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INTRODUCCION

Desde que Furchgott (1, 2) descubrié que la presencia de endotelio era imprescindible para

:la accién relajante vascular de la acetilcolina, han aparecido diversos y variados estudios que
demuestran su participacion en la relajacion ‘provocada por diversos agentes (ATP, serotonina,

histamina....)(3, 4, 5, 6). Es mas, se han descrito tiversos mecanismos en células del endotelio vascular
que, al ser activados, pueden estimular la liberagién de varios factores endoteliales (7). También se ha
demostrado la existencia de una posible disfuncién o mal funcionamiento del sistema endotelial en

_procesos de hipertension, debido, bien a una dificultad en la liberacién de EDRF (endothelium derived
‘relaxmg factor)(8), o bien a un aumento en la liberacion de EDCF (endothellum derived contracting
‘factor)(Q 10).

Con el objeto de confirmar la lnﬂuencia de los procesos de hipertension sobre el estado del

.endotelio, en el presente trabajo se estudia laposible modulacién por el sistema endotelial de las

cantracciones inducidas por noradrenalina y: CaCI2 {en medio despolarizante) en aorta de rata

‘normotensa e hipertensa.

EXPERIMENTOS DE CONTRACTILIDAD

~ Los experimentos fueron realizados con ratas Wlstar Kyoto (WKY) de 245 + 32 g vy
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) de 212 + 36 g de peso. Antes de ser sacrificadas se
comprobé el peso del animal y su presion arterial sistdlica en cola, utilizando el método descrito
| previamente (21). Las ratas fueron sacrificadas por traumatismo retrocervical y arteriotomia carotidea.
‘Tras el sacrificio se practico una toracolaparatomia media con el fin de extraer el segmento de la aorta
toracica descendente, el cual, una vez limpio de tejido conectivo adyacente y convenientemente
‘cdrtabo en anillos de 4 mm de longitud, cuya cara intima fue frotada en algunas ocasiones con un fino
hilo de algodén para eliminar las células endoteliales, se introdujo inmediatamente bajo una tension de
2 gramos en un baro de 6rganos de 20 ml consolucion de Krebs (composicion mM: NaCl 119; KCl,
4.7, CaCly.2H,0, 1.5; MgSO4 7H,0, 1.2; KPO4H,, 1.2; NaCOgH, 25; glucosa, 11; acido ascérbico,
0.567; EDTA 0.03) mantenida a 37°C, y con burbujeo continuo de carb6geno (95% de O, y 5% de
C(Dz) Las contracciones se registraron mediante transductores isométricos CPOL 0-25 g conectados a
un equipo semiautomatico Celaster i{0S-1. Después de un perfodo de estabilizacion de t1h, con
intervalos de lavado de 15 minutos, se comprobé inicialmente la presencia o ausencia de endotelio,
obsenvando la relajacion producida por una dosis acetilcolina (10 uM) sobre la contraccion evocada
‘par noradrenalina (10 uM).

Curvas concentracion-respuesta con noradrenalina.

‘ Las curvas concentracion-respuesta de noradrenalina (0.1 nM-10 uM) se obtuvieron por el
‘procedimiento de dosis acumulativas descrito por Van Rossum (20), haciendo las adiciones
‘carrespondientes después de haber alcanzado contracciones estables con cada dosis. Se registraron
idas curvas control similares (con agonista sélo), dejando siempre recuperar la linea base inicial entre
idas curvas para reducir al maximo la posible desensibilizacién de los receptores, con el objeto de
comprobar la reproductibilidad de las mismas.



Curvas en medio libre de calcio.

Para la realizacion de curvas de CaCl, (10 4M-30 mM) se utilizaron medios despolarizantes
que se prepararon suprimiendo el calcio del medio y sustituyendo equimolarmente NaCl por KCI (15 y
50 mM). El procedimiento seguido fué igual al utilizado para la realizacién de las curvas concentracion-
respuesta de noradrenalina, haciendo la salvedad de que ahora el agente vasoconstrictor es distinto.

EXPRESION Y ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Cada uno de los datos que aparecen en los resultados representa el valor medio*error
estandar.

La relajacion producida por la acetilcolina se expres6 en % de relajacion producida sobre una
contraccién evocada por noradrenalina (10 M) a la que se le asigné un valor del 100 %.-

El analisis estadistico de comparacién entre medias en curvas concentracion-respuesta con y
sin endotelio se realiz6 mediante el test t de Student para datos agrupados, que también se utilizé para
comparar medias entre curvas concentracidn-respuesta en ratas normotensas e hipertensas. Dicho
test considera que la diferencia es significativa cuando P <0.05.

FARMACOS Y REACTIVOS

Los farmacos utilizados fueron los siguientes:

Bitartrato de (-) noradrenalina (Sigma), agonista alfay y alfay; clorhidrato de acetilcolina
(Sigma).

