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gt gramo

GMPe: guanosin monofosfate ciclico
h: hora

L.c.v.1 intracerebroventricular
i.m.: intramuscular

i.p.: intraperitoneal

IP,: inositol 1,4,5 trifosfato
i.v.1 intravenoso
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1t litro

M: molar

mEq: miliequivalente

mgt miligramo

min: minuto

mm: mi}imetro

mM: milimelar

#Q: microgramc

wH: micromolar

NA: noradrenalina



N0 &xide nfzrico

PAD: presldén sanguines diagtdlica

PhS: presidn Banguinep sistélica

PIRp fosfatldil inositol 4,.5-bifosfate

Pm: peso molecular

pmol: picomolar

PTH: hormeha paAratlroldea

ROC: canal{es) operado(s} por receptor o receptor dependiente(s)
r.p-m.t revoluciones por miputo

a.c.s1 subcutines

U.I.: unidades internacionales

Vit Dy vitamina D,

VoC: canal(es) operado{s) por voltaje o veltaje dependiente(s)
WRY: Wistar Kieto
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1.1, DISTRIBUCION DEL CALCIO EN EL ORGANISMO ¥ SU DETERMINACION SERN

Los datos expusstos n oste apantado han sido tomadas da: Marison v Hats
11978), Weissman v Fitaggi 119804, Lawanca, v Bantet 119871, vy Pretg (1989,

El hueso compacto estd formade por skadedor dg un 25 % en poso do my
orgdnica y un 75 % en paso do séles. Estes sales ghstalings qut 50 depasian eny
matriz orgdnica del hueso, son principetmenio sales de caltio v fostato, wende
hidroxiapatita 1a sal méas importanme. 5105 chisales caloweos prosentan foma do pt
delgada y alargada, de 200 a 400 A delongitud v de 10 8 30 A de ancho, exstiendo m
ellos iones Mg**, Na*, K*, CO,H" qua no torman redes CHStHINAS SIND QU $D PhEuaNy
situades on la superficia da los cristales de hidroxiapatnd. Bn realidad osto reprosani
98-99 % dal calcio corporal v ol 85 % dal fdstoro. & 1-2 %% du calwio restanie asté
otros tajidos, representando unos 11 g, Do pstes Uiimos, 18 mayor parto, unos 10 g
hallan en af espacio intracelular, y el otro gramo cotresponde al calcio extracolular. A
vez, de este calcio extracalular, 650 mg corraspondan al caluie no plasmatico, y los 3
mg rastantes al calcio plasmédtice. Esto supone que la concontracidn de calcio plasmati
es de aproximadamente 9.5 mg %, 10 qua supong una concentracidn aAproxmada de
mEg/l, v se acaptan en al hombre como valoras normalas unos margenas muy gstroch
{8.5 - 10.5 mg %}. Del 65-45 % del calcio plasmdtico se encuentra como calciwo hit
ionizado, un B-10 % como calcio difusible no ionizado, fTormando complejes de sustenc
como el citrato o fosfate, y el 30-45 % restante ss encupntra unido o la albuming, C
calcio plasmatice total, e calcio idnico es 8l Gnico fisiopatoldgicamante active. Enla figu
n® 1 pag. 5, aparece un esquema de da distribucion del calcio on el organismo.

&n 8l nifio sl calcio v sl fésforg 58 ratianen para al grecimiants dol esqueleto, po
en el adulto la cantidad que se rations sirve fundelmentalmente para componsar
pérdidas ohligadas que generalmsente tignan lugar por orina y heces. En el ambarazo
lactancia hay perdidas fosfocdlcicas aumantadas por &l paso de es108 elomentos al fato
alaleche respactivamente. La efiminacién renal astd controlada par lareatisorcion tubula
¥ 1 intestinal, an menor grado, por 1a secrocidn ondégena. Por consiguants tanto ol nif
como el adulto necesitan adaptar el balanca do calcio v fésfora a las nocosidades di
esqueleto frente & las varizciones de la eliminacidn y do la dieta.

Junto ¢on estos requerimientos existe la necesidad de mantanar una ¢oncontracio
constante de calcio iénico, esencial para la normal funcidn neuromuscutar v probablemant

para otras funciones celulares goma la sacrecién y of vansporta. Pugde sor lambid
necesaria una concantracidn constanta de fosfato.
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ca
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FIGURA 1.- Distribucidn del calcio en el organismo.

En el plasma las cifras normales de calcio idnico san de 4,3-4,7 mg/idl o de 1,8-2.2
mEqA. Dade que la determinacidén dal calcio idnico &s muy cera y laboriosa, no suale
medirse directamente, calculdndose de forma indirecta 2 pertir de férmulas ya establecidas,
Entra los diversos procedimientos de determinacidn indirecta descritos para la
cuantificacién de! calcio ionizado en suero figuran; determinacién del calcio total en el
Ifquide cefalorraquideo, puesto que este valor es equivalente al del calcio lenizado en suero,
excepto una pequefia cantidad conjugado perc difusible existente en el liquido
cefalorraquideo: determinacidn del calcio ionizado por didlisis 0 uitracentrifugacion a través
de una membrana semipermeable, técnica que requiere el disponer de un utillaje especial
y ol controlar cuidedosamente el pH ¥ la temperatura; separacion del calcio jonizade
mediante ¢l empleo de la ultracentrifuga; daterminacién del calcio ionizado como la
diferencia entre el contenido en calcio del susro antes y después de ka eliminacién del
calcio ionizado mediants resinas da intercambio idnico o resinas a base de charcoal;
mediante &l efecto que tiene la adicién del suerc problema sobre |a coagulacién de un
plasma normal descalcificado; mediante |a medida "in vitre" de la calcificacidn de cartilago

5



Inttodu
de rata raquitica; determinando el efecto sobre una preparacién da corazén de rana atslag
utitizanda la "ultrafiltracidn in vive™; y utilizando la gel filtracién, técnica en la cual
cafcula el calcie no conjugado a partir de la diferencia entre la concentracién de cal
antes y después del equilibrio con un gel de dextrano deshidratado {Sephadex).

Existen otros procedimientos determinando el calcio total y la concentracion
proteinas totales, vy calculando entonces el calcio ionizade mediante el nomagrama
MeLean y Hastings representado en la figura 2.

Calcio ienizado [ Calcio ionizado en
en mis del 50 % ! menos del 50 %

8,0/ 7.5 7.0 65

16,0-
. %5,0
14,0 =2 95

S o
12,045 45 E

% 10,0-L2 ] ==t? 5

: 8,0"%_4' e :-:--

W = 25 @

3 Y1 TTi2.0 o

g ﬁ/,’ gorantl ] 15 =

2 4,0—/ o e o

3 20 : 3

40 50 60 70 80 90
Proteina total (g/ 100 mik)

FIGURA 2.- Diagrama de McLean ¥ Hastings para la determinacién del calcio idnico .

partir de calcio plasmidticg ¥ proteinas totales.
Harrison 1979),

{Tomado de Harrison -
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Ademaés, puede utilizarse para la estimacién del calcie idnico la férmula de Zeisler

(citado por Waissman y Pilaggi, 1980), basada tambidn en los célculos originales de
MecLean y Hastings, que se representa a continuacién:

6(Cal - (FT/3}
PT + 6

Ca?*/100ml =
Donds [Cal = mg de calcio total/i00ml y PT = g da proteinas/100mil.

En diversos estudios se ha demostrado la existencia de una buena correlacién entre
los valores para el calcio ienizado en los susros normales, obten dos por medida directa,
v ios logrados medianta el emplao de los métodos de célcule basados en los estudios de
McLean y Hastings. Sin embargo aigunas situaciones patoldgicas pueden alterar asta
correlacién,

Ei calcio idnico puede variar independientamenta de gue existan variaciones 0 no
da! calcio total. Asl por ejamplo, an la hipoatbuminemia disminuys el calcio total, pero el
calcio i6nico se mantiens normal y el paciente no presenta signos de hipocalcemia. Por
otra parte, conviens recordar qua la combinacién del Ca’* con la albdmina estéd
detarminada por cargas slectrostdticas y, por consiguiente, serd influida por el pH
plasmatice. Asf, per ejamplo, 8 pH inferiores al fisioldgico, |8 molécula de albimina estard
mds protonada, por lo que, al tener en su superficie una menor carga negativa neta, su
capacidad de unién con el Ca?* serd menor. Por €l contrario, la alcalosis sumenta la fijacion
del Ca’ alas proteinas, disminuyendo asi la proporcién de Ca®* libra cirgulants,

1.2. METABOLISMO DEL CALCIO

l.os datos generales da este apartado han sido tomados de Peacock (1981}, Soler
de la Mano et al. (1985}, Florez et al, (1986}, Vilardell (1988], Prieto (1989}, y Haynes
{1991},

Las hormonas reguladoras esenciales para el control del matabolismo del calcio ¥
tdsforo son la hormona paratiroidea (PTH), 1a vitamina Dy [Vit Dyl v la calcitonina (CTH.
Hay otras hormonas tambien implicadas: como la hormona del crecimiento, prolactina,
esteroides sexuales, tiroxina y cortisol, todas ellas con papeles subsidiarios. Veremos a
continuacidn el papel de Ja PTH, la Vit Dy v la CT en dicho metabolismo.
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1.2.1.HORMONA PARATIROIDEA, {PTH)].

La PTH es un polipdptido de 84 aminodcidos y peso molecular 8.500, (Ver figura
n® 3.

FIGURA 3.- Esquema de la secuencia estructural de la hormona paratircidea humana,
{Tomado de Vilardel 1988},

La PTH se produce en cuatro gladndulas que juntas pesan unos 200 mg en al adulte.
Estas gldndulas estdn en general fntimamente relacionadas con el tiroides, tanto en lo que
respecta a su posicién como al suministre de sangre, aungue pueden ubicarse en
cualquier parte del cuello o mediastino.

La PTH proviene de un precursor tlamado hormona preproparatiroidea de 113
aminodcidos, que en la cisterna del reticulo endopldsmico pierde 23 aminodcidos y se
canvierte en la hormona de 90 aminodcides. Finalmante, en el aparato de Golgi pierde 6
aminodcidos mas por el extremo acido de la cadena, Teda la informacidn estructural
necesatia para la actividad biol6gica se encuenira en los primeros 34 aminodcidos del lado
amino, En los tefidos, la hormona es metabolizada a fragmentos  polipeptidicos mds

8
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pequefios que recirculan por al plasma.

Ademds de la hormona ds 84 aminodcidos qus canstituye cuantitativa y
biolégicamenta el principal producto delas paratiroides, en plasma pueden hallarse también
pequefas cantidades relatives de sus precursores y de f{fragmentos amino- ¥
carboxiterminales de la PTH. Estos fragmentos, bien segregades por las propias
paratiroides, o bien fruto de la escisién enzimdtica de la hormona, carecerfan de actividad
hioldgica significativa, pero interfieren en los radicinmunoensayos que pretenden
cuantificar los niveles de PTH. Asl, enzimas renales yio hapéticas con actividad
catapsinica, "romperian” |3 molécuta de PTH entre los aminodcidos 33-34 y 36-37, dando
lugar a fragmantos 1-33, 34-84, 1-38 y 37-84, capaces de combinarse con anticuerpos
dirigidos frente al extramo amino- © carboxi-terminal de la hormena.

Debe destacarse qua aproximadamente el tercio aminoterrminal {amincdcidos 1-34)
poses la estructura necesaria para la actividad hioldgica. Estudios realizados con ese
fragmento, ya sintetizado en sl laboratorio, han demostrado que poses la misma actividad
que el péptido completo tanto “in vitro" como "in vive". Y si la actividad bioldgica sa
localiza fundamentalmente &n ol axtremo 1-34, el tramo responsable dela combinacidn con
el recoptor es al fragmento 3-34.

Exista un contro! de la produccién y secrecidn de PTH, siendo la caida de la
concentracién de calgio idnico plasmético el principal estimulo, Un meeanismo de
retroalimentacidn nagativo entre el calcio plasmético y la secrecidn de PTH es responsable
de la ralativa censtancia dal nivel de calcio plasmatico. Los receptores sensibles at Ca?*
dala gidndula paratiroides tambien respondan alion Mg?*. Aunque una caida del magnasio
plasmético puede estimular la PTH, paraddjicamente con niveles excesivamants bajos de
magnesio plasmético la produccién de PTH disminuye, ya qus al ién Mg** es esencial para
su secracién,

La célula paratiroidea responde inmediatamente a cambios del calcio plasmaético
aumantando la produccidn y secrecién. La mdxima produccion y la secrecidn basal son
proporcionales a la masa glandutar, $i la hipocalcemia es pralongada, se astimula la
division celular y la gldndula se hipertrofia. Una vez que la glandula se ha hipertrofiado,
naecesita de varios meses de normocalcemia para volver a su tamaio original. En este
tiempo el calcio plasmétice puede situarse en el ranga de la hipercalcemia,

La funcién principal de la PTH es defender al organisma de la hipocalcernia; para ello
libera calcio dal huese, conserva calcio en el riddn, aumenta ia absorcidn de calcio en el
intesting, estimulando la produccidn da Vit Dy, v reduce los tostatos del plasma,

la PTH actua sobre receptores especilicos de la membrana celular, vinculados a

9
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la adenilciclasa, en el rifidn y hueso. Asl se libera intracetularmente adenosin monofosfaty
clclico {AMPc), que transmite el estimulo dentro de la celula. La accidn de la PTH se
acompafia por este motive, de un aumanto de la eliminacidn urinaria de AMPc,

A nivel renal es de resaltar la participacidn de la PTH en el metabolismo del calcio
y fésforo, En ausencia de PTH, el 87 % del calcio filtrado por el rifién es eliminado. La PTH
aumenta la reabsorcién de calcio, el umbral renal del calcio y por tanto la calcemfa. Por
atra parts, en ausencia de PTH mas dal 90 % del iostato filtrado a5 reabsorbido. La PTH
disminuye |a reabsorcién tubular de fostato, y desciende el umbral renal permitiendo la
misrna eliminacién da fosfato con bajas concentraciones plasmaticas det mismo,

Adamds, la PTH astimula la produccion renal de Vit Dy a partir dé su precursor
plasmatico 2B-hidroxicolecalciferol. La produccién aumentada de Vit D; estimula la
absorcién de calcio y 165foro, Entre otros sfectos de menor importancia podemos citar,
que la PTH disminuye fa teabsorcion tubular de bicarbonate produciendo una orina alcalina
& incluso una acidosls moderada. La reabsorcion tubuiar de sodio vy magnesio estén
tambien sumentadas.

En ¢! hueso 1 PTH incrementa la Wberacién neta de calcio y fosfato al Hauldo
extracelular, Esto se deba al gfecto directo de fa hormone sobre la diferenciacion y
actividad do todas las célutas 6seas. Acelera la velocidad de transformacidn de macréiagos
an asteoclastos, y aumenta la actividad resartiba de osteqclastos y ostaacitos. La PTH
arobablementa ragula fa entrada v salida da caleio an las cdlulas dsaas, hombeando por asl
decirig, calcio hacia el Uguido extracaiular v el plasma; para que esta accidn tanga lugar es
nacesaria la presencia permisiva de Vit D, La Vit D, jugarfa por tanto un papal permisivo
de las funciones de |a PTH sobre el huese. Cuando actua la PTH tanto al mingeral como al
coldgeno son escindidos vy liberados a la circulacidn, Ya que la prolina no as rautllizada
paca farmar coldgeno, la eliminacién urinaria de hidroxiprolinag se considera como indice
de la accidn dssa de la PTH.

1.2.2 VITAMINA [, {Vit D).

Vitamina D as e nombre de dos sustancias afines liposolubles, colecalgiferol y
calciferol, que tienen en comiin la capacidad de prevenir o curar el raquitismo.

Su actividad se valora en unidades inmernacionales {U.l.}, que equivalen a la
actividad biolégica especifica de 0,025 ug de Vit D, (1 mg de Vit D, es igual a 40000 U.1.).

La vitamina D puede considerarse una hermona que tisne un papel importante en

1Q
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el control exacte de la concentracidn plasmética de ién calcio. Las siguientes
caracteristicas de la vitamina D avalan su actividad hormonal. La vitamina D se sintetiza
en la piel ¥ en condiciones ideales no es necesaria probablements en la dieta: es
transportada por la sangre a sitics distantes del arganismo, donde es activada; su forma
activa afecta entonces tejidos efactores con aumente de la concentracién plasmdtica de
calcio; y por Ultimo 1a conversidn da vitamina D en su forma activa es una reaccién
regulada por el calcio plasmético mediante un sistema de retroalimentacidn negativa,

La irradiacién ultravioleta de diversos esteroles animales y vegetales produce su
conversidn an compuestos con actividad de vitamina D {antirraquiticos). El clivaje de 1a
unién carbono-carbono entra C8 y C10 es la alteracién esencial producida por el proceso
fotoquimico. pero no todos los estercies que sufren este clvaje poseen actividad
antirraquitica. L& principal provitamina hallada entefidos animales es el 7-dehidrocelesterol,
que se sintetiza en fa piel. La exposicion de esta Ultima a la luz solar convierte el 7-
dehidrocolesterol en colecalciferol (Vit, D4). Holick (1981), encontrd un intermediario en
ia reaccidn de fotolisis, la previtamina D;, un 6,7-cis isémero que sa acumula en la piel
después de la exposicidn a la radiacidn ultravioleta, {Ver figura n° 4, pag 13).

El ergosterol, que estd presente en levaduras y hongos, es la provitamina de la
vitamina D, o calciferol. El ergosterol v la vitamina D, difieren del 7-dehidrocolesterol y da
la vitamina D,, respectivamente, solo en que cada uno tiena una doeble unién entre C22 y
€23 y un grupo metilo en C24. (Ver figura n° 4, pag 18},

En algunas espacies la potencia antirraquitica de las vitaminas D, y D, es muy
diferente. En el hombre no hay prdcticamente diferencia alguna entre ambas,

La vitamina D dietética, vy la que s sintetiza intrlnsecaments, requiere activacion
metabdlica para poder ejercer sus accionas caractarfsticas sobre los tejidos efectores. En
el hombra, 8l paso inicial de la activacién de la Vit D, se produce principalmente en el
higado, v el producto resultante de este pase es el 25-hidroxicolecalciferol o calcifedial.
El sistama da enzimas hepéticas responsablas de la 25-hidroxilacién de vitamina D no estd
totalmante caracterizado, pero estd asociado con las fracciones microsemal y mitocondrial
de los homogeneizados de higado. Una vez sintetizado, el calcifediol entra en el torrenta
girculatorio, donde circula asociado 8 la globulina ligadora de vitamina D, La activacién final
a calcitriol se produce en el riddn, teniendo lugar la 1-hidroxilacidn del calcifediol por un
sistema enzimdtico que es una oxidasa de functdn mixta {1-o hidroxilasa) y en el qua estan
presentas el citocromo P-450, una flavopreteina, y la ferredoxina. (Ver figura n® 4, pag
130

La enzima hidroxilante del calcifediol est4 sujeta 8 regufaciones distéticas y
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endocrinas que tienen gran importancia para la homeostasis del calcio. De esta modo, la
actividad de la hidroxilasa aumenta en las deficiencias distéticas de vitamina D, calcio y
fosfato y es estimulads por PTH, prolactina y estrégencs, e inhibida per una ingesta
elevada de vitamina D. La lentitud de respuesta a algunos de estos agentes y su
sensibilidad a los inhibidores metabdlicos sugiere firmemente que (as variaciones de
actividad enzimética representan cambios en la cantidad da proteina enzimatica renal.
Tambien hay pruebas de la existencia de un mecanismo agudo de control que puede
modificar la actividad de |a hidroxilasa en pocos minutos. En el caso de la PTH as probabla
que intervenga en esta estimulacidn rdpida el AMPe (Larkins et al., 1974; Rost et al.,
19811 & rodelo propuesto por Haussler y McCain {1977} abarca los principales
concentas que se han desarrollado en éste drea. Existen pruebas de que la hipocalcemia
pueda activar la hidroxflasa directamente, ademds de afectarla en forma indiracta al
esumutar [a sacrecidn de PTH (Fraser, 1980). La hipofosfatemia aumenta la actividad de
la hidroxilasa, pero no se saba si elle acurntz por afecto directo a indirecta (Haussler v
MeCain, 1977, Fraser, 1880; Rosen y Chesney, 1983}, El calcitriol ejerce contral del
anzima pof retroalimentacidn negative, que pusde ser consecuencia de una accidn direcia
sohee el tefido renal o de la inhibicidn da |8 secrecidn de PTH. No se conoce a naturaleza
ds i mecanismos reguladores de esudgenos y prolacting sobre la 1- o hidrexitasa,
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Se acepta que el papel fisioldgico tundamental de la vitamina D es el de asegurar
los nivelas plasmdticos de calcio y fosfatos necesarios para conseguir las condiciones
favorables de mineralizacién del hueso, asl como para mantener fa homeostasis de 1a
concentracién plasmitica de calcio. Esto se consigus madiante su accidn a Tres niveles:
intestino, rifidn y hueso.

A nivel intestinal, 2 Vit D, facilita la absorcidn de calcio y fosfatos an el intestine
por aumenvar el transporte transcelular a través de las células de la mucosa. Esta es 1a
accién que se considera mas importante para conseguir su objetivo, v 1a que ha sido mejor
estudiada a nivel molecular. El transporte transcelular implica: a} La entrada de calecio por
ol borde en cepille o membrana luminal de la céluls; éste es un proceso de transporte
facilitado, ya que as saturable y se realiza 2 favar de un gradiente de concentracidn. b) La
salida de calcio por la membrana basolateral contra un gradienta electroquimico, merced
ala accién de un enzima dependiente de adenosin trifostato {ATP), @s decir una ATPasa-
Ca?* dependiente y del sistema intercambiador Ca?*-Na*,

Existen dos hipotesis para explicar la accidn de la harmaona: a} La Vit O, se fija a
receptores especificos citosdlicos y, al igual que otras moléculas esteroides, penetra en el
nicleo en donde favorace la tormacidn de dcido ribonucieico mensajero (ARNmM) para
sintetizar proteinas fijadoras de calcio. Estas proteinas actdan a nivel de la membrana
\uminal para facilitar la difusién transmembrana, y a nival del citoplasma para facilitar el
paso de calcio hasta los sisternas de transporte de la membrana basolateral, by La hormoena
facitita la entrada de calcio antes de inducir la sintesis de proteinas fijadoras de calcio. A
nivel de la membrana luminal, la hormona medifica su estructura lipidica vy la velocidad de
recambio de sus componentes, aumentando su fluidez ¥ favoreciendo la velocidad de
transporte para el calcio.,

En el intestino el transporte activo de caleio y fésforo es virtuglmente nulo en
aysencia de Vit 0;, aunque excepcionalments pueden difundir a través del intestino si el
aperte diatético es bastante alto. Con un aporte extgano de Vit D, el transporte activo de
calcio v fosforo estd aumentado.

Las acciones de la vitamina D en el hueso son complejas y en parte contrapuestas,
porque si blen en ausencia de vitamina D aparace raquitismo y ostaomalacia por
desmineralizacién y formacidn de osteocide, la presencia excesiva proveca resorcidn del
hueso con hipercalcemia y toxicidad tisular por axceso de calcio.

Exista pues, una accidn consistente en facilitar la minaralizacién del hueso, la cual
puede ser simple consecuencia del gradiante entre lfquido intarsticial y hueso; el papel de
la vitamina D consistirla en asegurar aste gradiente mediante su accién estimuladora de ia
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absorcign en intestino vy reabsorcién en el tobulo renal de calcio vy fostato. En
contraposicién, la vitamina D tiene una accion resortiva en hueso que se ve exagerada en
ol caso de intoxicacion, pero que incluso pusdse ser activa en peguefio grado en
condicionas fisioldgicas. En el hueso axisten también receptoras especificos para la Vit D,,
y 5U accién va acompanada de aumento an la concentracién de proteina fijadora de calcio.
Su papel puede consistir an favorecer &l sistema de transporte de calcio que permita la
expulsidn activa de calcia, contra un gradiente de concentraciér, desde el interior de la
célula a través de 1a mambrana luminal hacia la sangre.

A nivel ranal, aunqua hay datos contradictorios, se tiende a aceptar que la vitamina
D {acilita ia reabsorcion de calcic v fosfatos, al favorecer su reabscreidn activa an el tibulo
proximal. En lo que al fosfato se refiere, asta accidn es inversa a la de la PTH.

Da lo expuesto en la descripcidn de las acciones de PTH y vitamina D se desprende
que sl efecto neto de la PTH es aumentar el calcio y reducir ol fosfato séricos, mientras
que el de la vitamina D es elevar el calcio y los fosfatos. Al igual qua ocurre en otros
sistemas metabdlicos, se aprecian mecanismos de auterregulacion mediante los cuales se
mantiene la homeostasis de calcio v fosfatos, Fl calcio es el principal regulador da la
secrecion de PTH; si aumenta el calcio la secrecién de PTH disminuye, y viceversa,
También el fosfato regula la secrecidn de PTH pero lo hace indiractamente, porque el
aumanto de foeslato, al formar complejos con al calcio, reducs la concentracidén de calclo
ionizado y aumanta la secrecién de PTH, la cual reducird la concentracién de fosfato, Asf
puds, esta sistama de regulacién sirve al efecto nete de PTH que es el de elevar el calcio
sérico y reducir el de fosfato. Pal mismo modo, tanto el calcio coma el fosfate a niveles
altos reducen la produccion de 1,25{0H);0, en el rifidn y aumentan la de 24,25(0H},0, por
una via alternativa da hidroxilacién ranal; el 1,25(0H1,D, eleva sl caleio y fosfatos séricos,
para ol 24,25{0M),D, 88 mucho manos activo, lo que tiends a reducit y controlar el nivel
sérico de astos ionas.

En otro orden de interaceidn, se aprecia un reforzamianto mutus entre la accién de
la PTH y la vitamina D, va que la PTH estimula I3 preduccidn de 1,25(0H);D; en el rifidn
y puede reducir la da 24,25(0H),D,. Finalmente, se requiers una plena interaccién de
ambas hormonas a nival del hueso, de forma que Ja completa expresién de una exige la
accidn concuriente da la otra.

En lo qua respacta a las caracteristicas {armacocinéticas, de 1a vitamina D hay que
sefalar que se absorbe en el intestino delgado; los preparados hidroxilados lo hacan en
tramos més altes y con mayor rapidez que el colecalciferol. La absorcidn requiere la
presancia de sales biliares, astando reducida en casos de cirrosis bitiar, o trds resecciones
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da intesting, o en casos de enfermadad celfaca. La fijacidn de ssles billares con
colestiramina reduce también la absorcidn de fa vitamina D; en todos estos casos pugde
aparecer osteomalacia, La absorcién Lambien disminuye con la edad. Existe circulacién
snterchepatica para la vitamina D y sus metabelitos.

En el plasma la vitamina D va fijada en su mayor parte a una globulina o
denominada proteina fijadara de vitamina D, que tiene afinidad mayor por ol darivado
25(0HID, que por el colecalciferol o 8l derivado 1,25{0H),D,. La vida meadia del 25(CH)D,
es de 2-3 semanas en sujetos normales y de 6 semanas en andfricos, observdndoss al
efacto méximo hacia los 15 dfas; la vida media del 1,26{0H},0, &5 de 5-8 horas, y su
efecto méximo se observa a los 3 dles,

£l metabolismo de la vitamina D produce un gran nimero de matabolitos inactivos.
La inactivacidn final del 1,25{0H) D, tiene lugar por hidroxilacién renat en 24, forméndose
un compuasto el 1,24,25{0H],D,. La hidroxilasa es la misma gue hidroxita el calcifedigl
para formar 1,24{0H},D, y ambos compuestos 24 hidroxilados son menos activos que el
caleitriol y presumiblements representan retabolitos destinados a la excrecién. También
hay oxidacién de cadenas laterales de calcitriol-

La via primaria de excrecidn de la vitamina D es la bilis, y solo un pequefio
porcentaje de una dosis administrada se encuentra en la orina. El exceso de vitamina D
administrada se almacena en el tajido graso.

La excesiva administracién de vitamina D produce un cuadro tdxico de
hipervitaminosis que se suele ver mas frecuentemaents en niftos tratados con dosis
slevadas; pero tambidn se aprecia en adultos. La dosis causante varfa segdn ta sensibilidad
de cada individug; susle astablecerse alrededor de fas 50000 U.b. o maés diarias. Los
primetos sintomas guatdan relacién con la hipercalcamia que origine: debilidad, cansancio,
fatiga, nauseas, vémitos y diaires, Hay afectacion renal por poliuria, polidipsia, nocturia,
pésdida de la capacidad de concentrar la orina y proteinurta, Puede haber deposicidn de
calcio en tejidos blandos como rifén {nafrocaleinosis), vasos sanguineos, corazén, pulmodn.
Su tratamiento requiere la supresidn inmediate de vitamine D, dista baja en calcio,
glucacorticoidas, infusidn sbundante de liquidos, furosemida, y tirocalcitonina,

Tambidn la aplicacidn excesiva da caleitrial y calcio en anfarmos con osteodistrofia
puede originar hipercalciurias, elavacidn del compleig idnica calcio-fdsfare v precipitacidn
de cristales en tefidos blandos (cdérnaa, conjuntiva, etc.). Por ello es imprescindibla qua at
indice {ealcemia x fosfatemia) nunca pasa de 70.
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1.2.3. CALCITONINA. (CT.

Ademds de las fuentas generales de informacién ya sefialadas para el apartade 1.2.
vaase como fuente bibliogréfica sobre calgitonina Azria (1889), v Prieto (1989).

La CT es un polipdptido sintetizado en las céiulas C dal tiroides. Todas las moléculas
conocidas de CT, desde la obtenida en paces hasta la procedenta del tiroides humane, se
componen de 32 aminodcidos, poseen un puente disulfuro entre as cisieinas 1y 7 en su
porcién aminatermingl, y una prolinamioa en el extremo C- tarm.inal. (Ver figura n® 5 v
Tabla ).

FIGURA .- Esquema de |a secuencia esteuctural de la calcitonina humana, (Tomado de
vilardel 1988),
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TABLA |
Sacuencia de aminodcidos de algunas caleitoninas. (Tomado de Prieto 1989).

Saimdn: COOH -Cys-Ser-;-\sn-L:u-Ser-Thr-Cys-Val—Leu»Gly’Lys-Lcu-Scr-Gln-Glu-Leu-His-Lys
Leu-GIn-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Giy-The-Pro-NH;

Anguila: COOH-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-Ser-Gla-Glu-Leu-His-Lys
Leu-Gin-Thr-Pra-Arg-Thr-Asp-Val-Gly-Ala-Gly- Thr-Pro-NHs

Bovina: COOH -Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys-Asn-Leu-Asn-As:
Tyr-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH:

Oving: COOH  -Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys-Asp-Leu-Asn-As:
Tyt-His-Arg-Tyr-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly«Pro-Glu-Thr-Pro-NH;

Porcing: COOH -Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg- Asn-Leu-Asn-
Asn-Phe-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH:

Raia: COOH  -Cys-Gly-Asn-Lev-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-GIn-Asp-Leu-Asn-
Lys-Phe-His- The-Phe-Pro-Gln-Thr-Ser-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH:

Humana: COQHCys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe- Asn-
Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ne-Gly-Val-Gly- Ala-Pro-NH:

Su secrecién depende de la concentracién de calcio en plasma: el aumento de calk
induce la sintests y liberacién de CT, mientras que la hipocaleemia reduce ambas. Vari
sustancias son capaces de estimular Ia actividad de adenilciclasa y liberar CT, entre el
el glucagén, prolactina, hormena tireoestimutante, gastrina, pancreoziming, y tiroxina. !
ha postulade que, después de las comidas, la gastrina induce la liberacién de CT y asfevi
Ia hipercalcemia nostpandrial. La mujer tiene niveles basales de CT menores que el hombi
especialmeme después de la menopausia, v responde a los estimulos de su secracién
manor grado.

Ls potencia ¢ actividad de una CT (natural o sintética, o contenida en u
preparacidn farmacedtical, se establece mediante bicensayo y se expresa en U
{conecidas tambidn anteriormente como unidades MRC debido a que se establecieron cor
el standard biolégico por el British Medical Research Council). Esta es ahara fa Gnica unid.
reconocida oficialmenta, aunque historicamente se han usado varias unidades diferente
Lavaloracién de la actividad bioldgica sa realiza comparando la capacidad hipocalcemiar
de una CT con la CT porcina. Una U, equivale a la hipecalcemia producida en la rata ¢
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0.01 mg de CT porcina o0, lo qua 85 1o mismo, 1 mg ds CT porcina equivale 3 100 U.l. La
actividad bioldgica de la CT humana as semejante a la porcina, y 1a de salmdén as entre 20
y 50 vecas superior (probablemente par tener una vida media més larga y una mayor
afinidad por los receptores en los drganos diana).

