LIBERACION DE OXIDO NITRICO INDUCIDA POR EL FLUJO SANGUINEO.
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INTRODUCCION

1 ambiente mecanico de las células de mami-
fero esta definido por interacciones complejas
entre fuerzas gravitacionales, fuerzas locales ge-
neradas por el aire, presion hidrostatica y movi-
miento, asi como la tensién intracelular derivada
de la organizacién de los elementos del citoes-
queleto. Con la excepcién de la sangre, los com-
ponentes de tejidos de vertebrados desarrollan
tensién por interacciones fisicas con la matriz ex-
tracelular y células vecinas. La importancia funda-
mental de esto se refleja en la expresién depen-
diente de adhesién de la diferenciacién celular
normal, crecimiento y funcién. Las respuestas
simples de organismos unicelulares a fuerzas ex-
ternas han evolucionado en los mamiferos a siste-
mas sensoriales finos y sofisticados, asi como
respuestas adaptativas a cambios prolongados en
el ambiente mecanico. En el sistema cardiovascu-
lar del mamifero, el endotelio presenta respues-
tas singulares a las fuerzas del flujo sanguineo.
El endotelio est4 localizado entre el flujo san-
guineo y la pared vascular. Las células que recu-
bren la circulacién arterial estan expuestas a fuer-
zas hemodindmicas de mayor magnitud que
cualquier otro tejido de mamifero. En consecuen-
cia, las respuestas mecdanicas controladas por el
endotelio han evolucionado como parte normal de
la fisiologia, mucho mas notablemente en el con-
trol del tono vascular donde los mecanismos res-
ponsables para la transmisién y la transduccién de
la informacién hemodindmica, desde la sangre
hasta la musculatura lisa de la pared vascular, re-
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siden en el endotelio. Las fuerzas hemodinamicas
también juegan un papel importante en algunas
patologias vasculares, particularmente en la loca-
lizacién de lesiones de arteriosclerosis y en la hi-
pertensién arterial.

Las funciones principales del endotelio son el
mantenimiento de las propiedades anticoagulan-
tes, el control fisiolégico del didmetro del lumen,
la regulacién de la permeabilidad vascular y las
consecuencias patoldgicas asociadas con la infla-
macién aguda, cicatrizacién y desordenes cardio-
vasculares como la localizacién focal de la arte-
riosclerosis. En todos estos procesos, los facto-
res hemodindmicos (definidos como fuerzas me-
canicas del flujo sanguineo) afectan la biologia en-
dotelial tanto por la accion directa del estrés por
friccién y la deformacién por presién sobre el en-
dotelio como por la modificacién indirecta de la
concentracién de quimicos y agonistas en la su-
perficie endotelial, alterando la interaccién de es-
tas moléculas con sus receptores endoteliales. En
realidad estos dos mecanismos no son excluyen-
tes uno del otro, las fuerzas hemodindmicas ac-
tuando en forma directa en enzimas de superficie
y receptores, podrian modificar la interaccién en-
zima-sustrato y agonista-receptor al mismo tiem-
po que la concentracién de superficie de los ago-
nistas, el transporte convectivo y la difusién. Uno
de los retos de investigacién mas importantes en
este campo es la identificacién de los mecanismos
por los cuales las fuerzas del flujo sanguineo son
detectadas y convertidas en una secuencia de res-
puestas biolégicas en las células endoteliales y
posteriormente en las células adyacentes.
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REGULACION DEL TONO VASCULAR POR
EL FLUJO SANGUINEO

Una importante consecuencia fisioldgica de la
transduccién de fuerzas hemodinamicas es la re-
gulacién tan fina del didmetro arterial. Cuando se
incrementa el flujo las arterias se dilatan por una
relajacion de las células musculares lisas depen-
diente de endotelio e independiente del sistema
nervioso central. Una interpretacién de esta idea
se ilustra en la Figura 1.

