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Interaccion entre Las Vias de Senalizacion de Receptores
Serotoninérgicos y B-Adrenégicos en La Arteria Femoral de Ratones

Maria Andréia Delbin’, Alexandre Sérgio Silva’, Edson Antunes?, Angelina Zanesco'
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Sao Paulo, SP; Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)?, Campinas,
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Resumen

Fundamento: La enfermedad coronaria ha sido ampliamente estudiada en las investigaciones cardiovasculares. Sin
embargo, los pacientes con enfermedad arterial periférica (EAP), tienen los peores resultados en comparacién con
aquellos con la enfermedad arterial coronaria. Por tanto, los estudios farmacolégicos con la arteria femoral son
extremadamente importantes para obtener una mejor comprensién de las respuestas clinicas y fisiopatolégicas
de la EAP.

Objetivo: Evaluar las propiedades farmacolégicas de los agentes contrictiles y relajantes en la arteria femoral de
los ratones.

Métodos: Las curvas de concentracién-respuesta a los agentes conctractiles fenilefrina (FE) y a la serotonina (5-HT) y
los agentes relajantes isoproterenol (ISO) y forskolina, se obtuvieron en la arteria femoral de ratones ya aislada. Para las
respuestas a la relajacion, los tejidos fueron contraidos con FE o 5-HT.

Resultados: La potencia de clasificacién en la arteria femoral fue de 5-HT > FE para las respuestas contractiles. En
los tejidos contraidos con 5-HT, las respuestas de relajacion al isoproterenol fueron practicamente eliminadas en
comparacion con los tejidos contraidos con FE. La forskolina, un estimulante de la adenilil ciclasa, restauré parcialmente
la respuesta de relajacién al ISO en los tejidos contraidos con 5-HT.

Conclusion: Ocurre una interaccién entre las vias de seiializacion de los receptores p-adrenérgicos y serotoninérgicos
en la arteria femoral. Ademas, esa investigacion suministra un nuevo modelo para estudiar las vias de senalizacién
serotoninérgicas en condiciones normales y patolégicas que puedan ayudar a comprender los resultados clinicos en la
EAP. (Arq Bras Cardiol 2012;98(1):29-34)

Palabras clave: Enfermedad arterial periférica, arteria femoral/fisiopatologia, receptores adrenérgicos/alfa, receptores
adrenérgicos/beta, receptores de serotonina.

como el tabaquismo, la dislipidemia, la diabetes mellitus, la
arteriosclerosis y la edad avanzada, han sido involucrados
en la patogénesis de la EAP**. Aunque la mayoria de las
investigaciones cardiovasculares se haya concentrado en
la enfermedad coronaria, tales como los avances en las
intervenciones quirtrgicas y el descubrimiento de nuevas
terapias farmacolégicas, los pacientes con EAP gozan de
los peores resultados en comparacién con aquellos con
la enfermedad de la arteria coronaria®. Por esa razon, los
estudios farmacolégicos con la arteria femoral son muy
importantes para obtener una mejor comprension de las
respuestas clinicas y fisiopatolégicas de la EAP.

Introduccion

Una importante rama de la arteria ilfaca, la arteria
femoral, irriga los masculos de los miembros inferiores y
los tejidos periféricos, siendo un vaso sanguineo UGnico,
con una conduccién larga, de alta resistencia de flujo
y con una fuerte relevancia para las intervenciones
médicas'. De hecho, aproximadamente un 50% de las
enfermedades arteriales oclusivas (EAO) ocurren en la
arteria femoral, pudiendo conllevar a una claudicacién
intermitente y a una isquemia critica del miembro, con
un dano significativo para las actividades diarias de los
pacientes®. El aparecimiento de la enfermedad arterial

periférica (EAP), ha aumentado en la poblaciéon mundial y
se han hecho ostensibles esfuerzos para intentar mejorar
las consecuencias no favorables de la intervencién médica
en el tratamiento a largo plazo. Ademads de eso, factores
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Sabemos que la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT)
desempena funciones biolégicas importantes en el sistema
cardiovascular, incluyendo la agregacién plaquetaria,
bradicardia o la taquicardia, hipotension o la hipertension
y la vasodilatacion o la vasoconstricién®’. La diversidad
de las acciones funcionales de la 5-HT se relaciona con el
nimero de subtipos de receptores, como también con la
complejidad de la via de senalizacién que esta involucrada
en las respuestas. En ese sentido, por lo menos 15 subtipos
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de receptores 5-HT han sido caracterizados, que a su vez
se subdividen en siete familias de receptores, de acuerdo
con las propiedades farmacolégicas, las secuencias de
aminoacidos, la organizacién de los genes y las vias de
acoplamiento del segundo mensajero®®. Las familias
de receptores 5-HT1,, 5-HT,, 5-HT,, 5-HT_, 5-HT_ vy
5-HT, se acoplan a las G-proteinas, mientras que los
receptores 5-HT, son canales iénicos asociados a la 5-HT.
Entre los receptores 5-HT, los subtipos 5-HT, y 5-HT,
realizan un papel importante en la regulacién del sistema
cardiovascular, en que la familia del receptor 5-HT, estd
ligada principalmente a la proteina G inhibitoria (Gi/o),
que impide la formacién de la adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), mientras que la familia de receptores 5-HT2
estd acoplada preferentemente a las proteinas Gq/11,
conllevando a la activacién de la via de sefializacion IP3/
PKC/citosélica [Ca**]"°. Tanto la familia del receptor 5-HT,
como la de 5-HT, se asocian a la contraccién del masculo
liso vascular y a la formacién del trombo®'.

