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INTRODUCCION

Los diversos efectos de las catecola-
minas estan mediados por su interacciéon
con los receptores adrenérgicos, de entre
los cuales dos grandes subtipos han sido
caracterizados, el ay el 3, en base al efec-
to agonista de determinados compuestos
sobre ellos. El receptor & adrenérgico
estd sometido a una estrecha regulacién'.
La mejor caracterizada ha sido la desensi-
bilizacién homoéloga. Cuando el receptor
3 es sometido a estimulos repetidos por
un agonista la respuesta del mismo va
decreciendo, probablemente en un inten-
to de compensacién la sobreestimula-
cion. La desensibilizacién homoéloga es un
proceso complejo en el que se produce la
fosforilacién del receptor £ por una qui-
nasa especifica del receptor 3 adrenérgi-
co (3-ARK) que es de localizacion intra-
plasmaética, y que se trasloca a la mem-
brana citoplasmatica tras un incremento
de los niveles de cAMP inducido por la
unién del agonista. Posteriormente, el
receptor se disocia de la proteina G (desa-
coplamiento) de manera que es incapaz
de responder a mas estimulos. El receptor
fosforilado es secuestrado de la superfi-
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cie celular a un compartimiento intracelu-
lar (internalizacién), donde es defosforila-
do por fofatasas. Posteriormente, el
receptor puede ser reciclado a la superfi-
cie para de nuevo acoplarse a la proteina
G. Si la exposicion al agonista es prolon-
gada el receptor se degrada cuando esta
intermalizado por proteasas, fenémeno
conocido por «down-regulation» o regula-
cién a la baja. La recuperacidén de la
«down-regulation» requiere sintesis de
nuevos receptores, que se realiza en el
plazo de varias horas.

La fosforilacion del receptor es un pro-
ceso clave en este mecanismo. Ademas de
la kinasa especifica para el receptor 3 que
va ha sido nombrada con anterioridad (-
ARK), el receptor puede ser fosforilado
por proteina-kinasas dependientes de
cAMP y por la proteina-kinasa C. Estas
dltimas parecen tener mas importancia en
las fases finales de la regulacion, al con-
trario de la 3-ARK, que parece tener mas
importancia en las iniciales. Ademas, su
papel parece méas importante es la desen-
sibilacién heterdloga o no mediada por
catecolaminas y que depende de otras
vias diferentes a las citadas. Se han des-
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crito alteraciones en el nimero y funcién
de los receptores 3 en varios procesos. De
manera especial, se ha demostrado que la
isquemia se asocia a un rapido incremen-
to en el nimero de los receptores B. Este
hecho se sugirié que podia ser el respon-
sable del incremento de sensibilidad a las
catecolominas propio de estos pacientes.
En este caso, al contrario de lo que suce-
de en la insuficiencia cardiaca congestiva,
no tiene lugar una regulaciéon a la baja o
«down regulation», sino una rapida regula-
cion al alta, que se podria denominar «up
regulation». Posteriormente se ha demos-
trado que este incremento de receptores
en la membrana celular de células miocar-
diacas se producia por un redistribucién
del receptor 3 que se encontraba en el
«pool-labil» intracelular. Parece ser que el
incremento en el nimero de receptores 3
que puede observarse ya a la hora de la
isquemia, se produce, pero con desaco-
plamiento del receptor de la proteina G. Es
decir, es un receptor desensibilizado. Sin
embargo, también 60 minutos tras la
reperfusion, el incremento de los recepto-
res parece permanecer, recuperandose
ademas la capacidad de la adenilato cicla-
sa de generar cAMP. Estudios posteriores
han demostrado, sin embargo, que en
fases precoces de la isquemia, es posible
detectar, no sb6lo un incremento en el
namero de receptores, sinc también de la
actividad de la adenilato ciclasa. Si la
isquemia es duradera, aparece la disminu-
cion en el niimero de receptores, lo que va
en favor del desacoplamiento como meca-
nismo explicativo.