Las disoluciones de noradrenalina se prepararon diariamente con agua desionizada a partir
de una disolucién concentrada (0,1 M) conservada a -20°C y con bisulfito sédico al 0,2% para prevenir
la oxidacion, pocos minutos antes de ser utilizadas.

Las disoluciones de CaCl, se prepararon también a partir de disoluciones madre (3 M)
almacenadas a -20°C, pocos minutos antes de ser utilizadas.

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

RESULTADOS

La presion arterial sistélica medida en ia cola de los animales fué de 115 = 7 mm Hg en las
ratas normotensas, y de 191 = 8 mm Hg en las hipertensas (P <0.01, n=30).

Con el objeto de controlar el estado de endotelio vascular, antes de realizar las curvas, se
comprobd el efecto de la acetilcolina (10 uM) sobre una contracién evocada por noradrenalina (10
4M), dando como resultado la siguientes relajaciones (% con respecto a la tensién maxima, n=15):

NORMOTENSA NORMOTENSA HIPERTENSA HIPERTENSA
CON ENDOTELIO SIN ENDOTELIO CON ENDOTELIO SIN ENDOTELIO

45 £ § 1.35 £ 1 34 £ 4 123 = 1

La contraccion evocada por noradrenalina fué relajada por la acetilcolina en preparaciones
con endotelio en menor proporcion (P <0.05) en SHR que en WKY.

Ratas normotensas: :

La noradrenalina (0,1 nM-10 uM) se comporté como un agonista total en los anillos de aorta
toracica aislada de rata, produciendo contracciones dosis-dependientes de su musculatura lisa
(FIGURA 1). Las curvas realizadas en preparaciones con el endotelio intacto (pDy=7,75£0.11)



estuvieron desplazadas a la derecha con respecto a las que se obtuvieron en preparaciones sin
endotelio (pDo=8,17+0.12)(P<0.05). Aunque la tension maxima alcanzada en las preparaciones sin
. endotelio (3424205 mg) es mayor a la obtenida con endotelio (3244+166 mg), la diferencia entre
ambas no es significativa (P >0,05, n=5)(FIGURA 1).

El CaCly (10 uM-30 mM) adicionado acumulativamente en un medio parcialmente
despolarizante, con 15 mM de K™, produjo contracciones dosis-dependientes en anilios de aorta de
rata, alcanzandose las tensiones maximas con una concentracién de CaCl, 10 mM (FIGURA 2). En
este medio los anillos con endotelio (pDy=2.95+0.09) se mostraron menos sensibles al CaCly
resultando ser la tension méxima en estas preparaciones (3136271 mg) significativamente diferente
(P<0.05, n=5) a la obtenida en preparaciones sin endotelio (3748 + 195 mg)(pD,=3.03+0.05).

En los experimentos llevados a cabo en un medio despolarizante, con 50 mM de K*, el
CaCl, produjo contracciones dosis-dependientes estando la tensidn méxima obtenida en anillos
intactos (4002 +381 mg)(pD,=3.44+0.08) levemente deprimida al compararia con la que se obtuvo en
~anillos raspados (4264+351 mq)(pD,=3.52+0.08), aunque la diferencia no es significativa
estadisticamente (P>0.05, n=5)(FIGURA 3).

Ratas hipertensas:

La noradrenalina (0,1 nM-10 uM) se comportd como un agonista total en fos anillos de aorta
de rata, produciendo contracciones dosis-dependientes (FIGURA 1). Las curvas realizadas en
. preparaciones con el endotelio intacto (pD»=8.29+0.07) estuvieron levemente desplazadas a la
derecha con respecto a las que se obtuvieron en preparaciones sin endotelio
(pD2=8,52+0.05)(P <0.05, n=5).

4000
3000 o
=)
E
% 2000 A
7z
<
L
=
1000 -
0 1—/—’—" : ' .
-10 -8 -8 -4

log [noradrenalinal

FIGURA 1, Curvas concentracidn-respuests ¢e noradrenaiina (NA) sn sniios imtac
08 y raspedos de ratas SHR y WKY. Cade punto representa si viior mediots.e.m.
de 5 experimentos.



TENSION (mg)

TENSION (mg)

14000

jZOOd

1000

0

4000

2000

1000’

AWKY con endotelo
AWKY sin endotello’ |

© | ESHR con endotello
7 . osHan endotello |

/

log [Ca*™]

FIGURA 2, Curvas concomem-ruunm 08 Cs** en mescio OespoleriZants con
{16/ mM de X' onmmdomumnunormoupenmymprmy

monelc de endotelio, cuuq bﬂmu represents ol veior mediote.sm de S mwl ‘
nnnwn

[ . AWKY con endotelo

1 AWKY sin endoteld
P ASHR con endotelo

OSHR sin endotelo

-3 -2 -1
 log [Ca**] ‘

FIGURA 3, Curves concentraCibn-raspuests de Cs** en Mecio despoMNZMte Con
50 MM de K* en preparacionds: de morim de rata con y sin endotelio. Compara-
icioh entre SHA y WKY, cm W‘w r00re30Me ol velor medioLe.om. de 5 oxpert-
moﬂtol.



