REVISION ACTAS UROLOGICAS ESPANOLAS ABRIL 2008

Revision de estudios funcionales en experimentacion basica en Urologia

Bustamante Alarma S.
Servicio de Urologia. Hospital Universitario Puerta de Hierro. Madrid

Actas Urol Esp. 2008;32(3):390-395

RESUMEN
REVISION DE ESTUDIOS FUNCIONALES EN EXPERIMENTACION BASICA EN UROLOGIA

La finalidad de este trabajo de revision, tiene por objeto, dar a conocer a las sociedades médicas y concretamen-
te a las urologicas de habla hispana, el resultado del trabajo desarrollado durante estos ultimos 25 anos, a nivel del
Sistema Urinario, por parte, de un grupo de investigadores del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid (UCM) dirigido por el catedratico Albino Garcia Sacristan, que
ha proporcionado un considerable nimero de publicaciones en revistas internacionales con un indice de impacto
relevante.

El autor de este trabajo, ha colaborado en distintos proyectos, con la realizacién de su tesis doctoral y conti-
nua en la actualidad.

Palabras clave: Experimentacion basica. Uréter. Vejiga. Arterias peneanas y arterias de la prostata.

ABSTRACT
REVIEW OF FUNCTIONAL STUDIES IN BASIC EXPERIMENT IN UROLOGY

The purpose of this review work, has as a goal, make known to the medical societies and concretely to the uro-
logic Spanish-speaking, the result of the work developed during these last 25 years, at level of the Urinary System,
by part, of a group of researchers of the Physiology Department of the Pharmacy Faculty of the University
Complutense of Madrd (UCM) directed by professor Albino Garcia Sacristan, that it has provided a considerable
number of publications in international magazines with a relevant impact index.

The author of this work, it has collaborated in different projects, with the accomplishment of your doctoral the-

sis and continues at present.

Keywords: Basic experiment. Ureter. Bladder. Arteries penis and arteries of the prostate.

EE
Lgs estudios experimentales funcionales en mismas, con estimulacion eléctrica transmural
anos de o6rganos, reproducen fielmente el com- (EET) a diferentes frecuencias. Es de resaltar, que
portamiento de las estructuras, como si se estas, se una actividad fisiolégica tan comun, como la mic-
encontrasen en su medio natural. Para ello es nece- cion se debe en ultima instancia y fundamental-
sario trabajar con ellas, en unas condiciones las mente a la liberaciéon de neurotransmisores desde
mas idoneas posibles, es decir, recién obtenidas en terminales nerviosas pre-sinapticas, los cuales, se
el matadero municipal y transportadas en un medio acoplan a sus receptores especificos en el muscu-
nutricio adecuado y con una T° correcta. En estas lo e inducen una respuesta ya sea de contraccion
condiciones, se proporciona a las preparaciones, 6 de relajacion. Si se analiza, el método de trabajo
una tension previamente establecida. utilizado, se comprueba que existe un paralelismo
Se inicia el estudio, al incubarse estas, con significativo entre estos estudios funcionales en
diferentes sustancias exégenas o al estimulo de las experimentales basica y los estudios urodinamicos
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convencionales y/o los de monitor ambulatorio que
se realizan en nuestros gabinetes de Urodinamica.
El autor de este trabajo, lo denomina, Urodinamica
“in vitro” 6 Urodinamica realizada en el laboratorio.