La activacién de los receptores a- y p-adrenérgicos por
catecolaminas también produce una serie de respuestas
funcionales en el sistema cardiovascular, incluyendo las
respuestas cronotrépicas positivas y el control del tono
vascular'?'. La vasoconstriccion mediada por el receptor
a-adrenérgico, ha sido ampliamente estudiada en las
condiciones normales y patologicas'*'®, pero pocos estudios
evalGan la vasodilatacién mediada por los receptores
B-adrenérgicos''%. En ese sentido, por lo menos tres subtipos
de receptores B-adrenérgicos median las respuestas de
relajacién en los tejidos vasculares y se acoplan a la proteina
Gs, conllevando a la activacién de la via de senalizacion de
la proteina quinasa (PK) dependiente de AMPc™.

Las vias de senalizacion de los receptores serotoninérgicos
o adrenérgicos son dianas para el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares, incluyendo la insuficiencia
cardiaca, la hipertension arterial, la enfermedad coronaria
y la EAP*2°_ Asi, los estudios farmacoldgicos sobre pequefias
arterias y las interacciones entre los farmacos, involucrando
las vias de senalizacién de los receptores serotoninérgicos
y adrenérgicos, son cruciales para el desarrollo de nuevos
compuestos en un intento de mejorar la calidad de vida
de los pacientes con enfermedades vasculares. Por tanto,
el objetivo de este estudio fue evaluar las propiedades
farmacolégicas de los agentes contractiles (5-HT vy
fenilefrina) y los relajantes (isoproterenol y forskolina), en
el segmento proximal de la arteria femoral de los ratones.

Métodos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ftica de la
Faculdade de Medicina de la Universidade de Campinas
(UNICAMP), bajo el N2 de protocolo 1307-1.

Animales

Ratones Wistar machos (407, 6g) que se alojaron
individualmente en 26 = 2 °C, con alimentos y agua ad libitum
(a su gusto), y en 12h de luz (ciclo oscuro y con las luces
encendidas a las 6h). Ademds, se sometieron a la inhalacién
de CO,, y fueron sacrificados por decapitacion y sangrados.

Anillos aislados de la arteria femoral de ratones

La arteria femoral fue rapidamente retirada y puesta en
una solucién tampén de Krebs-Henseleit, refrigerada con la
siguiente composicion (mM): NaCl 118, KCl 4.7, KH,PO, 1.2,
MgSO,.7H,0 1.17, CaCl,.2H,0 2.5, NaHCO, 25 y glucosa
5.6. El segmento proximal de la arteria femoral se aisl6, y
dos anillos (de aproximadamente 2 mm de largura), fueron
retirados y montados en una camara de 6rganos de 5 ml. Un
miografo para la grabacién de la fuerza isométrica (Danish
Myo Technology, modelo 610m, Aarthus N, Dinamarca), se
acoplé a un sistema de adquisicion, con el software especifico
(PowerLab 30/08, LabChart 7, ADInstruments, Sydney-NSW,
Australia). La solucion de bano se mantuvo a 37°C y fue
continuamente gasificada con un 95%-O, y un 5%-CO,, y
con un pH de 7,4. Los tejidos fueron estabilizados por 60
minutos, bajo una tension de reposo de T mN?".

Curvas concentracion-respuesta a los agentes contractiles

Posteriormente al periodo de equilibrio, los anillos fueron
contraidos con KCI 80 mM, para verificar la viabilidad del
tejido y fueron lavados con Krebs. Ademas de eso, fueron
contraidos con fenilefrina (FE, T mM) y relajados con
acetilcolina (ACH, 1 uM), para confirmar la integridad del
endotelio. Los anillos sin respuestas contractiles o relajantes
se eliminaron.

Con el fin de evaluar las respuestas contréctiles mediadas
por los receptores serotoninérgicos y a-adrenérgicos, las curvas
acumulativas concentracion-respuesta a la 5-hidroxitriptamina
(5-HT: 1 nM - 100 mM) y a la fenilefrina (FE: T nM - 100 mM),
fueron construidas en el segmento proximal de los anillos de
la arteria femoral®*.

