se utilizan esencialmente agonistas de los receptores adrenérgicos ou e
inhibidores de la recaptacion de 5-HT (como la duloxetina) para producir
contraccién de la base de la vejiga urinaria.

La existencia de un cuello abierto estd directamente relacionado con la
presencia de incontinencia urinaria producida por deficiencia esfintérica
intrinseca (English y col.,, 1999). El conocimiento de la naturaleza de los
transmisores y/o moduladores, asi como de los mecanismos involucrados en la
tension del musculo liso del cuello de la vejiga urinaria es esencial para un
correcta terapia en los cuadros de incontinencia urinaria. El esfinter interno esté
constituido por la musculatura lisa del cuello de la vejiga urinaria y la uretra
proximal, formando ambas estructuras la region de salida de orina de la vejiga,
unidad funcional cuya actividad esta regulada por un sistema localizado en el

cerebro (sustancia gris periacueductal y centro pontino de la miccién) y en la
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médula espinal (inervacién adrenérgica y colinérgica a través del nervio
hipogéstrico y pélvico procedentes de los segmentos medulares toracolumbares
T11-L2 y sacros S2-54, respectivamente). Asimismo, existe una regulacion
somatica del esfinter estriado externo a cargo del nervio pudendo cuyo origen
tiene lugar en el nicleo de Onuf, por lo que lesiones a nivel toracolumbar y/o
lumbosacro originan la alteracion funcional del mecanismo esfintérico
intrinseco (Haab y col., 1996; De Groat, 2006). Junto con la regulacién nerviosa
central, diferentes mediadores inhibidores no adrenérgicos no colinérgicos,
como el NO, el VIP y el ATP han sido propuestos como responsables de la
regulacion ejercida por el SNA sobre la tension de la musculatura lisa del cuello
vesical (Hills y col., 1984; Andersson y Wein, 2004). De hecho, el NO, cuya
liberacion desde los nervios es modulada por receptores adrenérgicos oo y
canales Kv de localizacion presindptica, estd involucrado en Ila
neurotransmision inhibidora NANC del cuello vesical (Hernandez y col., 2007,
2008). Asimismo, el ATP, la 5-HT y péptidos como el VIP y el PACAP, estan
implicados en la relajacion de dicha estructura. Asi, el ATP produce relajacion
del cuello de la vejiga via activacién de receptores purinérgicos P2Y1 y Aoa
después de la hidrdlisis del ATP a ADP y adenosina, respectivamente
(Hernandez y col., 2009), mientras que la 5-HT produce relajacion a través de
receptores musculares 5-HT7 acoplados a la via de la PKA (Recio y col., 2009).
El PACAP y el VIP producen relajaciéon del cuello vesical a través de receptores
musculares del subtipo VPAC: acoplados a la via de la PKA, mientras que
receptores PAC; localizados en aferentes primarias sensibles a la capsaicina y
acoplados a la liberaciéon de NO y receptores VPAC inhibidores situados en
terminaciones nerviosas motoras median las relajaciones inducidas por el
PACAP 38 y el VIP, respectivamente (Herndndez y col., 2006a,b). Junto con los
mediadores anteriormente mencionados, nuestro laboratorio ha demostrado, la
existencia de un componente nervioso relajante independiente de NO de
naturaleza desconocida, el cual, es responsable de mas del 50% de la
neurotransmision inhibidora del cuello de la vejiga urinaria (Hernandez y col.,

2008).
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La rica presencia de receptores de endotelinas en la préstata del hombre
(Kobayashi y col.,, 1994) y el hecho que la expresién y la actividad de dichos
receptores sea modificada en diversas situaciones fisiopatolégicas, tales como, la
obstrucciéon uretral (Khan y col., 1999) y el envejecimiento (Wada y col., 2000),
sugieren que tanto receptores de endotelinas como los mecanismos subyacentes
acoplados puedan ser dianas terapéuticas en la obstruccion uretral asociada con
la HBP y en la incontinencia urinaria (Mumtaz y col., 2001; Andersson, 2007;
Ukai y col., 2008). Sin embargo, existe una escasa informacion referida a las vias
de sefializacién involucradas en la contraccién inducida por la ET-1, a la posible
accion moduladora de las endotelinas sobre la transmisién nerviosa, asi como a
la existencia de receptores de endotelina ETs produciendo relajacién del cuello
vesical. Por tanto, el presente estudio tiene como objetivo general investigar la
accion directa inducida por la ET-1 sobre la tensiéon de la musculatura lisa del
cuello de la vejiga urinaria, asi como, su posible papel modulador sobre la
transmision excitadora y/o inhibidora de dicha estructura, con la finalidad de
aportar terapias farmacologicas efectivas en la incontinencia urinaria de estrés
tipo III producida por deficiencia esfintérica intrinseca. Para ello y mediante
diferentes abordajes experimentales (inmunohistoquimica, Western Blotting y
registro de fuerza isométrica), estudiamos la presencia de receptores de
endotelina funcionalmente activos involucrados en la contraccién y en la
relajacion del cuello de la vejiga del cerdo, asi los mecanismos involucrados en
dicha respuesta (caracterizacién farmacolégica de los receptores
funcionalmente activos, papel de las vias del NO/GMPc y COX, ATPasa de la
bomba Na*-K* y canales de K*) y la implicacién de los receptores ETs en la

neurotransmision NANC inhibidora del cuello vesical.

Mediante el analisis de los nuestros resultados podemos concluir que:

1° La ET-1 produce contraccién del cuello de la vejiga urinaria del cerdo via
activacion de receptores ETa musculares acoplados a la entrada de Ca?*
extracelular a través de canales de Ca?* dependientes (tipo L) e independientes

de voltaje. Asimismo, la movilizaciéon de Ca?* intracelular y mecanismos
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independientes de la [Ca?*]i via Rho/Rhocinasa parecen estar también

involucrados en dicha respuesta.

2° La ET-1 potencia la contracciéon inducida por la NA y receptores de
endotelina ETa neuronales modulan la neurotransmision inhibidora NANC

dependiente de NO en el cuello vesical.

3° Receptores ETp presentes en el musculo median la relajaciéon del cuello
vesical a través de mecanismos independientes del NO y la COX, via activacién

de la PKA e involucrando la apertura de canales BKca y SKca.

4° Los receptores ETp estan, asimismo, involucrados en la modulaciéon de la
neurotransmision NANC inhibidora. Este es el primer estudio que demuestra la
implicaciéon de receptores de endotelina musculares ETs en la relajacion del

musculo liso de la regién de salida de orina de la vejiga.

5° El conjunto de nuestros resultados indica que receptores de endotelina ETa y
ETp estan implicados en la contraccion y la relajacion, respectivamente, de la
musculatura lisa del cuello de la vejiga urinaria del cerdo. Agonistas y
antagonistas de dichos receptores, asi como las vias de sefalizacién intracelular
acopladas a los mismos podrian ser dianas terapéuticas en la incontinencia

urinaria de estrés producida por deficiencia esfintérica intrinseca.
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