TRABAJOS EN URETER Y VEJIGA
URINARIA

Regulacién adrenérgica

El uréter es un conducto estrecho de musculo
liso encargado de transportar el bolo de orina desde
el rinon hasta la vejiga. Dicho transporte se inicia
como consecuencia de senales eléctricas generadas
desde un marcapasos de localizacion intrarrenal. A
nivel del segmento distal ureteral existe una rica
inervacion autonoma adrenérgica, colinérgica,
nitrérgica y péptidérgica constituyendo densos ple-
x0s neuro musculares, peri vascular y subepitelia-
les!**. La existencia de esta rica inervacion sugiere
una implicacion relevante de los nervios auténomos
en el control de la actividad de la musculatura lisa
uretral. Estudios funcionales in vitro®® en el uréter
de perro y cerdo, respectivamente, indican que la
noradrenalina favorece el transporte de orina a tra-
vés del uréter al incrementar la actividad fasica y
el tono del musculatura lisa ureteral, mientras la
acetilcolina participa de forma mas activa en el cie-
rre ureteral, una vez evacuado el bolo de orina a la
vejiga. Asimismo, diversos péptidos como el neuro-
péptido Y (NPY) y el polipéptido intestinal vaso
activo (VIP) estan involucrados en la modulacion
de la respuesta de la noradrenalina a través de la
potenciacion de ambos componentes contractiles
(fasico y tonico) ureterales®. Ademas, una regula-
cion no adrenérgica, no colinérgica (NANC) ha sido
puesta de manifiesto en la neurotransmision inhi-
bitoria ureteral. Asi, el 6xido nitrico (NO)* y el pép-
tido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) relajan la musculatura lisa ureteral a tra-
vés de un mecanismo dependiente del guanosin 3-
5 monofosfato (GMPc)?, involucrando en la activa-
cion de canales de K* sensibles a la glibenclamida.
Estudios in vitro han mostrado un control adrenér-
gico®, colinérgico? e histaminérgico!® de dicha uni-
dad funcional.

Estudios histoquimicos e inmunocitoquimicos
revelan la existencia de una rica red de fibras ner-
viosas adrenérgicas en el uréter distal con un dis-
currir tipicamente sinuoso formando densos plexos
neuromusculares, peri vasculares y subepiteliales
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en el uréter del caballo!12. La inervacion adrenérgi-
ca era mas rica en los trayectos finales del uréter
(uréter intravesical) en comparacion con las porcio-
nes superiores, las cuales, estan inervadas por
escasos y pequenos troncos nerviosos procedentes
del plexo pélvico. Esta inervacion adrenérgica podria
desempenar un papel fisiolégico en la coordinacion
del uréter intravesical durante las fases de llenado y
vaciado de la vejiga urinaria. En esta region no se
han visualizado ganglios intramurales asociados en
el uréter humano, pero si se han demostrado célu-
las TH-IR en ganglios intramurales en el uréter del
caballo, los cuales, podrian ejercer un control local
de la peristasis ureteral'?. Estudios funcionales in
vitro en uréter del cerdo muestran que la noradre-
nalina estimula ambos componentes contractiles
(actividad fasica y tono) de la musculatura lisa ure-
teral. Dicha respuesta es mediada esencialmente a
través de receptores adrenérgicos o,, aunque tam-
bién receptores o, estarian implicados en el mante-
nimiento del tono de la pared ureteral®. La relaja-
cion de la pared ureteral del cerdo se llevaria a cabo
a través de la estimulacion de receptores B,- y f,-
adrenérgicos®.

Regulacién colinérgica

Estudios histoquimicos revelan la presencia de
una rica inervacién de fibras acetilcolinesterasa
positivas (AChE) formando densos plexos neuro-
musculares, subepiteliales y peri vasculares en el
uréter intravesical del caballo®. Estudios in vitro
revelan la existencia de una poblacién heterogénea
de receptores muscarinicos en el uréter intravesi-
cal del cerdo. Asi un 83% de dicha poblacion per-
tenecen al subtipo M,, mientras que el 17% restan-
te estan formados por una mezcla de receptores
M,, M,y M,!L. No obstante, la ACh provoca la con-
traccion de la musculatura lisa ureteral del cerdo
esencialmente a través de los receptores muscari-
nicos M,, desempenando los otros 3 subtipos mus-
carinicos presentes un papel funcional menos rele-
vante®.

Implicacién del Oxido nitrico (NO) en el uréter
Estudios histoquimicos e inmunocitoquimicos
han mostrado la existencia de fibras NADPH-diafo-
rasa positivas y NOS-IR en el porcino* en forma de
finas fibras localizadas en el musculo con trayecto-
ria paralela al eje longitudinal de la fibra muscular,
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alrededor de vasos y por debajo del urotelio. Ade-
mas, el NO liberado desde nervios ureterales en res-
puesta a estimulacion eléctrica transmural y anadi-
do exdgenamente en forma de sal acidificada de
NaNO, relajan el uréter intravesical del cerdo? sien-
do dicha respuesta relajante producida a través de
un mecanismo dependiente del cGMP, el cual, favo-
rece la apertura de canales de K* sensibles a la gli-
benclamida’. Diferentes estudios han mostrado la
implicacion de la via L-arginina/NO en la neuro-
transmision inhibitoria del uréter?.