La potenciz de los preparados de CT dependa de su pursza, Esto es aplicable
especialmentae a las calcitoninas naturales, que pueden contenar impurazas en forma da
sustancia de baja actividad o inactiva, que atanva su actividad y a veces causa efectos
adversos. Por este y otros motivos es preferible expresar el contanido de un preparado en
unidades de actividad que en peso de sustancia.

Parece ser que la actividad biologica de las calcitoninas depende de la integridad de
la molécula tanto en su forma como en 8l tamafio (debe contener los 32 aminoécidos). No
obstante no se ha identificado ningdn lugar en la molécula espacHico de la actividad,
aunque la actividad total depende en cierto modo de la presencia de un anillo de 7 residues
a nivel del N terminal. El pusnte disulfuro no es indispansable vy pueda abrirse o ser
sustituido por otras formas de enlace, Por otro lado, algunos indicios sugieren que pueden
realizarse madificacionas, bastanta significativas en la estructura basica, sin demasiada
pérdidla de la actividad hipocalcemiante, al manos en al caso da la CT de salmon. Por
ejempla, cambios estructuralas en Ja posicién 8 y en sl C terminal, y [a introduccién ds
yode (la yodacidn es Util para el radicinmunoandlisis). Si bidn la potencia de una CT de baja
actividad, como por ejemplo la CT humana, puade mejorarse mediante la modificacién da
su estructura para hacerla mds similar a una forma especialmente activa como asla CT de
salmén, todavia no se ha producido un andlogo sintético con una potencia mucho mayor
a la de las calgitoninas naturales obtenidas de peces. Parece sin embarge haberse
conseguido un "andlogo superagonista” de la CT de salmdn, probablemante 2-3 veces més
pmenté.

La accién fundamental de la CT tiene lugar en el hueso, en donde inhibe el
fenémeng de resorclén y, como consecusncia, reduce ios niveles cireulantss da calcio.
fasioro y péptidos que contienan hidrexiprolina. La inhibicién de la rasorcién 6sea se debe
a 1a accién inhibidors sobre la actividad del osteoclaste v, a la larga, a la reduccién del
nimero de ostaoclastos. Su accién estimuladora sobre osteobiastos es, en cambio, més
discutible. El efacto hipacalcemiante agudo es poco apreciable en el adulto normal en al
que la resorcion 8s lenta; pero se obsarva bian en el nifio en el que hay una gran velocidad
de recambio dseq. asl coma en la enfermedad de Paget.

La accién de la CT es inversa a |a de la PTH; ambas tienen lugar a nivel dse0 ¥
ambas provocan estimulacién de AMPc, pero es posibla que se trate de compartimentos
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de AMPc diferentes, Por supuesto, las dos actdan schre receptores distintos., La CT
previene y reducs la resorcidn ésea estimulada por la PTH, 1anto "in vive" come "in vitra",

£n animales la CT es capéz de facilitar 1a excrecién renal de calcio v fosiatos, y de
aumantar |a sintesis de Vit D,, paro estas accienes no paracen tener imporia ncia fisiolégica
an ¢l hombre. Existenrecaptoras de CT en el hwaso, rifildn, y mama; su significado en este
liltima 6rgano puede tener relacidn can la regulacién dal contenido de caicio en la leche,

A dosis suprafisioldgicas la CT reduce la sectecién de pastrina y el contenido dcido
en el estdmago, y facilita la secrecion de iones y agua en &l intestino delgado,

La CT pasee propiedades analgésicas cuando se administra en la sustancia gris
periacueductat de! mesencéfalo, y en algunos estudios se ha observado que puede facilitar
\a liberacién de B-endarfine. Desde luego la analgesia que produce la CTenlaclinica parecs
ser superior a la que cahria esperar de su astricia accidon sohre el hueso.

En clinica se utiliza principaimente la CT de salmén que es 20 a 50 veces més
potenta que la humana. Se administra por via parenteral ya que como es un péptido no se
absorbe por via oral y se inutiliza en el estémage. La kiodisponibilidad por via intramuscular
(i.m.} y subcuténea {s.c.} es del 70 %. Porvias.c. la congentracitin méxima en plasma se
alcanza a los 30 minutos, ¥ desaparece de la circulacidn en unas 12 horas. La CT de
salmén es la mds resisiente a la degradacion; se metaboliza principaimente en el rifén, al
igual que la CT humana. Su vida madia es de unos 30 minutos por via intravenosa (i.v.)
y de 60-90 minutos pos via i.m,

L.as principales rgacciones adversas son las maolestias gastreintestinales (nauseas,
vémitos, diarrea y dolor abdominall que aparecen en i 10 % de los casos, (ranstornes
vasculares con enrojecimiento de cara y manos, y dolor local en e sitio de inyeccion; fa
incidencia es menar con la CT de salmén que con la humana, Las molestias digestivas
pueden prevenirse con benzamidas, y el enrojecimiento con indometazina.

Se gesarrallan anticueepos perola CT de salm6n mantiena su actividad bicldgica adn
en presencia de un ttulo elevado. Sin embargo en ocasiones esrecom endable administrasla
de{orma interrumpida, por ejemplo 10 dias de cada mes: cen glo se consigue restahlecer
la sensibilidad.

1.3, IMPORTANCIA DEL CALCIO PARA LA CONTRACCION VASCULAR

£ calcio &5 jundamental para la iniciacién y mantenimiento de la actividad
contractil. Este hecho 'se conoce desde 1882, afo en que Sidney Ringer {Ringer 1882),
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comprobd que solo era posible obtener contraccién en el corazén de rana aislado cuando
al bafic en que se encontraba el drgano contenla iones Ca?*. En los afios 50 Heilbrum
tcitado por Rasmussen 1970}, de la Universidad de Pensilvania, demostré gue la inyeccién
de iones Ca?* en las fibras musculares provocaba su contraceién; y en 1970 Rasmussen
atribuye a éste idn un papel fundamental para al buen funcionamiento de las células en
general, (Rasmussen 1970} En el momento actual el i6n Ca®* puede considerarse un
mensajero intracelular capdz de interactuar con proteinas intracelulares especificas,
regulando asf multiples precesos funcionales y metabdlicos de la céiula. La concentracién
citoplasmatica de ién Ca®* se mantiene normalmente en valores muy bajos {0.1-1uM). Esto
8s debido a la extrusidn del idn de la célula ¥y a su secuestro dentro de 1as organelas
‘celularss, particutarmente mitocondrias, y reticulo sarcopldsmico en células musculares.
La reorla méas aceptada para Ia activacién del misculo liso implica un aumento de Ca®*
libre citoplasmdtico y la subsiguiente formacién de un complejo calcio-calmoduling. Aungue
axisten diferencias entre los procesos contrdctiles del mdsculo liso y de! musculo
asdualético. en ambos se acepta que para que tenga lugar la contraccidn debe existir una
intaraccién similar entre la actina y la miosina. El deslizamiento de la actina y miosing se
consigue a través de la unién da la zona globular de la miosina con la actina (es decir, la
formacion de puentes cruzados), flexiondndose la cabeza de la miosina con respecto a la
actina, seguido esto de la separacion de ambas y posterior y répida unién a un nuevo punto
dal filamento de actina. Este répide ciclo de unidn - separacién de los puentes cruzados se
considera come el responsable del desarrallo de 1a contraceién - relajacién del miscule liso,
que depende de la energia procedents de la ruptura del ATP por una ATP-asa miosfnica
activada por la actina. En condiciones de reposo celular y con niveles bajos de Ca?t
intracelular los fitamentes de actina y miosina se deslizan libremante sin formar puentes
de unién y, por tante no se produce contraccidn activa.

Cuando la concentracién de Ca®* aleanza un nivel umbral {aproximadamente 1 uivi)
al Ca?* libre se une a una proteina especifica de peso molecular aproximado 17000 -
18000 denominada calmodulina que cumple una funcidn similar a la de la troponina C del
musculo cardiaco. La calmodulina actuarfa asl como un receptor de calcio intracelular, que
en datarminadas condiciones, y sohre todo cuando aumenta la conceantracién de iones
Ca’*, se une a déstos. La calmodulina tiene cuatro sitios de unién para el Ca®t y su
concentracion intracelular es variable, pero en rpalidad ésta no limita la velocidad
enzimatica, por lo que se deduce que la proteina se encuantra siempre en exceso. Da los
custro sitios de fijacidn que tiene la calmodulina pars el Ca?*, dos estdn unidos
permanantemeante al ion, v el tarcero y posiblemente cuarto sean los encargados de captar

21



Inroducoida
fa entrada de iones Ca** en el musculo liso. De esta forma la calmodulina pasa de la forma
inactiva a uns forma activa de configuracidn nueva mds compacta. Esta nueva forma
activada se acopla a otro enzima que queda asi a su vez activado produciendo |
correspondiente respuesta. (Kiee vy Newton 1985},

En el caso de la contraccién del musculo liso, sabemos que la miosina ests
compugsta por un par de cadenas pesadas (200000 d} y dos pares de cadenas ligeras
(150004d y 20000 d, respactivamente). Las cadenas ligeras de [a miosina estdn localizadas
en su extremo globutar en el que se encuentran el sitio de fijacién para ia unidn de |1a
acting, y el sitio enzimatico (miosina-ATPasal que en respuesta a la activacidn del enzima
hidrofliza ATP. En el musculo liso la kinasa de la cadena ligera de la miosing se activa al
unirse a la calmedulina activada, dando lugar a la fosforilacidn de un residuo especifico de
safing, situado en ja cadena ligara de 20000 d ds !a miosina, Dicha fosforilizacién de la
migsing parece ser imprascindible para la activacién de la ATPasa miosinica por parte de
la actina, y por tanto para la contraccién. La kinasa de la cadena ligera de la miosina existe
probablemente en dos subformas, de las que una es caracterfstica de la musculatura
cardfaca estriada y de fa musculatura esqueiética, y la otra de la musculatura lisa, La
defosiorilacion de fa miosina estd mediada por una fosfatasa Ca®* - independiente. (Kamm
y Stull 1985).

Las células musculares lisas se diferencian en multiples aspectos de las fibras
musculares estriadas cardlacas y esqueléticas. El esquema de la figurﬁ n°® &, (pag 23},

_muestra las principales caracteristicas estructurales de los tres tipos de musculo,

Existen también diferencias funcionales imporrantes entre 'as célulag del musculo
liso ¥ Yas células musculares estriadas. Las fibras musculares lisas poseen un estado de
reposo que no es claramente definible, ya que su potencial de reposo resulta dificil de
estimar. Casi siempre la musculatura lisa se encuentra en estado de acortamiento parcial,
con lo qus pueden alternarse o afadirse aumentos prolongados del tono como
consecuencia dela despolarizacidn, con contracciones fdsicas répidas de caracter tetdnicao.
La ordenacién geométrica caracteristica en la musculatura estriada de los filamentos de
actina, no se pueda tampoco encontrar en el musculo liso, existiendo tambign algunas
diferancias en la interacidn actina - miosina. El origen dal calcio que se utiliza durante e
proceso de conwaccidn muscular difiers desde luego en distintes tipos de masculo, e
incluso enwre musculos similares pere de tejidos diferentes.

22



htredegida

musculo musculo muscule
vascular liso cardlaco esquelético
placa motora terminal ninguna ninguna st
fibras fusiformes ramificadas cilindricas
cortas largas
mitocondrias pocas muchas pocas
nlcleo celular/tibras 1 1 muchos
sarcémeros ningune sl, méxima sf, méxima
longitud 2.6y longitud 3.65p
sincitio sl {puentes) si {S. funcional) ningung
retfculo sarcopldsmice poco claramante intensamente

desarrollado

desarrollado
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FIGURA 6.- Caracteristicas estructurales de las células de musculo vasgular liso,
musculo estriade cardiaco y muscula estrisde esquelético. [Tomado con
modificaciones de: Lossnitzer et al. 1983},

La contraccidn del musculo ssquelético necasita esencialments movilizacién de calcio
intracelular, pera la del miseulo lise requiere la antrada de calcio desde el exterior al
intarior calular. En realidad ia contraccién del musculo liso parece requerir calcio de ambas
fuantes, axtra e intracelular, v la participacién de ambas fuentes de calcio puede variar
dependiendo del tipe de estimulo que produzea la contracgién. Aunque los estudios con
vasos aislados se han llevada a cabe utilizando una variedad muy limitada de arterias, en
principio han servido para proporcionar infarmacion suficiente @ carca de la utilizacién de
calcio cuando se estimula 8] mascute liso vascular con distintos aganistas. Hay rno obstanta
que sefalar que existe una amplia diversidad en las caracteristicas del musculo liso
vascuiar de las células en diferentas arterias y en diferantes especies. Estas diferencias no
se han estudiado sisteméticamente, pero la diversidad fisioldgica y farmacoldgica en 1as
respuestas de diferentes vasos se ha intentado correlacionar con diferencias en los
receptores, y en la densidad de los mismos, an distintas anerias. Aungue las diferencias

paracan en ocasiones caprichasas, es probable que las arterias cambien progresivaments
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a medida que se ramifican; en parte por ser manores, y en parte porque abastecen un
drgano en particular, y deben cumplir un papel circulatario concreto. En esta revisién se
citardn datos, que si bien corresponden a las arterias més utilizadas para estudios “in
vitio”, pueden servir para sentar las bases de la utifizacién de calcio en el progeso
contrdetil del musculo liso arterial,

Se acepta por tanto que el acceso del i6n Ca®™ al interior celular es fundamental
para el control de la contraccion del misculo lisa. El calcio extracelular se sencuentra bien
en forma libre o asociade a componentes especificos de la membrana plasmética; se
especula que este Ultimo pudiera estar vinculado a ciartos receptores y que se movilizaria
por estimulos especificos de la membrana.

Existen tres mecanismos basicos por los que el caleio puede acceder al interior del
mascule liso, y més concretamente el intarior del masculo liso vascular. En primer lugar
axiste una entrada pasiva que se debe a la existencia de un gradiania electroquimico
favorabla. Esto eslo que padriamos llamar una filtracién de calcio en la que podria tambidn
incluirse |a entrada de calcio a través de canales de sodio. Esta entrada de calcio es an
realidad suficiente para producir contraccidn si el sistema de secuastro de calcio en el
interior de o célula estd comprometido de alguna forma (Loutzenhiser et al, 1985). En
1878 se propuso la existencia de oiras dos vias de entrada de calcio. Estas son los dos
tipos de canales de calcio: canales operades por potencial o voltaje dependientaes {VOC)
y canales operados por receptar o raceptor dapendientes (ROC) {Van Breemen et al, 1979,
Bolten, 1979). La existencia de éstos dos diferentes sistemas de entrada para el calcio se
sugirié en base a la aditividad en las respuestas maximas producidas por agonistas y por
despolarizacion, y en base también a |a observacidn de que por el contrario las respuestas
méximas de contractifidad y de flujos de *5Ca a distintos agonistas totales ro eran aditivas.
Los VOC se han investigado més gracias a la utilizacidn de distintas técnicas
electrofisicldgicas. La activacion de estos canales se realiza por estimulos despolarizantes
como son las soluciones despolarizantes de potasio. Estos canales son especialmente
sensibles a los denominados antagonistas y agonistas del calgio. Los antagonistas del
calcio pueden dividirse, segun su estructura quimica en dos grupos: inorgénicos y
orgdnices, El cobalto [Co®*), el niquel {NI**}, el lantano (La®*}, y el manganeso {Mn?*)
pertenecen al grupo de los inorgdnicos, v si bien son antagonistas del calcio Gtiles para
estudios de laboratorio. no pueden ser empleados clinicamenta por su toxicidad. En
cualquier caso su mecanismo de accién es hastante distinto del de las antagonistas del
calcio orgdnicos, ya que mientras éstos dltimos modulan el funcionarniento de los canales
de calcio VOC, los antagonistas inorgdnicos podriamos decir que simplemente constituyan
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un tapén fisico para la entrada de calcio, pudiendo también interferir con la entrada pasiva
da calcio.

La introduceidn de los antagonistas orgénicos de! calcio en terapedtica es uno de
los avances mas notables de los dltimos afos. Su historia smpezd hace unos vainte afos
cuando Albrecht Flackenstain y sus colaboradores investigaban las propiedades de dos
vasodilatadores coronarios la prenilamina y et verapamil, Estos compusstos ademds da
producir la respuesta vasodilatadora coronaria esperada ejercian también un efecto
inotrépico nagativo sobre el corazdn (Fleckanstein 197 1), Losinvestigadores anteriormente
citados descubrieran por casualidad qus el calcio contrarrestaba el sfacto inotrdpico
negative de estos fdrmacos, y concluyeron que al inotropismo negativo era debido a la
capacidad que el verapamil vy ia prenilamina tenian para bloquaar la entrada de calcio
inducida por la excitacién, Podemos considerar ésta 1a génesis del término antagonistas
del calcio, Segun Flackenstein para que un férmaco pueda ser considerade como tal dehfa
reunir al menos estas dos propisdades: inhibir la corriente lenta del calcio de forma dosis-
dependisnte, y que esta inhibicidn pudiera ser revertida al administrar un exceso da calcio.
£n el momento actual el grupa da los antagonistas organicos del calcio abarca una serie
de compuestos con un notable grado de heterogensidad quimica {fenilalquilaminas,
dihidropiridinas, benzotiacepinas, piperazinas o quinazolonas). Las dihidropiridinas son por
el momanita las més numerosas, y muchas de ellas muestran un alto grado da selsctividad
vascular, mostrande inciuso algunas veces selectividad para detarminados lechos
vasculares. Madiante las sofisticadas técnicas racientemente desarrolladas se ha estudiado
la modulacién de los canales VOC por los antagonistas del caleie. S8 han sondeado [as
caracteristicas quimicas da las zonas de unidn (Vaghy et al 1987, a. b; Gloosman et al
1887, a, bl. y dentro del grupo de las dihidropiridinas se han identificade también algunos
férmacos que acttan en los ¢anales VOC més aumentando que atenuando [a entrada de
Ca?* (Schramm et al 1983 a, b). Estos son los llamados agonistas del calcio, a los que
antariarmenta ya nos hemos referido. Se ha presentado un modelo bésico de canal de
calgio VOC gue tlene el interior hidrofilico, v que tiens un filtro de selsctividad, un
mecanismo de compuerta, y varios sitios reguladores, El filtro da selectividad estd disefiado
para admitir Ca®*, y rachazar otros iones. Sin embargo no es probable qua sea perfecto y
podrfa permitir la entrada de icnes Na*. La compuerta contiene probablemente una carga
eléctrica variable y los sitios reguladares del canal se han identificado en ambas superficies
de la membrana celular. Los grupos fosfato cargados negativamente y los grupos
carboxllicos an la cara externa estabilizarian [a membrana cuando se unen con Ca** y otros
cationes polivalentes. Log antagonistas del calcio no compiten con &l Ca?* por sus lugares
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da unién, pero se unen a lugares que interfieran ¢on el mecanismo da cempuerta, En
realidad se necesita incluso Ca® vy otros cationes polivalentes para que tenga lugar |a
unidn de alta afinidad da nimodipina tritiada, nitrendipina tritiada, y otros antagonistas dal
calcio (Glossman v Ferry 1883, Schwanz y Triggle 1984}, Pareca que existan 3 lugaras
de unién para antagonistas del calcio; uno para las dihidropiridines, otro para el verapamil,
vy otro para el diltiazem. Entre ellos existen interacciones alostdricas mds que compatitivas,

Tsien at al., comprobaron que los canalas VOC en al corazén sufren transiciongs
al menos pot tres estados: cerrado, abisrto e inactivado, (Tsien et al. 1983). Despugs
vuelven al estado carrado otra vez, Las dihidrapiridinas agonistas del calcio cuande 58 unen
2 los puntos de unidn de dihidropiridines cambian los canalas hacia la posicién de abiertos
{Schram et al. 1983 a, b). Algunos farmacos como diltizem y verapamil se unen
preferentemente a los estados abierto e inactivado. Asl la inhibicicn resuita mds
pronunciada cuantos mas canales estdn inactivados. Esta pusde ser baneficioso para lg
protaceidn tisular en condicionas patoldgicas, ya que entonces las células dadadas tiendan
a estar mds despolarizadas y musestran una mayar sensibilidad a ios antagonistas del
calcio,

Atendiendo a su distribucién v a sus prapiedades funcionales y tarmacoldgicas, log
canales VOC se pueden subclasificar, raconociéndose desde hace tiempo la existencia da
3 subninos da canal: L, T y N, En el momento actual se acepta al menos I8 existencia de
un cuarto tipe de canal VOC, los canales tipo P. Pareca que todos los canalas de calcio
evolucionaron partiende de un gen dnico ancestral, y la diversidad funcional ha emergido
por duplicacién de genes y por subsiguienta divergancia.

En el misculo liso vascular han sido sobretodo las técnicas de “paiche da
membrana” las que han ayudado en los Gltimos afios a caracterizar los canales VOC.

En das célules do acrta de rats (Frisdman et al. 1885}, v an las cdlulas do arteria
mesentérica de consjo {Warley et al. 1986), se identiticaron inictalmante dos tipos de
comientes de calcio, v se llegd a la conclusién de que en el mdsculo liso vascular existirian
canales VOC de umbral bajo o tipo T, y canales VOC de umbral alto o tipo L, que son
funcionalmente més importantas en ta regulacién del tono vascular, ¥ que segun Benham
11990}, tianen propiedades similares a los canates L deseritos primeramente an células
cardiacas {Bean 1985).

Los canales tipo L son en realidad la clase de cenal VOC mejor conocida y
fepresentan la forma mas importante para ta entrada de calgio en el corazén vy en el
misculo lisa. Colaboran también en al control de la liberacidn da neurotransmisores desde
célufas endocrinas, y algunas preparaciones neuronales, Los canales L pueden en realidad
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existir también a nivet neuranal v en el momento actual se describan subtipos de canales
L. Los Ln estarfan situados en las neurcnas, y los Lm estarian situados en el muscule
{Miller 1987, Estos canales se definen como activados por voltaje alto y sensibles a 1-4
dihidropiridinas, y deben su nombrs a la expresién “long lasting™ (larga duraciénl, o
tambign "larga Ba’* conductance” {conductancia verdadera al Ba?*) (Nowicky et al. 1985},
Su sensibilidad a las dihidropiridinas les distingue de los canales T, N y P, que son
usualmente resistentes. Ademds de bloquearse por dihidropiri-dinas. se pueden bloquear
tambidn por antagonistas del calcio como varapamil o diitiazem; pero son insensibles a la
toxina paptidica w-conotoxina o toxins del caracol "Conus geographus”. Existen también
canales L en masculo esqueldtico que se activan mucho més lentamente qua log de
corazén, musculo liso y neuronas, presentando también diferencias con éstos an la
conductancia y selectividad idnica. Precisamente en los canales tipa L dsl musculo
esquelético es donde han empazado los estudios a nivel molecutar. En éstos canales los
receptores para dihidropiridinas son muy abundantes y en realidad el canal de calgio
receptor de dihidropiridinas del misculo esquelético est4 compuesto de dos subunidades
de peso molecular elevado, a, vy a,, més tres subunidades mds pequedas B, Yy§.

En la figura n® 7 aparece la estructura del canal del caleio tipo L. La subunidad o,
es la subunidad dominante que ifgrma la estructura central del canal, Esta subunidad
contiene los puntos de unidn para los antagonistas del calcie vy es susceptible de
fosforilacién por una quinasa AMPc-gependiente. La o, es una porcién hidrotdbica
altamente glucosada que no es susceptible de fosforilacidn, La B es una poreidn no
glucoproteica que se une a nivel citosdlico con la porcién interna de la subunidad a, y que
también es susceptible de fosforilacién por una quinasa AMPc-dependiente, La 7Y es
hidrofdbica, interactua con la ¢, y contiena casi un 30% de hidratos de carbono.
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FIGURA 7.- Esquema propuesto para explicar 1a estructura molecular del canal de Ca,
P: puntos susceptibles de fosforilacidn por una quinasa dependienta de
AMPc. {Tomada ds Catterall et al. 1989)
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Tanabe et al., visron que la subunidad @, mostraba una gran similitud ¢on otrog
canales modulados por voltaje, particularmente el canal de Na*, (Tanabe et al. 1987}, Es
una cadena polipeptfdica nica con cuatro unidades repatidas {I-1V}, cada una conteniengg
seis espacios de membrana e-helicoidales numerados §,-54. La zona comprendida antre las
unidades Il y it esté implicada en el process de acoplamianto excitacidn-contraccidn {e-c)
en el misculo esquelético. Bl cuarto segmento en cada repeticion (S,) contiene residuosg
con carga positiva en la 3 o 4* posicidn, v se piensa que forma parte da la maquinaria
voltage sensible. La subunidad o, parece bastar parala unidn dae farmacos (dihidropiridinas,
varapamil y diltiazem). El lugar para l1a unidn de las dihidropiridinas se ha localizado en un
dominio citosdlico adyacente a IVS, (Regulia et al. 1991), (Ver figura n® 8},

I n . I v
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FIGURA 8.- Caracterlsticas estructurales de la subunidad o, del canal de calcio VOC.
{e-c = excitacidn-contraccion. {Tomado de Tsien et ai. 1991).

En lo que respecta al canal T 4ste debe st nombre a la expresidn "transient”
(wansitol, o también "tiny Ba?* conductance” {mindscula conductancia al Ba?*} {Nowicky
et al. 1985}, Los canales del tipo T se conocen también ¢oma canales activados por bajo
voltaje porque puaden atrirse cen pequefias despolarizaciones desde potenciales
sastenidos relativamente negativos, Sg han llamado tambidn
inactivacién rédpida y dnfcamente dependiente del voltaje. Se dice tambidn que son
lentamente desactivables, POrqua su cierre es relativamente fento d
repolarizacién repentina,

“répidos", porqus exhiben

aspugs de una
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£l canal T se aisld primeramente en células de ganglios de rafz dorsal, y tiene una
astructura similar al canal L, pero con minimas altaraciones en la sacuencia de aminoacidos
de una de sus cinco subunidades. San en general resistentes a dihidropiridinas y se
gncuentran en una gran variedad de células excitables y no excitables, La funcion més
prominenta da los canales de tipo T es sustentar actividad marcapasos, o entrada de calcio
con potenciales de membrana negatives. .

L.os canales de tipo N se activan con voltaje alto pero difieren farmacoldgicamente
de los canales tipo L por ser resistentes a las dihidropiridinas y pol ser blogueables por w-
conotoxina., A menudo exhiben una conductancia de canal mangr que los de tipo L, aungue
la diferencia as menos acusada en mamiteros que en avas o an‘ibics. Muastran mayor
tandencia a inactivarse, aungue su velocidad de inactivacién es bastante variable, Estdn
restringidos a las neuronas, variando mucho su cantidad en distintas neuronas. Son el
mecanismo de entrada de calcio predominante en neuronas sensoriales simpaticas y
neurenas del plexo mientérico, pero escasean en células de Purkinge cerebelares, v
posiblements también en células de los grénulos cerebelares. £s probable que an las
neuronas corticales sean muy impartantes, ya que en ellas 1a densidad en puntos de unidn
para la w-gonotoxina es aproximadamente veinte vaces mayor que la de puntes de unién
para dihidropiridinas en el cerebro. La liberacidn de transmisoras desds los sinaptosomas
se reduca tambidn mucho por la w-conotoxina, pero se afecta poco por las dihidropiridinas,
lo que es consistante con la propuesta de que los canales tipo N podrian jugar un papel
prioritario en la liberacidn de transmisores.

Los canalas tipo P son una clase nueva de canales de calcio descubiertos por Liinas
at al. (Llinas et al, 1989}, activados por voltaje alto, que son particularmsnte prominentes
en células da Purkings cerebelares. Musstran una inactivacion muy lenta y difieren de los
canales tipo L en qua son insensiblas tanto a las dihidropiridinas, comao a la w-conatoxina.
Al manos en células de Purkinge cerabelares, y en terminales nerviosos del calamar
giganta, los canales tipo P puaden bloquearse potentemente por FTX, un compueste con
bajo peso molecular qua ha sido parciaimente purificado del veneno de la asrafa
"Agelenopsis aperta”.

El grupo de Shoesaku Numa (Mori 6t al. 1991} ha notificado la posible existencia de
otros canales de calcio que ellos llaman B, Estos canales Bl son insensibles a nifedipina,
e insensibles a la w-conotoxina, por lo que difieren de los L y los N. Los canales BI se
inhiben por venano de arafa y aparecen en cantidades glevadas en cerebelo. Aunque se
parecen en su distribucidn y propiedades farmacolégicas a los de tipo P descubiertos por
Liinas et al., presentan con éstos algunas diferencias funcionales. Asilos de tipo P s@
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activan a potenciales mucho mds negativos (> -60 mv) que los da tipo Bl {>-10 mv] ¥
€stos dltimos se inectivan mucha mds rdpide. Los canales Bl pusden ademas existir en dos
ispdormas: BI-1 y BI-2.

En lo que respecta & los canales ROC estos son menos selectivos para el calcio que
los canales VOC. Existan pocos estudios sobre éstos canales de calcio. Sin embargo la
mejor prugba de qua los agonistas pueden abrir canales ROC en musculo liso es ia
observacién de que pueden producir entrada de calcio en el musculo liso sin
despolarizacién de la membrana. Fudo compiobarse que sucedia ésto con la activacion de
aorta de conejo con noradrenalina {NA). Sin embargo la situacién de los vasos de
resistencia mesentéricos del conejo no parecia tan clara. Estos vasos se despolarizan en
respuesta a NA y concentracidn alta de K*, lo que Hevaria & concluir que la NA abre
canalas VOC en estos vasos. Sin embarge en 1885 Cauvin y Van Breemen, llegaron a la
conclusidn de que enlos vasos mesentéricos de resistencia |la apartura de los canales ROC
serfa el suceso primario cuando actis la NA, y secundariamente a la apertura da los
canales ROC tendria lugar una despatarizacién de la mambrana, (Cauvin y Van Breemen
1988). Ahora bidn, jporqué la NA despolarizaba los vasos de resistencia mesentéricos parc
no la aorta?, Cabe gpensar que cuando los agonistas inducen entrada de calcio sin
despalarizar lamembrana del musculo liso, esto se deberia a una rectificacidn del aumenta
de permezbilidad a otros iones, come por ejemplo la corriente de salida de K* (Droagman
et al. 1987). £s posible por tanto que en la aorta el flujo neto de carga inducido por NA &
través de la mambrana sea demasiado pequedo para despolarizarla, Por ef contrario en los
vasos de resistencia mesentéricos la NA produciria suficients flujo neto da cargs positiva
{Ca** o Na*). Una prueba adicional da la existencia da canales ROC distintos ds los YOC
- fud el hecho de que la dihidropiriding BAY X 8644, que se comperia como agonista del
calcio selectivo de canales VOC, era capdz de ocasionar un desarrolio de fuerza y una
entrada de **Ca en anillos de aorta qua se habfan estimulada al mé&ximo con NA, pera no
lo era en los anillos activados antes con K* 80 mM. Por el cantrarie, la entrada mdxima
de **Ca estimulada por NA, histamina y serotonina, a iqual que sus respuestas mMAximas,
no eran aditivas. Esto indicaba gue ta activacién de difarentes receptores podia ocasionar
la apertura de canales ROC comunes. Por otra parte se sugirid que los dos tipos de canales
de calcio, fos ROC y los VOC podian utilizar componentes moleculares similares, vy
posiblemsnte ambos utilicen a 1a calmedulina en el proceso da transporte de calcio, ya que
el inhibidor da calmodulina trifluoperazina inhibe con igual potencia ef flujo de **Ca
estimulado por NA 10 M o estimulado por X* 80 mM [Cauvin y Van Breemen 1985).

Los canales ROC se pensdé que eran importantes en la hipertensidén desde que
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Mulvany et al. vieron que la resistencia vascular de ratas esponténeamente hipertensas
muestra mayer sansibilidad al caleio en presencia de NA que la de animales control,
{Mulvany et al. 1880 a, b). Esta diterencia an la sensibilidad al calcio no se aprecié sin
embargo, en presencia de altas concentraciones da potasio. Se ha comprobado también
qua la NA aumanta la entrada de *%Ca en vasos de resistencia da ratas espontdnesmenta
hipartensas en mayor medida que en los vasos de resistancia de ratas control normotensas
{Cauvin et al. 1986). El antagonista del calcio nisoldipina es adamds menos potente sobre
los flujos de calcio de vasos de rasistencia en ratas espontdneaments hipertensas en
prasencia de NA que en ratas normotensas control {Cauvin v Graater 1986). Todos estos
datos, podrisn sugerir que existiesen cambios en las caracteristicas de! canal ROC en la
hipartensidn espontdnea,

Existen diferancias en las fuentes que aportan el calcio si consideramos los dos
maecanismaos para producir contracciones en &l musculo lise arterial; 1a despolarizacion y
la activacidn por agonistas.