Las curvas concentracion-respuesta al isoproterenol (1
nM - 10 mM) se obtuvieron en los tejidos contraidos con FE
(1 mM) o con 5-HT (10 mM), para analizar la interaccién
entre la activacion de los receptores b-adrenérgicos y la de
los receptores a-adrenérgicos o serotoninérgicos. También
realizamos curvas concentracion-respuesta para el activador
adenilato ciclasa y la forskolina (1 nM - 100 uM), en los
anillos femorales, con el fin de determinar si las interacciones
medicamentosas pueden darse en el nivel del receptor o en
los niveles superiores.

Todos los datos de concentracion-respuesta fueron
evaluados para ajustarlos en una funcién logistica con la
formula: E = Emax/((1T + (107109 + F), en que E es el
efecto del basal por encima; Emax es la respuesta maxima
producida por el agonista; c es el logaritmo de la EC_,
concentracién del agonista que produce la mitad del méximo
de respuesta; x es el logaritmo de la concentracion del
agonista; n es un parametro de ajuste de curvas que define
la inclinacién de la linea de respuesta de concentracién; y F
es la respuesta observada en ausencia del agonista anadido.
El andlisis de regresion no lineal fue utilizado para determinar
los pardmetros Emax y log EC,, utilizando GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA), con la restriccién
de que F = 0. Las respuestas para cada agonista quedan
demostradas como el promedio = EPM de potencia (pEC50)
y respuesta maxima (Emax). Las relajaciones fueron plotadas
como porcentajes de las contracciones inducidas por la FE
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0 5-HT, y las respuestas contractiles fueron plotadas como
porcentaje de la concentracién inducida por KCI (80 mM).

Analisis estadistico

Los datos estan expresados como promedio + EPM de
experimentos n. El test t de Student pareado o no pareado, se
hizo por medio de un software especifico (InStat, GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA). Los valores de p inferiores a 0,05
fueron considerados como estadisticamente significativos.

Farmacos

El cloruro de acetilcolina, hidrocloruro de fenilefrina,
5-hidroxitriptamina, forskolina y el isoproterenol, se
adquirieron por Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA).

Resultados

Respuestas contractiles

Tanto la 5-HT como la FE generaron respuestas contractiles
dependientes de la concentracién en anillos de arteria femoral
(Figura 1A). La potencia de la 5-HT fue significativamente
mayor en comparacién con la FE agonista-a1 (cerca de 20
veces), en el segmento proximal de la arteria femoral de
ratones. No fueron encontradas diferencias en las respuestas
maximas para ambos agonistas. Esos datos aparecen resumidos
enlaTabla 1.

Respuestas de relajacion

En otro conjunto de experimentos, evaluamos las respuestas
de relajacién para el isoproterenol agonista -adrenérgico, en
que los anillos de la arteria femoral fueron contraidos con FE
(10 uM) o 5-HT (1 uM). En los anillos contraidos con FE, el

isoproterenol produjo respuestas de relajacion dependientes
de la concentracion. Sin embargo, en los anillos contraidos
con 5-HT, el isoproterenol indicé una respuesta de relajacién
inferior en los anillos de la arteria femoral con relacién a los
anillos pareados contraidos con FE (Figura 1B). Para comprobar
la hipétesis de que los tejidos contraidos con 5-HT afectaban
el nivel de los receptores B-adrenérgicos o los nieles superiores
(via de sefalizacion), curvas de concentracion-respuesta para
el activador de la adenilil ciclasa forskolina se obtuvieron
en los anillos de la arteria femoral contraidos con FE (10
UM) o 5-HT (1 uM). En los anillos contraidos con FE, la
forskolina produjo respuestas de relajacién dependientes de
la concentracion. Sin embargo, un desplazamiento paralelo
dextral, de aproximadamente nueve veces, fue observado en
las curvas de concentracion-respuesta para la forskolina en
tejidos contraidos con 5-HT, en comparacién con los anillos
pareados de la arteria femoral contraidos con FE (Figura 1C).
No se encontraron diferencias en las respuestas maximas
para el activador de la adenilil ciclasa en contraccién con dos
agentes. Esos datos estan resumidos en la Tabla 1.