Implicacién del Neuropéptido Y (NPY) en la

vejiga y uréter

Existe una rica distribucién de fibras NPY-IR
en la vejiga y el uréter intravesical del caballo®
localizadas a nivel de la adventicia, muscular y
mucosa asi como alrededor de las arterias de
pequeno calibre. Asimismo, se ha descrito parte
de la inervacion NPY en ganglios intramurales
asociados, lo cual, determina su origen intrinseco.
El uréter del caballo® esta ricamente inervado por
fibras NPY-IR. Sin embargo, el NPY no afecta la
actividad fasica y el tono de la musculatura lisa
ureteral®. El NPY, sin embargo, si incrementa la
actividad fasica y el tono inducido por la noradre-
nalina en el uréter intravesical equino, siendo
dicha respuesta mediada a través de receptores Y,,
postsinapticos desempenando,
importante papel neuromodulador de la motilidad
ureteral®. Ademas, el NPY origina una potente

por tanto, un

accion vasoconstrictora de las arterias de resis-
tencia ureterales a través de receptores Y,, lo cual,
sugiere una regulacion del flujo sanguineo local®.
Los efectos potenciadores del NPY son debidos a
su accién en zonas postsinapticas que incluyen
cambios en los mecanismos de transduccion
intracelular (incremento en el influjo o en la sen-
sibilidad al CaZ2+)13.

Adenosina en uréter

Ademas, en el uréter intravesical del cerdo, la
adenosina esta involucrada en la modulaciéon de la
neurotransmision NANC excitatoria unicamente a
través de un mecanismo postsinaptico. Asi, la ade-
nosina formada a partir del ATP, bien liberado desde
los nervios o anadido ex6genamente, relaja el uréter
a través de la activacion de receptores A, presentes
en la musculatura lisa'4.
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Taquicininas (TKs)

Se trata de una familia de péptidos que incluyen
sustancia P (SP) y neurocininas Ay B (NKA y NKB),
relacionados estructuralmente y localizados en fibras
aferentes primarias amielinicas tipo C sensible a cap-
saicina. En el sistema nervioso periférico la SP y la
NKA son consideradas sustancias neurotransmisoras
y/o neuromoduladoras. Asi, la SP jugarian un papel
como neurotransmisor sensorial y su liberacion peri-
férica provoca vaso dilatacion, estableciéndose su
implicacion en la génesis de la denominada “inflama-
cion neurégenica”, provocada como consecuencia de
la permeabilidad vascular provocada por la liberacion
presente en fibras nerviosas y nos permitiria com-
prender la acciones “eferentes” de las fibras aferentes
sensoriales. La accion de las taquicininas es mayori-
tariamente excitadora, no obstante, también induce
una potente accion vasodilatador sobre el endotelio.

Las taquicininas interaccionan con tres tipos de
receptores denominados: NK;, NK, y NK; Asi, a nivel
del Tracto Urinario participan en la modulacion local
de la motilidad ureteral, vesical y uretral, principal-
mente la SP y NKA a través de su union con recepto-
res NK,, favoreciendo la respuesta contractil! 16
Ademas, en la actualidad existe evidencia anatémica,
neuroquimica y fisiologica, que le atribuyen un papel
importante en la regulacion de la miccion y en la medi-
cacion del dolor vesical. Asi, la taquicininas podria
desempenar un papel mas relevante como mediadores
fisiopatologicos que como reguladores fisiologicos. La
liberacion de taquicininas desde los nervios sensoria-
les ocurre durante las cistitis y provee una contribu-
cién neurégenica a los procesos inflamatorios del TUIL
De tal modo que el aumento prolongado en el tono
vesical producido por accién de las taquicininas, con-
tribuiria a generar sintomas de urgencia y frecuencia
miccional durante la cistitis (Fig. 1).