Una de las preparaciones més utilizadas para estudios “in vitro®, son los anillos de
aorte de conejo. Estos se activan totalmente con la concentraccidn 80mM de CIK ¢ bien
con NA 10°M. Le contraccidn inducida por K* se ha visto que estaba compuasta del
desarrollo de una contraccidn répida y potente ({respuesta tdsical, y el desarrollo
subsiguiente do una fase de contraccién sostenida {respuesta ténical. En algunos tejidos
vasculares 1a clarificacién de smbos componentes de la respuasta parece dificil, pero en
|as preparaciones de anillos de aorta da conejo pueden apreciarse fécilmente. Ambos
parecen deberse fundamentalmente a la entrada de calcio extracelular, y se inhiben con
antagonistas del calcio; si bien las respuestas ténicas se inhiben mds que las fasicas,
existiendo an este caso una inhibicidn claramente de tipo competitivo (Flein v Zelis 1982;
Flackenstein 1983: Itoh et al, 1984). En 1963 se habia comprobado que la NA también
producia respuestas bifdsicas an acrta de conejo, pero en dste caso la primera parte de 1a
respuesta contrdctil {respuasta rdpida), podia incluso deprimirse elavande 1a concentracidn
de calcio en ek madio extracalular, y era precisamente el componente de respuesta lenta
al que quadaba inhibido al disminuir la concantracién de calgio en el medio (Bohr 1963).
Més tarde se comprobd que la raspuesta contractil del muscule liso arterial 3 un nimero
elevado de agonistas lisioldgicos, no estd mediada solo por el estimulo de la entrada de
calgio, sino también por la liberacion del calcio unido intracelularmente. Asf en el misculo
liso arterial, 10s neurotransmisores y autacoides pueden producir todavia una contraccién
transitoria  después de ramover el calcio  extracelular con etiten-glicol (R~
aminostilaterfiatragcetato (EGTA), o después de inhibir 1a entrada de calciocon La'*, o con
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antagonistas crgdnicos del calcio tVan Breameny Deth 1976; Dethy Van Bresmen 1977a,
b: Deth v Casteals 1277; Karaki et al. 1978}, Con éste criterio los anteriores autores
demastcaron que la NA, la histamina, vy ia angiotensing I, liberaban calcio de un almacén
comun, Este almacén deba relienarse con ef calcio_extraceluiar de forma que debe estar
localizado cerca del sarcolema. .

Aunque se ha sugerido que la cara inteina de |8 membrana plasmatica libera calcio
durante la estimulacidn del misculo liso {Debess et al. 1978), esta fuente de caicio
1epresania Unicaments una minima parte del calcio que se libera en el interior calular. La
principal fuents de calcio intracelular es sin lugar a dudas, el reticulo sarcoplasmico. Su
existencia en muscule liso pudo demaostrarse con estudios uliraestiucturales ya en 1871
{Sambyo et ai. 1971}, y més tarde pudo comprobarse que esta estructura era capéz de
acumular galcio en un rango milimolar {Somlyo et al. 1982}, Los trabajos de Saida con
preparaciones en las que }a membrana se destruye mediante 1ratamiento con saponina,
prughan la fiberacidn de calcio desde al raticulo sarcopldsmico en misculo liso, (Saida
1981; Saida y Nonomura 1981; Saida 1982), En realidad tanto en alretlculo sarcopldsmico
superficial, como en el reticulo sarcopldsmico profunde del musculo liso vascular, se ha
demostrade la existencia de concentraciones relativamente altas de calcio que puaden
libersrse por WA o por cafeina (Bond et al. 1984; Kowarski et al. 198E). Esta libaracién
podria explicarse como consstuentia de vna despolerizacidn de la membrana del reticule
sarcopldamica, pero los mecanismos que i8 inducen no se han clarificado totalmente.

£ fendmena de tiberacidn de calcio inducida por calcio se observé por vez primera
en el reticule sarcopldsmico dal musculo esquelético desprovisto de membrana (Endo et
al. 1970; Fard y Podolski 1970}, Subsiguientemente se observé en el misculo cardiaco
dasprovisto de membrana (Fabiato y Fabiato 19872}, y postericrments pudo tambign
dempsirerse un fendmene similar en el mudsculo liso desprovisto de membrana. Asf se
comprobé que en el midscule liso la velocidad de captura de calcio por al reticulo
sarcopldsmico aumentaba gradualmente a medida que aumentaba la concentracién de
calcio enla solucidn del bafo, pero sin embargo si esta ara 10°°M la cantidad de calcio que
almacenaba el reticulo sarcopldsmico era menor que si la concentracién de calcio enla
solucién del bafo era 10®M (Salda 1982). Esto indicaba que con 1a concentracion 10%M
en el bafio existia una hiberacidn da calcio desde el reviculo sarcoplésmico ademdés de una
captura. En realidad en fibras aisladas de musculo liso de arteria mesentérica tratadas con
saponina, se ha podido demostrar que cantidades de calcio en el interior celular iguales o
supariores 8 2x10°M, pueden también liberar caleio det mismo depésito imracelutar desde
donde sa libara por cafeina, y ésta liberacidn puede servir también para producir una

32



rtroducaiin
contaccidn. El AMPC potencia asta contragcidn, y potencia también la respuesta inicial a
NA. Sin ambargo, el AMPc muestra también un sequndo efecto, por el cual estimula la
captura da calcio an al reticulo sarcopldsmico. Este segundo afacto répidamante demina
sobre al efacto inicial, resultando una reduccidn neta en el compeonents tdnico de la
contraceién {Saida y Van Braemen 1984a, b). Si consideramos los dos mecanismos
bédsicos para producir contracciones en el mdsculo liso, pedemas decir qgue duranta la
activacion por agonistas existe una liberacidn de calcio inducida por calcio, pero ésta no
existe dutante la despelarizacidn del muascule liso. Varemos que es 1o que sucede en ambos
ELER
En aona de congjo inicialmente se sefalé gue NA y cafaina libaraban calcio del
mismo dapdsito intracelular {Dath y Casteels 1977). Ahora bian, hay que considerar que
si hian NA y cafeina parecen liberar calcio de un depdsito comun, no lo libsran del mismo
modo. En arteria masentérica de conejo 18 NA puede inducir una contraccién submaximal
cuando se aplica en concantracion 10°°M despuds que el muasculo se ha tratado con EGTA,
pero despuds de esta primera contraccidn la aplicacion nuevamente de NA no induce una
segunda contraccién. Una aplicacién de cafeina 26mM después de la primera
administracidn de NA todavia induce contraccién, pero después de una dnica
administracidn de cafeina 25mM al museulo, et calcio del reticulo sarcopldsmico
aparantemants se agots, y ne puede obtenerse raspuasta con ta aplicacion subsiguiente
de NA o cafeina (Saida y Van Bresmen 1984a, b), Estos resultados pudieran explicarse
parcialmente ssumiende que ambas, cafeina y NA, liberan calcio de un almacén comun,
pero la cafaing fo libera de forma més efectiva. Teniando en cuenta que la NA 10 M podria
liberar solg parte del calcio almacenado, resultaba de todos modos dificil de axplicar qua
fuese imposibla obtener contraccionss cuando nudvamente se administraba NA. Se llegd
incluso a establecer la existancia de dos almacenes distintos de calcio para NA ¥ cafeina.
Estudios subsiguientes detarminaron que la liberacidn y raposicién de calcio es mucha més
tépida en al almacén sensible a NA, que en al retlculo sarcopldsmico sensible a cafeina, Se
llegd & establacer que el almacén sensible a NA era tan pequefio quea no contribufa
directamante a la activacidn de los micfilamentos; sin embarge cuando el calcio se libera
de este depdsito por actuacién de los agonistas, promueve 1a liberacidn de calcio desde el
taticulo sarcopldsmico. Podrlamaes decir que en el misculo liso arterial la despolarizacién
abre canales VOC en la mambrana plasmética, y libera caleio de la tara externa de la
membrana. La NA interacciona con receptores g para abrir canales ROC distintos de los
VOC, y tambidn libera calcio enla superficie externa, pere adicionalmente libera calcio de
la cara interna de la membrana plasmatica, y éste a su vez induce la liberacién de caleio
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desde el reticulo sarcopldsmico. En cualquier caso, la contraccidn que induce ja liberacidn
de calcio que NA promusve estaba directamante corretacionada con la cantidad de calgio
presente en el reticulo sarcoptdsmica. (Van Breemen et al, 1986).

Hemos visto que en la gontraceidn inducida por un agonista al aumento de Ia
entrada de calcio va asociado a la liberacién de calcio desde [a cara interna de la membrang
plasmdtica, y asf existirfa suficiante calcio libre para que tuviase lugar un fendmano de
liberacidn de caleio inducida por calcio. Otra explicacidn podria ser que despuds de la
ocupacion del receptor existiese una implicacién del inosital 1,4,5-trifosfato (IP,) en la
liberacidn de calcio desde el reticule sarcopldsmico; pero ésto no sucederia duranta la
despolarizacidn de la membrana, El 1P, se propuso en 1953 como mensajere intracelular
{Hokin v Hokin 1853}, y en 1984 se comprobd qus el IP, liberaba calcio del retlculo
andoptiemico de las células acinares dal pancreas (Berridge 1984). Mds tarde se pude
demostrar que el IP; causa también liberacién de calcio desde el reticulo sarcopldsmico da
células aisladas de miscule liso de arterias coronarias porcinas {Susmatsu st al. 1984;
Yamamoto ¥ Van Braeman 1885). Con la occupacién de un receptor por el agenista se
activa la fostolipasa C, y este enzima cataliza Iz rotura del fosfatidil inositol-4,5-bifostato
{PiPy) para producir el compuesto activa 1P, que libera calcio desde el reticulo
sarcopldsmico. El PIP, es entonces regenerado por el ciclo del fosfatidil inosital (Willianson
et al. 1985). Mds tarde ha podido demostrarse que en el musculo liso vascular desproviste
de membrana el IP, es capaz de producit contraccién si el reticulo sarcopldsmico se ha
lenado previamente da calcio, Concretamante en células de aorta de rata el IP, causa una
mayor liberacidn de cafcio (alrededor del 90% de la captura de caleic ATP dependiente) que
ta liberacidn que causan dosis méximas de cafeina (alradedor dei 50% de la captura de
calcio ATP dependiente). La liberacion de calclo desda el retfculo sarcopldsmico es sin tugar
a dudas mas répida con IP,, y ademds la respuesta de libaracién por IP, es totalmente
insensible a procaina, mientras que la liberacidn de calcio inducida por caleio, o inducida
par cafeina se bloquean por procaina, Por &stos motivos, Johns et al. proponen gque el
reticulo sarcopldsmico del misculo fisa, ademds de una salida de calcio no raqulada, tiens
dos tipos de canales de calcie excitables, uno se activaria por IP, y el otro se activaria por
calcio o cafeina, {Johns et al. 1987).

Hemos visto que el aumento de calcio intracelular que causa un agonista es capaz
de preducii centraccidn, Durante la contraccidn producida por despolarizagidn se ha
sugerido que el calcio intracelular padria no aleanzar suficiente concantracidn para inducir
4 8u vez liberacién de calcio desde los depésitos. Esto sucederis asl porque el K* no
causaria liberacién de calcio desde la cara interna de la membrana plasmitica. Cuando
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gxiste wn incremento moderade en 1a entrada de calcio, parece que éste puede ser
sacuestrado por el reticulo sarcopldsmico antes de que tenga lugar un aumento del caleio
intracalular. En 1877 Van Ereemen va sefialé que el desarrallo de fuerza en el misculo liso
vascular no es solo funcidn de la cantidad de calcio que entra en las células, sino tambidn
dela velocidad a la cual tiene lugar este proceso de entrads de calcio (Van Braemen 1877},
Asl, cuande se introduce rdpidamente una cierta cantidad.de calcio en las células
musculares de la aorta de conejo durante un periodo corto de tempo, se produce una
contraccidn mayor y mas rapida que cuando la misma cantidad de calcio entra més lento
durante un intervalo mayor. Esto sugirid gue cuando el calcio entra en las células, el
reticulo sarcopldsmica superficial ramueve una fraccidn variable el celeio que acaba de
antrar desde el drea cercana a la cara interna de la membrana plasmética. Durante \a
despolarizacion con K* pudo demostrarse que el reticulo sarcopldsmico en realidad
acumula calcie (Lautzanhiser y Van Breemen 1983a, b; Leigtan y Van Breemen 1884). Los
astudios con BAY K 8644 también sefalaron la importancia del retlculo sarcopldsmico en
la captura de calcio cuando dste penetra an la célula, Este compuesto se sabe que abre los
mismos canales que la daspolarizacion con altas concentraciones ds K* {Yamamaoto et al.
1884), y puedae en concentraciones bajas promover la entrada de una cantidad apreciable
da calgio induciendo un desarrollo minimo da fuerza, La escasa actividad contractil de BAY
K 8644 podria deberse a la rdpide extrusidn del calcio por la célula previniende asf su
acumulacién intracelular, o podrfa tambidn ser debida ai traslado del calcio que habla
entrada en la célula a un depdsito intracelular, &n 1985 Hwang y Van Breemen
comprobaron qua el calcio captado por las células de aorta de consjo en presencia de BAY
K 8644 se acumulaba en un depdsito del que podia liberarse por cafeina (Hwang y Van
Breemen 1885). En reafidad el flujo de calcio estimulado por BAY K 8644 produce una
elovada acumulacién da calcio intracelular que puada revertirse con 1a aplicacién de cafelna
B0 mM, y se llegd a la conclusién da que el caleio que entraba en las células 8 una
velocidad submaximal podia acumularse en el reticulo sarcapldsmico antes de alcanzar los
miafilamentos en 1as regiones mas préximas de la célula. {Van Breeman et al. 1985}, En
otras palabras, ademés de 1a mambrana plasmdtica existirfa una segunda barrera para ia
entrada de calcio al citoplasma; dicha barrera actusrfa removiendo el calcio que acaba justo
de entrar por los cansles de calgio de 1a membrana plasmatica, y pedria considerarse
constituida por al transporte activo de calcio en el reticulo sarcopldsmico superficial, ¥
quizé también por bombas de calcio existentes en \as porciones caveolares de la membrana
plasmatica. Esta barrera podria ser al sistema mejor para controlar las concentraciongs de

calcio activas en ¢élulas pequedas con una alta relacién suparficie/valumen,
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Sabemos que incluso en condicianes de reposo existe una entrada significativa de
calcio @ través de la membrana del musculo liso. €l mantenimiento de esta barrera da
sacuestio requiere pof tBnte una descarga continua del calcio 8n exceso desde asta
sistema 2 exterior de la céhia, mantenidndosa asl siampre la capacidad del ratlcule
sarcopldsmico para modular la concentracién citoplasmdtica de calcio. Esta descarga
continua de calcio desda ef reticulo sarcoplasmico podria tenar tugar a través de dreas de
vnign especial entra le” membrana y gl raticulo sarcopldsmico. Es concabible que la
produccién basal de IP, sea capar d& permeabilizar praferentemante o retlculo
sarcoplismico en esas dreas porque la IPy-fostatasa lo hidrolizarla antes de aus difundiese
a otro Wwar. {Johns et al, 1887). En la aorta de conejo 58 sabfa que durante [la relajacién
celular también 6l calcio es captado por el retisulo sarcapldsmice antes de sar extraido de
fa célula (Van Breeman et al. 1980). Existiria por tanto un equilibrio dindmico para sl calcio
dal masculo lise. El caleio entra a través de canales ROC o VOC, 0 bién entra por una
entrada pasiva, y cuando la concentracién intracelular excede da 10'M los mijofilamentos
sa activan. E| calcio intracelultar es subsiguientemente expulsado al espacio extracelular
intarviniendo el reticulo sarcopldsmico. Esto permitirfa al enorme gradiente ds calcio a
través de 1a membrana crear dantro de la céluta un gradiente de calcie menor.

Podemos pof tante decir que el retfoulo sarcopldsmice suparficial absarbe el calcio
que acaba de entwrar an la céhula, Si &) reticule sarcoplésmico se depleta v la velocidad de
entrada da calcio es lenta, puede remaver virtualmante todo el calcio, antes de qus pueda
unirse a la calmoduling para activar tos miofilamentos, La entrada de calcio inducida por
una concentracidn alta de K* no conduce al desarrollo de fuarze hasta qua el depdsito
superficial de calcio esté lleno hasta su nival fisioldgice. Cuando aste umbral se hubidgse
superada, la entrada de calcio estimulada por despolarizacién inducivia tensidn. Después
de depletar con NA el depdsito da calcio, existe como es Idgico un retrese mayor para la
contraceién por K* 30 mb, y éste produce una contraceion tenta. Por ot1a parte como as
idgice, la contraccidn por CIK se acelers en presencia de un agonista capdz de liberar caicio
del almacén intracelutar. Por todo ello se llegd a establecer gua el almacén de caicio
fiberable por los agonistas es el misma capdz da captar calcio cuando se produce una
despolarizacién de la membrana, (Van Breemen et al. 1985; Johns et al. 198 7).

Habria por tanto una difarencia cuaiitativa entra la entrada de calcio estimuiada por
despolarizacién con concentraciones elevadas de K*, y 1a entrada de calcio estimulada por
las agonistas que son capaces a su vez de liberar caltio intracelutar. Una traccidn del calcio
que entra por estimule con CIK se desviaria para incorporarse en al lugar de almacén
intracelular de calcio, y no seria por tanto Otil para la activacién. Sin embargo durante la
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estimulacién con un agonista, la accupacién del receptor causa un descenso en la capacidad
del aimacén para secuestrar calcio, permitiendo que m4s cantidad de! calcio que entra se
utilice en la activecion del aparato contréctil. Habria por tanto dos formas de consequir una
activacidn del musculo, es decir dos formas de rebesar esta barrera sobrepasando la
capacidad amortiguadara del reticulo sarcopldsmice superficial. En primer lugar ésto
sucedarfa cuando el estimulo de NA o de otros agonistas inhiben la acumulacién de calcio
en el ratfculo sarcopldsmico, y en segundo lugar ésto tambiédn sucederia si la apertura de
canales de calcio aumenta su entrads por encima da ciarto umbral, saturdndose entonces
las bombas de calcio dal retfculo sarcoplédsmico.

Como bien sabemaos el tono del mdsculo liso arterial dependa fundamantalmente de
la actividad adrendrgica. Parace por ello adecuado completar ésta revisidn sefalanda las
diferencias qua existen enla utilizacidn del calcio cuando se produce vasoconstriceion por
estimulo de distintos adrenoceptores vasculares.

La divisidn de los receptoras adrendrgicos en raceptores o y 3 se debe a Ahlquist,
quien tras un estudio con adrenaling (A), NA, & isoproterenol propuso la existencia de éstos
dos tipos de receptores baséndose en la distinta sensibilidad a los compuzstos en estudio
{Ahlquist 1848}, Los receptores B se subdividieron an B, ¥ 8, (Lands et al, 1967}, segin
su lecalizacion en :ujidp cardiaca, o enmusculo liso y células glandulares respectivamente,
Estos receptoras 3 fueron los primeros estudiados debido a los sfectos terapedticos que
mostraron tos bloqueantes i en la hipertensidn, angina de pecho, a isquemia de miocardio.
Fud sin embargo ya en la década de los 70 cuande se iniciaron los estudios sobra los
raceptores a, v Langar los clasificd, por analogia con los B, en 4, vy 0, sefislando
inicialmenta que los a, se localizaban a nivel postsindptice, y los @, a nivel presinéptico,
{Langar 1974}, Mds tarde distintos autores, y entre ellos el mismo Langer (Langer 1981;
Starke 1981; Timmearmans y Van Zwieten 1981, 1982), proponen que el término pre o
postsindptico indica unicamente la localizacidn anatémica del receptor respecto a la
neurona v a ta sindpsis, y los raceptores pusden clasificarse como o, o g, por su afinidad
hagia determinados agonistas ¢ antagenistas independientemente de su locafizacidn
anatémica.

En los vasos los receptores postsindpticos son de ambas subtipos @, y a,, en una
proporcién muy aproximada de 1:t, produciendo el estimulo de ambos vasocenstriccidn,
L& logalizacidn de los dos subtipos de receptores postsindpticos vascularas respecto a la
propia sindpsis as sin embergo distinta. £l receptor postsindptico @, estd localizado
intrasinépsis, en contacto con los narvios noradrendrgices, siendo de ésta forma muy
accasible al naurotransmisar NA. En el caso de que ! drgano diana sea una arteria, su

37



Mrodiecidn
posicién anatémica se corresponde con la adventicia. El receptor postsindptico g, gp
localiza més alejado de la zona de sindpsis, v en el caso de las arterias, en la tnica ntimg
{Langer y Shepperson 1982; Van Zwieten 19861}, (Ver figura n° 2),
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FIGURA 8.- Representacién esquemdtica de las diferentes localizaciones en que se

encuentran los receptores postsindpticos g, y a, an el musculo vascular liso.
(Tomada de Van Zwieten, 1986).

Los estudios sobre utilizacidn de calcio extracelular enla vasaconstriccidn mediada
por agonistas @, y @, se hanilevado a cabo fundamentalmente en i3 preparacién de "pithed
rat” [rata descerebrada y desmedutadal. En ella el efecto vasopresor de los farmacos es
Iégicamente sélo consecuencia de sus acciones peritéricas, Los resultados del grupo de
Van Zwieten y Timmermans con antagonistas del calcio en animales descerebrados,
sefialaron que las respuestas obtenidas por activacidn de receptores o, vasculares eran
sensibles a la inhibicién de la entrada del calgio extracelular, pero la participacién del calcio
extracelular en la vaseconstriceidn por estimulo oy podia variar para distintos agonistas
{Van Meel et al. 1981 a, b: Van Mea! et al. V982: Van Zwisten et al. 1982, 1984, 1985;
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Timmermans ot al. 1983 a, b, ¢, 1984; Van Zwietan y Timrmermans 1984: Wiltfart et al,
1984 a, b; Van Zwieten 1986; Timmermans y Thoolen 1987; Timmermans et al, 19874,
b). Para dstos investigadores la utilizacidn de caleio por agonistas o, podia tener
cleramente un doble origen: la entrada de calcio extracelular sensible a los antagonistas del
calcio, y la movilizacidn del calcio intracelutar insensible a dstos férmacos. Estos
investigadores consideraron “agonistas totales" a aquellos agonistas o, ton slevada
actividad intrimseca que producien una vasoconstriccidn insensible al bloques de los
canales VOC, v clasificaron como "agonistas parciales” a los agonistas @, que podfan
rasultar sensibles a los antagonistas del calcio (Timmarmans et ai 1883 b, ¢; Van Zwigten
et al. 1985; Timmermans et al 1987 a, b). Algunos investigadores han propuasto que
podria existir una heterogensidad de receptores o,, vy segdn el tejido considerado podrfa
variar 8l mode en gue $8 activan estos receptores, y tambidn la movilizacién del calcio
cuando se estimulan. Para Han (Han et al. 1987), axistirfan dos subtipos de recaptores a,
que causatfan respuastas contractiles s travds de mecanismos moleculares distintos, Un
subtipo estimularia la formacidn de derivados de IP,, y causarfa contraccidn con
independencia del calcio extracelular; el otro subtipo de receptor o, no estimularia la
tormacién de derivados de IP,, y causarfa contraccidn dependiente de la entrada de calcio
a través de canalas dihidropiridina sensibles. Se ha especulado también que podfan existir
receptores a, de reserva. Estos racepiores o, de reserva entrarian en juego cuando se
administran los antagonistas del calcio, y servirfan para amortiguar su efecto (Reid et el.
1983; Hamilton et al. 1983; Ruffolo y Yadan 1984, Ruffolo et al. 1984; Nichols y Ruffolo
1986). En la circulacidn arterial podrian existir una gran cantidad de receptores &
postsindpticos vasculares dg¢ reserva, pero no existirian sin embargo, receptores o,
postsindpticos de reserva.

Multiples estudias "in vitro" han confirmado que la utilizacién del calcio intracelular
es gsancial para la contraccién vascular inducida por estimulo ¢,. Chiu et al. {Chiu et al.
1986 al, comprobaron que en aorta de rata la eficacia de un agonista a, para producir
afacto contrdctil podia deponder ain méds de su capacidad para activar la liberacidn de
caleio intracelular, que de su capacidad para estimular la entrada de calcio extracelular,
Estos mismos autores comprueban que en ésta preparacién, al igual que suceds "in vive™,
la capacidad de los agonistas ¢, para utitizar fuentas de calcio intra o extracelulares padia
variar con cada agonista. La forma en que un agonista interactia con los receptores &,
vasculares determinaria que proceso es activado, y hasta que punto. Sin embargo para
contraer la aorta de rata un agonista total como as NA requeriria siempra la activacién de

ambos procesos, promoviendo nacesariamente la entrada de calcio extracelular asl como
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1a liberacidn del caleio intracelular (Chiu et al 1986 b), Asf puds, en ésta preparacién la
contraccidn inducida por estimulo ¢, invariablemante se acompaiia de entrada de calcio,
y enella no se ha identificado atin un aganista cepaz de provocar contraccion por estimulo
a, que resulta insansible a los antagonistas del cafcio.

Hasta la fecha no ha sido sin embargo facil demostrar en los estudios "in vitro®, la
importancia que tiena el calcio extracelular para la contraccidén vascular madiada por
estimula g, En realidad hay que senalar que hasta éste momanto ni siquiera ha sido fcil
demaostrar la participacidn da los recaptoreé g, en las contracciones inducidas en arterias
gisladas por distintos agonistas. Para justificar ésto se ha sugerido que en tas venas podrfa
existir mayor densidad de receptores postsindpticos @, que en las arterias.

Los adrenoceptores de aosta de rata inicialmente se describiaron como un subtipe
aberrante de adrenoceptor o, que combinaba caracteristicas de ambos subtipos de
raceptores, 105 oy y les @, sin pertenecer claramente a ninguno de dstos subtipes (Ruffolo
et al. 1880, 1981, 1982: Randriantsoa et al. 1981). Hoy en dia en la mayorla de las
arerias aisladas ef estimulo de los receptores o se considera debido al estimulo @, ¥ en
la aorta da conejo se sabe que la contraccitn inducida por NA se debe tundamentalmants
al estimulo de éste subtipe de receptor. El escaso efecto contractil gue musstran an ésta
preparacitn los agonistas o, selectivos, tales como el compuesto B-HT 920, parace
deberse también al estimulo g, (Lues y Schitman 1984; Boy y Massingham 1986}, Més
recientemente sin embargo, Sulpizio y Hieble comprugban que este compuesto as capéz
de producii contracciones consistentes en arteria safana canina alslada en presencia del
agonista del calcic BAY K 8844, v las respuestas asf obtenidas eran para estos autoras
indudablemente inducidas por estimule @, postsiniptico, ya que se inhiblan cuando se
Blogueaban estos receptores con rawolscina, y no se modificaban con el bloqueo de
receptores ¢, con prazosin, {Sulpizio v Hieble 1987). Estos datos obtenidos "in vitro"
ponen nuevamente de manifiesto la importancia del calcio extracelular para la
vasoconstriccion por estimulo de receptores a,. No obstante se necesitaran mds estudios
pars establecer definitivamente los mecanismos de utilizacion de calcio qua acompedian la
vasoconstriccidn o, y o,. La clarificacién de Jos mismos podrd posiblemente ayudar en un
futuro a determinar o papet que ambos receptores juegan en el mantenimiento del tono

artedial, y podiia posiblemente incluse Regar a justificar Ia distribucién de estos receptores
@ lo largo del arbol vascular arterial.
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1.4, HIPOCALCEMIAS

Adsmds de las fuentas ganerales de informacién utilizadas para los apartados 1.1.
y 1.2., ver para éste apartade Montolid (1988).

1.4.1. CAUSAS DE HIFQCALCEMIA

Como el caicio circulanta se halla en gran parte unido a la albdmina, la
hipoalbumlinemia se acompana de una disminucién de la calcem’a, Sin embargo en este
casa, el calcio idnico se mantiens normal y no se producen sintomas.

El hipoparatiroidismo es una de las causas mdés fracuentes de hipocalcemia crénica.
Actualmente, el hipoparatiroidismo es secundario en la mayotfa de os casos a lasiones
quirdrgicas de las paratiroides producidas durante intervencionas de tiroides, de neoplasias
laringeas, etc. Tras estas intervanciones ss pueden dar casos de hipocalcemia transitaria
debida a lesiones reversibles de ias paratiroides, que son ain mds frecuentes que el
fipoparatiroidismo  postquirdrgico permanents. De manera poco frecuente, las
enfermedades infiltrativas como la hemocromatosis, la amiloidosis o las neoplasias
metastasicas pueden afectar a las paratiroides y producir hipoparatirpidismo. El
hipoparatiroidismo idiopdtico puede sar esparddico o taner cardcter familiar y suele debutar
en la infancia o en la adolescencia. Se asocia a menudo con otros transtornos como
insuficiencia suprarrenal, diabetes, anemia perniciosa, moniliasis e hipotircidismo. En este
grupo de enfermedades se ha supuasto una patogenia autoinmune dehida a la frecuante
pxistencia de anticuerpos dirigidos contra la paratiroides, las suprarrenales, el tiroides v |a
mucosa géstrica. En todos los casos de hipoparatircidismo los niveles de PTH son bajos
o indetectables,

En cambio, 6l seudchipoparatiroldismo se caracteriza por hipocalcemia e
hiparfosfatemia a pesar de los niveles altos de PTH, El origen de aste transtorno esté en
una resistencia 6ses y ranal a la accién de la PTH, el AMPc urinario no aumenta tras 1a
perfusién intravenosa de un extracto de PTH. La falta de estimulacién por la PTH v la
hiperfosfatemia coexistents disminuyen fa produccién renal de 1,25{0H),D, v la
disminucién de esta forma activa de vitamina D puede colaborar a la hipocalcemia
disminuyendo la absorcién intestinal de calcio v facilitando la resistencia ésea a la PTH.
Existon variantss en las que la resistencio a la PTH es sélo a nivel renal pero no éseo. En
estos pacientes la calcamia puede ser normal. E! seudohipoparatiroidismo es un sindrome
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fracuentemante familiar que se acompada de varias anomalias det desarrollo: estatura baja,
facies redondeada, obesidad y un acortamiento caracteristico de los metacarpiancs y
metatarsianos WE y IV, A veces exists ratraso mental. Finalmante hay una minarfa de
pacientes a los que se agrupa como afectos de hipoparatiroidismo seudoidiopdtico, que
prasentan caracteristicas bioquimicas de  seudohipoparatiroidismo  (hipocalcemia,
hiperfosfatemia y PTH alta} en ausencia de alteraciones esqueléticas. Tras la perfusion de
PTH exdgena, &l AMPc urinario de estos enfermos aumenta normalmente, por lo que se
supone que espontdngamente sagregan una forma defectuosa de PTH.

La hlpomagnesemia es una de las causas mds frecusntes ds hipocalcemia en fa
actualidad, El mecanismao por el que la hipomagnesemia conduce a la hipocalcemia es
doble; por un lade suprime |a secrecidn da PTH por las paratiroides, por lo que los niveles
de PTH serdn habitvalmente bajos o inapropiadaments normales para el grado ds
hipocaicemia, vy por otra parte la hipomagnesemia produce resistencia del hueso a la PTH.
En la hipomagnesemis caracteristicamente el magnesio es inferior a 1 mgidl y la
hipocalcemia sdla se corrige &l aportar magnesio, siendo resistente a la perfusién de PTH
y 2 la administracidn de calcio y vitamina D. Frecuantemente se asocia hipopotasemia por
transtorno en el mecanismo renal de conservacidn de potasio.