Fue Thoma' en 1921, quien primero sugirié que
el flujo sanguineo podria regular el tono vascular;
sin embargo, Schretsenmayr? demostrd experi-
mentalmente, por vez primera, respuestas vas-
culares ante alteraciones en el flujo sanguineo. El
papel del endotelio en este proceso fue sugerido
por Rodbard®* quien propuso que el endotelio po-
dria “sentir” el estrés por friccién generado por el
flujo sanguineo. En 1980 Furchgott y Zawadski®
descubrieron que la dilatacién mediada por agonis-
tas requeria del endotelio. La dependencia de un
endotelio intacto para la dilatacién mediada por el
flujo fue confirmada rapidamente en arterias gran-
des de conductancia asi como en vasos de resisten-
cia.%!* La presion intra-arterial parece tener poco
efecto en el control endotelial de la vasoactividad;
la respuesta contrictil de la célula muscular lisa a
una presion incrementada es dependiente del mas-
culo liso e independiente del endotelio.!>

Flujo
>
- ¢Receptores
Luz Z, para flujo?
vascular e l,

Endotelio

Misculo liso

Fic. 1: Esquema que muestra el efecto del flujo sanguineo
sobre el misculo liso vascular. El flujo por medio del estrés
por friccién estimula posibles receptores en la membrana
endotelial, en el interior de la célula se estimula la sintesis y
liberacién de 6xido nitrico (ON) que actuard en la células de
musculo liso produciendo relajacién del vaso.
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En contraste, el principal regulador del didme-
tro arterial es el estrés por friccién. Esta distin-
cion fue demostrada cambiando la viscosidad del
liquido de perfusién de segmentos de arterias,
manteniendo constantes el flujo y la presion.!”18
El estrés por friccién es directamente proporcio-
nal a la viscosidad. La viscosidad se cambi6 por
hemoconcentracién/dilucién® o por adicién de
dextranos.!” La vasodilatacién se desarrollé6 como
una funcién del estrés por friccién al cambiar la
viscosidad del medio manteniendo el flujo cons-
tante, demostriandose asi que el estrés por fric-
cién es la fuerza hemodindmica més relevante de-
pendiente de endotelio en la vasorregulacion.
Ahora existe buena evidencia que indica que el
mecanismo involucra la liberacién aumentada de
factores relajantes derivados del endotelio, el
principal componente de éstos es el 6xido nitrico
(ON) y otros nitroderivados relacionados.!®%

LIBERACION DE OXIDO NiTRICO POR EL
FLUJO SANGUINEO

El 6xido nitrico es el principal factor relajante deri-
vado del endotelio en la vasculatura. Esto se ha de-
terminado por un gran numero de experimentos i#
vivo, ex vivo e in vitro (para revision ver 18 y 21). El
ON es un activador endégeno de la forma soluble de
la guanilato ciclasa. Mucho del trabajo que permitié
la identificacién de ON y otros factores relajantes
derivados del endotelio fue llevado a cabo en bioen-
zayos de anillos arteriales superfundidos con efluen-
tes de vasos integros o esferas de vidrio cubiertas
de células endoteliales cultivadas colocadas en co-
lumnas de cromatografia o sistemas de células en
agitacién. E1 ON es una molécula de corta duracién
(la vida media en una solucién amortiguadora fisiol6-
gica es de unos cuantos segundos) rapidamente
atrapada por la hemoglobina? y su efecto es poten-
ciado por la enzima superé6xido dismutasa que des-
truye radicales libres que secuestran ON.1920:23 E]
ON activa al cGMP en el endotelio, en el musculo
liso y en las plaquetas.?*?6 En células endoteliales
bovinas existen proteina cinasas dependientes de
cGMP asociadas a la membrana.?” La enzima ON
sintasa (ONS) convierte L-arginina en L-citrulina
con liberaciéon de ON.'*% La ONS endotelial, que ha
sido mapeada en el cromosoma?,?® es expresada
constitutivamente a nivel basal y su actividad es cal-
cio/calmodulina dependiente.?%*
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Aunque en el estudio del mecanismo por el
cual el flujo produce vasodilatacién mediada por
ON nos debemos enfocar a la regulacién de la ac-
tividad de la ONS endotelial, mucha de la informa-
cién existente acerca de la activacién de estas en-
zimas se ha obtenido de otras formas de ONS,
particularmente la ONS inducible de macréfagos
y la neuronal de cerebelo de rata. La enzima es
una proteina de la familia del citocromo P-450 que
contiene un grupo prostético hemo.* En presen-
cia de oxigeno molecular, la L-arginina es conver-
tida al intermediario N-hidroxi-L-arginina por una
donacion electrénica del NADPH; el intermedia-
rio se oxida posteriormente a ON y citrulina.®?
Ambas etapas parecen envolver el mismo sitio
activo de la ONS. Se requieren varios cofactores
para la activaciéon de la ONS que incluyen a la
protoporfirina IX, nucleétidos de flavina y te-
trahydrobiopterina.®® La 6xido nitrico sintasa es la
tnica enzima de mamifero que cataliza al mismo
tiempo una hidroxilacién del tipo citocromo P-450
y una reduccién dependiente de NADPH. Tam-
bién es el tnico ejemplo conocido de un citocro-
mo P-450 soluble.?® La ONS endotelial y la neuro-
nal son enzimas calcio/calmodulina dependientes,
sus secuencias de aminodacidos tienen un 60% de
homologia, pero la enzima endotelial tiene una ca-
racteristica tinica que consiste en un sitio de mi-
ristoilacién de funcién desconocida en el amino
terminal.?®* Este sitio podria anclar a la enzima a
la membrana plasmatica®® y de alguna manera po-
dria estar involucrado en la activacién de la ONS
endotelial por el estrés por friccién. Existen sitios
para hemo, calmodulina y L-arginina en todas las
ONS y la enzima es sujeta a regulacién por re-
troalimentacién por ON.??