Péptido intestinal vasoactivo (VIP) y Péptido

hipofisario activador de la adenilato ciclasa

(PACAP).

Recientes estudios han puesto en evidencia el efec-
to relajante a nivel del uréter intravesical del cerdo!”y
cuello vesical'®!? inducido por VIP-PACAP (Fig. 2).

TRABAJOS EN ARTERIAS PENEANAS

Arterias helicinas peneanas

La linea de investigacion llevada a cabo por el
grupo de la Facultad de Farmacia de la UCM desde
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FIGURA 1. Representacion esquemadatica de la implicacién
de las taquicininas, liberadas desde nervios sensoriales
tipo C y sus receptores especificos en la musculatura lisa
ureteral.

FIGURA 2. Representacion de la zona utilizada para el
estudio de cuello vesical.

sus inicios se ha centrado en el estudio de diversos
aspectos del control nervioso y local del musculo
liso visceral del tracto genitourinario y del musculo
liso vascular. Se ha establecido un modelo experi-
mental in vitro para el estudio de las caracteristicas
fisiofarmacologicas de las arterias de resistencia
peneanas o arterias helicinas??, que actuan como
esfinteres fisiolégicos regulando el flujo sanguineo
entre la circulacion sistémica y los sinusoides caver-
nosos. Dichas arterias poseen una inervacion adre-
nérgica funcional, con receptores adrenérgicos o, y
o, postsinapticos que median los efectos contracti-
les de la noradrenalina, y receptores inhibidores f,,
que median efectos relajantes?!. Existen también
receptores presinapticos o, que inhiben la liberacion
de NO?2. El NPY, cotransmisor junto con la nora-
drenalina en nervios peri vasculares simpaticos,
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actua a través de una poblacion heterogénea de
receptores Y, e Y, que potencian las respuestas con-
tractiles de la noradrenalina, aunque también provo-
ca vaso dilatacion a través de receptores endoteliales
de naturaleza desconocida?®. Las arterias helicinas
también poseen una densa inervacion nitrérgica y el
NO es el mediador de las respuestas inhibidoras
NANC de estas arterias, y relaja el musculo liso arte-
rial activando canales de K* activados por Ca?* (K,)%*
al igual que ocurre con el tejido eréctil trabecular?®,
En un modelo de hipertension renovascular, se ha
demostrado un menor efecto vaso dilatador tanto
neurdgenica como dependiente de endotelio en las
arterias pequenas peneanas?®. En cuanto al papel del
endotelio vascular en la modulacion de la reactividad
de las arterias helicinas, las relajaciones dependien-
tes del endotelio estan mediadas por la liberacion de
NO y de un factor de naturaleza desconocida (EDHF)
que actia incrementando la conductancia de los
canales K, y la bomba Na*-K*-Atpasa?’.

El correcto funcionamiento del mecanismo veno-
oclusivo parece esencial para el mantenimiento de la
tumescencia peneana. La acetilcolina induce en la
vena dorsal profunda del pene una relajacion depen-
diente de endotelio a través de receptores muscarinicos
del subtipo M,28, siendo el principal mecanismo utili-
zado la activacion de la via del NO/GMPc, que puede
ser modulada por la apertura de canales de K, y en
menor medida por activacion independiente de NO de
canales K., . La acetilcolina puede llegar a producir
una contracciéon venosa si disminuye la disponibilidad
de NO, como ocurre en enfermedades vasculares tipo
diabetes o hipertension; es entonces cuando se activa-
rian los receptores muscarinicos endoteliales M, rela-
cionados con la via de la ciclo-oxigenasa®®.