El déficit de vitamina D puede causar hipocaltemia y se da en varias circunstancias,
Hoy en dfa y en nuestro medio es poco frecuente obsarvar hipovitaminosis D por dafecto
de nutricién. Mucho mds comunmaente, el déficit de vitamina D es consacuencia de
transtornos gastrointestinales malabsortivos: gastrectomia parcial, pancreatitis crénica,
enfermedad de Crohn, resacciénintestinal y otras. Las enfermedades hepdticas disminuyan
la formacidn de 25(0H)D,, y varias sustancias como el alcohol, el fenabarbital y la
difenlihidantoina acelsran la conversién de 25{0HID, en metabolitos inactivos y pueden
producir hipocalcemia por este mecanismo, En el sindrome nefrético con filtrada glomerular
normal el calcio sérico toial baje principalmente cemo consecuencia de la hipoalbuminemia,
pero estudios recientes indican que también disminuye el calcio idnico, ya que con fa
proteinuria se pierde la globulina transportadora de vitamina D v se reducen los niveles
séricos de 26{0H)D,, Por otra parte, &l raquitismo vitamino-D-depandlente es un trastormo
familiar que se caractariza por hipocalcemia, hipofostatemia e hiperparatiroidismo
secundario. £s debido a la deficiencia de la hidroxilasa que en el rinén convierte el
25{0HID, en 1,25{0H),D,, v responde bien a la administracisn de 1,25(0H),D,.

La hipocalcemia de la insuficiencia renal es debida a varias causas, la
hiperfosfatemia disminuye los niveles de calcic sérica y asi mismo dificulta 1a produccidn
de 1,2B(0HL,D;, por el ya de por sf insuficients parénquima renal. B! dascenso de
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1.25(0H},D, disminuya la absorcidn intestinal de calcio y tambign limita la raspuesta del
hueso a la accidn caleémica da la PTH.

La hiperfosfatemia da cualquier causa, ya sea debida 3 aporte exdgenc en enemas,
lisis de células tumorales, rabdomiolisis, etc., disminuye dirsctamente los niveles de caleio
sérico.

Excepcienalmente, las metastasis osteobldsticas pueden acompadiarse de
hipocalcemia debida & la aposicidn de calcio en el husso (sindrome del husso hambriento).
Este mismo sindrome puade aparecer tras la correceidn del hiperparatiroldismo primario
medianta extirpacién del adenoma de paratiroides, o bien tras el trasplante renal
tuncionante que tiende a suprimir el hiperparatiroidismo secundario propio de la
insuficiencia renal crénica.

El mecanismo de |a hipocalcemia que se presenta durante la fase aguda de la
pancraatitis no se ha esclarecido totalmenta. Pareca ser que en primer lugar se produce un
fandmano de sapenificacién del calcio en la cavidad abdominal, y que la respuesta de la
paraticoides a la hipocalcemia resultante es inadacuada produciéndose un estado de
hipoparatiroidismo relativo.

La tabla n® Il {pag 44), resume tas principales causas de hipocalcemia.
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TABLAN
CAUSAS DE HIPOCALCEMIA

Hipaalouminemia
Hipoparatiroidismo
Seudohipoparatireidismo
Hipoparatiroidismo seudeidiopédtice
Hipomagnesemia
Déficit de vitamina D
Nutriciona!
Malabsorcién
Hepatopatias
Férmacos gue facilitan la degradacidn de vitamina D
Fenabarbital
Alcohot
Oifenilhidantoina
* Sindrome nefrético
Ragquitismo vitamino-D-dependiente
Insuficiencia renal
Hiperiosiaternia
Sindromea del hueso hambriento
Pancraatitis

Tomada de Montolid, 1988,

1.4.2. CUNICA DE LAS HIPOCALCEMIAS -

La tetania producida por un aurnento de la irritabiliad neuromuscular es el signo
clinice fundamental de fa hipocalcemia. Empisza con parestesias circumolaras y acras,
para seguir con espasmos musculares que terminan en el caractaristico espasmo
carpopedal. La tetania latente puede ponerse de manifiesto estimulando ligeramente la
zona del nervio facial para producir una contraccidn de los musculos faciales {signo de
Chvestek} o inflande un manguito de presién por encima de la tensidn arterial sistdlica

durame 3 minutos para producir el espasmo carpal (signo de Trousseau). La hipocalcernia
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savara puede llegar 3 ocasionar verdaderas convulsiones y adema de papila. Los nifios con
hipocalcemia crénica de inicio temprano, particularmente  si es debida a
seudohipoparatiroidismo, pueden presentar retraso mental. En al adulto 1a hipocalcemia
importante ocasiona a veces demencia o psicosis, Sa pueden dar toda una variedad de
trastornos axtrapiramidales, desde la coraoatetosis al hemibalismo. En ocasiones, pero no
stampre, los transtornos extrapiramidales pueden asociarse a calcificaciones de los ganglios
basales. En el hipoparatiroidismo existen frecuentsmente alteraciones ectodérmicas:
dermatitis, eczema, psoriasis, alopecia, presencia da surcos transversales en ufias, ste..

A nivel cardiovascular, 1a hipocalcemia alarga el intervalo Q-T del ECG, disminuye
la sensibilidad a la digital, disminuye la contractilided miocérdica y puede contribuir al
dasarrollo de insuficiencia cardiaca y arritmias ventriculares.

La hipocalcemia cronica puede acompafarse de cataratas. Si la hipocalcemia ya
existe duranta las primeras fases del desarrollo, aparecen anomallas dentarias de varios
tipos.

1.5, TOXICIDAD DEL CALCIO.

1.5.1, HIPERCALCEMIAS,

L.os datos expuestos en este apartado han sido temados de Rapado y Castrillo,
(1979). Paacock, {1981}, Castrillo y Diaz Curiel, {1987}, Montolii, {1988).

La hipercalcemia es una alteracién electralitica bastante comiin, con unaincidencia
de! 0,1 al 0,5 % de los pacientes hospitalizados, que se diagnostica cada vez con mas
frecuancia debido al uso rutinario de autoanalizadores de canales maltiples, Aungue su
dafinicién varfa, segun la metodologla empleada, se pusde considerar hipercalcemia todo
valor de calcio sdrico superior a 11 mg/dl.

1.5.1.1. CAUSAS DE HIPERCALCEMIA

Las alteraciones fisiopatolégicas que pueden producir hipercalcemia son multiples.
Entre aflas est{m‘ aumento de la resorcidn 6sea, aumento en la absorcidn intestinal, ¥
dascenso en la eliminacion renal, o una mezcla de los mismos; cuantitativamente la
resorcidn de hueso es la mas importante, al ser el esqueleto el depdsito corporal principal
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de calgcio. Un 70-80 % da los casos de hipercalcamia estdn asociados a nsoplasias o son
debidos a hiperparatiroidismo.

El hiperparatiroldisme primario es debido en el 80-85 % de los casos a un adenoma
Gnico de las paratireides, en el 15 % a hiparplasia difusa; y en el 1-3 % de los pacientss
a carcinoma de paratiroides. El hiperparatiroidismo debido a hiparplasia es especialmenta
frecuente cuando forma parte de los sindromes familiares que se agrupan colectivamente
bajo la denominacién de neoplasia o adenomatasis endocrina muiltiple, y de fa cual existen
dos tipos principales: el tipo 1, o sindrome ds Warmer, en el qus cosxisten tumores
hipofisarios, hiperparatiroigismo y sindrome de Zoilinger-Ellison, vy el tipo 2, donde se
asogcian hiperpaiatiroidismo, feocromacitoma vy carcinoma madular del tiroides. Existen
casos familiares de hiperparatiroidismo primario no necesanamente asogiados a
adenomatosis endocrina multiple.

Owas transtornos endocrings también pueden producir hipercalcemia. Ef
hipartiroidisrno lo hace a través de un aumento en la resorcidn dsea causado por las
hormonas tiroideas. El feocromocitoma no asocisdo a adenomatosis endocrina mdltiple,
produce hipercalcemia por varios mecanismaos: efocto directo de las catecolamings sobre
el hueso, astimylacidn adrenérgica de la secrecidon de PTH o produccidn de un factor
humoral capaz de inducir resorcidn dsea. La insuficiencia suprarrenal, especialmente
durante las crisis agudas, puede ir acompafada de hipercalcemia. Ei mecanismo se
desconoce, pere un factor importante podria ser ka hemocencentracién con aumanto de
las prateinas plasméticas y del calcio fijado a ellas.

La hipercalcemia hipocalcilrica familiar se caracteriza por herencia autpsdmica
dominante, hipercalcemia asintomatica, hipocalciuria y niveles de PTH y gldndulas
paratiroides normales.

La hipercalcernia asociada a neopldsias puede producirse por varios mecanismos
diferentes, que difiaren segun el tipo de neoplasia implicada y si existan 0 no metdstasis
dseas. Se pueden distinguir tres grupos principaktes. El primer grupo lo constituyen los
canceres hematolégicos. El gjemplo caractaristico es el mielomna, pero tambien hay gue
incluir a diversos tipos de linforna, de los ¢uales e! mds constantemente asociado a
hipercalcernia es la leucemia-linfoma de células T del adulto inducido por retrovirus. Los
céncares hematoldgicos producen hipercalcernia por factores locales o sistémicos, Entre
los factores locales el mas importante es la elaboracién del factor activador de los
osteoclastos, aque favorece la resorcidn Gsea en las zonas contiguas a las células
neoplasicas, Entra los tactores sistémicos, que actuan a distancia, estdn la produccién de
1.25{0HLD, por parte de algunos linfomas y también se pusden elaborar otras sustancias
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de naturaleza rmal conocida que una vez segregadas por las células tumorales son capaces
da inducir hiperreahsorcién dsea por vfa humoral, sin que las cédlulas neopldsicas estén en
contacto con al hueso.

El segunda grupo de neoplasias asociadas a hipercalcemia lo constituyen los
tumores séfidos con matdstasis dseas. Las nsoplasias implicadas con mayor fracusncia son
las de pulmén da celulas escamosas, las de mama, y las de péncreas, El meacanismo
implicado es 13 erosién directa def hueso por las células tumorales, aungque también puaden
intervenir factores como la produccidn local de prostaglandinas por parte de las células
matastdsicas. ‘

El tercer grupo de neoplasias con hipercalcemia son lcs tumores sélidos sl
metastasis dseas. Los ejemplos més caracteristicos son los carcinomas de pulmdn, rifidn,
pancreas u ovario. La hipercaicemia se desarroila a través de la produccidn por parte de
la naoplasia de una sustancia que por via humoral estimula la resorcidn osteocldstica del
hueso. La naturaleza de dicha sustancia, o sustancias, no se ha definido con claridad. Sin
embargo, s8 puede seralar que en contra de lo que muchas veces se cres, esta
hipercalcemia nunca, o casi nunca, se debe a la produccidn ectépica de PTH o sustancias
similares, Algunas veces se ha implicado a la produccidn de prostaglandinas por la
neopiasia, que actuando por via ganeral favorecerian la resorcién dsea.

En el sindrome de inmunodeficiencia adquirida complicado con infeccién por
citomegalovirus puede desarrolarse una hipercalcemia quizd debida a que la propia
infeccion por citomegalovirus o el virus causante dal sindrome induzean un aumento de la
actividad ostaocléstica,

Varias enfermedades granvlomatosas pueden asociarse a hipercalceria, y adn con
mayor frecuencia a hipercalciuria, 1.a sarcoidosis es &l principal ejemplo, pero estas
alteraciones se han descrito también en la tuberculosis, beriiosis, coccidioidomicosis e
incluso en granulomas inducidos por silicona. La hipercalcemia viene mediada por la
sintesis de 1,25(0H},D; en los macréfagos del granuloma,

l.a Intoxicacién por vitamina D y por vitamina A son otras causas de hipercalcemia.
En el caso da la vitamina A la hipercalcemia quizd sea debida a un aurnanto en la secracidn
de PTH inducido directamente por 12 propia vitamina, La intoxicacién por vitamina D ya se
comentd en el apartado 1.2.2,

La inmovilizacién prolongada en individuos con un aumento del recambio dseo
pueda producir hipercalcemias importantes. Esta situacién se da especialments en nifos
y en la enfermedad de Paget.

El sindrome de la leche y los alcalinos se da en pagientas con Glcera péptica que
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ingieren grandes cantidades de leche y antidcidos absorbibles. Estos pacientes desarrollan
entoncas hipercalcemia, slcalosis metabdlica, calcificacienes matastdsicas, nefrocalcinosis
a insuficiencia renal.

La administracién de diuréticos tiacidicos puede asociarse al desarrollo de
hipercalcemia. En individuas normales sélo se produce una elevacién transitoria y ligara
del calcio sérico, debida a hemoconcentracién de las proteinas plasmdticas v a la
disminucién urinaria de calcio que se observa con estos fadrmacos. Sin embargo, en
pacientes con aumento de resorcién 6sea secundario a hiperparatiroidismo, enfermedad
de Paget, inmovilizacién, o edministracién de vitamina D, las tiacidas puden potanciar el
proceso de disolucidn dsea y favorecer la aparicién de hipercalcemia franca. ‘

El litio también se ha implicado en fa hipercalcemia de algunos pacientes qus g
recibian para el tratamiento de transtornos manfaco-depresivos, Eb mecanismo se
desconoce, pero es posible que intervenga un aumento de PTH.

£n la fase diurética de ia insuficlencia renal aguda, especialmente la debida a
rabdomiolfsis, se puede observar hipercalcemia con una cierta frecuencia, Hasta ahora se
suponia que durante la fase oligdrica se depositaban calcio y fosfato en los misculos
tesionados y que la hipercalcemia de Ya fase diurética se debla a la disolucién de estos
complejos da calsio y fosfatos. Datas mds actuales indican que la hipocalcemia de !a fase
oligirica puede ser secundaria a la disminucién de sintesis de 1,28 (OH},D;, enla que a
su vez puade influir decisivamente la hiperfosfaternia propia de la insuficiencia renal.
Durante la fase polidrica, |a hipercalcemia se asocia a niveles altos de 1,25(QH),D; y PTH,
y por o tanto podria ser debida a un estada de hiperparatiroidismo secundario persistanta
al recuperar el fillrado giomerutar, siendo los niveles altos de PTH los responsables de un
aumente en la sintesis renal de 1,25{0H},D,.

En pacientes con transplantes renales funcionantes se puede  detectar
hipercalcemia hasta en el 35 % de los casos. Probablemente se deba a la persistencia del
hiperparatircidismo propio de ls insuficiencia renal, ya que aunque se recupers la funcién
renal, si las gldndulas paratircides se heliaban previamente hiperplasiadas, tardan varios
mases o incluso afios en involucionar.

£l termino “hiperparatiroidismo terciarle™ se aplica a aquellos pacientes con
insuficiencia renal crénica e hiperparatiroidismo secundario que con el paso del tiempo
llegan a desarrallar hipercalcemia esponténea. Esta situacidn se debe a un gran aumento
de la masa 1otal de las gldndulas paratiroides, y no representa autonomla de las mismas
puesto que cada célula individual responde normalmente a las variaciones del calcio sérico.

La tabla n® Il {pag 49}, resume las principales causas de hipercalcemia,
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TABLA I
CAUSAS DE HIPERCALCEMIA

Endocrinas
’ Hiperparatiroldismo primaria
Hipartireidismo
Feocromaocitoma
Insuficiencia suprarranal
Hiparcalgemia hipocalcitrica tamiliar
Neoplasias
Cdnceres hematolégicos
Tumotes s6lidos con metdstasis dseas
Turnores sclidos sin metéstasis 6seas
Sindrome de inmunodeficiencia adguirida
Enfermeadades granulomatosas
Intoxicacidn por vitaming D y por vitaming A
Inmovilizacién
Sindromea de la lechea y alcalines
Tiacidas
Litio
Fase diurdtica de la insuficiencia renal aguda
Trasplante renal

Hiperparatiroidismo terciario

Tomada de Montolid. 1988,

1,5,1,2. CLINICA DE LAS HIPERCALCEMIAS

l.a sintomatologia de |a hipercalcemia es muy variable, dependiendo del nivel de
calcio sérico y de la enfermedad {undamental que la acompana, En un extremo del espectro
clinico se encuentra el paciente asintomdtica con hipercalcemia descubierta en unos
andlisis de rutina, y en el otro extremo hallamos al paciente comatoso a consecuencia de

una crisis hipercaleémica,
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La crisig hipercalcdmica constituye una emergencia medica gue se caracteriza por
hipercalcemia severa (superior a 15 mg/df}, insuliciencia renal, y obnubitacisn prograsiva,
Si no se trata, puede complicarse cen la aparicidn da insuficiencia renal aguda aligtrica,
coma, y arritmias ventriculares, La crisis hipercalcemica se da con mayor frecusncia enlas
neoplasias, pero también puede ocurrir en el curso del hiperparatireidismo primario.

Enlos momentos da ctisis hiparealcémicas ocurridas en al hiperparatiroidismo pueden
darse sintomas o signos relacionados con afeccién del sistema nervioso central, tales
como labilidad emocienal o cambios de la personalidad, disminucién da memoria,
depresidn, y adn transtornos psiquidtricos gravas, ecbnubilacién y coma. En asta condicidn,
el calcio entra en el espacio extracelular mas rapidamenta de lo que puede ser excretade,
Y los efactos de la misma hipercalcemia, la hipovolemia, la hiperfosfatemia, la afeccién
tubular renal y disminucién del filtrado glomerufar, incrementan sl fallo de axcrecién y
agravan a su vez la hipercalcemia. Antes de |a aparicién de las manifestacionaes dal sistema
nervioso central aparecen cansancio, nauseas, vomitos, sed, poliuria, dolor abdominal,
somnolencia, y puede llegarse hasta la perdida de  conciencia. Daentro da las
manifestaciones neurolédgicas, la fatiga f4cil es una de las mas frecuentes, a alla se afade
la debilidad muscular proximal, autentica micpatia proximal cuya etiologia no esté aclarada.
La biopsia muscular demuestra atrofia del musculo con afeccidn predominante de las fibras
tipo Il; ta atrofia do estas fibras as caracteristica da las lesiones nauropéticas. €l
electromiograma muestra un maodelo de potencial polifésico compatible con denervacién,

Enindividues hipercalcémicos, y particularmente en sl hiperparatiroidismo primario,
existe un aumento de incidencia da dicera péptica y de pancreatitis. E tlcus duodenal se
ha sugerido qua estaifa asociado con la estimulacién de la produccidn de gastrina por ta
hipercaleemia, Se han descritc cuadros de pancreatitis aguda, subaguda, y crénica en
aseciacién con hiperparatiroidismo, y pueden encontrarse calciticaciones pancredticas
visibles radiol dgicamente. El estredimiento pertindz & un sintoma muy molesto en algunos
pacientes hipercalcémicos, y aunque es raro, puede llegar a producir impactacién fecal ¥
cbstruccidn intestinal,

A nivel de aparato cardiovascular |a hipercalcemia, especialmenta si es severa ¥
aguda, puede asociarse a hipertensidn con renina plasmdtica alta y taquicardia. El
acortamiento del intervato Q-T es el signo alectiocardiogrifico méds caracteristico de la
hipercalcemia. La hipercalcemia potencia el efecto de |a digital sobre el corazdn y favorece
el irabajo de! corazén sometido a sobrecarga, comporidndose comao colinérgico
vasodilatador frente a los vasos coronarios (arterias), En hipercalcemias elevadas apafece
bradicardia vagal, v 1a onda T se aplana o invierte. Con cilras muy elevadas de calcemia
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hay fibrilacidn ventricular y muerte.

En @l rifign |la hipercalcemia antagoniza el efecto de la hormena antidiuretica sobre
al tdbulo distal y colector, e induce un cierto grado de diabetes insipida nefrogénica, con
hipoosmolaridad urinaria, poliuria, polidipsia, y nicturia. L.a hipescalcemia puede producir
una disminucién aguda y reversible del filtrado glomerular posiblemente debida a
vasoconstriceidn artariolar, La excrecidn renal de varios iones, como el sodio, magnesio
y potasio se ve facilitada por la hipercalcemia, y no es infrecuente .que junto a este
transtorno oxista habitualmente hipopotasemia o hipomagnasemia. Los individuos con
hiparcalcemia no mediada por la PTH parecen predispuestos a desérrbllar un discreto grago
da slealosis metabdlica, quizd porque se disuelven en la circulaciér. las sustancias tampén
del hueso y ademds porqua el calcio favorece la reabsercién de bicarbonato por el tdbulo
renal.

Los estados hipercalcémicos crénicos pueden producir caleificacionss metastdsicas
en el intersticio renal, conductos pancreaticos, mucosa gastrica, pulmones, piel, corazén,
vas05 sanguineos, cartllago articular, y enla cérnea y conjuntiva (queratopatia en banda).
La aparicidn de estas calcificaciones ectépices se asocia en general a fallo renal y retencién
de iosfatos. Las formas crénicas de hipercalcemia pueden conducir a nefrolitiasis,
nefrocalcinosis, nefropatia intersticial y finalmente a la insuficiencia renal crénica.

Podermaos también considerar en este apartado los efectos del calcio intravenoso.
& calcio por via sndovenosa puede realmenta ser muy peligroso. Un signo temprana de sus
efectos adversos, pueds Ser una sensacidn de punzada er la boca junto a una sensacién
de calor que se extisnde por todo el cuerpo. Tiene serios efectos sobre el corazén que
remedan los afectas da la digital; y puede dar lugar 8 una fatal parada cardlaca en animales
digitalizados, por lo que parece aconsejable evitar el calgio i.v. en pacientes quse tambian
reciban digital (excepto en caso da hipocalcemia severa sintomdtica). La reguccion del
calcia ionizado por un agente quelante ha dado buenos resultados en &l {ratamiento da las
arritmias digitédlicas.

1.5.2. CALCIFILAXIA Y CALCERGIA.

Se define el concepto de calcifilaxia como calcificacidn selactiva en distintos
érganos y tejidos por un agente desencadenante previa administracidn de otro preparante
o sensibilizante. Sin embargo ol término calcergia se ha descrito cama un tipo especial de

hipersensibilidad, sin necesidad de agente sensibilizante previo, que estaria producida por
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agantes calcificantes directos denominados calcergenos {algunas sales de plomo, de

indium, de zing, etc.).
1.5.3. MANIFESTACIONES LOCALES.

Ciertas sales de calcio, especialmente el cloruro, son intensamente irritentes para
los tejidos y pueden causar un esfacelo doloroso si se inyectan subcutaneamente. Por aso

cuando se administra cloruro de calcio por via parenteral se racomienda hacerlo en forma
i.v. esferzandose por evitar su extravasacién.
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Es indudable la importancia de la actividad adrendrgica en al control del tong
arterial, y desde hace tiempo se sabe que tanto el estimulo de ios receptores g,
adrendrgicos postsindpticos, como al estimulo de los receptores @, adrenédrgicos
postsindpticos, produce un aumento del tono vascular (Langer 1981; Starke 1081;
Timmarmans v Van Zwisten 1981, 1882). Ya hemos safalado en el apartado 1.3. da I
Intreduccidn que para que se produzca este aumento de tono es imprescindible que tanga
lugar un incremento en el nivel intracelular de calcio idnico, de forma que las variaciones
dal nivel de calcio libre dentro de la céluta del musculo liso vaseular van a condicionar y
regular su actividad contréctil, Las alteraciones en la tensién arterial podrdn estar por tanto
relacionadas con alteracionas en la homeostasis calulsr del calcio. Aunque no podemos
olvidar |a impartancia que tiene la liberacidn de calcio dasde los depdsites intracelularas,
légicamenta el aporte de calcio desda el medio extracalular poded tambidn condicionar en
buena medida |as respuestas contréctiles del musculo liso arterial.

Distintos grupos investigaderes han intentado ya evaluar el papal gue juega el calcio
extracelular en la vasoconstriccion adranérgica (Van Meel et al. 1981 a, b; Van Meel st al.
1882; Van Zwinten et al. 1982, 1984, 1985; Reid et al. 1983; Hamilton et al, 1983;
Timmarmans et al. 1983, 1984; Van Zwietan y Timmermans 1984; Wilffert et al, 1984
a, b; Ruficle y Yaden 1984; Ruffolo at al. 1984: Nichols y Ruffolo 1986; Van Zwiaten
1986; Timmermans y Thoolen 1987; Timmermans ot al. 1987 a, b). La utilizacién del
calcio extracelular parece distinta cuando ss estimulan receptoras a, vasculares, o cuando
se estimulan receptores g, vasculares. Con la utilizacién de antagonistas del calcio se pudo
comprobar que la entrada det calcio extracelular por canales VOC es mds importante para
el efecto vasoconstrictor mediado por estimulo de receptores a, vasculares, que para el
efecto vascconstrictor mediado por estimulo de receptoras Uy vascularas, Mas
concrétamente nuestro grupo de trabajo ha podido comprabar que en la preparacién de
“pithed rat" {rata descersbrada y desmedulada) 1a vaseconstriccién producida por fdrmacos
o, selectivos, como B-HT 920 y B-MT 833, puede prevanitse facilments madiante
tratamiento con el antagonista del calcio nifedipina, y aumenta después de pretratarmiento
con el agonista del calcio BAY K 8644, La vasaconstriccidn producida por agonistas g,
selectivas como metoxamina o fenifefrina, resulta mucho més resistents a estos
tratamiantos {Aleixandre et al, 1990; Puerro et al, 1980).

En esta Tesis Doctoral nos hemos planteada como Hipdtesis que una disminucién
importante del calcio extracelular, es decir una hipocalecemia, podrfa conlievar una
disminucién da la entrada de calcio s |a céivla, y una disminucién del alecto g presor, Con
los antacedentes safalados es previsible que en situaciones de hipocalcemia tenga lugar
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sobra todo una importanta disminucién da los efectos a, presores.

En la hipercalcemia los resultados son miés dificiles de preveer, pues como ya
hamos sefalado en la Introduccidn (pag 21). el nivel fisioidgico de calclo extracelular es
siempre mucho mayor que al nivel de calcio intracelutar. Por ello-un incremento del calcio
plasmético no necesarismente debe implicar un aumento de calcio intracelular, y cabe
pénsaf gue en la hipercalcemia el efecto a prasor puede ‘no madificarss mientias no se
pfomusva activamente |a entrada de calcio al interior de las celulas del musculo liso
arterial. Dicho de otra manera, los efectos vesocostrictores o podrfan permanecer
constantes a partir de un nivel minimo de calcemia capaz de aporthr el calcio necesario
para una contraccidn vascular adecuada. Hay ademés que tener 2n cuenta que tanto la
administracidn aguda, come la ingesta continuada de caleio, paraddjicamente se han
asociado a descensos de presién arterial, Sobre este hacho haremos ahora algunos
comantaries, y expondremos las principales aportaciones de otros autores hasta aste
momanto.

Se sabe en reslidad dasde hace mucho tiempo que la ingesta continuada de calcio
estd correlacionada en forma inversa con la prevalencia de hipertansidn, y con el nivel de
presién arterial de la pablacidn. Las antiguas civilizaciones de egipcios, griegos, y romanas,
ya reconocian las propiedades terapeuticas de 1as aguas naturalas con elevado contenido
mineral; més tarde Kobayashi fué e! primero en sugerir una relacion entre 13 ingests de
agua y la mortalidad asociada a enfermadad cerebrovascular {(Kobayashi 1957, En 1872
Stitt y colaboradores constataron también la existancia de mayores niveles de presidn
arterial en los habitantes de ciudades donde se bebfa agua con poco contenida en sales,
siando por el contrario menores los valores de presidn arterial en les que vivian en ciudadas
con aguas duras, {Stitt et al. 1873). Ha podido apreciarse mas racientemante 1a relacién
antre ingesta pobre an ¢alcio y el desarrollo de hipertensién durante el embarazo (Belizan
y Villar 1980, Balizan et al. 198 1), Los suplemantos de calcio modifican poco las presiones
sistdlicas medias y diastdficas medias en individuos normotensos, pero el efacto
antihipertensivo del calcio puede apreciarse en pacientes hipertensos, y resulta significativo
en ellos despuds de periodos prolongados de aporte {(Belizan at al. 1883a, McCarron y
Morris 1986, Johnson et al. 1988}, Los estudios de Balizan et al. an mujeras gestanias
deruestran qua es un efacto dosis-dependiente y requiere dosis altas. En dichos estudios
se consagulan dnicamenta descensos consistantes y significatives de prasidn arterial con
suplamantos de 2g de calcio elemento al dis, (Belizan et al. 1983b).

La importancia de la ingesta de calcio en el desarrollo de hipertensién ha podido
1ambién apreciarse en algunos modelos animales, Pudo demostrarse que la presidn
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sanguinea aumentaba an ratas jovenes y en ratas gestantes alimentadas con dieta
deficiente an calcio (tokawa at al, 1974; Belizan et al. 1981), Las ratas SHR {ratag
espontdneamente hipertensas o genédticamente hipertensas), rasponden a los suplementos
de calcio con descenso de la presidn arterial [McCatron et al. 1981; Lau et ai. 7 884, Stern
et al. 1887), y la cantidad de calcio en la dieta también condiciona el nivel de presisn
arterial en ratas Wistar Kysto {WKY) que se utilizan usualmente como controt gendtico
normotenso de fas ratas SHR (McCarron 1982).

Estudios recientes de Sutoo et al, con administracién intracerebroventricular {i.cv.}
de CI,Ca enratas y ratones, sefialan que la administracién aguda de calcio conduce a una
disminucidn de la presidn arterial que estarfa producida por la entrada de caicio en sistema
nervioso central (Sutoo et al, 1987, 1888, 1989},

En el momenta actual no podemos sin embargo descartar que existan mecanismos
periférices implicados en ef control que el nivel plasmatico de calcio ejerce sobre Ia presidn
arterial, La disminugion de la presidn arterial resultante dal incremento de la ingesta de
calcio podrfa deberse & una reduccidn en Jas respuestas vascularas, es decir podria ser
consecuencia de una hiporreactividad vascular. Stern et al. han estudiado las respuestas
prasoras de NIA, y de angiotensina i en ratas SHR alimantadas con dieta anriguecida an
calcio, valoranda tambidn en segmentos da fa arteria de |a cola de estas ratas la respussts
3 NA, v al estimulo nerviose transmural (Stern et al. 1987]. Dichos autores, en contra de
lo esperado, encuentran mayores respuestas a NA y al estimulo transmural en estas
preparacionas, respondiendo ademés las rstas con elavacionas presoras mayores cuando
se las administraba NA o angiotensina Il. En estas ratas no estaban alterados los niveles
de aldosterona, ni la actividad de renina plasmatica, y el aporte de calcio tampoco
modificaba los nivales plasmaticos de NA o A, Para Stern et al. el siecta hipctansor del
calcio parece por tanto asociarse paraddjicamente con un sumento de la reactividad
vascular,

Por otra parte lag alteraciones del tono arterial asociadas a cambios en los niveles
plasmétices de calcio idnico han podido correlacionarse con alteraciones de la PTH en
plasma, Los trabajos de Helstrom et al. resaltan por primera vez la implicacién de las
pasatiroides en el contral de la presién arterial. Estos trabajos sefialaban que era frecuents
la aparigidn de hipertensién en pacientes hiperparatiroideos (Helstrom et al, 1958). El
riesgo de desariollo de hipertensidn durante el embarazo también se ha correlacionado con
el aumento progresivo de los niveles de PTH durante este pericdo {Reitz ot ai. 1977).
Varios autores coroboran més tards Que en pacientes hiperparatiroidecs aparece
hipertensién con frecuencia mayor (Zawada et al. 1980; Lafferty 1981). La hipertensidn
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asociada con hiperparatireidismo ne era renina dependiente, ya que en pacientas con
hiperparatiroidismo la tensién arterial elevada no respondla al tratamiento con saralasina
{Zawada et al. 1980}, Més recientemente Resnick et al. sefalan que los pacientes que
responden con descensa presor cuando se administra calcio son aquellos que muestran
cifras plasmaticas de calcio idnico por debajo de las normales; ¥ cifras de PTH en plasma
por encima de lo narmal (Resnick et at. 1986). En otros estudios también se han observado -
incrementos de PTH en pacientes hipertensos, existiendo usualrnente una relacién més
estrecha entre actividad de las paratiroides y niveles de presion arterial en personas
jovenss {Grobbea at al, 1986, 1988; Hvarfrer st al. 1987). De todos'modos se desconace
si al aumento de PTH en |a hipertensién es Gnicamente consecuencia de otras alteraciones
que aparecen en su desarrollo, o si |a hiparactividad de la gldndula puede por sf misma
contribuir a la elevacidn de la presidn arterial. Cabe suponer gue el aumento de actividad
de las paratiroides en pacientes hipertensos sea consecuencia de la relativa necesidad de
calcio que estos pacientes acusan. No puede sin embargo descartarse un papel més directo
de la PTH en sl control del toeno arterial, ya que su administracién continuada puede
conducir a una slevacion de las resistencias pariféricas y de la presién sanguinea {Huiter
et al. 1986). Ademas sabemos que el sumeanto an los niveles intracelulares de caicio es
ol tactor final que determina 8l aumento de tono dal musculo liso vascular, y la PTH puede
sumentar los nivelas de calcic intracebular en distintos tipos de células incluidas las célutas
de musculo liso arterial [Borle 1968; Chausmer ot al. 1872; Schigiffer et al. 1979; Bogin
ot al. 1981, 1982; Hultar et al. 1986). En 1987 Resnick postula que las hormonas qua
controian al metabolismo del calcio vy el sistema renina-angiotensina regularfan de forma
conjunta la retencién de los minerales de la dieta v la disponibilidad celular de caleio. Los
pacientes con alteracionas en la prasién artarial que tuviesen nivelas bajos en 1a actividad
da renina plasmdtica, niveles bajos de calcio iénico en plasma, niveles bejos de calcitonina,
y por el contrario niveles sltos de Vit. D, y de PTH, podrfan por consiguisnte beneficiarse
més de los suplamentos de calcio (Resnick 1987).