La activacién de la ONS endotelial por el flujo
involucra un incremento en la [Ca**], asi como la
unién de calmodulina. Sin embargo, los mecanis-
mos de la transduccién de las fuerzas hemodina-
micas no son claros, existe un gran nimero de
posibilidades de regulacién asociados con los co-
factores para la activacién de esta enzima, la pre-
sencia de sitios de unidén a factores de transcrip-
ci6n comunes (AP-1, AP-2, NF-1, SSRE) en el
extremo 5'y la disponibilidad de sitios para fosfo-
rilacién recientemente identificados.®® No obstan-
te, se ha reportado un nimero importante de tra-
bajos estudiando el mecanismo por el cual el flujo
estimula la produccién de ON.
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La exposicién a estrés por friccién en lapsos de
3 h, incrementé la cantidad de RNAm para ONS
endotelial asi como la expresién de la proteina en
células endoteliales de aorta de bovino y en célu-
las endoteliales de aorta humana.** El incremento
es dependiente de la sintesis de proteinas e inde-
pendiente de la activacién de proteina cinasa C y
parece estar involucrado un canal de K*.34% Ex-
perimentos iz vivo han mostrado que incremen-
tos croénicos o agudos del flujo sanguineo aumen-
tan la vasodilatacién dependiente del endotelio,
involucrando un incremento especifico de la ex-
presién del gen de ONS endotelial. Bajo condicio-
nes de marcapaso cardiaco crénico o ejercicio,
este mecanismo tendria un efecto benéfico.?¢”
En cambio, cuando el flujo sanguineo se reduce
como en la insuficiencia cardiaca congestiva, la
vasodilatacién mediada por flujo se reduce.®®

Aunque existe controversia al respecto, es claro
que la [Ca**], esta directamente relacionada con el
efecto estimulador del flujo sobre la produccién de
ON. En arterias iliacas de conejo se demostré que el
bloqueador de canales tipo L de calcio, verapamil,
inhibi6 el efecto vasodilatador del flujo.*® Sin embar-
g0, con el mismo tipo de preparacién, otros autores
demostraron que el flujo estimula la produccién de
ON en forma bifésica, es decir, tiene un pico depen-
diente de calcio y una meseta independiente de cal-
cio.*” En estos trabajos la produccién de ON se esti-
mé en un bioensayo.

El mecanismo de mecanotransduccién involu-
crado en la estimulacién de la liberacién de ON
por el flujo no se conoce. La células endoteliales
y sus membranas muestran respuestas especifi-
cas de los canales i6nicos a fuerzas mecénicas.
Cambios en la concentracién intracelular i6nica,
particularmente de calcio y potasio, estan impli-
cados en las rutas de los segundos mensajeros y
en la regulacién de la expresién génica que se
han discutido. En las células endoteliales se han
demostrado canales i6nicos de diferente grado
de selectividad.*-6