Durante la circulacién extracorpérea
también se ha documentado una impor-
tante activacion del sistema adrenérgico,
que puede producirse en una desensibili-
zacion de los receptores, reversible en 30
minutos tras el cese del mismo. El propé-
sito del presente trabajo fue estudiar las
modificaciones que ocurren en el comple-
jo del receptor £ en la cirugia cardiaca rea-
lizada en circulacién extracorporea.

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se incluyeron pacientes
sometidos circulacién extracorpdrea con
motivo de cirugia cardiaca en nuestro cen-
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tro. Los pacientes no fueron selecciona-
dos segln el tipo de cirugia que fueran a
sufrir, siendo el Gnico requisitos que esta
fuera realizada con by-pass cardiopulmo-
nar. Para el estudio de los receptores R-lin-
focitarios, se extraian 20 ml de sangre
toral del oxigenador de la bomba de circu-
laciéon extracorpérea (circuito arterial).
Adicionalmente se extraian 10 ml de san-
gre total para la determinacién de norepi-
nefrina, epinefrina y dopamina y otros 5
ml para la determinacién de la proteinas
totales en el suero, con la finalidad de des-
cubrir cualquier expansién de volumen de
liquido extracelular producida durante el
acto quirtrgico.

Las biopsias del miocardio se tomaban
mediante una aguja tru-cut de la zona epi-
cardica de la cara anterior del ventriculo
derecho. Para su disgregacion se utilizo
una solucién con colagenasa.

Todas las extracciones se realizaron en
dos momentos quirargicos bien definidos,
en el del clampaje de la aorta y en el
momento del desclampaje de la misma.
Los tiempos quirargicos analizados fueron
el tiempo desde la induccién anestésica
hasta el comienzo del by-pass cardiopul-
monar, en minutos, el tiempo desde la
induccién anestésica hasta el clampaje de
la aorta en minutos, el tiempo desde el
comienzo del by-pass hasta el clampaje de
la aorta y el tiempo de circulacién extra-
corpoérea.

El aislamiento de las células mononu-
cleares (MNL) se realizé segtn el método
de BOyum® Brevemente, se prepararon
tubos de ensayo de polipropileno de 10
ml con 2 ml de Ficoll-Hypaque en cada
uno. Con cuidado de evitar la mezcla se
echd sobre el Ficoll aproximadamente 1
ml de la muestra de sangre diluida. Estos
tubos se centrifugaron a 4 2C durante 20
minutos a 1800 rpm. El halo de células
mononucleares que se obtuvo se extrajo
manualmente. Se afiadié solucién salina
(NaCI) 0,9% abundante, agitdndose ligera-
mente con los dedos y se volvié a centri-
fugar en similares condiciones durante 10
minutos. Después se eliminé el sobrena-
dante por decantacién, y se resuspendié
el precipitado, sometiéndolo a un nuevo
lavado. El precipitado se resuspendié
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sobre 1 ml de DMEN (pH - 7,4) que con-
tiene 20 mmol/l. de HEPES buffer y1
mg/ml de BSA (seroalbtimina bovina). 10
uL de esa solucién se mezclaron en una
placa de ELISA con 90 pL de azul tripan
para ser contada en camara de Neubauer,

ajustando al nimero de células con
DMEM hasta 2x10° por ml,

Como ligando radiactivo se utilizara el
" I-pindolol con una actividad especifica
de 2200 Ci/mmol en seis concentraciones
diferentes (entre 10 y 300 pmol/L). La can-
tidad de radiolingando a utilizar se deter-
miné diariamente teniendo en cuenta el
decaimiento natural de "I, 50 HL de esta
solucién se contaron por duplicado,
teniendo en cuenta que 1 fmol del com.
puesto produce 3630 cuentas por minuto
(cpm).