También sa ha podido damostrar la implicacién de la PTH en el control de 1a presién
arterial en ratas, habiendose observade que la deficiencia crdnica de PTH impide el
aumento de presién sanguinea en estos animales Sehleiffer et al. 1981; Mann et ai.
1984). Recientementa Togari et al. comprueban que 58 puede desarrollar hipertensién
asociada a hiperparatiroidismo en ratas con 8 semanas de vida cuando se alimentan
durante 2 semanas con dieta pobre en calcio. La hipertensién asociada
hiparparatircidisma nutricional era resistente al tratamiento con captopril. Los cambios en
la presién estuvieron procadidos por cambios en los niveles de calcio plasmético, y las
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ratas en tas que se extirpaban las paratiroides v recibian una digta normal da caleio no
mostraban aumento de presidn artacial, pese a que los niveles de calcio plasmético
descandfan hasta valores similares a los que se registraban an las ratas con dieta pobre en
calcio {Togari et al. 1988). Estos autores llegan por tanto a la conclusion de que los
cambios en la congentracién plasmética de calcio en ausencia de PTH no son capaces da
madificar la presidn sanguinea.

En el momento actual ne ha podido alin esclarecerse porqué mecanismo se produce
una elevacién de la presién arterial cuando existe una ingesta pobre de calcio, y del mismo
modo tampoco se sabe porqud la ingesta continuada de sales de calcio consigue controlar
Ya hipertensién, ver revision de Grobbee y Wall-Manning, 1930).

Nuestra Hipotasis de trabajo en esta Tesis Doctoral es que los efectos hipotensores
de! calclo ss daben al manos en parte a mecanismos periféricos que implican alteracidn de
respuestas g vasculares, Es decir, que tanto la elevacién aguda de la calcemia como el
mantenimiento prolongado de niveles altos de calcio plasmdtico, pusden asociarse con
modificacién de los efectos presores mediados por estimulo de receptores o, y g,
postsindpticos vasculares.

Para poder analizar la veracidad de nuestras hipdtesis de trabajo nos hemos
planteado como Objetivo en esta Tesis Doctoral estudiar en la preparacidn de "pithed-rat”
el efecto presor del agonista g, selectivo metoxamina, y &l efecto presor del agonista o,
selectivo B-HT 920, cuando existe uria modificacion de log niveles de calcio plasmiético,
Se llevarén a cabo estudios en ratas narmocalgdmicag, hipocaledmicas g hipercaledmicas.
Los estudios an ratas hipercalcémicas merecerdn especial consideracidn, ya que la
hipercalcemia ademnds de poderse considerar patoldgica en sf misma, acompafia segun
hemes podide constatar en el apartado 1,5.1, da la Introducgidn, a multiples situacionss
que facilmente pueden aparecer an clinica. En concreto, si las respuestas g vascularas se
modifican en la hipercalcemia, todes aquelios tratamientos que pugdan modificar la
regulacidn adrendrgica del tono arterial deberdn considerar la condicién de hipercalcemia
con especial cautela, Bl mantenimiento continuado de niveles altos de calcio en sangre
puede conlievar alteraciones de la reactividad vascular distintas de tes producidas cuando
tene fugar una elevacion aguda de la calcemia. Por tanto se utifizardn para este estudio
ratas hipocalcémicas, ratas a las que se les provoca una elevacidn aguda de la calcemia
y fatas que mantengan una situacidn de hipercalcemia més o menos prolongada.

Para nuestro estudio serd en primer lugar necesario conseguit los madelos animales
adecuados que permitan los subsiguientes estudios en "pithed-rat", Conseguir estos
maodalos animales constituye en s/ mismo un Objetivo prioritario dentro del contexto de la
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Tesis Doctoral, ya que dichos modelos pueden ser da gran utilidad en un futuro para otros
estudios sobre modificacién de respuestas farmacoldgicas al variar la calcamia.
Intentaremos consegquir ratas con distintos niveles de calcio en sangre, y ademds de inducir
una slevacidén aguda de la calcemia, serd preciso estahlecer un método de aporte de calcio
a los animales que consiga mantener en ellos el nivel de calcio-en s;angra por encima de
los valores normales durante periodes prolongados de tiempa.

Aunqgue sabemos que |as cifras normales de calcio plasmético en e} hombre varfan
muy poco y sen proximas a 9.5 mg%, no hemos encontrado referencias concretas sobre
la calcemia an ratas Sprague-Dawley macho, que son las que se utilizarén en esta estudio.
Comanzaremos por lo tanto par detarminar la calcemia control de estos animales.

Para inducir hipocaicemia en las ratas se levardn a caba tratemientos con
calcitonina, y para inducir hipercalcemia se llevardn a cabo tratamientos con distintas sales
de calcio segun las pauias que posteriormente dascribiramos en el apartado de Material v
Metodos. Harﬁos estimado qua para inducir hipercal¢emia subcrdnica deberdn existir coma
minimo niveles de calcio elevades en sangre durante 12 dias, y para ios estudios de
hipercalcemia crénica los nivelas de calcio deberdn permanecer elevados al menos durante
2 meses. En los distintos grupos da ratas se estimara el nivel de calcio idnico libre en
nlasma, que como ya sahemos as el que puade acceder al interior celular para pramover
la contraccidn del muscule lise vascular, y se salaccionarsn los tratamisntos que puadan
ser Utiles para los estudios en "pithed-rat",

Hemos seleccionado esta preparacidn ya que en &lla la rata se descerebra y
desmedula antes de comanzar los registros presores, de forma que dichos registros
traducen Unicamante el efacto pariférico de los férmacos.

Escapa de los objetivos de esta Tesis Doctoral analizar 1a posible implicacién de la
PTH en al control de la presidn arterial. Sin embargo con los conecimientos actusles
estimamos que en las ratas con hipercslcemia mantenida, pusde ser importante tante la
determinacidn de la presién arterial, como la determinacidén de los niveles de PTH en
plasma. Esto podrd con toda seguridad ayudar a interpretar mejor los resuftados en esta
grupo dae ratas.

Aunque serdn necesarios con toda seguridad estudios adicionales para llegar a
conocer los mecanismos imgplicados en el efecto hipotensor del caleio, el estudio gque
abordamos permitird prevaear variaciones del efecto ¢ presor cuando se modifican los
niveles de calcio plasmétice, v los resultades que se obtengan posiblemente ayuden a
esclarscar el mecanismo por el cual el nivel plasmético de calcio puede contralar el tono
arterial,
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Este estudio se llevard a cabo en ratas macho Sprague-Dawley. Se utilizardn ratas
con distintos niveias de calcemia para estudiar en la preparacién de "pithed-rat™ el efacto
presor del agonista @, metoxamina y dal agonista ¢, B-HT 920. Comenzaremos por
describir la metodologfa utilizada para las determinaciones analiticas y para inducir
hipocalcemia a hipercalcemia en estos animales. Después describiremos la praparacidn de
“pithad-rat” y los ansayes que se han llevado a cabo-con ratas control v ratas de los
grupos experimantales saleceionados despuds dalos distintos tratamientos. En dltimo lugar
sa expondrd el tratamiento estadistico de los datos.

3.1. DETERMINACIONES ANALITICAS

Para determinar la calcemia normal de les ratas macho Sprague-Dawley
sacrificamas por dacapitacién, y previa anestasia con eter atflice, 20 ratas de 9 semanas
de vida y peso 240-260 g que no habian suirido ningdn tratamienta.

La sangre de las ratas sacrificadas sa recogié en tubos heparinizados, v se midié y
anotd al volumen 1otal de sangre recogida en cada una de las muestras. La sangre total se
cantrifugd a 8000 r.p.m. vy 2° C de tamperatura durante 15 minutes, A continuacidn se
separd el plasma para determinar el calcio plasmadtico y las proteinas totales.

La valoracidn del calcio plasmético se llevé a cabo por el método colorimétrico de
la O-Crasolftaleina-Complexona, que utiliza goma reactives: R1 = Tampdn (2 matilpropanol
1.5 M) y R2 = Cromdgano {Ortocresotftaleina Complexona 0.18 mM}.

La valoracién de las proteines totales se llevd a cabo por 8l método eolorimétrico
de Biurdt, qua utiliza como reactivos; R1 = Blanco {(NaOH 0.40 M; K-Na-Tartrato 64 mM).
R2 = Reactivo Biuret {NaOH 0.40 M; K-Na-Tartrate 64 mM; 50,Cu 6.0 mM; KJ 61 mM;.
Se utilizé un autoanalizador Hitachi 717, calibrade previameante con el calibrador Multi de
Boehringer Mannhaim, utilizdndose como controles de calidad Precinorm U y Precipath U
de la misma casa,

A partir de los valores registrados de calcip plasmatico y proteinas totalas se caleulé
indirectamente el valor del celcio idnico mediante la férmula de Zeisler (citado por
Weissman y Pileggi 1980} que aparace en &l apartade 1.1. de la Introduccion (pag 7). Esta
férmula para la astimacién del calgio i6nico es la que actualmenta utiliza el Servigio de
Andlisis v Laboratorio de! Hospital del Aire de Madrid, centro donde se han lievado a cabo
las daterminaciones anallticas anteriormenta referidas.

Para determinar la PTH normal de |as ratas macho Sprague-Dawley sacrificamos por
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decapitacion, y previa anestesiz con eter etlico, 10 ratas de 8 semanas de vida y peso
240-280 g que no habfan sufride ningun tratamiento.

ta sangre de las ratas sacrificadas se recogid en (uhos con
etilendiaminotatraacetata (EDTA). La sangre total se centrifugdé a 8000 r.p.m, v 2° C da
{emporatura dusante 15 minutes, A continuacién se separd el plasma para la determinacion
anglitica de ia hormona.

La vatoracién da la PTH se lleve a cabo por radicinmunoanalisis mediante un kit de
valoracién especifico para el extremo N-terminal intacto para PTH de rata (INS-PTH,
Nichols Institute Diagnostic, San Juan Capistrano, CA). Este ensayo requicre 4 dias de
incubacién en presencia de suero anti PTH de pollo, 2 dfas con el anticuerpo vy marcador
de '"™1.PTH bovina {1-84}, v 4 haras en presencia del sequndo anticuerpo precipitants. Sa
uiilizd PTH (1-24} humans pera los standards, Estas determinacicnes se lievaron 2 cabo
en gl servicio de Medicina Nuclear det Hospital Universitario det Aite de Madrid.

En el momento de valorar las muestras se desconocia a que grupd experimantal, y
a qua lote de ratas correspondfa cada una.

Las determinacionas analiticas en las muestras procedentes de los distintos grupos
experimentales de ratas se ltevaron a cabo por el mismo procedimiento descrito para las
muestras control.

3.2, INDUCCION DE HIPOCALCEMIA EN RATAS

La induccidn de hipocalcemia aguda tuvo lugar en cuatro grupes experimentales de
ratas macho Sprague-Dawley de 240-260 g v 9 semanas de vida, a las que se
administraron por vla intraperitoneal (i.p.} 1, 4, 8 v 16 U.l. respectivamante da CT ds
salmdn. Para determinar el margen de tiempa en que axiste hipacalcemia y el nivel da
nipoealcemia alcanzado, se sacrificaron por decapitacitn, y previa anesiesia con sier
gillico, Jotes de 10 ratas 1, 3, B y 7 horas despuds de las distintas administraciones.
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3,3, INDUCCION DE HIPERCALCEMIA EN RATAS
3,3.1. INDUCCION DE HIPERCALCEMIA AGUDA

Lainduecién de hipsrcalcemia aguda tuve lugar en 6 grupos experimantales de ratas

macho Sprague-Dawley ¢e 240-260 g v 9 semanas de vida. Para conseguir.una elevacidn --.

aguda de la calcemia en los grupos experimantales establecidos, _se procedi§ a la
administracién i.p. de distintas cantidades de solucidn valorada de Cl,Ca, inyectdndose las
siguientes cantidades de calcio elemento expresadas en mg/100 g: 1.1, 2.2, 4.4, 8.8,
13.2, v 17.6.

Para determinar el margen de tiempo an qua existe hipercalcemia, vy al nivel de
hiparcalcemia alcanzado en los grupos con administracién iguwal o inferlor de 8.8 mg
Caf00 g, se sacrificaron por dacapitacién, previa anestesia caon etar ethico, lotes de 10
ratas b, 15, 30, 60, 90, v 120 minutos después da las distintas administraciones. En el
grupo experimental en el que se habian administrado 13,2 mg Ca/100 g se sacrificd unlote
de 10 ratas 30 minutos después de la inyeccidn, dejanda otras 10 ratas tratadas en
abservacion durante un perlodo de 2 horas, Una vez transcurrido este perflodo de tiempo
también se sacrificaron aquellss que aun permanegcian con vida, La administracién de 17.6
mg Ca/100 g tuvo lugar en un lote de 10 ratas, sacrificdndosa 30 minutos despuds las que
aun permangacian con vida, A las ratas de aste dltimo grupo experimental se les administrd
por via i.p. una dosis de 160 U.l./kg de heparina justo antes de llevar a cabo la
administracién de Cl;Ca.

3,3.2, HIPERCALCEMIA SUBCRONICA Y CRONICA

Para inducir hipercalcemia subcrénica se incrementd el contenido en sales de calcio
an {a dieta de los animales durante 14 dias.

Para seleccionar el método dptimo para inducir hipercalcemia subcrdnice se
utilizaron 9 grupos exparimentalas de ratas macho Sprague-Dawley de 140-16Q0 gy 7
semanas de vida. Las ratas Sprague-Dawley de nuestro estabulario usualmente ingieren
agua natural con un contemde en celcio de 1 mg%, v dieta sdlida Panlab A.04
lpresentacidn en grdnulos de 15 mm da didmetro), con un contenido an calcioda 7.1 g/kg,
y con 1800 U.l./kg de Vit D,. Esta dieta ha sidoe valorada segln la normativa del "Good
Laboratory Practices” {GLP) recomendada por la "Federal Diug Administration” {(FDA), La
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bebida y la comida da los animales permanece 3 libre disposicién. El contenido en calcio
del agua de Madrid se obtuvo mediante andlisis efectuado por &l Laboraterio de |a Base
Aérea de Getafe,

En cuatro de los grupos experimentalas se aumentd el calcio en la dieta sélida,
conservéndo igual las cantidades ususles del resto de los nutrientes, en otros cuatro
grupos el incremento de calcio tuve lugar en la bebida, y por dltimo en el noveno grupe ei
incremento de calcio tuvo lugar tanto en la dista sdlida como en la diata liquida. En estos
nueve grupoes experimentales |a dieta sdlida se proporcionaba en forma de harina fina. Esto
permite una fécll homogansizacidn del contenido de los nutrisntes euando en slla se
incrementa el contenido de calcio. La ingesta de los animales en todos los arupos
axperimantales, v en el curso de los distintos tratamientos, fué siempre voluntaria.

A continuacidn describimos las pautas de alimentacién en fos distintos orupos y en
la Tabla IV (pag 66}, aparece un resumen de las mismas.

Los grupos |, I, #l v IV behigron agua natural & libre disposicién y en ellos se
maodificd ls dieta sélida pudiendo alternativamente administrarse Vit 0, a los animales sl
dia de comienzo del tratamiento segun se describe:

Grupo 1: Afiadiendo CO,Ca a la dieta sélida Panlab A.04 hasta consequir una
concentracién del 4 % de calcio slemento en Ja misma.

Grupo |I: Afiadiande CQ,Ca a la dieta sdlida Panlab A.04 igual que e! grupo |, pero
daspués de una inyeccién .. de 100000 U.1. de Vit D; a cada animal el dia de comienzo
dal tratamiento,

Grupo {II: Adiadiende CO,Ca & la dieta sélids Panlab A.04 hasta consaguir una
concantracidn del 8 % de calcio elamento en la misma.

Grupo {V: Afiadiendo C04Ca a la dieta sélida Panlab A.04 igual qus el grupo Wi, pero
despuds de una invecei6n i.m, de 100000 U1, de Vit D, a cada animal el dia de comienzo
del tratamiento.

En les grupas W, VI, VIl y VIII, no se modificd |a composicién de la dieta sdlida
hahitual, pero se incremants el calcio de la bebida por el procedimiento que se describe:

Grupe V: Sustitucidn del agua de behbida por una solucién de Cl,Ca con una
coneentracién da 2 % ds calcio elemento,

Grupo VE Sustitucién del agua de bebida per una solucién de CLCa con una
concentiacién de 1.5 % de calcio elementa.

Grupo VH: Sustitucidn del agua de bebida por una solucién de pidolato de calcio con
una concentracidn de 2 % de calcio elemento.

Grupo Wil Sustitucién del agua de bebida por una solucién de pidolato de calcio
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con una concentracién de 1.5 % de caicio elemento.

Por Ultimo se utilizd otro grupe experimental (grupo [X] en &l que s8 modificé la
compaosicidn de la dieta sélida y la composicién de la dieta Hquida de la forma siguiente:

Grupo IX: Aumentando el contenido de caleio enla dieta sélida igual que en el grupo
| 14 % de calcio elemento} e incremento del contenido de calcig en el agua de bebida igual
que en &l grupo VI (1.5 % de calcio elementol. o .

De las distintas sales de calcio utilizadas, e! pidolato de czlcio es sin duda la menos
conocida. El pidolato de calcio es pirrolidon carboxilato de calcic. Su fdrmula es compleja
{CyoH,,04N,Cal, v aparece desarrollada en la figura n® 10. En esta Tesis' Doctoral nos
reterirernos a este compuesto como pidolato de calcio. Se ha utilizado la espscialidad
farmacedtica comercializada porlos [aboratorios B.0.1.,5.A. como Ibercal®. Diche preparado
es de amplia utilizacidn terapedtica en |a actualidad para aguellos procesos que requieran
un aparte suplementario de calcio, debide a su buena solubilidad y satisfactoria absorcién
digestiva, presentando sdemds propiedades organolépticas adecvadas para su
administracién oral (Robert et al. en prensa, a, b)

FIGURA 10.- Formula desarrolladga del pidolate de caleio IFacilitada por el laboratorio
B.O.L,S.AL)
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TABLA IV
INDUCCION HIPERCALGEMIA_SLBGRONIGA
GRUPQ DIETA_SOLIDA DIETA LIQUIDA
Control  Panlab A.04 (Ca 0.7%) Agua natural {Ca 1%)
[ CO5Ca (Ca 4%) ' ’ :
I COzCa (Ca 4%)+100000 Ul Vit D, ot
ul . COgCa (Ca 8%) . o
v COzCa (Ca 8%}+100000 Ul Vit D3 ~ ' '
v Panlab A.04 (Ca 0,7%) ClCa (Ca 2%)
0 : . i ClxCa (Ca 1.5%)
Vi . . . Pidolato calcico (Ca 2%}
Vil ' ' ' Pidolato calcico (Ca 1.5%)
0%, COCa (Ca 4%) ClCa (Ca 15%)

De cada grupo experimental se efectuaron dos lotes de 10 animales cada uno, qua
se sacrificaron por decapitacidn y previa anestesia con eter etllico, sucesivamente 2y 14
dias después da comenzar ef tratamiento, para llevar a cabo las correspondientes
determinaciones analiticas.

- En los lotes de ratas que se sacrificaban a los 14 dlas se controld la cantidad
ingerida al dla de comida y bebida, pesdndose ios animales cada dos dfas durante todo &l
tratamiento. Como referencia se utilizé un grupo experimental control de 10 ratas macho
Sprague-Dawley da 14Q-160 g v 7 semanas de vida. En éste grupo control las ratas se
alimentaban con dieta Panlab A.04 en forma de harina fina y bebian agua natural a libre
disposicidn.

Para inducir hipercaleemia crénica utiizamos un lote de 10 ratas del grupo
experimental 1X en las qua prolongamos el tratamienta con sales da calcio astablecido para
este grupo durante dos meses. Transcurrido este periedo de tiempo las ratas se
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sacrificaron por decapitacién y pravia angstesia con eter etflico, llevdndose a cabo las
corraspondientes daterminaciones analiticas.

Las ratas qus siguieron un tratamiento cronico de 2 mases también se pesaron al
finalizar dicho tratamiento, y su paso se compard con el de las ratas del grupe controf
cvando estas alcanzaban una edad similar, es decir cuando tenfan 15 semanas de vida.

Antes de sacrificar a los animales del grupo control se procedid & realizar una
determinacién de PAS y PAD mediante canulacién de la arteria cargtida deracha;
igualmente se realizé este procedimiento en las ratas del grupe experimental |X a los 2
dias, 14 dfas, y 2 mesaes de iniciado el tratamiento por via oral con salss de calcio.

En estos mismos lotes de ratas ademds de las determinaciones de calcemis se
afectuaron tambidn datarminaciones de PTH.

3.4, PREPARACION DE "PITHED - RAT"

l.a preparacidn da "pithaed-rat" se monté basdndonos en la té¢nica originalmente
descrita por Shipley y Tilden {1947] y mds racientemente por Gillespie (1967, 1870). A
continuacidn se detalla el procedimianto seguido para montar 1a preparacidn.

Introducimos la rata en una campana de cristal, en la que previamente hemos
puesto para su anestesia un algoddn impregnado de ater etllico, Despuds de 6-7 minutos
la rata queda anastesiada, v Ja situamos entonces en una ¢aima para ensayos de animal "in
vive" en posicién decubito supino. Efectuamas una incisién en la zona ventromedial del
cuello, y procedemaos a separar y cortar la piel, dejando un campo quirdigico en forma de
ojal de aproximadamenta 4 cm de largo y 2’.5 om en su zona més ancha. A través dal ojal
s@ separan los musculos paratragueales hasta dejar al descubierto |a trdquea. Pasamaos dos
hilos por debajo de ésta, y realizames wna incisién antre dos anillos tragueales
introduciendo a su través una cdnula que queda anudada con los hilos (uno en posicidn
proximal y otro en posicién distal). A continuacidn, y para evitar que el animal siga
absorbiendo mas snestésico, procedemos a descerabrarlo y desmedulario con un védstage
metélico de 18 cm de largo y 1.5 mm ds didmetre. Para descerebrar al animal dicho
vastago se introduce por la drbita dal ojo derechn, pasdnde por 8l “foramen magnun”,
hasta alcanzar el butbo raguideo, y a continuacién se hace avanzar por el canal medular
hasta el sacro, completando asl la desmedutacidn. Inmediatamente despuds conactamos
la cénula traqueal a un aparato da respiracién asistida (Scientific & Research Instruments
Ltd. “ventilador para animales pequefios"}. Administramos un volumen de aire de 2 cc por
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cada 100 g de peso del animal, con una frecuancia de 50 emboladas por minute. Daspués
deinstaurar la respiracién asistida, disecamos el paquete vésculo-nervioso del lado derecho
tormada por la arteria cardtida primitiva y el nervio vage, separamos y cortamos dicho
nervio dejando libre la arteria, y pasamos por debajo de ésta dos hilos, ligando el
coirespondients a |a parte distal, y dejando iniclado un nudo en el correspondiente a la
parte proximal para la posterior ligadura de una c¢dnula. Una vez que tenemos preparada
de esta manera la arteria carétida, colocamos una pinza de arteria entre ambos hilos, que
queda cercana al nudo proximal que habfamos iniciade. La pinza tiens como misién
interrumpir la circulacidn para permitirnos realizar con una fina tijera un pequefo corte
arterial (de aproximadamente la mitad del calibre de la arteria). Por esta incisidn
introducimos una f{ina cédnula acoplada a uma jeringuilla que nos permite inysctar
lentamente 150 U.1./kg de heparina sédica en un velumen de suarg fisioldgico de 0.2 ce
con el fin de evitar la posterior coagulacién sanguinea durante el ensayo. Soltamos
momenténeamente |a pinza mientras dura la administracidn de la heparina. Una vez
terminada la administracidn de heparina, y ajustada de nuevo la pinza, se retira el sistema
de inyeccidn, y ss introduce a través da la incisién una cénuls de plastico, previamente
conectada a un sistema cerrado lleno de suero fisioldgice a un transductor de presién. La
sénula debe fijarse fismemente por los hiles que tenfamos preprades. En este momento se
procede a retirar la pinza arterial y el sistema queda conectade permitiendenos medir la
presion arterial sistdlica {PAS) y [a presién arterial diastélica (PAD). Contralateralmente
disecamos y cortamos el nervio vago, y disacamos la yugular izquierda, ligdndola con un
hilo en su parte distal, y dejando iniciado un nudo con otro hilo en la parte proximal,
Aealizamos un corte con una fina tijera {de aproximadamente la mitad del ealibre de la
venal, para posteriormente introducir una cdnula. Procedemas a dilatar la vena [que
generalmente se encuentra colapsada debido a las manipulaciones), medianta traccionas
“on unas pinzas finas, o bien con un algoddn impregnado an suero fisiolégico calients, y
una ve? que se dilata la vena introducimos la cénula dejéndola tirmemente anudada con
‘os hilos que hablamos colocado. Esta cdnula estd corectada a un goteo de suero
fisiofégico cerrado. Esto nos permitird administrar en bolo todos los farmacos por via i.v..
Para tas administraciones en boloe introducimos un volumen de 0.4 mi/kg en la vena. Es
“teciF que fas disoluciones se Hevan a cabe para inyectar siempre la cantidad prevista de
*4rmaco en un volumen de 0.1 ml. Cuando inyectamos en fa cdnula de la yugular izquierda
i tarmaco, procedemos a lavar el sistema con el goteo de suero fisioldgico dejando pasar
un volumen de 0.1 ml para el arrastre de cada dosis, Alternativamente en algunos ensayos
se introducia un cateter por la yugular conectado a una jeringuilla que a su vez astaba
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acoplada a una bomba Scientific & Researchinstruments LTD para la infusidn de farmacos.
La temparatura de la rata duranta tado el ensayo se mantieng constante a 379C por medio
de calor radiante,

Los cambios en la PAS y PAD se registraron a través del sistama de ad quisicidn de
sofiales analégicas DATASYSTEM 4C de Panlab S. L., que permita la digitalizacidn,
visualizacién, almacenamiento y postetior reproduccidn de safiales analdgicas, y que
consta de los siguientes elementos:

- Unidad digitalizedora de 4 canales Pb40032

- Tarjeta Pb40031

- Ordanador Ofivetti PCS 288

- Impresora matricial Seikesha SP-2000

- Programa DS4C de Panlab S. L.

Este sistama permite qua las sefiales apargzcan sohre pantalla en dampo real, y una
vez almacenadas se puedan reproducir en pantalla o impresora. Asimismo, estas sefales
se pueden volcar de nuevo al registrador. La frecuencia de muestreo es de B0 muestras
por segundo para cada uno de los canales utilizados.

3.5, ENSAYOS EN "PITHED - RAT"

Los ansayos de "pithed-rat” se llevaron a cabo utifizando ratas con distintos niveles
de calcio en sangre y obtenienda las curves dosis-respuesta de metoxamina y B-HT 920
en los grupos experimentales seleccionados para estos ensayos. En la tabla V, pag 70, se
presentan los niveles de calcio idnico de los grupos experimentales de ratas c¢on
altaracionas de la calcemia selecclonados para ensayos con los agonistas aen "pithed-rat”,
y aparecen también los mdrgenes de ddsis seleccionados ﬁara obtener las cufves ddsis
respuesta de cada agonista.

En cada rata se obtuvo una Unica curva dosis-respuesta con el agonista o que se
estudiaba llevéndosa a cabo siempre 5-7 ensayos homogéneos. Los ensayos con agonistas
@ en ratas que presentaban altaraciones de la celcamia se compararon con ensayos
similares en ratas control,
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TABLA V

ENSAYOS EN "PITHED-RAT"

CALCIO IONICO % éGQNIgTAS a

4.14 + 0.05
HIPFQCALCEMIA
| 3.59 = 0.12
Metoxamina

7.56 + 0.19

HIPERCALCEMIA AGUDA 10-3000 pa/kg
12,1 = 0.44

HIPERCALCEMIA
SUBCRONICA 6.67 = 0,15 B-HT 920
(Tto. 14 dlas)

1-1000 uglkyg

HIPERCALCEMIA
CRONICA 5.34 + 0.07
{Tto, 2 meses)

Las curvas dosis-respuesta de los agonistas o enratas hipocalcémicas se obtuvieron
comenzando la administracién del farmaco en estudio 3 horas despuds de la administracidn
i.p. de 1 Ul de CT cuando se deseaban niveles de calcio idnico en plasma de 4.14 =
0.0% mg%, y 5 horas después de fa administracidn i.p. de 4 U4. de CT cuando se
deseaban niveles de calcio idnico en plasma de 3.58 £ 0.12 mg%.

Las curvas dosis-respuesta de los agonistas o an ratas con hipercalcemia aguda se
abtuvigron comenzando la administracién del fa&rmaco en estudio 15 minutos después de
la adminisvracién i.p. de 2.2 mg Ca/100 g de peso en forma de Cl,Ca cuando se deseaban
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nivelas de calcio idnico en plasma de 7.66 + 0.19 mg%, y 15 minutos despuds de 13
administracién i.p. de 8.8 mg Ca/100 g de peso an forma de Ci,Ca cuando se deseaban
niveles de calcio idnico en plasma da 12,1 x 0.44 mg%.

También se realizaron otros ensayos evaluando las respuestas a la administracién
de una dosis dnica de 300 wpg/k de los agonistas a (metoxamina o B-HT 920} en
condiciones basales y después de la administracién de 8.8 mg Ca/100 g enforma de Cl,Ca
i.p. en la misma rata.

Para comprobar si existia un efecto hipotensor por la adminstra cidn aguda de caleio
llevamos a cabo 2 tipos de ensayos. En unos se llavé a cabo una administracion 1.p. de
Cl,Ca (8.8 mg Ca/100 g), evaludndose con intervalos de 10 minuwtos las variaciones de la
PAS y de la PAD durante los 80 minutos siguientes a la administracién. En otros, primaro
elevamos la presién arterial mediante una infusidn por la yugular de BOQ ug/min de
matoxamina, y una vez estabilizada esta hipertensién inducida {25 minutos después),
administramos i.p. 8.8 mg Ca/100 g an forma de Cl,Ca svaluandose al descenso prasor
producido ak compararse estos ensayos con otros similares sin administraciéni.p. de Cl,Ca.

Los ensayos en ratas con hipercalcemia subcrénica y crénica se llevaron a cabo
wtilizando rates que habfan seguide tratamiento con sales de calcio correspondiente al
grupo 1X (ver tabla IV, pag 66) durante 14 dfas y 2 meses respectivameantsa,

En los ensayos con metexamina se estudid la modificacion de la PAS y de la PAD
producidos por la administracion sucesiva de désis crecientes {10-3000 Lo/ka) da fdrmaco
inyactadas en bolo por la yugular izquierda. Cuando se administraban dosis bajas de
metoxamina sa esperaba conseguir la recuperacién de la PAS y PAD hesta las niveles
hasales antes de agministrar la siguienta désis. Despuds de las désis mas elevadas en
ocesiones no se recuperaban |os niveles de presién basales, por lo que se administraba la
désis siguisnte despuds de transcurrido un tiempo razonable en el que se estahilizabs la
presién artarial. '

En los ensayos con B-HT se estudio la modificacién de la PAS y de la PAD
producidos per la administracién sucesiva da ddsis crecientes (1-1000 poikg) de férmaco
inyectadas en bolo por la yugular izquierda. Las désis de B-HT 820 se administraban en
forma agumulativa, con un mérgen de tismpo razonable entre dos désis ya que despuds
da obtenerse las respuestas presoras con este fArmaco na se conseguia en genseral volver

alos niveles basales de presién arterial.
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3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO D& LOS DATOS

Se agruparon los datos exparimantales procedentes de ensayos homogédnaos v se
calculd la media (%), |a desviacion tipica (o) v of errer standard de Ia media (ESM), con el
programa FiG. P de Biosoft, .