Por otra parte, el grupo de investigacion ha des-
velado recientemente aspectos relevantes de los
mecanismos de acciéon en arterias de resistencia
peneana de farmacos vaso activos utilizados en el tra-
tamiento de la DE. Asi, la eficacia clinica de la PGE,
y el sildenafilo esta correlacionada con su capacidad
de relajar las arterias helicinas in vitro. Mientras que
la PGE, incrementa los niveles de AMPc y activa
canales K

ATP?
esta basada en el incremento de los efectos del NO

la capacidad relajante de sildenafilo

liberado de forma basal desde el endotelio vascular y
activacion de canales K,; en ambos farmacos produ-
cen un activacion cruzada de las vias de sefnalizacion
mediadas por nuclelotidos30-34,
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RECIENTES PUBLICACIONES EN CUELLO
VESICAL

Estudios morfolégicos e inmunohistoquimicos
han puesto en evidencia la implicacion de los recep-
tores 02 adrenérgicos en la regulacion del cuello
vesical. Sin embargo no se conoce el papel de los
neurotransmisores que inducen un efecto relajante
o inhibitorio sobre el mismo. Se sabe que tanto el
péptido intestinal vaso activo (VIP) presente en
fibras motoras, como el polipéptido hipofisario acti-
vador de la adenilato ciclasa (PACAP) en fibras sen-
sibles inducen un efecto relajante a nivel del cuello
de la vejiga del cerdo. Tanto VIP como las 2 isofor-
mas de PACAP el 27 y el 38 hemos comprobado que
relajan de una manera similar, lo cual sugiere que
es un receptor VPAC. Ademas se ha visto que el
antagonista de PACAP (6-38) unicamente produce
efecto inhibitorio a altas concentraciones, lo cual
sugiere que es un receptor VPAC2.

Desde fibras motoras se libera VIP que se une a
este receptor, ademas existe un receptor (auto
receptor de tipo inhibitorio) cuya activacion modula
la liberacion de VIP (actia como un sensor). Por otra
parte desde fibras sensoriales existen receptores
presinapticos faciltadores PAC1 que favorecen la
liberacion de NO induciendo un efecto relajante. El
NO se difunde a través de la membrana celular
(bicapa lipidica) y relaja a través del CMPC. Ademas,
esta conjugacion produce relajacion con salida de K
a través de la activacion de canales de K voltaje
dependiente hecho confirmado por que el uso de la
4 amino piridina (bloqueante especifico de los cana-
les de K dependientes de voltaje, hecho que no ocu-
rre con el resto de canales de K3% 36, Se han realiza-
do estudios intracelulares de musculatura lisa de
vejiga urinaria en cobaya y la implicacion de la con-
traccién inducida por receptores muscarinicos.

ESTUDIOS PRELIMINARES REALIZADOS
EN ARTERIAS PROSTATICAS

Esta establecido por estudios previos, que enfer-
medades cardiovasculares, como la hipertension y la
arteriosclerosis, inducen una reduccion del flujo san-
guineo periférico y esta hipoxia, puede representar un
riesgo extrinseco que favorece la hiperplasia benigna
de prostata (HBP). Otro hecho que se produce, como
consecuencia de una deficiente vascularizacion pros-
tatica, es el debido a un aumento de la masa glandu-
lar y a una disminucion de los niveles plasmaticos de

394

testosterona. No existe informacion, sin embargo,
sobre los mecanismos que involucran estos efectos,
inducida por la testosterona sobre el flujo sanguineo
prostatico. Estan en estudio en la actualidad, en
nuestro departamento mediante, técnicas inmunohis-
toquimicas y miégrafos micro vascular para el registro
de fuerza isométrica, la funcion que desempenan la
neurotransmision nitrérgica y peptidérgica. Asi como,
diferentes hormonas esteroideas sobre la reactividad
vascular prostatica, haciendo especial hincapié en
aquellos agentes como son el péptido intestinal vaso-
activo (VIP), el péptido hipofisiario activador de la ade-
nilato ciclasa (PACAP), la testosterona y la dihidrotes-
tosterona cuyos niveles plasmaticos y expresiones
tisulares de sus receptores se encuentran modificados
tanto en la HPB como en el cancer de prostata.

CONCLUSION
La metodologia empleada en el desarrollo de esta
linea de investigacion es un ejemplo representativo del
caracter traslacional que debe presidir la investigacion
en Urologia en un momento de expansion y desarrollo
farmacolégico relevante para el tratamiento de multi-
ples patologias de la unidad funcional vésico-prostati-
ca. Por tanto, es necesario estimular el desarrollo de
iniciativas de investigacion en nuestra especialidad
basadas en modelos en los que coexista cooperacion
entre profesionales, impulsando de esta manera, la

investigacion urologica traslacional.
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