El CaCl, (10 uM-30 mM) adicionado acumulativamente en un medio parcialmente
despolarizante, con 15:mM de K*, produjo contracciones dosis-dependientes en anillos de aorta de
rata, alcanzandose las tensiones méximas con una concentracién de CaClo 10 mM (FIGURA 2). En
este medio las tensiones maximas obtenidas fueron de 3575+311 mg en anillos con endotelio
(pD2=3.25x0.08) y de 3973284 mg en preparaciones sin endotelio (pD2=3.00+0.08), ng existiendo
diferencias significativas (P >0,05, n=5).

En los experimentos llevados a cabo en un medio de$polanzante, con 50 mM de K* ,
CaCl, produjo contracciones dosis-dependientes (FIGURA 3) siendo la tension maxima en anilIos
intactos (5306 + 351 mg)(p02=3 41 +£0.09) significativamente rhayor! (P-<0.05, n=5) a la que se produjo
en anillos raspados (4002 381 mg)(pD2 =3.44+0.06). ‘

DISCUSION |

El importante papel, destatado por algunos autores (1, 2, 3),' que desempenan las células
endoteliales en la regulacién de determinados procesos vasculares, 'ha inducido a pensar en fa
participacién de varios factores dependientes de endotelio (EDRF, EDCF y EDHF) (3, 4, 5, 11, 12) en
dicha regulacién. Otros autores han:demostrado distintos comportamientos de uno o varios de estos
factores endoteliales en estados de hipertension (8, 9, 13).

Asf, algunos |\nvesﬂigadctre$ han demostrado la dlsrmnucuﬁn del efecto vasorelajante de la
acetilcolina (3, 8, 11, 14, 15,) enideterminados estados patolégicos (hipertension y ateroesclerosis),
efecto estudiado también en ratag normo e hipertensas en el presente: trabajo, atribuyéndola a que
existe una dificultad en la liberacion de EDRF por parte de las células endoteliales en las citadas
patologfas. También se indico que podria existir una liberacion de diversos factores contracturantes en
estos estados, liberacion que tamwblén se daria en estados normales peﬁo que se veria aumentada en
estados de hipertension, ‘

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la presencia de endotelio
contribuye al desplazamientg de lds ¢urvas de noradrenalina hacia fa derecha (7), desplazamiento que,
aunqgue ievemente, és menor en ratas hipertensas que en ratas normotensas. Estos resultados han sido
explicados por otros autores {10, 14, 15), indicando que existe un menadr estimulo en la liberacién de
EDRF en estados de hipertension...

Como se puede apreciar ai observar las curvas de Ga+ + en medio 15 mM de K*, existe un
desplazamiento a la defecha de las ¢urvas con endotelio conidepresion idel efecto maximo, el cual es
menor en SHR que en WKY. Este hecho no se puede explicar debido a un menor estimulo en la
liberacién de EDRF, ya que en lag células endoteliales, segiin Spedding (1986)(16) y Colden-Stanfield
(1987)(17), no existen canales dépendientes de voltaje (VOC's), por lo que en este caso no habria
entrada de Ca* * y, por Io‘ tanto; no se produciria liberacién de EDRF, al contrario de lo que ocurre
con la noradrenalina, que estimula adrenoceptores alfap endoteliales (18, 19). Otros autores han
postulado la existencia ide un tono basal de EDRF (2), el cual podtfa estar disminuido en estados de
hipertensién. Por otro lado, 'S. Osugy'y Shimamura (1990)(9), indican que| se produce una estimulacion
de EDCF por altas concentraciones de K* la cual es mayor en individuos con patologia hipertensiva,
mientras que Katusic (1988)(15) y Greenberg (1988)(14), entre otros (11,/12), han sugerido también la
intervencidn de EDHF que seria menas notable en estados de hlpertenslbn

Estos desequilibrios en el metabolismo de los factores endoteliales también serfan la causa
de que las curvas de Cat'* en medio 50 mM de K* realizadas .en anilios intactos de SHR, estén
desplazadas a la izquierda con respec:to alas curvas en amllos raspados, fenémeno que no se produce
en ratas normotensas.

Todo lo expuesto.nos lleva a indicar la existencia de una alteracion del sistema endotelial en
ratas genéticamente hipertensas (S8HR), la cual puede ser debida a un desequilibrio en el metabolismo
de uno o varios de lps distintos factares, relajantes y contracturantes, dependientes de endotelio, que
hace que €l compor‘tamiento idel muscuio liso vascular frente a noradrenalina y K* difiera entre SHR y
WKY.
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