PAPEL DE LOS CANALES ACTIVADOS
POR ESTIRAMIENTO EN EL MECANISMO
DE ACCION DEL FLUJO SANGUINEO

Un tipo de canales relevantes son los canales 16-
nicos activados por estiramiento (CIAE). Este
tipo de canales ha sido identificado en una gran
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variedad de tejidos incluyendo las células endote-
liales.*® Cuando se aplica una micropipeta a la su-
perficie de la membrana celular y se adosa a ésta
por succién para formar un sello firme, la disten-
si6n del parche de membrana capturado puede
ser controlado por presién negativa. Con esta es-
trategia se ha comprobado que el grado de estira-
miento esta relacionado con la apertura de cana-
les catidnicos transmembranales. Estos canales
se describieron en células endoteliales vascula-
res® siendo especificos para cationes como el Na,
Ky Ca?* Una de las primeras consecuencias de la
estimulacién de estos canales por estiramiento es
un influjo de calcio, que lleva a una despolariza-
cion de la célula. Este influjo de calcio podria es-
perarse que estuviera involucrado con los efectos
encontrados como respuesta a las fuerzas meca-
nicas incluida la produccién de ON y la induccién
de la ONS endotelial. El mecanismo por el cual
las fuerzas mecénicas pudieran controlar la aper-
tura de estos canales se desconoce casi en su to-
talidad, sin embargo es posible manipular estos
canales ya que son susceptibles de bloqueo espe-
cifico con el lantdnido gadolinio (Gd®*).#

PERSPECTIVAS Y CONCLUSIONES

De todo lo anterior puede resumirse que el flujo
es capaz de regular el tono vascular estimulando a
las células endoteliales para que produzcan 6xido
nitrico. El mecanismo de transduccién por medio
del cual una senal mecanica se transforma en una
sefal quimica se desconoce en su totalidad. Se
sabe que la estimulacién de la produccién de ON
se acompafia de un aumento en la [Ca **].. Hasta
ahora se ha estudiado el mecanismo del efecto del
flujo en sistemas como cultivo de endotelio o va-
sos aislados, sin embargo se han discutido resul-
tados artefactuales que no ayudan a esclarecer el
problema.* En nuestro laboratorio estamos inte-
resados en el estudio del mecanismo de accién del
flujo sanguineo regulando la funcién cardiaca ' y
hemos obtenido datos que se encuentran publica-
dos®! en donde demostramos que el corazén per-
fundido libera éxido nitrico y esta liberacién es
dependiente de la velocidad del flujo de perfusioén.
La estimulacién de la liberacién de ON por el flu-
jo que observamos es bloqueada por el gadolinio,
sugiriendo la participacién de los canales i16nicos
activados por estiramiento en el mecanismo de
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FiG. 2: Se muestra la hipétesis que explica el mecanismo
de accion del flujo sanguineo estimulando la liberacién de
6xido nitrico.

accién del flujo. A pesar de que el gadolinio no es
totalmente especifico para los CIAE como seria lo
ideal,* es la herramienta més utilizada y aceptada
para explorar el papel de estos canales en res-
puestas biolégicas (como ejemplos ver 51-55).
Con estos resultados hemos construido una hipé-
tesis que esta representada en la Figura 2 en
donde se describe la manera como el flujo esti-
mula receptores de naturaleza desconocida que
estdn conectados a canales 16nicos sensibles a es-
tiramiento. Estos canales por diversos mecanis-
mos pueden provocar el aumento del calcio cito-
s6lico y como consecuencia la activacién de la
6xido nitrico sintasa (ONS) constitutiva, calcio/
calmodulina sensible. Estos canales pueden ser
bloqueados con gadolinio.

Con este antecedente resulta necesario estu-
diar a fondo el papel de los canales i6nicos acti-
vados por estiramiento en el mecanismo de ac-
ci6n del flujo estimulando la liberacién de ON.
Se requiere descartar la posibilidad de que el ga-
dolinio actuara sobre otros canales iénicos y
ademads estudiar la participacién de otros canales
en el fenémeno. Por otra parte, en la mayoria de
los reportes sobre este problema no se mide di-
rectamente el ON, se realizan bioensayos o se
miden los productos de degradacién y seria mas
conveniente tener datos midiendo directamente
la presencia del gas. Otro problema pendiente es
saber como afectan estos canales la expresion
de la ONS endotelial tanto constitutiva como in-
ducible. Ademds, debemos investigar la interac-
ci6on de los CIAE con otros mecanismos pro-
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puestos como son: la activacién de la tirosina ci-
nasa o la serina/treonina cinasa y el reacomodo
del citoesqueleto.

La relevancia de poder contestar estas pre-

guntas estriba en la relacién que puede tener el
fen6meno analizado aqui con eventos fisiopato-
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tension arterial, la ateroesclerosis y otras que
desconocemos.
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