Para el calculo de la unién inespecifica
se utilizo propranolol o CGP 12177. Con el
primer B-bloqueante a una concentracién
final de 1 pmol/L se calculs la unién ines-
pecifica total, y por tanto la concentracion
méxima de receptores (Bméx) y su cons-
tante de disociacion en equilibrio (Kd).
Con el CGP 12177 a una concentracién
final de 1 pmol/L se calculé el namero de
receptores que se encuentran en la super-
ficie (Bméxe) y su constante de disocia-
cién en equilibrio (Mde). Tanto el propra-
nolol como el CGP 12177 se conservaron
en acido ascorbico 0,05% para prevenir su
oxidacion.

La incubacién se llev a cabo durante
15-18 horas a4 °C y después la separacion
del radioligando unido del no unido se rea-
lizé por filtrado con alto vacio utilizando
un Skatron Cell Harvester, a través de fil-
tros de fibra de vidrio Whatman CF/C pre-
viamente humedecidos con NaCl 0,9%. El
liquido de filtrado fue NaCl 0,9%. El filtro se
recogia con pinzas y se colocaba en tubos
de polipropileno para proceder a su conta-
je en un contador gamma con una eficacia
del 69%. La unién especifica se calcul6 sus-
trayendo de la unién total, la unién especi-
fica o propia del ligando por el receptor. Se
obtuvo asi una hipérbola rectangular,
situando en el eje de ordenadas las cuen-
tas por minuto (cpm) de la unién especifi-
Ca y en las abcisas la concentracién de
ligando libre, que se analizé mediante un
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programa para el ajuste de regresién no
linear (GraphPad)’. Los mismos calculos
se realizaron segln la transformacién
matematica de Scatchard®. Todos los ensa-
y0s se realizaron por duplicado y se obtu-
vo la media aritmética de cada uno de los
pares de tubos.

RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre
mayo de 1991 y mayo de 1993 se estudia- ;
ron a 35 pacientes que habian sido someti- *
dos a cirugia con circulacién extracorpo-
rea en nuestro centro. De ellos, 15 fueron
rechazados del estudio final por proble-
mas técnicos en el procesamiento de las
muestras o porque los datos obtenidos se
ajustaban con un coeficiente de correla-
cién muy bajo o una hipérbola rectangular,
utilizando el programa Graph Pad para
este analisis.

De los 20 pacientes restantes, en 6 se
consiguieron muestras de la cara anterior
de ventriculo derecho mediante biopsia
en el acto quirtrgico. El tipo de cirugia
utilizado en estos pacientes fue en 13
cirugia de pontaje aortocoronario, en 6
sustitucién valvular, asociada o no a pon-
taje aortocoronario, y en 1 aneurismecto-
mia con cardiomioplastia asociada. La
edad media fue de 56 + 18,3 afios. 15 teni-
an antecedentes de tabaquismo. De los 20
pacientes, 17 eran varones y 3 mujeres. 4
eran hipertensos. La clase funcional de la
NYHA fue grado 1 en 15 pacientes, en 3
grado funcional 2 y 2 en grado 3. No se
excluy6 ningtn paciente con tratamiento
8 bloquednte previo salvo si su adminis-
traciéon habia sido realizada 48 horas
antes de la cirugia.

Los tiempos medios quirtrgicos fueron
los siguientes: tiempo de la induccion
anestésica hasta comienzo de la circula-
cion extracorpérea 130 + 25 minutos.
tiempo desde la inducci6n hasta el ¢
paje de la aorta fue 141 « 15,1 minut
tiempo_-de circulacion extraco
medio fue de 82,7 + 17,6 minutos
se utiliz6' cardioplejia intermiten
hematica.
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Los resultados obtenidos en el estudio
de los receptores adrenérgicos linfocita-
rios, junto con los niveles de catecolami-
nas en el momento del clampaje y del des-
clampaje de la aorta se muestran en la
tabla 1. Existe un incremento del receptor
R linfocitario, tanto del total como del que
se encuentra superficie, asociado al incre-
mento de catecolaminas que estos pacien-
tes padecen durante a cirugia. Sin embar-
go, la afinidad del receptor por el radioli-
gando no se modifica si la evaluamos a