Discusion

En este estudio pudimos observar, que la potencia de orden
de clasificacion en el segmento proximal de la arteria femoral
fue de 5-HT > FE, para las respuestas contractiles pudiendo
reflejar una mayor densidad de los receptores serotoninérgicos
o una elevada eficacia del mecanismo de via de sefalizacién
en esa preparacién, en contraste con la via descendente
de receptores a-adrenérgicos/AMPc/PK. Curiosamente, un
estudio anterior encontré una potencia de clasificacién similar
para la 5-HT en diferentes anillos arteriales, incluyendo
los anillos mesentéricos, caudales y basilares?*. Ademas,
la potencia de 5-HT encontrada en nuestro estudio para
el segmento proximal en la arteria femoral (6,86) estuvo

Valores de potencia (pEC,)) y respuestas maximas (Emax) obtenidas a partir de curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina (FE),

a la 5-hidroxitriptamina (5-HT), al isoproterenol (ISO) y a la forskolina en los anillos de la arteria femoral de ratones contraidos con FE o 5-HT

pEC,, Emax
Respuestas contractiles
FE 5.500.04 (10) 1142
5-HT 6.86+0.01 (8)* 1192
Respuestas de relajacion
ISO
(contraccion con FE) 5.33£0.08 (6) 9542
ISO .
(contraccion con 5-HT) ND (4) 10+1
Forskolina
(contraccion con FE) 6.70+0.06 (4) 1021
Forskolina 57420 07(5) st

(contraccion con 5-HT)

La potencia esta representada como -log de la concentracién molar para producir un 50% de la respuesta méxima. Los datos representan el promedio + SEM de 4-10
experimentos. ND - no determinado. EIl nimero de experimentos aparece entre paréntesis. * p < 0,05 en comparacion con las respuestas contractiles de la FE. T p <
0,05 en comparacion con la relajacion ISO en los tejidos contraidos con FE. # p < 0,05 en comparacion con la relajacion de la forskolina en los tejidos contraidos con FE.
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intimamente relacionada con los resultados obtenidos en la
arteria basilar (6,88), indicando que ambas preparaciones
presentan grandes similitudes en las propiedades
farmacolégicas. Ademas, las evidencias clinicas demuestran
que la EAP es méds comin en los pacientes con jaqueca
que en los pacientes no afectados por la cefalea’**. En
su totalidad, nuestros datos demuestran que la arteria
femoral es un interesante modelo para el estudio de las
vias de senalizacion de los receptores serotoninérgicos en
condiciones normales y patoldgicas, como diabetes mellitus
y la arteriosclerosis.

En este estudio, también descubrimos que los tejidos
contraidos con 5-HT practicamente eliminaron la respuesta de
relajacion para el isoproterenol (10% de respuestas maximas),
habiendo sido parcialmente restaurados por la forskolina,
como estimulante de accién directa de la guanilato ciclasa
que ignora a los B-adrenérgicos. Por tanto, nuestros resultados
demuestran una interaccion entre las vias de sefalizacion
de los receptores b-adrenérgicos y serotoninérgicos en la
arteria femoral. En ese sentido, un estudio anterior arroj6
una interaccién entre el receptor p-adrenérgico y la 5-HT,
en la liberacién de glutamato en los terminales del nervio
cerebrocortical?®. Por lo tanto, nuestros datos refuerzan el
postulado de que el segmento proximal de la arteria femoral
es un tejido vascular interesante para estudiar a los receptores
de 5-HT y la compleja via de sefalizacién. Sin embargo, no
podemos determinar, a partir de este estudio, que el subtipo
de receptor 5-HT media la respuesta contractil o los efectores
de transduccion que contribuyen para la supresion de la
relajacién de mediacién del receptor p-adrenérgico en la
arteria femoral de ratones. Algunas evidencias nos indican
que la familia de receptores 5-HT1 esta fundamentalmente
vinculada a la Gi/o, proteina sensible a la toxina pertussis y
negativamente asociada a la adenilil ciclasa®. Por otro lado,
la activacién del receptor B-adrenérgico estd acoplada a la
proteina Gs que, a su vez, conlleva a la activacién de la via
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de senalizacion AMPc/PK en el sistema cardiovascular'. Por
tanto, la interaccién antagénica entre los receptores 5-HT
y B-adrenérgicos, puede darse en el receptor acoplado a
la proteina G, como también en el nivel de los sustratos
de PK, teniendo en cuenta que la forskolina restauré
parcialmente la supresion de la relajacién de mediacién del
receptor B-adrenérgico en los anillos de la arteria femoral
de ratones contraidos con 5-HT. El significado funcional de
esos datos puede estar relacionado con el aparecimiento de
la enfermedad vascular y de la administracion de agonistas
de 5-HT/bloqueadores de captaciéon de 5-HT en algunas
enfermedades como la jaqueca y la obesidad.

Conclusion

Como conclusién, nuestros datos revelaron claramente
que ocurre una interaccién entre las vias de sefalizacién
de los receptores b-adrenérgicos y serotoninérgicos en los
anillos de la arteria femoral de ratones. Ademas, este estudio
suministra una perspectiva interesante para el estudio de
las vias de sefnalizacién de los receptores serotoninérgicos
en condiciones normales y patolégicas, en un intento de
mejorar los resultados clinicos en pacientes con EAP.
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