Para obtener la significacién estadistica se utilizé fa prueba da fa "t da Student” para
comparacidn da medias en poblaciones no emparejadas, El valor da *t" observado en la
tabla de distribucién de "Student” con los correspondientes grados de libertad an cada
caso nos da la probabilided de error con 6] 95 % de intervalo de confianza (p<0.085), con
el 99 % de intervalo da confianza {p<0.01), y con el 99.9 % de intervalo de confianza
{p<0.001), Consideramos significativa |a diferencia para valores de p<0.058,
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Roaacioy
4.1. MODELOS DE HIPOCALCEMIA EN RATAS

La administracidn i.p. de CT {1-16 U.L) en las ratas ocasions un descenso de la
calcemia vy de los valores de calcio iénico en plasma. El descenso de la calcemia ¥ el
descenso del calcio iénico en plasma fué més acusado cuando s administraban dosis mds
altas de CT. Los valores mds bajos de calcemia y calclo idnico aparecieron mds tarde
cuando se administraban dosis mds altas, Ver Tabla VI {peg. 75}, y figuras 11 y 12 {pags.
76y 77

No observamos diferencias entre la cantidad de sangre recogida en las ratas
inyectedas con CT v las ratas del grupo control. Los valoras de las proteinas totales fueron
asfmismo muy paracidos en el grupo control y las ratas tratadas gon CT.
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CALCIO PLASMATICO Y CALCIO IONICO EN RATAS DESPUES DE LA INDUCCION DE HIPOCALCEWIA AGUDA CON DIFERENTES DOSIS DE

CALCITONINA i.p.

TABLR VI

CALCIO PLASMATICO

CALCIO IONICO

I (mgs) E {mg%) I
CRLCITONINA
{v.l.} 1 hora 3h 5h 3h sh 7h
LAt LA A LE Al LR LA 23 ok AR L2 2.4
1 B_67:0.3118.0920.09]|7.97+0.35|8.77£0.47]4.2410.07|4.14+0.05|4.0320.17|4.3920.23
} L ELS ok FE Y ek R *hh --n' LT
| 4 8.30£0.35]|7.9120.09|7.15+0.24[6.35920.02)4.- 1340.11[3.594£0.07|3.594£0.12(2.94£0.03
L2 -n R LAl o LAk LA a2 o LE 4
8 8.0140.24(7.9020. 18 7.04%0.10(5.7420.16]3.8720.12}3.80£0.09|3.46£0.04}2.57+0.07
ek LE 2] ek - L2 LR ek ok xh
16 7.63+0.131{7.4520.10{6.6220.12|5.6440.03]3.8410.1313.6040.04]3. 26%0. 05[2 5220.05

Los datos repreeentan la media % error standard de la media para 7-8 ratas

- calcio plasm&tico grupo control: 10.3820.06 mgt

-~ Calcio i6Gnico grupo control: 4.99:0.04 mgt

* p<0.05

5L

% p<0.01

www p<0.001
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INDUCCION HIPOCALCEMIA AGUDA

CALCIO PLASMATICO

mg %
12 - ESM y 0y
IO Y ]
0 L T
Control 1 4 16

Calcitonina (UT)

Tiempo
11 bora 3 boras

5horas [__J7 horas

FIGURA 11.- Calcio plasmético an ratas después de la induccidn de hipocalcamia aguda

con diferentas dosis de caleitonina 1.p.

ESM = Error standard da la media.

A = n" de determinaciones,

Ver significacién estadistica en Tabla VI, pag. 75,
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INDUCCION HIPOCALCEMIA AGUDA

CALCIO IONICO

mg %
6 7 ’ EBM £ 0,23
A= T4

s =

2 - | §

] N

== .

Control 1

Calcitonina (UT}

‘ Tiempo
L‘:‘I hora 3 horas

15 horas  [£_] 7 horas

FIGURA 12.- Calcio idnico en ratas despuds de la induccidn de hipocalcemia aguda con
diferentas dosis da calcitonina i.p.
ESM = Error standard de |a media.
n = n° de determinaciones,
Ver significacidn estadistica en Tabla Vi, pag. 75.
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Rempracis

4,2, MODELOS DE HIPERCALCEMIA EN RATAS
4.2.1. MODELOS DE HIPERCALCEMIA AGUDA

Despuds da la administracidn i.p. de Cl,Ca {1.1-17.8 mg Ca/100 g} en ratas se
aprecié un aumento de la calcemia y de los valores de calcio idnico en plasma. En todos
los grupos establecidos aparecié hipercalcemia 5 minutas daspués de la inyeceidn,
permaneciendo atn la calcemia elevada 2 horas despuds. El nivel maximo de calcio se
detecté 30 minutos después de las inyecciones. Ver Tablas VII y VIt (pags. 79 y 81), y
Figuras 13 y 14 {pags, BO y 82}.

Cuando Ia cantidad de calcio elemento administrado era igual o mayar de 13,2
mg/100 g aparecieron sintomas de toxicidad, Y an ocasiones la muerte del animal. Entre
los sintomas da toxicidad obsarvados figuran: dificultad respiratoria, ataxia, incoordinacién
motora, piloereccibn, vy en algin caso marcada agresividad, Por otra parte hemos
observado una disminucidn de las valores de proteinas totales, y de la cantidad de sangra
recogida al sacrificar las ratas después de la administracién aguda de calcio. La disminucién
de ambos pardmetros era més acusada con dosis més altas de calcio, y se apraciaba mejor
cuanto més tiempo transcurrla despuds de la inyeccion hasta el sacrificio del animal. Ver
Tablas IX y X [pags. 83 y 85}, y Figuras 15 vy 16 [pags. 84 y 86). En algunos casos la
cantidad de sangre recogida no fus suficiente para permitir las determinacionas analfticas.
Concretamente en sl grupo tratado con 13.2 mg Ca/100 g no se consiguieron cantidades
de sangre suficientes para hacer determinaciones 2 horas después de la inyeceién, y
ademds dnicamenta B de las 10 ratas inyectadas permanecian con vida en 858 momento,
En el grupo tratado con 17.6 mg Ca/100 g fué necasario heparinizer a los animales para
conseguir muestras de sangre adecuadas 30 minutos despuds de la inyeccidn, y ademais
en éste momento dnicamenta 7 de las 10 ratas inyectadas permaneacfan con vida.
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TABLA VII

GALCIO PLASHATICO {(wgi} EN RATAS DESPUES DE LA IKDUCCION DE HIPERCALCEMIM AGUDA CON DIFERENTES DOSIS DE CLCCa i.p.

1 TIEMPO (min} ]
TRATAMIENTO
Ca myg/100g 5 15 30 60 20 120
wan - Ls 23 ek ok -n L
1.1 12.18+0.19(11.4520.08]11.1340.16|11-17£0.08{10.80£0.12 10.74:0‘20[1
LA 2 1 5 43 wt*. * e nﬂwl LE]
- 2.2 14.6020.16(|14.86£0.26]14.71%0.30]11.70£0.21 11.63:0.27110.93:0.20
LA LR nwR e - AR *hk*
4.4 15.79#0.43!13-11:0.50 18.6420.31|13.9320.44(12.7240.23{11.93+0.37
!-*‘ Lt wEw AN *kh ko
B.B 17.66+D.40(20.73+0.60(22.57£0.70(21.32+0.55]17-40£0.50|16.0840.560
ok
13.2 l 28.5530.63 I
-
17.6 ﬂ 40,1320.84 | i

Los datos representan la wedia i error standard de la media para 10 ratae
- ¢alcio plasmitice grupo control: 10.38x0.06 mgs
» p<G.05 ** p<g. 0l *»* p<f.001
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opTey



INDUCCION HIPERCALCEMIA AGUDA

CALCIO PLASMATICO

) E&M ; 0.8
mg ‘YO e - PO JR— LI

50 -
40 -
30 -
20
10 -

] 5 15 30 60 90 120
Tiempo (min)

Ca mg/100 g
44 [s8.8

B Claa 132 176

FIGURA 13.- Calcio plasméatico en ratas después de la induccion de hipercalcemia aguda
con diferentes désis da Cl,Ca l.p.
ESM = Error standard de la madia.
n = n° de determinaciones,
En al tiempo O se represanta el valor obtenido en el grupo de ratas control,
Ver significacién estadlstica en Tabla VI, pag 79,

80



TABLA VWITT

CALCID IONICO (mg%) EN RATAS DESPUES DE LA INDUCCION DE HIPERCALCEMIA RGUDA CON DIFERENTES DOSIS DE ClCa it.p.

i TIEMPO (min) i
TRATAMIENTO
Ca mg/1C0g 5 15 30 &0 g0 120
L2 *hw *hw Rk Akw *hk
1.1 6.0420.09| 5.7220.03; 5.66x0.06| 5.6320.01] 5.5410.08| 5.4410.06
Rk L2 e . rx " e
2.2 7.41+0.08| 7.41:0.13} 7.56+0.19%( 5.95:0.08 5.87+0.14f 5.5220.09
{ tod T kN L2 .k *
4.4 { 7.87£0.27f 9.2920.250110.01+0.23| 7.3620.23| 6.91+0.13| 6.59+0.23
R waw xhk *rw rhw xR
8.8 9.01+0.20{10.9320.22|12.14+0.44]11.7720.32)10.1620.28] 9.20:0.33
H *Aw
E 3.2 ! l '15.4520.32
Hrk
17.6 22.45:0.43

Los datos representan la media t error standard de la media para 10 ratas
— Calcio idnico grupo control: 4.9910.04 mgi

* p<0.0% *» p<D.01 *xn pe0.001
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Resvtiados

INDUCCION HIPERCALCEMIA AGUDA

CALCIO IONICO

mg % / . . L e
20 e R e e
15 4 , £ . | s ]
10+
5
0 i

0 5 15 30 60 90 120

Tiempo {min)
Ca mg/100 g
M a2 BEB4ss [as 13.2 17.6

FIGURA 14.- Calcio iénico en ratas después de la induecion de hipercalcemia aguda con
diferentes désis de Cl,Ca i.p,
ESM = Error standard da la media.

n = n® de determinaciones.

En el tiempo © se represanta el valor obtenido en el grupo da ratas control.

Ver significacién estadistica en Tabla VIII, pag 81,
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TAELA IX

PROTEINAS TOTALES {g)} EN RATAS DESPUES DE Lh INDUCCION DE HIPERCALCEMIA AGUDA CON DIFERENTES DOSIS DE Cl,Ca i.p.

I TIEMPO (min)
TRATAMIENTO
Ca mg/l00g 5 is 30 18] 80 120
B xx P e - "k wrw
{ 1.1 5.76t0.06! 5.67%0.04| 5.44£0.06 5.5520.08‘ 5.37:0.09( 5.50£0.12
'Y 'L TS nw aEw EELS
2.2 §.57+0.09| 5.77t0.07| 5.45%0.07] 5.4B8:0.10} 5.55%0.10| 5.56%0.07
TR LR ANEN RA ! L A
4.4 5.82:0.13} 5.50+0.03| 5.0020.11) 5.12+0.13| 4.811+0.13| 4.64+0.]11
ahw ww AwH ok o ko
8.8 5.6120.11] 5.19:0.12{ 4.9520.17| 4.7410.09] 4.13£0.11| 4.22£0.09
whw
13.2 4.97+0.16
L E ]
i7.86 4_65t0.08 | i

Los datom representan la media * error standard de la media para 10 ratas
- Proteinas totales grupo control: 6.09£0.07 g

* p<B.08 % pe0.01 *av pe0.001

1))
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INDUCCION HIPERCALCEMIA AGUDA

PROTEINAS TOTALES

41 / %
H ’/
% : ?

Tiempo (min)

Ca mg/100 g

W 17,6 44 [J22 N2

FIGURA 15.- Proteinas totales en ratas despuds de la induceidn de hipercalcamia aguda
can difetentes ddsis da ClLCa ip,
ESM = Ewrror standard de la media.
n = n® de determinaciones.
En el tiempo O se representa el valor obtenide an al grupo de ratas conteol,
Vi significacidn estadistica en Tabla IX, pag 83.
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TABLA X

VOLUMEN DE SANGRE (cc} RECOGIDA EN RATAS DESPUES DE LA INDUCCION DE HIPERCALCEMIA AGUDA CcON DIFERENTES DOSIS DE Cl,Ca
i.p.

i TIEMPO (min) i
TRATAMIENTO
ca mg/100g 5 15 30 60 90 120
L LL 2 ok L] ER R A ®
1.1 8.9620.22| 7.9320.18] 7.4920.20| 7.2420.26 F.12+0.15! 7.06£0.12
LE 2 LE b LR 2 LAl &k AW LA L]
2.2 8.6530.18] 7.6110.10] 7.2420.32) 7.10£0.13 6.2420.22 6.39#0.31”
LT R L 2 LA 2 kW ARW N W
4.4 8-5510.15! 7.3720.121 6.37+0.26] 6.75%0.40) 5.3710.35 5.31:0.39ﬂ
MW v L2 3 L L] ok .k
8.8 8.06%0.17| 5.3920.24( 4.4920.29| 2.9920.28| 2.62%0.24 2.4820.20
RE*
13.2 3.68£0.23
u [ A%
17.6 3.30+0.35

Los datos representan la media : ercor standard de la media para 10 ratas
- Volumen de sangre recogida grupe control: 9.6040.13 ot

* pe.05 ** pe.Gl =xr p<0.001 (1) Heparina 150 UI/kg

ropayy
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Aeamitados

INDUCCION HIPERCALCEMIA AGUDA

SANGRE RECOGIDA

. EBM « 0,4
A0
c.c. — ey e
10 4 -
8 -
6 -
4 T N N
.1 : -] ‘
2 rAvaRNa. 7 7
0- 1 4 T £ T d T L T L T 7
0 5 15 30 60 g0 120
Tlempo (mln) * Haparine 158 Ulsk
Ca mg/100 g
17.6 B2 [Jss B 2z MW

FIGURA 18.- Volumen de sangre recogida después de la induccidn de hiparcalcemia aguda
en ratas, con diferentes désis de Cl,Ca i.p.
ESM = Error standard de la media.
n = n® de determinaciones,

En el iempo O se representa ¢l vator obtenido en el grupo de ratas control.
Ver significacién estadistica en Tabla X, pag 85.
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4.2.2. MODELOS DE HIPERCALCEMIA SUBCRONICA Y CRONICA

€l incremanto del consuma de calcio por via oral ocasiond en las ratas un aumento
de |a calcemia y de los valores de calcio iénico en plasma. Pudo conseguirsa la elevacién
del calcio en sangre aumentande el contanido de calcio en la dieta sélida, y también
aumentando el contanide de calcio en la dieta ifquida de los animales.

Se congiguieron valores de caleio plasmético v de calcie jénico elevadas en las ratas
a las que proporciondbamos harina con suplemente de CO,Ca, Cuande g1 CO5Ca sa afadia
en la dieta sélida hasta congeguir una concentracién del 4% de calcio elemento resulto
paraddjicaments mayor sl incremento de calcio an sangre, que cuando se afiadia CO,Ca
en la dieta sélida hasta conseguir una concentracién del 8%, La inyeccién por via i.m. de
100000 U.L. de Vit D, incrementa los valores de calcio plasmdtico y de calcio idnico
obtenidos después de estos tratamientos cen CO,Ca. El efecto de la Vit D; se aprecid més
en los tratamientos con més concentracion de COCa. DoS dfas despugs de comenzar los
tratamientos con CQ,Ca, aparacid ya una elavacisn de 1a calcemia y del calcio idnico, ylos
valores maximos en ese Momento 58 conseguieron an las ratas tratadas con Vit Dy ¥
alimentadas con dieta sélida que cantenfa un 8% de calcio slemento. Los niveles de calcio
plasmético y calcio idnico de todas las ratas gue consumian CO,Ca en la diota sdlida
parmanecieron elavados 14 dias después de comenzar gl tratamiento, pero rasultaran en.
ese momento inferiores a los valores obtenidos 2 dias despuss de comsnzar 8l mismo.
Catorca dias despuds de comenzar los tratamientos los valores mds altes de calcio
plasmatico aparacfan en |as ratas alimentadas con |a dieta qua contenia un 4% de calcio
elemento, resultando en ase momento ademés similares los valores en las ratas tfatadas
con Vit D, y an las ratas que no ss habfan tratado con Vit Dy, Los datos numéricos
correspondiantes a estos resultados aparecen recopiladas en la Tabla X1 {pag. 90}, ¥
representados en las figuras 17 v 18 (pags. g1 y 92) {grupos I, 1t, [I1 y V).

Hay que sefalar que las ratas alimentadas con harina enriquecida en calcio,
mostraron un retraso en el crecimiento, por lo que 14 dias despuds de comenzados |05
tratamiantos su peso era menor gue el peso de las ratas controi de la misma edad. La
diferencia de peso con el grupo control era méas acusada en las ratas alimentadas con la
dieta més rica en calcio. Las ratas del grupo | fueron las que mostraran un crecimiento
mejor. Los dates numéricos corraspondientes a la evolucién ponderal de las ratas
alimentadas con harina enriquecida en calcio aparecente copilados enla Tabla XIl {pag. 93)
tgrupos L, I, 1i y IV), ¥ aparecen representados en la figura 19 {pag. 94}. El consumo de
harina estimado en las ratas sometidas a tratamiento £on C0,Ca fué manor que el
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consume da harina estimado en |as ratas del grupo control, siende manor laingesta cuando
s@ intramentaba més 8l calcio de la dieta. El consumo de agua en las ratas tratadas con
caleio en 13 diata sélida fué similar al consuma de agua del grupo control. En la Tabla Xl
{pag. 97} aparace el consumo medio sstimado de dieta sélida y de dieta llquida de las ratas
alimentadas con harina enriquacida en calcio; |a reprasentacién carrespondients a estos
datos aparece en la figura 22 [pag. 98) (grupos 1, W, Iy Iv),

El incremento de calcio en la dieta Ifquida ocasiond una elevacién de la calcemia y
de! calelp ibnico en plasma qus pudo también apreciarse 2 dias después de comenzar el
ratamiento en las ratas. Esta elevacién fué més sefialada cuando el tratamisnto de calcio

se llevd a cabo sustituyer;do el agua de bebida por una solucién de Cl,Ca, gue cuando el
7 watamiento se llevé a cabo mediante sustitucién del agua de bebida por una solucidn de
pidolato de calgio, Los valores de calcio plasmético y de calcio idnico adn permanecian
glevados 14 dfas despuds de comenzar el tratamianto con Cl,Ca, pero eran inferiores a los
valoras ohtenidos 2 dfas después de comenzar dicho tratamiento. Paraddjicamente se
obtenian mayares valores de calcio plasmético y de calsio iénice en plasma cuando la
cantidad de Ci,Ca anla dieta liquida era menor. Ademds todas las ratas tratadas con Cl,Ca
mostraron un retraso en &l crecimianto, siendo éste més acusado en las ratas tratadas con
mavyor cantidad de este compuesto, Pudo apreciarse también una disminucién del consuma
da comida y bebida en ias ratas tratadas con C1,Ca, siendo sl censumo de ambas dietas,
sélida y liquida, menor &n las ratas que ingerfan mayor cantidad de calcio.

Todas las ratas sometidas a tratamiento con pidolato de calcio mostraron un retrasa
muy acusado del crecimiento, aprecidndose una mortalidad muy elevada en el grupo de
ratas tratadas con mayor cantidad de pidolato de calcio, (grupo VI &l 90 % de estas ratas
morfan antes de wanscurir 14 dfas de tratamiento, y por elio en éste grupo no pudimos
nacer determinaciones anallticas en esse momento, Pudimos sin embargo, constatar un
incremento del calcio plasmético y del calcio ifnico 14 dlas despuds de sustituir el agua
de behida por una solucidn de pidolato de calcio con una concentracion de 1.5% de calgio
alamento.

Las ratas a las que ss les sustitula el agua natural por una solucidn de pidolato de
zalcio bebian adn menos que las ratas a las que se les sustituia el agua natural por una
solucidn de Cl,Ca, Podia apreciarse también un descenso mas acusado en la ingesta de
aafina en las ratas tratadas con pidolato de calcio que en lag ratas tratadas con Cl,Ca.

Los datos numéricos de calcio ptasmaético y ¢algio idnico an las ratas tratadas con
calcio en la diets liquida aparecen recopilados en Ia Tabla X! {pag. 90), v se representan
anlas figuras 17 y 18 {pags. 91 v 92} {grupos V, VI, VIL y Vi1,
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Los datos numéricos cornrespondientes a la avolucidn ponderal de las ratas
somatidas a tratamiento con calcio en la dieta liquida aparecen racaopilados enla Tabls X1I
{pag. 93) {grupos V, VI, VIl y VIil}, y aparecen representados en 1a figura 20 {pag. 95).

Los consumos medios estimados de dieta sélida y de dieta Ifquida enratas tratadas
durante 14 dias con salas de ¢alcio en la dieta Iiquida aparacen en la Tabla XUl {pag. 97),
y 56 representan an la figura 22 (pag. 98} (grupas V, Vi, Vil y Vi),

Cuande incrementarmos el contanido de calcio en la dieta £ 8lida afiadiendo CO,Ca
hasta conseguir una concentracién del 4% de calcio elemento en la misma, y sustitulamos
ademés ol agua de bebida por una solucién de Cl;Ca cansiguiendo una concantracidn de
1.5% de calcio elemento, produjimos una alevacidn det caleio plasmaético v del calcio iGnico
en las ratas, que légicamante podfa también apreciarse 2 dfas despuds de comenzar el
tratamiento, Ademas, cuande se administréd el calgio en la comida y en la bebida, se
consiguié mantener su nivel elevado en sangre mejor que cuando se administraba
tnicamente en la comida, o Unicamenta en la bebida, Es declr, gua las daterminaciones
analiticas sfectuadas a los 14 dlas de comenzar el trasamiento en el que se aportaba caicio
en ambas dietas, sdlida y liquida, proporcionaban cifras mayores de calcio en sangre que
las determinaciones analiticas efactuadas 14 dias después de comenzar cualquiera de \os
restantes tratamigntos. Los valores da calcio plasmético y calcio idnico 2 y 14 dias
después del tratamiento con calcio en ambas dietas, sélida y Wguida, aparacen enla Tabla
Xl (pag. 901, y se represantan en las figuras 17 v 18 {pags. 91 y 92} {grupo [X). Las ratas
da este grupo tambidn comian y beblan menos que fas def grupo control, ¥ mostiaran un
retraso en 8l crecimiento mas acusedo que las ratas en las que el calcio se aportaba
Unicamente &n |a dieta sélida. El ratraso del crecimiento fué tambign mayor que 8l de las
ratas qua consumia Cl,Ca en |a dieta liquida. l.os dates numéricos correspondientes a la
evolucidn ponderal de ias ratas da este grupa aparacan recopiladas en la Tabla XIl {pag.
93} {grupo 1X), ¥ aparecen representados en ls figura 21 (pag. 96). El correspondiante
consumo medio astimado de dieta solida vy de dieta Ifquida de estas ratas spatecea en 1a
Tabla Xii {pag. 97}, vy se representa en [a tigura 22 (pag. 98} (grupo (X}

La cantidad da sangre (scogida en las ratas sacrificadas después del watamiento
durante 2 y 14 dias fué siempre menor que la cantidad de sangre racogida en el grupo
control. Perc hay que tenar en cuenta que |os tratamiantos se iniciaban con ratas de 140-
160 g vy 7 semanas de vida, y que mostraron un retraso en el crecimiento, alcanzando
menor peso gus las ratas control cuando se sactificaban con 8 semanas de vida. Se
recogi¢ mas cantidad de sangre en las ratas con un cracimienta mds préximo al del grupo
control. Los valoras de proteinas totales fueron siempra muy paracidos gn todos [0S grupos.
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CALCIOQ PLASMATICO Y CALCIQ IQHICO EN RATRAS DESPUES DE
TRATAMIERTC BURMNTE 2 ¥ 14 DIAS CON DIFERENTES SRLES

DE CALCIO

{1){Ver tratamientos en Tabla IV, pag 66).

Y VIT, Dy

BLA X

2 DIAS 14 DIAS
(1) CALCIO CALCIO CALCIO CALCIO
GRUPO |PLASMATICO| IONICO [PLASMATICO| IONICO
{mgk} (mg%) {mgk) {mg%}
CONTROLE10.38+0,06(4,99:0.04010, 38+0.06(4.9920.04
* L] whw ek
I 13.00£0.14]6.5120.06012.30+0,11(5,9420.07
kxk LE 2] LE & EWR
TL §33,67%0,3176,74%0.1BF12.4920.06(6.09£0.03
kR wRR kW LR 2]
IIT §12,59+0,31|6.4220,11}11.8220.15]6,0720.09
ERW* LA R LR 2] kN
IV }14.38:£0.22[7,17£0.10§11.1120,319(8.720.07
Arw ER 2] L4 -k
v 12.04£0,13|5,90£0,06(10,82£0,21|5.3620.07
. L3 L] Rk *k® LE R
VI [12.480,19{6.5820,09111,7420.11|5.9520.06
hhh
vII  [10.8740,05]4.86+0.02 -—— ——
ok R LA 23 LA £
VITI [11,35#0,16|5.4220.00012,5920.22(6.07+0.15
kR® Rk LX R LA R ]
IX  F12.74%0,12}6.71+0.06§13.3920.24|6.6740.15

Los datos representan la media * error standard de
la media para 7-8 ratas.

* P<0.05

** peG,

01 whx P2, 001

Asushados
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Aawaingos

INDUCCION HIPERCALCEMIA SUBCRONIC
CALCIO PLASMATICO

mg %
16
o
124
10 +

8_

Control I 34 I1I v vy ¥I
Grupo experimental

Dias de tratamiento

[ 12 dias B8 14 dias

FIGURA 17.- Calcio plasmatico en ratas despuéds de tratamiento con sales de calcio v
vitamina D, Ver tratamientos en Tabla |V, pag. 66.
ESM = Error standard da la media,
n = n° de ratas de cada grupo.
Var significacién estadistica en Tabla XI, pag. 90.
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Rasitridos

INDUCCION HIPERCALCEMIA SUBCRONICA

CALCIO IONICO

ESM 1 0.2
LI

Confral I nm I Iv v VI VIL VI IX
Grupo experimental

Dias de (ratamiento

{12 Dias

FIGURA 18.- Calcioidnico en ratas despuds de tratamiento con sales de calcio y vitamina
D. Ver tratamientos en Tabla |V, pag. 86.
ESM = Error standard de la media,
n = n° de ratas de cada grupo.
Ver significacifn estadistica en Tabla XI, pag. 90.
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ThBLA _X11

YARIACION DEL PESO CCRPORAEL DE RATAS {g), DURANTE EL TRATAMIENTO CON DIFERENTES SALES DE CALCIO Y VIT. D
(1) {Ver tratamientos en Tabla IV, pag 66).

DIAS DE TRATAMIENTO [

{1} -
GRUPD o 2 4 & 8 10 ] 12 14

CcONTROLE148.1+1.80(162.6¢3.36]169.1£3.97 181.5+3.16(192.243.17 209.4:2.79[224.5:3a30 243.224.73

T 1i57.0:1.68]159.92.92|161.3£2.00]170.3£3.20|175.742.77{187.743.61[196.443.65 209.9+3.39]

II 152.7+2.51[147.3%2.44|122.3£3.32 152.1%3.601160.723.50 168.513.36;177.913.48 150.814.28

IIL 146.541.79]142.822,37|139.941.88 148.321.90{151.121.37 157.821.98[167.212.93 178.9:4.08

v 150.2+¢1.37]135.422.01}133.7+1.70]138.622.14 152.7+2.97 161.312.22'167.112-02 175.9&1.57'

v 152.321.31§149.4+1.83[346.922.22 147.242.27]150.622.15 157.112.16’163.7:2.1Bl173.6t2.40

Vi 157.1+1.50(155.2£2.87]165.744. 61 173.1¢6.61184.744.29 199;4t5.03120?.ﬂt4.595215.914.50

{ vir |150.941.91]130.542.08|113.3%4.14] 91.2£1.73| 80.0+1.22 72.821.31| 69.321.85| 86

I VIII n147.521.91 140.241.72]133.3£1.80|129.821.64 129.4x1.63 129.412.161132.213-24|132.3=Q.03

§  ix Jis9.8£1.92|140.022-67 139.422.06|138.921.95(147.532.92 154.1:3.78;157.913.531162.B£3.43‘

Los datos representan la media * exror standarxd de la media para 10 ratas, excepto para el Gzupe VII
en el que los datos corresponden a las ratas gue permanecian con vida en los dias siguientes: dia 8,
n=B; dia 10, n=5; dia 12, n=3; y dia 14, n=1.

1a diferencia de peso cbservada al final de los distintos tratamientos respecto al grupo control fué
en todos los grupos estadisticamente significativa {(p<Q.001).
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INDUCCION HIPER(%%SLOEEMIA SUBCRONICA

50- T T T T T ]

0 2 4 6 8 10 12 14
Dias de Tratamiento

TRATAMIENTO
~— Conirel{Ca0.7%) —F CO3Ca(Cad4%) —*~ CO3Ca(Cad%)+VIitD
—— COD3iCa(Ca8%) —&— CO3Ca{Cad%)+VitD3

FIGURA 19.- Variacitn del peso corporal de ratas tratadas con CO,Ca en la dieta sélida
y alternativamente ademés 100000 U L. de Vit D,
ESM = Error standard de la media,
n = n® de ratas de cada grupo,

Ver significacion estadistica an Tabla X)I, pag. 93.
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INDUCCION HIPERCALCEMIA SUBCRONICA

g

250 -

200

150

100

PESOS

ESM » 5.8 A0

50-

Dias de Tratamiento

~—— Conirel(Cal®) —#— Pldolate{Ca2%) —— £12Ca({Ca2%)
—&— Pldolato(Cal.5%} %~ C12Ca{Cai.5%)

TRATAMIENTO

FIGURA 20.- Variacién del paso corparal da ratas tratadas con sales da calcio en la dieta

liquida.

ESM = Error standard de la media,

n = n° de ratas da cada grupo. Excepcionalmente cuando muosian ratas en
el curso del tratamiento se expresa el n® de ratas supervivientes.

Ver significacién estadistica en Tabla XI, pag. 93.
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INDUCCION HIPERCALCEMIA CRONICA

g

PESOS

250

200

180%

ESM 1 4.7 ne= 10

100+
50 ! 1 ' ! : L 3
0 2 4 6 ] 10 12 14
Dias de Tratamiento
TRATAMIENTO
— Control(Ca0.7%) —~¥— CO3Ca(Cad%)+
Cl2Ca{Cal5%)

FIGURA 21.-

Variacidn del peso corporat da ratas control y ratas tratadas con C0,Ca en
la dieta sdlida y Cl,Ca en la dieta iiquida.

ESM = Error standard de [a media.

0 = n® da ratas de cada grupo.

Ver significacién estadfstica en Tabla XII, pag. 83,
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Kemtodos

TABLA X¥IT

CONSUMO MEDIOQ ESTIMADD DE DIETA SOLIDA Y DE DIETA LIQUIDA
EN RATAS TRATADAS DURANTE 14 PIAS CON DIFERENTES SALES PE
CALEIO ¥ VIT, D,.

{1} Ver tratamlentes en Tabla IV, pag é5).

B {1} i DIETA SOLIDA DIETA LIQUIDA
GRUPQ g/raca/dia m)/rata/dia
CONTROL 21.30 10.30
1 19,02 | 28.76
1I 18.34 m 27.71
I1I 15,62 13.53
haY 15.40 32.42
v 14.80 23.60
vI 17.65 29,80
vit 0.70 2.50
vILY 5.1 6.88
1% 1 15,20 : 27.10
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Rasciradios

INDUCCION HIPERCALCEMIA SUBCRONICA

CONSUMO ESTIMADO

s Harina(g/dfa) Bebida(ml/dfa) s
LI {+]
20 - F30
- 25
15 - F20
10 A 15
10
5 w
I s
0 o . I L 0

¥ 0 (N 3
Contrel I II Il v v VI YII VIIT IX

Grupo experimental

DIETA
] Cousume harina

FIGURA 22.- Consumng estimado de dieta sélida y de dieta liquida enriquecidas con sales
de calgio en os distintos grupos experimentales. (Ver tratamientos en Tabla
iV, pag 66).
n = n"de ratas de cada grupo.