Tabla 1. Valores obtenidos en el estudio de los rece
en el momento del clampaje y del desclampaje de la aorta.

ptores adrenérgicos y niveles de catecolaminas

partir del Kd. En 6 pacientes se consigui6
realizar la determinacion del receptor §,
de las células miocérdicas, tanto en la
superficie celular como el internalizado,
datos que se resumen en la tabla 2. Cinco
de estos pacientes fueron sometidos a
cirugia de pontaje aortocoronario y uno a
doble sustitucion valvular con pontaje aor-
tocoronario. El tiempo desde la induccion
anestésica hasta el comienzo de la circula-
ci6n extracorpdrea en este subgrupo fue
de 140,7 = 29,8 minutos y desde la induc-

Clampaje Desclampaje )
Norepinefrina (pg/ml) 143,7 + 80,1 765,3 + 95,6 <0,001
Epinefrina (pg/m} 116,9 = 60,0 340,8 = 107,3 <0,001
Dopamina (pg/ml) 60,8 + 24,9 116,4 = 40,3 <0,01
Proteinas totales (g/dl) 39:+1,0 4,0 +0,8 ns
Bmax (s/c) 1316 + 110 1816 = 163 < 0,05
Kd (pM) 18,7 «7 23:9 ns
Bmaxe (s/c) 1206 = 91 1723 = 143 <0,05
Kd superficie (pM) 18,6 = 622+8 ns

Tabla 2. Valores obtenidos en la determinacién del receptor 81, de células miocardicas en el
momento del clampaje y del desclampaije de la aorta.

Clampaje Desclampaje p
Receptores totales (s/C) 3160 = 295 32806 + 460 ns
Kd 29 + 19 33:24 ns
Bméx 2976 + 460 2990 = 570 ns
Kd 30 + 20 33:24 ns

cién hasta el clampaje de 1509 = 37,6
minutos. El tiempo de circulacion extra-
corpobrea medio fue de 78,8 + 13,6 minutos.
No se encontraron diferencias significati-
vas en estos pacientes en ninguno de los
parametros analizados. No se hallé ningu-
na correlacion significativa entre los tiem-
pos medidos y la variacién en el namero y
afinidad del receptor & linfocitario ni mio-
cardico. Es decir, a mayor duracion de
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esos tiempos no se produce variacion en el
namero de receptores.

DISCUSION

Estos resultados sugieren que no sola-
mente no existe una reduccion del recep-
tor R linfocitario durante la cirugia realiza-
da por by-pass cardiopulmonar sino que
ademas, se produce un incremento signifi-
cativo del mismo. Este hecho es compro-
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bado tanto para el receptor total como
para el que se encuentra en la superficie
celular, manteniéndose una proporcién
constante. No hemos demostrado tampo-
co una diferencia significativa en la afini-
dad del receptor por el radioligando, eva-
luandose por la Kd o constante de disocia-
cion. Ello implica que no existe una dife-
rencia marcada en la afinidad del receptor
por las catecolaminas, aunque examinan-
do debidamente los datos, se produce,
comparando la Kd del momento del clam-
paje, con la Kd del desclampaje, un evi-
dente incremento. Es decir, la concentra-
cion de radioligando necesaria para ocu-
par el 50% de los receptores es mayor en el
momento del desclampaje. Esto sucede
asociado a un incremento significativo en
el nimero de receptor total, pero sugiere
la posibilidad de un cambio de afinidad del
receptor en el peroperatorio.

Todos estos hechos se producen en un
«ambiente» de incremento en el nivel de
catecolaminas, en un periodo de tiempo,
suficientemente largo como para que ocu-
rriera internalizacion y «down-regulation»
del receptor linfocitario. En el Gnico traba-
jo que conocemos sobre el anilisis de los
receptores 8 linfocitarios durante este
tipo de cirugia®, no se encontraron cam-
bios en el namero ni en la afinidad de los
receptores durante el periodo de by-pass,
aunque si hubo diferencias en el subgrupo
de pacientes que alcanzaba un nivel de
catecolaminas mas elevado.

Es conocido que un brusco incremento
de catecolaminas puede inducir una salida
linfocitaria importante especialmente
desde el bazo®. Los subgrupos de linfoci-
tos poseen diferente niimero de recepto-
res 3. El nimero méaximo de receptores
parece estar en las células «Natural-Killer»
o NK, seguidas de los linfocitos T supreso-
res, linfocitos B, monocitos y por ultimo
los linfocitos T helper.

Las catecolaminas son capaces de
inducir un cambio en la subpoblacién lin-
focitaria, con un incremento relativo delos
linfocitos que poseen mayor cantidad de
receptor £ y una reduccién relativa de los
Que tienen menor cantidad de receptor. Es
por ello que si determinamos los recepto-
res 3 en el clampaje aértico y después un
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incremento tan significativo de las cateco-
laminas aunque se miden los receptores
en una misma poblacién celular, su com-
posicion fenotipica es diferente y en este
altimo caso con una tendencia a un mayor
ntimero de receptores. Este hecho puede
explicar los resultados hallados en nuestro
estudio, aunque la demostracién definitiva
requeria la determinacién de los subtipos
linfocitarios en cada uno de los momentos
y del niimero de receptores en cada uno de
los subtipos. Esto podria explicar por qué
no hemos encontrado diferencias en la
cantidad de receptor en la superficie celu-
lar linfocitaria. Te6ricamente, el incremen-
to de catecolaminas conlleva una internali-
zacion de los receptores. Es posible que
esto ocurra asi de hecho, pero el incre-
mento en el nimero de receptores totales
encontrados y la posible alteracién en la
proporcion de subtipos linfocitarios puede
explicar este hecho. En el presente estu-
dio, tampoco hemos hallado diferencias
significativas en el estudio de células mio-
cérdicas obtenidas mediante biopsia pero-
peratoria de la cara anterior el ventriculo
derecho. Tanto los receptores de superfi-
cle como el receptor total permanecen
inalterados y también su afinidad por el
radioligando, evaluada mediante la Kd
(constante de disociacién).

Este hecho podria tener varias explica-
ciones, La primera es el escaso ntimero de
pacientes en los que se ha podido realizar
esta técnica en el presente estudio. Una
segunda explicacion podrfa ser que la
isquemia fria con cardioplegia intermiten-
te frfa hematica representa condiciones
diferentes a las de un sindrome isquémico
coronario agudo. El frio produce una tasa
metabolica baja, que puede afectar a la
externalizacién del receptor. La tercera
razén es el método utilizado. No tenemos
noticia de que se haya aplicado la deter-
minacion de receptores  en la célula mio-
cardica entera. Practicamente todos los
estudios en la literatura empleen receptor
de membranas citoplasmaticas aisladas
mediante ultracongelacién. Un tnico tra-
bajo ha valorado la densidad y la afinidad
del receptor & miocardico durante la ciru-
gia de by-pass’, demostrando que el nime-
ro de los receptores se reduce, con una
desensibilizacién precoz y una «down-
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regulation» tardia. Este trabajo fue realiza-
do en un modelo experimental y no se uti-
lizaron células miocardicas enteras.
;Sirven los receptores f3 linfocitarios para
la monitorizacién del receptor $ miocardi-
co?. Los cambios en los receptores {32
adrenérgicos linfocitarios pueden ser con-
siderados como representativos de los
cambios en otros tejidos cuando son indu-
cidos por agentes farmacoldgicos R no
selectivos®. Si un agente B-selectivo estd
implicado en el cambio de densidad del
receptor, hay una buena relacion entre el
cambio en el nimero y afinidad del recep-
tor &, en el linfocito y el £2 del miocardio,
pero no con el receptor total de este otro
tejido y menos con el receptor R. Esto
tiene todavia mas importancia en el pre-
sente estudio, ya que el miorcardio se
encuentra excluido de la circulacion gene-
ral por la circulacién extracorporea.
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