98



Rapdpisg

Cuando incrementabamos el contenido ds calcio an la dieta sdlida afadiendo CO,Ca
hasta consaguir una concentracion del 4% de calcio elemento en ta misma, y sustitulamos
ademas al agua de bebida por una solucién de Cl,Ca consiguiendo una concentracidn de
1.5% de calcio elemento (tratamienta del grupo experimental 1X de hipercalcemia
subcrénica de la tabla IV, pag 66, descrito tambidn en el parafo anterier), pudimos
apreciar que disminula ta presion arterial de las ratas, Dos dias después de iniciar este
tratamiento |as ratas acusaban una reduccidn muy considerable do la PAS y PAD. Catorce
dias después de iniciar este tratamiento las ratas tenian también valores de PAS y PAD
menores que las ratas control, aunque el descenso en la presidn arterial no era tan acusado
comao en las ratas tratadas 2 dias.

Las ratas que mantuvieron un tratamiento con sales da calcie por vis oral durants
2 meses, presentaron cifras de calcio plasmatice, y calcio idnico, ligeramente menares que
lags obtenidas en las ratas que se sacrificaron 14 dias después de comenzar este
tratamiento, pero los valoras da PAS y de PAD fueren muy similares a los valores de PAS
y PAD en ratas wratadas 14 dlas,

Los valores de PTH fueron muy similares a los de las ratas control en todas las
determinacionas llevadas a cabo en al curso del tratamiento (ver tabla %IV, paq, 100).
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TABLA XIV

CALCIC PLASMATICO, CALCIO 1ONICO, PARATHORMONAR, Y PRESION ARTERIAL SISTOLICA {PRS) / PRESION ARTERILAL DIASTOLICA (PAD),
EN RATAS CONTROL, DESPUES DE TRATAMIENTO SUBCRONICO (2 Y 14 DIAS), Y DESPUES DE TRATAMIENTO CRONICO {2 MESES), CON COyCa
(Ca 4%) EN LA DIETA SOLIDA Y Cl,Ca {Ca 1.5%) EN LA DIETA LIQUIDA (GRUPO EXPERIMENTAL X}

(Ver tratamientos en Tabla 1V, Pag £6).

Ca mgt PTH PAS/PAD

Plasmitico Ib6nico pg/ml mm Hg
159.40 % 8.83

Centrol 10.38 + 0.0& 4.99 * 0.04 14.42 + 1.62

126.00 ¢ 5.64
ww
Hipercalcemia L hbedd 85.16 t 1.13
subcrénica 12.74 + 0.12 6.71 £ 005 15.51 £ 0.83 ek
{Tto. 2 dias 67.66 = 2.30
LA &
llipercalcemia ol il 111.60 £ 3.87
subcrénica 13.39 t 0.24 £.67 * D.15 14.57 + 1.13 *exx
{Tto. 14 dias) 84.80  2.89
waw
Hipercalcemia i *wm 110.00 £ .03
crénica 11.33 £ {.17 5.34 £ ©.07 15.44 £ 0,92 ki
{Tto. 2 meses) B4.10 t 6.74

Los datos representan la media * error standard de la media
para 10 ratas.

* P<0.05 ** p<0.01 *xx P<0.001

(0]}
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Ratsitedos
4.3. RESULTADOS EN "PITHED-RAT"

4.3.1. RATAS CON HIPOCALCEMIA

Después de ocasionar un descanso agudo de la calcamia los incremaentas presores
producidos por los agonistas @ en |a preparacién de “pithad-rat” fueron menores, La
diferencia con los incremantos presores en ratas control fué mis acentuada cuando el
grodo de hipocalcamia era mayor.,

Cuando la concentracién de calcio idnico en plasma era de 4.14 + 0.06 mg%, los
incremantos da la PAS y de la PAD producidos por matoxamina fuaron menores que los
incramaentos en ratas control, presentando os incrementos prasores producidos por las
dosis intermedias del farmaco diferencias significativas.

Cuando |a concentracién da calcio iénico an plasma era de 3.59 * 0.12 mg%, los
incrementos de la PAS vy de la PAD producidos por matoxamina fueron aln menoras,
existiendo en este caso difarencia significativa con 1os incrementes producidos por todas
las dosis del tarmaco an ratas control, Ver tablas XV y XVi {pag 102, y 104), y figuras 23
y 24 {pag 103, y 106}

1M



Ramsredos

INCREMENTO DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA (mm Hg) PRODUCIDO POR METOXAMINA EN

"PITHED-RAT", EN RATAS CONTROL Y RATAS CoN DOS NIVELES DE HIPOCALCEMIA

METOXAHINA CONTROL ([Ca’"mg%) HIPOCALCEMIA (Ca’"mgk)
Haskg 4.99 = 0,04 4,14 £ 0.05 3.8% ¢ 0,12
10 17,00 % 1,23 16.66 * 2.29 8.83 ¢ 1,70
30 36,83 = 2.60 26.86 & 1,75%» 20,00 £ 3,18%=
100 109.71 % 6.57 75.80 & 5,93%x 59.80 % B,25%%*
300 158,50 £ 5.56 132.83 t 7.36% 95.20 % 5.§5%*~
1000 183.83 = 5.17 171.16 * 7.55 128.60 * 14.9%+
3000 201.66 % 3.48 190.80 = 5,08 130,40 2 35,3w*x

Los datcs representan la media * error standard

* p<0.05

wr p o< 0,01

*xw p < 0.001

de la media para 5-7 ensayos.
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FIGURA 23.-

Raaciados

A mm Hg

225 - Ca®* mg¥%
® 4.99 t 0.04 {Control)
| 4.14 £ 0.05

4 359 % 012

200

175
150

|

1

125

+1 4

100

75
50

25 A

PRESION ARTERIAL SISTOLICA

I T 1 1 | 1

10 30 100 300 1000 3000
METOXAMINA pg/kg

Curvas dosis-respuesta logaritmicas del incremento de prasién arterial
sistdlica producido por metoxamina en "pithed-rat", en ratas control y en
ratas con dos niveles de hipocalcemia.

Los simbolos reprasentan la media + error standard da la media para 5-7
6NSayos.

*p<0.05 **p<001 *"p<0.001
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TABLE IVI

INCREMENTO DE PRESION ARTERIAL DIASTOLICA {mm Hg) PRODUCIDO POR METOXAMINA EN
"PITHED-RAT"™ EN RATAS CONTROL Y RATAS CON DOS NIVELES DE HIPOCALCEMIA

METOXAMINA COMTROL (Ca’"mgh) HIPOCALCEMIA [Ca**mgh)
#gfkg 4.9% : 0.04 4.14 * 0,05 3.59 £ 0,12

10 14.00 & 1.03 13,66 % 2.87 6.60 &£ 1,07%wn

o 32,83 = 2,57 24,33 = 1,35w 14.50 & 1,56%xx
wp 82.71 * 5,40 60.50 % 2,20%* 44.00 & 4,12%sx
00 109.00 * 2.96 95.00 ¢ 3,29% 69.00 = 2,70%%#
1000 112.83 2 4,02 116.83 4,51 66.40 & 5,50m%e
3000 120.16 £ 3.68 124.50 ¢ 2.59 73.60 t 5,67x%r

~38 datos representan la media # error standard de la medie para 5-7 ensayos,

*p < 0.08 *p < 0.01 *** p < 0.001
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A mm Hg

< 150 7 Ca?* mg%
3 © 4.99 + 0.04
= B 4.14 + 0.05
O 1251 4 350 + 012
2

= 100 ~

=

= 75 -

iT;

o

T 50

5

5 25 -

u

2 o

o. Q0 ~xnx

r i ¥ l I 1

10 30 100 300 1000 3000
METOXAMINA png/kg

E1GURA 24.- Curvas dosis-respussta logaritmicas del incremento da presidn arterial
diastélica producide por metexamina en ratas control y ratas con dos niveles
de hipocalcemia, an "'pithed-rat".

Los sfmbolos represantan la media x arror standard de la media para 5-7
ensayos.
*p< 006 **p<00t *'*p<0.001
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Ramiracon

Las ratas hipocalcémicas mostraron también menor incremanto de la PAS v da I3

PAD cuando se administraba B-HT 220 en la preparacién de "pithed-rat”. Cuando se

utilizaban en ratas hipocalcémicas las dosis menores de B-HT 920 (1-30 wgikg), axistig

diterencia significativa con los incrementos presores en ratas control, siendo por otra parte

simifar la diferencia con los dos valores de calcio idnico en plasma estudiados (4,14 &

0.05mg% vy 3.59 & 0.12 mg%). Ver tablas XVI! y XVIIl {pag 107 y 109), y figuras 25
y 26 |pag 108 y 110),
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Aasatados

TABLA XVIT

INCREMENTO DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA (mm Hg) PRODUZIDO POR B-HT 920 EN
"PITHED-RAT" EN RATAS CONTRDL ¥ RATAS CON DO§ NIVELES DE HIPOCRLCEMIA

B~HT 920 CONTROL (Ca’mg%) HEPOCRLCEMIA {Ca’mgt)
ug kg 4.99 * 0,04 4.14 ¢ 0.05 3.59 & 0.12
1 21,80 £ 3,28 T.83 & 1, 16%% 6,42 £ 0,894
3 27.88 % 2.88 14.33 % 1,33+ 11,57 & 2,49%*
10 39,10 ¢ 1.13 24.83 £ 0.87x%r 19,42 £ 2.30%%+
k) 62,86 * 2.54 46,83 t 3.43¢¢ 37,14 & 6.32%%
100 95,51 t 4,86 78,60 £ 7.12 76,57 & 8,23
100 108.20 t 5.07 95.50 * §,63 94,14 + 8.50
1000 111.15 & 5.11 103,83 & 8.53 101.14 ¢ 8,51

Los datos representan la media : error stapdard de la medla para 5-7 ensayos.

* p < 0,05 ¥t p < 0.01 s% p < 0.001
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A mm Hg
125 o  Ca** mgX%
g 0 4,99 £ 0.04 (Control)
= 0 4.14 = 0.05
O 1004 ¢ 3.59 % 0.2
[
<
?
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FIGURA 25.- Curvas dosis-respuesta logaritmicas del incramento de presién arterial
sistélica producido por B-HT 920 en ratas control y ratas con dos niveles de
hipecalcernia, en "pithed-rat”. '

Los simbolos representan la media % error standard de la media para 5-7
BrSayos.’

*p005 **p <001 ***p<0.001
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Rosidrados

TABLA XIVIII

INCREMENTO DE PRESION ARTERIAL DIRSTOLICR (mm Hg) PRODUZIDO POR B-HT 920 EX
“PITHEP-RAT" EW RATRS CONTROL Y RATAS CON DOS NIVELES DE HIPOCALCEMIA

B=HT 920 CONTROL {Ca™*mgt) HIPOCALCEMIA (Ca**mgd)
ng/kg 4,99 £ 0.04 4.14  0.05 3.59 £ 0,12
1 19.73 &£ 3.27 6.33 & 0,84w+ 5.71 £ 0,56r~*
3 24.88 % 2,46 12,16 & 1.22%es 10.85 % 1.85wxw
10 a8.75 £ 3.51 23.16 £ ), 79%+ 21,57 £ 3,64%%
¢ 52,13 % 4.66 40,00 % 2,92 35.00 £ 4.67»
100 69.68 + 4.18 §9.83 ¢ 3.78 59.87 & 5,90
300 71,15 = 3.36 70.50 £ 3.63 T8.71 % 4.45
1000 79.01 £ 2.87 75.80 &£ 4,55 81.14 * 5,66

Los datos representan la media * error standard de la media para 5-7 encayos.

* p < 0.05 #s p < 0,01 “*t p < 0.001
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Raskpodcat

A mm Hg
- 2+
< 100 Ca“" mg%
Q 0 499 & 0.04 {Contro)
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FIGURA 26.-

| 1 1 i I L 1

1 3 10 30 100 300 1000
B-HT 920 pg/kg

Curvas dosis-respuesta logarltmicas del incremento de presidn arterial
diastdlica producido por B-HT 920 en ratas control y ratas con dos niveles
de hipocalcemia, en "pithed-rat",

Los simbolos representan fa media = error standard de la media para 5-7
ensayos.

*p< 005 *"*p<00t ***p<0,001
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Aasctacia

4.3.2, RATAS CON HIPERCALCEMIA AGUDA

Despuds de ocasionar una elevacidn aguda de la calcemia los incrementos presores
producidos por agonistas a en la preparacion de "pithad-rat™ fusron menares. La diferencia
con los inGrementos presores en ratas control fué mds acentuada cuando &l grade da
hipercalcemia ara mayor.

Cuando la concentracién de calcio idnico en plasma sra 7.56 £ 0.19 mg%, los
incrementos de la PAS y de la PAD producidos por metoxamina fueron menores qua los
incramentos en ratas control, presentando los incrementos presores producidos por las
dosis del tarmacoe igualas 0 mayores de 30 pglkg diferencias significativas.

cuando la concentracidén de calcio idnico en plasma era 12.1 = 0,44 mg%, el
incremento de la PAS y de la PAD producido por metoxamina fug adn menor, existiendo
en esta caso diferencia significativa con el incremento presor de todas las dosis del
farmaco en ratas control. Ver tablas XIX y XX (pag 112 y 114), y figuras 27 y 28 (pag
113y 1151
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Resitacos

TABLA XI

INCREMENTQ DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA (mm Hg) PRODUCIDO POR METOXAMINA EN
"PITHED=RAT" EN RATAS CONTROL ¥ RATAS CON DOS NEIVELES DE HIPERCALCEMIRA

HETOXAMINA CONTROL (Ca’*mge) HIPERCALCEHIA (Ca®*mgh}
1a/lkg 4.99 & 0.04 7.56 % 0.19 12,10 & .44
10 17,00 = 1,23 13.20 = 2.43 7.56 £ 0,65%ws
30 36.83 + 2.60 25.71 % 4.09+% 16.46 £ 2,224%%
100 108,71 £ §.57 54,66 2 §,224%% 38,50 t 3.96%nk
oo 158,50 % 5.%6 91.16 £ 10.43%%% 01,88 t 6,68+
1000 183,83 & 5.17 135.20 & 14,44*% 127.36 & 9.08%s»
3000 201.66 £ 3,48 154.00 & 9.60%*» 146,66 % 10,01%*=

Los datos representan la media : error stapdard de la media para 5-7 ensayos.

*p < 0.05 ** p < 0.01 ***% p < 0,001
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Rembrador

A mm Hg
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FIGURA 27.- Curvas dosis-respussta logaritmicas del incremento de presidn arterial
sistélica producido por Metoxamina en ratas contral v ratas con dos niveles
de hipercalcemia aguda, en "pithed-rat”.

Los simbolos representan Ya media % error standard de la media para 5-7
ENsayos,
*pn< 005 **p<001 ***p<0.001
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TARLA XX

Basstragey

INCREMENTG DE PRESION ARTERIAL PIASTOLICA (mm Hg} PRODUCIDC POR HETOXAMINA En

"PITHED-RAT" EN RATAS CONTROL Y RATAS CON DOS NIVELES DE HIPERCALCEMIA

HIPERCALCEMIA (Ca’*mgy)

KETOXAKINA CONTROL (Ca’mgh)

1a/ky 4.95 £ 0,04 7.56 ¢ 0.19 12.10 + 0.44
10 14.00 + 1.03 9.66 * 1,80 6.44 2 0,73%wx
3% 32.83 £ 2.57 21.83 = 4,02+ 13.06 + 2.58%s>
100 82,71 # 5.40 44.80 = 7.11%*% 34,22 & 3.234xnx
100 109.00 * 2.%6 66.14 * 7.47%%%  64.25 x 5. 28%rx

1000 112.83 ¢ 4.02 79.14 % 9,41n 79.88 £ 3.27+ex

3008 120,16 = 3,68 87.85 & 7.26%*  §1.56 £ 3,53%sw

Los datos representan la media * errer standard

*p < 0.05

** 5 < 0.01

*»% p < 0.001

de la med.a

para 5-7 ensaycs,
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Rasutados

A mm Hg

PRESION ARTERIAL DIASTOLICA

FIGURA 28.-

150 Ca?* mg%
@ 4.99 & 0.04 (Control}
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Curvas dosis-respuasta logaritmicas del incremanto de presidn anerial
diastdlica producide por metoxamina en ratas control y ratas con dos nivelas
dg hiparcalcemia aguda, en "pithad-rat”.

Los simbolos representan la imodio x orror standard de 1a medio para 5-7
onsayos.

*p< 005 *"*p<0.01 trp o< 0.001
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Aasctrocs

Las ratas hipercalcémicas mostraron también menor incremento de la PAS y de [a
PAD cuande se administraba B-HT 920 en la preparacién de "pithed-rat”, perg en la
mayoria de los casos no existié diferencia significativa entre los incrementos en lag ratag
control v los incrementos en las ratas con un nival de calcio idnico en plasma de 7.56
0.19 mg%.

Cuando el nivel de calcio idnico en plasma era 12.1 x 0.44 mg%, la diferancia con
el incremento de la PAS en ratas contral fué significativa para todas fas dosis dal féimace,
y la diferencia con el incremento de la PAD en ratas control fué significativa para dosis
iguales o mayores de 10 pa/ky. Ver tablas XX y XXIl {pag 117 y 119, y figuras 29 ¥ 30
{pag 118 y 130}
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Ramucadas

TABLA XXI

INCREMENTO DE PRESION ARTERIAL SISYTOLIGA {mm Hg) PRODUCIDC POR B-HT 920 EM

“"BPITHED-RAT" EN RATRS CONTROL Y RATAS COW DOS NIVELES DE HIPERCALCEMIA

B-HT 920 CONTROL {Ca’'‘mgh) BIPERCALCEMIA {Ca**mgt)
pg kg 4.99 = 0,04 7.56 ¢ 0.19 12,10 = 0,44
1 21.80 * 3.28 11,83 % 1.55* 12.96 + 2,21
3 271.88 = 2.88 21.16 + 2.32 16,64 & 1,71+
10 35.10 * 1.73 29.83 & 2,74+ 28,18  4.46%
30 §2,B6 % 2.54 56,83 ¢ 5.36 41.14 & 7.28%n
100 95,51 = 4,85 87.66 ¢ 3,81 48.82 £ 7,49rwn
300 108.20 t §.07 105,20 £ 4.49 52.46 & B.10%x%
1000 111.15 % 6.11 113,60 & 6.94 52,98 % 8,13%%

Los datos representan 1a media : error standard de la media para 5-7 ensayos.

* p < 0.05 % op<0.01 **wop< 0,001
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ARawtados
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FIGURA 29.- Curvas dosis-respuesta logaiftmicas del incremento de presidn artorial

sistdlica producido por B-HT 920 en ratas control y ratas con dos niveles de
hipercalcemnia aguda, en "pithed-rat”,

Los simbolos representan la media + error standard de la media para 5-7
ENSaY0s.

"P<O005 "tp <001 *tp<0.001
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TABLA XIXIT

{NCREMENTO DE PRESICN ARTERIAL DIASTOLICA (mm Hg) PRODUCIDO POR B-HT 920 EN
"PITHED~RAT" EN RATAS CONTROL ¥ RATAS CON DOS NIVELES DE HIPERCALCEMIA

B-HT %20 CONTROL (Ca’mgi) HIPERCALCEMIA ({Ca™mgh)
Halkg 4,99 : 0.04 7.56 £ 0.19 12,10 % 0.44
1 19.73 = 3.27 11.66 £ 2.44 13.74 £ 3.62
3 24.88 * 2.46 19.66 * 2.18 18,20 * 3,92
10 38.75 # 3.51 28,04 2 2,35+ 23,38 & 2.32%+
L) 52.13 = 4,66 44.51 t 2.50 13,22 + 2.65%«
100 69.68 & 4.18 61,12 £ 2.09 42,58 & 5,98%x
300 71.15 & 3.36 71.21 & 2.45 47.78 & 7.61%+
1000 75.01 t 2.87 76.83 £ 4.14 49.08 & B,00%%

Loe datos representan la medla =z erreor standard de la media para 5-7 ensayos.

*p < 0,05 #» p < 0.01 *xx p < 0,001
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FIGURA 30.- Curvas dosis-respuesta fogaritmicas del incremento de presién arterial

diastdlica producido por B-HT 920 en ratas contral y ratas con dos niveles
de hipsrcalcernia aguds, en “pithed-rat".

Los simbolos representan ta media = srror standard de la media para 5-7
ansayos.,

‘p <005 TTp <007 T*'p < 0.00
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Rapatados
En los ensayos en los que se administraren los agonistas a tanto en condicicnes
basales {normocalcemia) como despuds de elavar la concentracidn de calcio idnico en
plasma hasta un valor da 12,1 % 0.44 mg% en la misma rata, pudo comprobarse que los
incrameantos de la PAS y da la PAD producidos por la dosis de 300 ug/kg de metoxamina,
fueron mayores antes de elevar la concentracién de calcio idnico an plasma, existiendo
difarencia significativa entre los incrementos antas y despuss de la elevacién de la
calcamia. La elevacién de Ja PAS producida por la dosis de 300 Haikg en condiciones
basalas (normocalcemia) fué da 133.40 + 4.12 mm Hg {n = 5}, v la elevacidn de la PAS
producida por la misma dosis despuds de la elevacién de |a calcemia fud de 108.8 + 4.58
mm Hg (n = 5), (p < 0.01). La slevacién de la PAD producida por la desis da 300 ug/kg
en condiciones basales {normocalcemia) fué de 94.60 = 2,87 mmHg (n = 5, v la
elovacidn da la PAD producida por la misma dosis después de la elevacidn de la calcemia
fud de 80.40 x 3.02 mm Hg {n = B), {p < 0.01), Ver figura 31,

METOXAMINA

mmig

R Ca®* 4.99+0.04 mgs Ca®* 12.1£0.44 ngs
O s e P Pt

240
180
1200

60

O=p--

1 min

t
300pg/kg
pt 2 e

FIGURA 31.- Incremanto de presidn arterial producido por 1 dosis de 300 wg/kg de
metoxamina en "pithet-rat” an condicionas basales y después de olevar fa
concantracidn de caicio idnico en plasma gn a misma rata.
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Dat mismo modo pudo comprobarse que los incrementos de la PAS v de 13 PAD
producidos por la dosis ge 300 pg/kg de B-HT 920 fueron maycras antes de elevar la
concentracién de calcio idnico en plasma, existisnda también en este caso diferencia
significativa entre los incrementos antes v después de la elevacisn ds |a calcemia. La
efevacién de la PAS producida por la dosis de 300 pg/kg en condiciones basales
[normocalcemia) fué de 98.00 £ 3.58 mm Hg In = 5), v |a elevacion de la PAS producida
por la misma dosis después de ta elevacién de la calcemia fué de 59.00 £ 3.64 mm Hé
In = 8, (p < 0.001). La elevacién de la PAD producida por la dosis de 300 Lgikg en
condiciones hasales (normocalcemial fué de 70.66 + 3.32 mm Hg (n = 5), v la elevacisn
de la PAD producida por la misma dosis despuds de la elavacidn de la calcemia fué de
E7.00 = 1.88 mm Hg {n = 5), ip < 0.01). Ver tigura 32.

B-HT 920

mmHg
Ca®* 4.99+0.04 mg% Ca®* 12.1+0.44 mqs

300

Sanoas S : t
v 300KG /%G WpraLk

I
1 min

“IGURA 22.- Incremento de presion arterial producido por la dosis de 300 pao/ke de

B-HT 920 en "pithed-rat* en condiciones basales y después de elevar la

concentracidn de calcio idnico en plasrma en 1a misma rata.
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La administracidn i.p. de Cl;Ca en la preparacién de “pithed-rat* no modific la
presién arterial basal. y no se observaron durante los 90 minutos siguientes a la
administracién de 8.8 mg Ca/100 g variaciones superiores a 0.78 mm Hg en la PAS ni
variaciones superiores 8 0.54 mm Hg en la PAD an la citada preparacién, (n=B).

Sin ambargo, en los ensayos en os que previamente se elevd la presidn arterial
mediante una infusién i.v. de metoxamina {50 pg/min} se aprecié un efecto hipotensor
producido por la administracién i.p. de Cl,Ca. Como podemos ver en las tablas XXIIl v
XXIV {pags 124 y 12B], y figuras 33, 34 y 35 (pags 126, 127, y 128), la infusién L.v. de
metaxamina {50 yg/min} ocasiona una elevacidn mantenida de la PAS y de la PAD an ja
preparacidn de "pithed-rat”, y aunque con el tiempo se observa un descenso de la presion
arterial, 1 hora después de comenzar la infusién esta aun permanece elevada, Cuando 25
minutos después de comenzar la infusidn, se administra Cl,Ca (8.8 mg Ca/100 g) se
obsarva un descenso brusco de la PAS y de la PAD, volviendo estos pardmetros a valores
préximos a los basales antes de comenzar la infusién.
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TABLA_XXIII

TNCREMENTO (mm Hg) DE PRESTON ARTERIAL SISTOLICA EN "PITHED-RAT" PRODUCIDO POR UNA INFUSION DE METOXAMINA 50 wpg/min EN
RATAS CONTROL Y EN RATAS EN LAS QUE SE ADMINISTRABA Cl,Ca i.p. (Ca B.8 mg/l00 g}, 25 MINUTOS DESPUES DE COMENZAR LA

INFUSION

Tiempe de infusién (min.}

C12Ca

ﬂ 2.5 s 10 20 30 40 I &0 | 50 ﬂ
Hetoxamina g 92.8714.88)110.2226.49]114.25¢6.059]115.25%7.23[112.87+7.19]106.501+6.68[102.62+8.11 101.0111.61%
Hetoxamxna whw www ut Fres
108.4045.101118.4024.157117.6022.60[112.8043.80| 65.804+3.59| 45.00:4.18) 28.80:7.88| 18.80:7.74

Los datos representan la media t error standard de la media para 5 ensayos.

* p < 0.05 ** p < 0.01 *Arop o< 0,001
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TABLA XXIV

INCREMENTO {mm Hg)} DE PRESiON ARTERIAL DIASTOLICA EN "PITHED-RAT" PRODUCIDO POR URA INFUSION DE METOXAMINA 50 pg/min

EN RATAS CONTROL Y EN RATAS EN LAS QUE SE ADMINISTRABA Cl,Ca i.p.
INFUSION

Tiempa de infusidn {min.)

H 2.5 l 5 l 10 I 20 ! a0 40 50 60
Hetoxamina H 70.50+7.10| 84.50+5.94 91.12#3.36| 91.50:2.45| 90.12:2.79| 88.3723.79| 86.00:3.98] 85.3724.20
Hetoxamina LEL] Ak " LEL]
86.80£6.98| 91.60%6.13] 86.00£4.95| 63.40%4.80] 45.20£4.16] 29.60¢7.18) 19.00£7.50

B 76.40+6.11

+
Cl2ca

Los datos representan la media % error standard de la media para 5 ensayos.

" p < D.05 =n p < 0.01 **x p < 0,001

szl

{Ca 8.8 mg/100 g), 25 MINUTOS DESPUES DE COMENZAR LA
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FIGURA 33.- Incremento de presion arterial
y en ratas en las que 8 administraba Cl,Ca i.p. {Ca
a media % error standard de la media para 5 ensayos.

8.8 mg/100 g} 25 minuios despuds de comenzar l2 infusién 4]
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FIGURA 34.- Incremento de presidn arterial diastélica en "pithed-rat” producido por una infusién de metoxamina 50 pg/min, anratas control

Lzt

¥ en ratas en las que se administraba Cl,Ca i.p. {Ca 8.8 mg/100 g) 25 minutos despuds de comenzar la infusién )
Los simbolos representan la madia & error standard de la media para 5 ensayos.
"p< 005 "Tp <001 **r*p < 0.001
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Ranunador
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FIGURA 35.- Registros de presién arterial en "pithed-rat" durante la infusidn de
metoxaming 50 pgimin en raas conwol (AL, y en ratas en las que se

administraba C1,Ca i.p. (Ca 8.8 mg/100 gl, 25 minutos despuds de
cemenzar la infusidn (B),
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4.3.3, RATAS CON HIPERCALCEMIA SUBCRONICA Y CRONICA

Los incrementos presores producidos por los agonistas o en la preparacién da
"pithed-rat” fusron menores cuando las ratas hablan mantenido un tratamiento continuado
con sales de calcio por via oral, En aste caso los incrementos presares no presentaron una
diferencia tan .acentuada con los incrementos presores en ratas control, como los
incrementos presores producides por los agonistas @ después de una elevacidn aguda de
la calgemia.

Catorce dias después de un tratamiento con CO,Ca enla dieta sélida (4% de calcio
alemento} y con Cl,Ca en la dieta liquida {1.5% de calcio elemento), existié una
disminucién no significativa de los incrementos de la PAS y de la PAD producides por
metoxamina y B-HT 920. Después de mantener 2 meses este tratamientg los incremantos
de la PAS v de la PAD producidos por metexamina y B-HT 920 fueron adn manores,
presentando en este caso diferencia significativa con el control los incrementos de la PAD
producidos por 30 pgfkg vy por 100 pg/kg de metoxamina, as/ como los incrementos de la
PAS y de la PAD producidos por dosis iguales o menores de 30 pg/kg de B-HT 920. Ver
tablas XXV, XXVI, XXV, y XXV, (pegs. 130, 132,134,y 136L ¥ figuras 36, 37, 38,
y 39, (pags. 131, 133, 135,y 1371
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TABLA XXV

INCREMENTO DE PRESION ARTERIAL SISTOLICR (mm Hg) PRODUCIDO POR METOXAMINA EN -
"PITHED-RAT* EN RNTAS CONTROL Y RATAS CON BIPERCALCEMIA SUBCROMICR ¥ CRONICH

METONAMTIHA DURACION DEL TRATAMIENTZ (1)
ugfkyg CONTROL 14 dias 2 masgs
10 17,00 £+ 3,23 17.66 = 1,11 15.20 & 1.92
juiv] 36.83 x 2,860 39.83 £ 1,70 27.40 % 3.37
1ag 109.71 ¢ 4,587 B8.16 t 6.74 56.20 ¢+ T.%8
300 158.50 & 5.86 130.66 * 5,85 124.60 = 10,91
1000 183,83 ¢ 5,17 166.60 % 4.54 175.10 = 4.03
3000 201.66 * 3.48 186.33 = 7.89 181.20 t 5.26

Les datos representan la media + error stapndard de la media para 5-7 ensayod.
Ho exisvid significacién estadistlica.

{1} Ver tratamientas en Tabla IV, pag, 66, y cifras de calcemia en Tabla V,
pag 10,
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FIGURA 386.- Cﬁrvss dosis-respuesta logarftmicas del incremento de presién arterial
sistélica producido por metoxamina i.v, en ratas control y ratas con
hipercalcemia subcrdnica y crénica, en "pithad-rat”,

L.os simbelos representan la media + error standard de la media para 5-7
ensayos.

n/s = No existié significacién astadistica.

Var tratamientos en Tabla IV, pag. 66, v cifras de calcemia en Tabla V, pag.
70.
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TABLA XXVI

Rasoftassy

IHCREMENTO DE PRESION ARTERIRL DIASTOLICA (mm Hg} PRODUCIBO FOR METOXAMINA EN

FATAS CONTROL ¥ RATAS CON HIPERCALCEMIA SUBCRONICA Y CRONICA

HETOXAKINA DURACTON DEL TRATAMIENTO (1)
H9/kg CONTROL 14 dias 2 meseB
10 13.00 1 1.03 13.16 £ 1.13 11.10 ¢ 2,09
30 32,83 £ 2.57 32,66 = 1.33 21.60 £ 2,60*
100 82.71 ¢ 5.40 66.50 * 4.58B 57.80 % 6.15*
300 109.00 £ 2.96 99,40 = 2.99» 99,40 £ 7.20
1000 112,83 % 4.02 113.40 % 3.05 109,60 2 5.5}
3000 120,16 £ 1.68 s 108.83 2z 5,1% 115,60 £ 4.29
Los datos representsn la media * error standard de la media para 5-7 ensayos.
* p < 0,08 #%* p < 0.0 *¢* p < 0,001
§3} Ver tratamientcs en Tabla IV, pag. 66, y cifras de calcemia en Tabla V,

rag 710.
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FIGURA 37.- Curvas dosis-respuesta logaritmicas del incremento de presidn arterial
diastélica producide por metoxamina i.v. en ratas control y ratas con
hiparcalcemia subcrénica y crénica en "pithed-rat”.

Los simbolos representan la media  error standard de la media para 5-7
ensayos.

*p< 005 **p<001 ***p<0.001

Var tratamientos en Tabla IV, pag. 66, y cifras de calcemia en Tabla W, pag
70.
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ThBLA ¥XVIY

INCREMENTO DE PRESION RRTERIAL SISTOLICA (mm Hg) PRODUCIDO POR B-HT 920 EN

“PITHED-RAT" EN RATAS CONTROL Y RATAS CON HIPERCALCEMIA SUBCRONICA ¥ CRONICA

B-HT 920 DURACION DEL TRATAHIENTO (1)
pa/ko CONTROL 14 dias 2 mases
1 21.80 + 1.28 25,61 % 2.74 6.20 1.77%%
3 27.88 % 2.88 31.23 2 3.44 10.41 1,96%*
10 39,10 £ 1.73 44,03 * 2.93 22.45 3,18%
30 62.86 ¢ 2.54 76.21 * 6.24 41.62 5.62%
100 95.51 & 4.86 84.45 * 2.63 68.43 + 8,34
300 108,20 + 5,07 $8.82 + 1.52 88.20 7.11
10ao0 111.15 2 5,11 102,28 3 3.24 95.24 9.99
Los datos representan la media * error standard de la media para 5-7 ensayas.
* p < 0,05 * p< 0,01 *vsop < 0.001
(1) Ver tratamientos en Tabla IV, pag. 66, y cifras de calcemia en Tabla V,

pag 0.
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FIGURA 38.- Curvas dosis-respuesta logaritmicas del incremento de presién arterial
sistélica producido por B-HT 920 iv. en ratas control y ratas con
hipercalcemia subcrdnica y crdnica, en "pithed-rat”.

Los simbolos representan fa madia + error standard de la media para 5-6
ensayos.

*p <008 **p<001 **tp<0.001

Ver tratamientos en Tabla IV, pag. 66, y cifras de calcemia en Tabla V, pag.
70.
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ThE! IIVITY

THCREMENTO DE PRESION ARTERIAL DIASTOLICA {mm ilg} PRODUCIDO POR B-HT 920 EN
~PITHED=-RAT™ EN RATAS CONTROL Y RATAS CON HIPERCALCEMIA SUBCRONICR Y CRONICA

B-HT ©20 DURACTON DEL TRATAMIENTO (1}
Hetf kg COUHTRCL 14 dias 2 ;nees
1 19.73 = 3.27 20.22 ¢ 2.24 6,42 % 1.74+
3 24.8BB £ 2.44 26.64 + 2,61 10.61 £ 1,867+
10 38.75 £ 3,51 39.08 t 2.34 21.23 & 2,45+
30 52.13 % 4.66 56.21 ¢ 2.80 38.40 % 3.47
100 69,68  4.18 67.63 & 2.92 66.84 & 4,05
300 77.15 £ 3.36 68.82 & 2.95 6B.81 + 5,68
1000 79.01 = 2,87 71.83 £ 2.67 77.83 & 7.70

Los datos representan la media ¢ error standard de la media para 5-7 ensayos,
* p < 0,05 “op < 0,01 =+ p < 0,001
{1} Ver tratamientos en Tabla IV, pag. 66, y cifras de galcemia en Tabla V,

pag 70.
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FIGURA 39.- Curvas dosis-respuesta logarfimicas del incremento de presién artsrial
diastélica producide por B-HT 920 i.v. an ratas control y ratas can
hipercaicamia suberénica y crénica, en “pithed-rat”,

Los simbolos reprasentan la media & errar standard de la media para 5-6
BNSayos,

*p<006 **p<0.01 *'*p<0.001

Var tratamientos en Tabla [V, pag. 66, y cifras de calcemia en Tabla ¥, pag.
70.
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5. DISCUSION



Dincupidn

En esta Tesis Doctoral nos hemos planteado 1a pasible modificacién de los efectos
vasoconstrictores mediados por astimulo de receptores o vasculares cuando existen
alteraciones de los niveles de calcio en plasma, Para ello hemos llevado a cabo un estudio
del efecte presor del agonista a, selective metoxamina, y del agonista a, selectivo B-HT
920, enla praparacién de "pithed-rat®. Esta preparacidn nos ha permitido astudiar el efacto
vasoconstrictor producido por estimulo de receptores a, y a, vasculares, ya qua en ella los
incrementos de presién arterial producidos por metoxamina y per 3-HT 920 se consiguen
despuds de habaer descerebrade y desmedwado a la rata. Los afectos o presoras se han
sstudiado an ratas con hipocalcemia aguda vy en ratas con hipercaleamia aguda, pero
adem#s se han llevado a cabo ensayos en "pithed-rat™ con los egonistas o daspués de
mantener la calcemia elevada durante distintos periodos de tiempo.

Comanzamos nuestro estudio determinando la cateemia normal de las ratas macho
Spragus-Dawlay, que son las que se utilizaron en €1, Estas ratas mostraron un nivel de
calcio plasmético de 10.38 * 0.06 mg%. Este valor antra dentro del rango normal de
calcio plagmatico an el hombre (B.5-10,5 mg%]. El valor normal del calcio idnico en plasma
en las ratas macho Sprague-Dawley fué 4.99 + 0.04 mg%, quo légicaments es también
similar al valar de calcio idnico an el hombre |~ 4.5 mg%), Las alteraciones de este valor
serdn las qus en principio puedan conllevar modificaciones del efecto g vasoconstricter,
va que as asta fraccion del calcio plasmdtico la vnica que pueds acceder al interiar celular
para facilitar la contraccion del miscula liso arterial,

Hemos conseguide disminuciones agudas de la calcemia en las ratas medlama E]
administracién i.p. de distintas cantidades de CT da salmén, caractarizada por su elevada
actividad hipocslcemiants. Asimismo hemos inducido elevaciones agudas de la calcemia
en |as ratas mediante la administracién i.p. de distintas cantidades de Cl,Ca a los animales.
Despuds de astes tratamiantos agudos ha podido establecerse el tismpo que permaneca
la calcemia alterada en cada caso, y el momento en el que 1a alteracidn s méxima. Esto
nos permitié programar kos ensayes posterioras con los agonistas o en la preparacidn de
“pithed-rat",

Con las administraciones de CT las disminuciones maximas se apreciaban mds tarde
cuanto mayor ara fa dosis administrada, y esto debard considerarse pars otros estudios que
quieran llevarse a cabo con disminuciones acentuadas de la calcemia,

Para nuestros ensayos en hipocalcamia hemos selaccionado la administracién de
1 U.l de CT, llevando a cabo ensayos 3 horas despuds con los agonistas a, Esto supone
que los ensayos se ralizaban ¢on un nivél de calcio i6nico de 4.14 % 0.05 mg%, es decir
con algo menos de 1 mg% da calcio idnico qus en los ensayos control. Hemos estudiado
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Dészuimdn
también las respuastas de los agonistas 4 en "pithed-rat™ con un nivel de calcemia aun mas
hajo. Pera ello seleccionamos [a administracidn de 4 UL de CT, y en este caso los ensayos
con los agonistas ¢ se iniciaron § horas despuds de ta inyeccién. En estos ensayos las
ratas tenfan un calcio idnico de 3.59 + 0.12 mg%, es decir tenfan aproximadamente 1.5
mg % menos de calcie iGnico qua las ratas de los ensayos control, Con ambos niveles dg
hipecalesmia pudimas apraciar alteracidn de los efectos producides por los agonistas g,
y aunque entre los dos grupos de ratas hipocalcdmicas existe solo una diferencia de 0.55
mp % de calcio idnico, esta diferencia acentud las alteraciones an les respuastas presorag
de metoxamina y B-HT 820 en "pithed-rat".

La vasoconstriceién producida por los agonistas o en “"pithed-rat” fug menalr en
ratas hipocalcé micas. Esto desde luego no es estrafio, y ya sefalamos en nuestra hipdtesis
de trabajo que una hipacaleamia acentwada podria implicar mencres niveles intracalularas
de calcio tifes para el proceso contréctil en el misculo liso, Es decir, que una disminucién
del calcio extracelular puade conttevar una menor entrada de calcio al interior de la célula,
Como se indicd en el apartade de Antecedentes, Mipdtesis, y Objetives, ya hablamgs
comprobade anteriormente, que |a inhibicién de la entrada de calcio al intericr de la célula
del midsculo liso arterial madiante Ja utilizacién de antagonistas de! calcio, inhibia
marcadamente la vasoconstriceién producida por estimule de receptores ay vasculares,
resuitando menos sensible la vasoconstriccién producida por estimulo de raceptores a,
vasculares. Los resultados presentados en esta Tasis Doctoral cuando disminuye la
calcamia, sefialan varlaciones importantes an |a vasoconstriceién preducida por las dosis
mas bajas del agonista o, 8-MT 920, con maenores incrementaos de 1a PAS y de la PAD an
la preparacidn de “pithed-rat” para los dos niveles de hipocalcemia estudiades Ipags 108-
110}, Hay qua tener en cuenta que después de la administracién de agonistas o, en la
preparacidn de "pithed-rat", tiene lugar una elevacién de la presién arterial menos brusca
que con la administracién de los agonistas o,, y exista siempre una demora en la
recuperacion de los niveles basales previos de presidn arterial. Cuando se administran dosis
muy altas de un agonista a, ni siquiera se consigus la recuperacién total en un plazo
razonable de tiempo, y las dosis se administran de forma acumulativa, Por ello la
gvaluacidn da las respuestes presoras con las dosis altas del agonista a, B-HT 920 fué
sieimpre mds errdnea, y esto probablementa justifique que con ellas no se havan cbtenido
dilerencias significativas enla hipocalcemia. Nuestros resultadas actuales sefalan tambidn
variaciones importantes en la vasoconstriccion producida por el agonista @, metoxamina,
sobretodo cuando 1a hipocalcemia es més acentuada {calsio ionico = 3.59 * 0.12 mg%}
{pags. 102-1085).
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Las difgrencias en la utilizacién del calcio para fa vasoconstriceidn producida por
estimulo da raceptores a, y a, vasculares, sirvieron en su momanto para explicar las
respuestas de agonistas selectivos o, ¥ a; despuds de un tratamianto con antagonistas del
caleio en la preparacién de "pithed-rat”. Estas diferencias pueden también ayudarnos a
axplicar los resultados obienidos con metoxamina y B-HT 920 cuando disminuye la
calcemia. El calcio extracelular es fundamantal para la vasoconstriccién producide por
estimulo da receptaores @, perc es también Gtil para la vaseconstriceién producida por
estimulo de receptoras a,. En este Ultimo caso la liberacidn da calcio desde los depésitos
intracelutares gs sin embargo una fuente importante de aporte. Los depésitos intracelularas
podrfan compensar las necesidades de calcio cuando se produca vasoconstriccién por
astimulo da receptores o, si 1a hipocaicemia no es muy acentuada, No obstanta, con la
disminucién menaor de calcio idnico en plasma, pudo ya apreciarse una disminucidn da los
efectos vasaprasores por estimulo de receptores 4, y esto sefala que el calcio extracelulsr
puede ser también importante para la vssoconsticcién producida por estimuls de
recaptores g, vasculares,

Despuwds de Ya administracién i.p. da Cl,Ca a las ratas tiena lugar casi
inmaediatamente después una alteracién importante de la calcamia. En esta caso el sumento
de la calcemia es siampre méximo 30 minutos después de las distintas administraciones,
por to qus ios estudios gue requieran elevaciones maximas de la calcemia debarén llevarse
a cabo 3Q minutes despuéds de administrar Cl,Ca a 1as ratas. Gittes et al. sedalaron
también hsce tiempo que cuando se administraba i.p. Cl,Ca {3.3 644 mg Ca/100 g} a
ratas macho Holtzman, la slevacion méxima de la calcemia se alcanzaba aproximadamente
30 minutos después de la administracién, manteniendose |a situecién de hipercalcemia mds
de 2 horas. Por este motivo estas autores para mantenar la hipercalcemia durante vatias
horas repetfan las administraciones i.p. de Cl,Ca a intdrvalos de 2 horas {Gittes et al.
19687,

En nuestro estudio daspuds de la administracién de cantidades iguales o Inferiores
a B.8 mg Caf100 g, las ratas mostraban un comportamiento nermal, sin signos aparentes
de toxicidad. Estas administraciones de Ci,Ca podrian ser titiles en principio para estudios
farmacolégicos en la hipercalcamia. Hay no obstante que sefialar qus cuando se ltevaban
a cabo las determinaciones analiticas estos tratamientos ya ocasionaban un descenso en
las protainas totales (ver tabla IX, pag 83), y ademas el volumen de sangre recogido
cuando se sacrificaban las ratas era menor {ver tabla X, pag B85). Pensamos que la
administracion 1.p. de calcio alas ratas probablemente origina un fanémeno de coaguiacién
intravascular, y existirfa un consumo de factores proteicos implicados an este fendmeno.
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La administracién de cantidades Iguales o mayores de 13.2 mg Ca/100 g, que acentud las
alteraciones mencionadas, y que ocasiond aparicién de comportamientos andmalas,
pensamos que serfa dnicamente apropiada para erisayos propiaments toxicoldgices., La
administracién de heparina justo antes de la inyeccidn de Cl,Ca probablemente evita gl
proceso de cosgulacién intravascular, y penmitié que en las ratas tratadas con mayor
cantidad de €1,Ca se recogiese sangre suficiente para las daterminaciones anallticas.

En nuestro estudio hemos salsccionado la administracién i.p, de 2.2 mg Ca/fi00 g
enforma da Cl,Ca para llevar a cabo estudios con agonistas g en "pithed-rat", presentando
an este caso lag ratas un calcio idnico préxime a 7.56 = 0.19 mg% en el momeanto de
realizer los ensayos. Este nivédl de calcio idnico serfa el que presentarian 1as ratas justo 30
minutos desples de la administracién de Cl,Ca, y hay que tener en cugnta que las curvas
dosis-respuestas con los aganistas o comanzaban 15 minutos despuds de la inyeccidn, y
los ensayos duraban aproximadamante 30 minutos, La elevacién dal calcio idnico de estos
ensayes supone un valor de calcio plasmadtico de 14.71 + 0.30 mg%, valor gqus entra
dentro dal rango de calcemia de muchas de las hipercalcemias que aparecen en clinica.
Ademds de estudiar el efecto de los agonistas ¢ con esta elevacidn de la caicemia. hemos
relizado también ensayos con metgxaming y 8-HT 920 en "pithed-rat" 15 minutos después
de inyectar a las ratas 8.8 mg Ca/100 g en forma de Cl,Ca, presentando los animales en
esta caso en el momento de realizar los ensayoes, un valor de calcio idnico proximo a 12.1
+ 0.44 mg%. Este ultimo valor de calcio idnico corresponde & un calcio .plasmético de
22.57 x 0.70 mg%, y representa una elevacién importante de la calcemia, que solo en
condiciones extremas podria alcanzarse en las situaciones patoldgicas que usuvalmenta se
acompanan de hipercalcemia en la clinica. No obstante, estos ensayos con una
hipercalcemia muy acentuada nos han sarvido para establecer sila alteracién del efecto a
es atin mayor cuanto mas alejada estd la calcemia del valor normal.

La vasoconstriccidn producida por los agonistas @ en la preparacion de "pithed-rat”
fué también menar en ratas hipercalcémicas, En estas ratas parecia desde luego diffcil
preveer los cambias en las respuestas vasculares, El aumento de calcio extracelular por si
mismo ocasiona prebablemente un aumento minimo de la entrada da calcio a las cétulas,
¥ Como ya comentamos ¢n el apartado de Antecedentes, Hipdtesis, y Objetivos, para que
exista un incremento importante en el nivel de calcio dentro de las células vasculares
cuando aumenta la calcemia, probablemente seria necesario un estimulo o activacién de
su entrada. Esta activacién en realidad parece fundamental, ya que los niveles fisiolégicos
de calcio extracelular son siempre muy superiores a los niveles intracelularas. Asi por
sjamplo, la activacién de 1a entrada de calcio en las células del musculo fiso vascular con
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el agonista del caleio BAY K 8644, permitié conseguir en nuestro laboratorio mayor
vasoconstriccién por estfmulo de receptores o vasculares incluso en ratas normocalcdmicas
{Puerro et al, 1990). Cuando trabajdbamos con ratas hipercalcémicas en esta Tasis
Doctaral no se utilizaba ningOn activador de la entrada de calcio al interior celular, y
pudimos comprobar que Unicamente con la elevacidn de la calcernia los efectos o
vasoconstrictores no s0lo ne aumentaban, sine que disminufan, siendo ademds la
disminucién mayor al elevar més el nivél de calcio idnico en Masraa.

Distintos investigadores han estudiedo el efecto hipotensor qua conlleva la
administracidn aguda de calcio. Sin embargo, como mds adelanta comentaramos en esta
Discusidn, los estudios de alteraciongs en la reactividad vascular por administracién de
calcio, se han llevado a cabo usualmante después de la administracion continuade de
suplementos de calcio en la dieta de las ratas,

Borowitz at al, comprobaron que la administracidn intracerebroventricular {i.c.v.) de
Cl,Ca causabe una disminucidn de la presién arterial qua podfa prevenirse con la
administracién i.c.v. da varapamil (Borowitz et al. 1987} Sutoo st at. pudieron obtener
rasultados simifares con la administracién i.c.v. de Cl,Ca y verapamil, y como ya hemos
sefialadg en los Antecadentes de esta Tesis Doctoral, postularon gue el aumeanto de iones
Ca’* an corebro serfa responsable de las disminuciones de la prasidn artarial que ocasiona
fa administracién de calcio {(Sutoo et al. 1987, 1988), Estos autoras comprobaron ademéds
que el efecto hipotensor dal CL.Ca i.e.v. se acompaiiaba con un aumento de los nivelas de
catecolaminas centralas, y el inhibidor de la tirosina hidroxilasa, ¢-metil-tiresina, atenuaba
an las ratas tratadas con Cl,Ca al 4% en sl agua de babida ef efecto hipolansbr dal calcio.
La g-matil-tirosina no causaba sin smbargo aumento de la tansidn arterial en ratas control,
y para elios el aumento de ias catecolaminas centrales, y més concretaments &l incremanto
da la dopamina en el sistema nervioso central, serfa curlosamente responsable de los
descensos presores que ocasiona la administracién de calcic.

La existencia de algun mecanisme central implicado en el efecto hipotensor del
calcio no podria descartarsa totalments, pero si bién es ciarto qua la administracién f.c.v.
de dopamina sa saba que disminuye la presidn arterial en ratas (Kondo et &l 1981}, la
teorfa de Sutoo et al. a nuestro juicio podrfa no justificar totalmente los efectos
hipotensores del calcio. Nuestra Hipétesis de trabajo en esta Tesis Doctoral fud qua
probablemente existiesen mecanismos periféricos con alteracidn de respuestas @
vasculares implicados en el efecto hipotensor del calcio. Desde luego los resultados
presentados en ella utilizando ratas descerabradas y desmeduladas, muestran que despuéds
de una elevacidn aguda dala calcemia, elincremento presor de matoxamina y de B-HT 9820
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gs mendr. Paraca existic por lo tanto un nivél de calcio idnico dptimo para el efscto
vasoconstrictor mediado por astimulo de receptores a vasculares. Este nivel vendria dado
por la calcemia fisioldgica, que permitiria que los mecanismos de regulacién del tong
arterial pudiesen siempre antrar en jusgo, preducidndose la contraceién dal misculo liso
vascular en condiciones dptimas para su adaptacidn a los requerimientos en cada
momento. Los rasultados de esta Tesis Doctoral mostraron que a medida que el calcio en
plasma se alsjaba més del nivel fisicldgico, la vasoconstricién produgida por astimulo de
receptores o se alteraba mas, Especialmenta en el caso del agonista o, B-HT 920 hubo una
diterencia considerable entre las respusstas presoras obtenidas en tatas hipercalcémicas
cuando tarbajibamos con un nive! de calcio iénico de 7.56 + 0.19 mg %, v las respuestas
obtenidas en ratas hipercaleémicas cuando trabajdbamos con un calcio idnico de 12,1 +
0.44 mg% (pags. 116-120), El aumento del calcio extracelular necesario para producir una
alteracién de tas respuastas vasoConstictoras es menor para metoxamina que para B-HT
920 (pags. 111-116). Esto pudiera deberse a que este Ultimo agonista es un agonista o,
que como hisn sabemos tiene mayores requerimiantos da calcio extracelular que at
agonista &,. Los ensayos en los gue se administré una dosis unica de agonista ¢
{metoxamina o B-HT 820}, antes y después de administrar i.p. €1,Ca ala rata descerebrada
y desmedutada, maostraren también una clara disminucién del efecte o vasoconstrictor
después de elevar la calcemia, y confirman que ests aumento del calcio por encima de los
niveles fisioldgicos promueve una disminucidn de la reactividad o vascular, {pags. 121-
122, , 2

En las ratas descerebradas y desmeduladas la administracién i.p. de Cl,Ca no
ocasiond ninguna alteracidn aparante de la presién arterial, Esto no es extrado si
consideramos que astas ratas por estar descerebradas y desmeduladas tenian ya presiones
muy bajas (PAS 60-40 mm Hg, y PAD 50-40 mm Hg}. Sin embargo, los resultados en las
ratas descerehbradas y desmeduladas después de haber producido una elevacidn de la
presidn arterial mediante una infusidn de metoxamina, sefialan que la administracién de
Cl,Catiene efectos hipotensores {pags. 124-128). Queda por tanto fuera da toda duda que
el afecto hipotensor del calcio no es dependiente de la funcién central, y que una elevacién
de la calcemia se scompana usualmente de una disminucién de la presidn arterial que
puede conllevar modificacion en las respusstas o vasculares.

§i bién con la administracidn i.p. de C1,Ca en esta Tesis Doctoral hemos presentado
un métode simple para conseguir elevacicnes agudas de la calcemia en las ratas, ol
mantenimiento de niveles altos de calcio en sangre durante periodos prolongados de
tiempo en estos animales resultd mds complicado, y presentd algunos problemas que a
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continuacidn comentaremos. Establecimos primero el mejor método para induclr
hipercalcemia subcrénica comparando las calcemias v el desarcollo de los animales que
hablan saguido durante 14 dias distintos tratamientos con sales de calgio. A continuacidn,
ol tratamiento seleccionado pare inducir hipercalcemia subcrénica se prolongé hasta
campletar los 2 meses en un grupa da ratas. A los 2 meses de tratamiento consideramos
que astas ratas habian mantenido una situacién de hiparcalcemia crénica ya que antonces
sus niveles de calcio plasmético y calcio idnico aun permanecfan elevados, La calcemia
después de 2 mases de tratamienta era algo menor que la calcemia después de 14 dias de
tratamiento, pero de todos modos en amhos casos existfa una diferencia con el valor
control de igual significacidn estadfstica {(p<0.001] {ver tabla Xi\V', pag 100}.

La administracidn de pidolato de calcio en la dieta Hquida hasta consaguir en fa
misma una concentracién de 2% de calcio elemento, parecid en principio poco adecuada
para indugir hipercalcemias mantenidas, ya que cuando hicimos determinaciones de la
calcemia 2 dias después de comenzar los distintos tratamiantos con sales de calcio, este
no ocasiond un incremento significativo del nivél de calcio idnico en piasma. El resto de los
tratamientos con sales de calcio por via oral producia 2 dias después del cambio en la
alimentacién incremantos estadisticamante significativos (p < ¢.001) defcalcio ibnico {ver
tabla Xi, pag 90). Este hecho sugirid que la administracién de calcio por via orsl pedia ser
un métado bueno y cémaodo para inducir hipercalcemias mantenidas. La administracién de
calcio por via oral ya se utilizd hace tiempo para inducir hipercaicemia en las ratas. Gittes
et al. sefialan la posibilidad de inducir hipercalcemia aguda mediante la administracién oral
por sonda de 2 ml/100 g de una solucién de lactato céleico al 8%. Con este métarjo la
hipercalcamia podia apreciarse claramenta 30 minutgs despuds da la administracién,
mantanidndosa la calcemia entre 11-13 mg% en ratas Holtzman al menos durante 3 horas
{Gittes et al. 1968). Garel y Besnard en 1979 también sefalan que la administracidn de
calcio por via aral ocasiona elevaciones importantes da la calcemia en las ratas. Estos
autoraes consiguen elevaciones agudas de s calcemia da 4-4.5 ma% en ratas Wistar recién
nacidas, media hora despuds de la administracidn de 200 mg/kg de Ci,Ca {Garsl v Besnard
1979}, Miss adelanta aludiremos en esta Discusidn también a muchos trabajos actuales en
los qua los suplemantos de calcio en la dieta de las retas han podido asociarse al
incremento plasmatico del calcio de estos animales,

Aunque la vis oral resultaba adecuada pera inducir hipercalcemia en ratas, y
resultaba sobretodo cémoda para inducir hipercalcemia mantenida an estos animales, hay
que seftalar que en nuestro estudio les ratas maostraron tendencia a rechazar la
alimentacidn enriquacida en calcio cuando esta se prolongaba, siendo menor &l consumo
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y ¢l desarrollo de las ratas especialmente con las dietas de mayor contenido en calcio (parg
ver consumos de distas ver tabla XIli, pag 97. v figura 22, pag 98; y para ver desarrolle
ponderal de los animalas ver tabla Xil, pag 83, y tiguras 19, 20, y 21, pags. 94, 95, v 95),
£sta haecho probablemente contribuye a que después de la elevacion inicial, exista
usualmente en el curso de los tratamisntos una vuelta de la calcemia hacia valores mas
préximos a los normales. Asl pudimos comprobar que 14 dfas despuds de comenzar |a
alimentacidn con las diferentes dietas enriguecidas en calcio, los niveles de calcio total ¥
caleioidnico en plasma fueron menores que los obtenidos cuando solo hablan transcurridg
2 dias de tratamiento, si bien en ningdn caso existid una recuperacidn de 1a normocalcemia
en este periddo de tiempo, Unicamente en el grupo exparimental tratado con pidolato de
calcio, en el que la concentracién era del 1.5% de Ca elemento en |a dieta ifquida, se
obtuviaron mavyores cifras de hipercalcemia 14 dias después de iniciado el tratamiento. Hay
ng abstanta que tener en cuenta que con esta método de aporte de calcio la calcemia
habfa aumentado muy poco a los 2 dias de comenzar el tratamiento.

El rechazo mayor de las dietas mas enriquecidas en calcio podria también justificar
que hallames encontrado 14 dias despuds de comenzar los tratamientos mayores nivales
de calcio total y caicio idnico en plasma con dietas menos ricas en calcio.

Resulta por otra parte curioso et hecho de que los animales que censumian una
dieta sélida enriquecida en calclo bebfan una cantidad normat da agua, pere cuando
aumentdbamos e contenido de calcio en la dieta lfquida, y sustituiamos ef agua de babida
por una salucidn de Cl,Ca, o de pidolato de calcio, 8l aumento de caltio en ta bebida de log
animales producfa en sllos una disminucidn tanto del consurmo de la dista liguida
enriquecida en calcio, como del consumo de la dieta sélida normal,

Como ya sefialamos en los Resultados, las rates tratadas con pidolate de calsio
mostraban un deterioro muy acusado de su desarroflo, v las gue reciblan mayor cantidad
motian antes da haber transcurrido 14 dias desde el comienzo del tratamiento.
Descartamos totalmente el mdtodo de aporte de calcio en forma de pidolate de calcio para
inducir hipercalcemia mantenida en ratés. ya que cantidades de calcio slemento de este
compussto similares a las qua administramos en forma de Ck,Ca resultaren mucho peores
para el desarrollo de los animales que este dltimo, La informacién facilitada sobre el
pidolato da calcio por los Labaratorios B.0.1.,S.A. sefala que este compuesto e muestra
toxicidad aguda en ratas cvando se administra en ddsis de 6-10 a/kg. Tambien sefala que
no resulta 16xico cuando se administra de forma crénica » estos animales utilizdndose
désis da 1 g/kg/dia, pues después de 100 dias de tratamiento con estas ddsis no apurecid
ninguna perturbacién del crecimiento o del comportamiento en las ratas, ni se chsarvaran

146



Discuwida
con su examen macroscépico y microscopico anarmalidades o lesiones en las principales
visceras (estdmago, intestino, pulménes, riflanes, testiculos, vesiculas seminales, y
ovarios). EN nuestro estudio hay que tener en cuenta que sl objetive final de la
administracién de pidolato de calcio era inducir y mantener una elevacién de la calcamia
que sn s Misma supusiese una anomalia fisioldgica; por ello las dosis utilizadas han sida
bastante mMas altas. Teniendo en cuenta el consumo de 1a dieta llquide con un 1.5% da
calgio elemento en las ratas que bebian solucidn de pidolato de ceicio (6.88 mi/irata/dial,
y cansiderando el peso medio aproximado de estas ratas durante el tratamiento (140 g},
la dosis de pidolato de calcio (Pm = 296.29) ingerida por astas ratas puede estimarse en
5.4 g/kg/dia. En las ratas que bebian solucidn de pidolato de celcio aleanzéndose una
concentracidén del 2% de calcio elemanto, existié un rechazo total a la ingasta sdlida y
liquida (ver talda XHt, pag 97), y ni siquiera procederfa estimar la dosis ingerida de pidelato
da calcio. Es decir que en cualquisr caso el pidclato de calcio en la formulacidn de lbercal®
no parece idongo para inducir hipercalcemia mantenida en las ratas.

En lo que respecta a la Vit Dy, su administracidn en una désis i.m. Onica de 100000
U.l. al comenzar los tratamientos con dietas sdlidas enriquecidas en calcio, produjo
mayores aumentos de calcio plasmético en los animales. Esto probablemente se debe a
una majora en la absorcidén del calcio. Sin embargo, la administracidn de Vit Dy no perece
asgncial para conseguir hipercalcemia mantenida, ya que Unicamenta aprecidbamos
hipercatcemias méds acentuadas en las daterminaciones que se hicieron a los 2 dias ds
tratamianto. Asl puds, Unicamarte sa recomendarla esta administrécidn de Vit D, para
obtener un aumento répido y sustancial, pero transitorio, en |z calcemia,

Otro hecho que ha podido constatarse en esta Tesis Doctoral es qua s8 consigue
una elsvacién del calcio plasmaético en las ratas, tanto cuando ef ¢alcio se administra con
la dieta sélida, como cuando se administra con la dieta liquida. Este hecho pudo
constatarse ya hace tiampo con los trabajos de Gittes et al. en 1868, indicando también
dichos autores que el aumento era mas consistente cuando se aumentaba el calcio en
ambos tipos de dieta (Gittes et al. 1968}, En este trabajo tambidn s obtuviaron
elevaciones de calcio total y calcio idnico en plasma mas mantenidas cuande el calcio se
administraba conjuntamente con la comida y con la bebida. Las cantidades de calcio
administradas por Gittes ot al. en la comida {afadiendo CO,Ca hasta conseguir una
concentracién del 3% de calcio elemento en la misma), y enla béhida {solucién de lactato
céalcico al 4%, que corresponde & una concentracion de 0.73% de calcio elementol, eran
solo ligeramente menores que las que nosotros hemos administrado para el tratamiento
conjunte en 1a comida y en la bebida. Sin embargo, no hemos podido comparar nuestros
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resultados de calcemia en los animales con los de estos investigadores, va que ellos no
facilitan datas da niveles de calcemia, y Unicamente sefialan que un tratariento de calcio
conjunte en la comida y en la bebida puede ser el mejor método de sporte de calcio para
conseguir hiparcalcemia mantenida.

No hemos encontrade estudios concretos que comparen metodos de aporte de
calcio para conseguir modelos experimantales da ratas con hipercalcemia crénica. El
tratamiento seleccionado para nuestro estudio fug en realidad un tratamiento conjunto en
el que se utilizaban los métados de aporte de ¢aleio en la comida y enla bebida que mengs
deterioraban el desarrollo de los animales. Con el método seleccionado consaguimos
valores de calcemia 14 dias después de comenzar el tratamiento similares a los obtenidog
solo 2 dias despuds de comenzar el tratamiento. Si bién el mantenimiento de [a calcemia
elevada durante 14 dias no parece suficiente para estudios de hipercalcemia crénica, esto
permitié seleccionar un método de' aporte de calcio ptimo para mantener la calcemia
elevada durante periodos més prolongades de tiempo. Este tratamiente que conlleva
administracidn de calcio por via oral en la dieta sélida y en la dieta Hquida, produce da
todos modos an los animales mayores pérdides de peso y retraso en el desarrollo que otros
de los tratamientos ensayados con aporte de calcio Unicamente en la dista sélida, o
Unicamente en la dieta lquida, Asf pués, aunque el método selsccionado en nuestro
estudio es probablemente sl mds adecuado para mantener la calcemia slavada duranta
periodos prolongados de tiempo, en otros estudios pudiera ser preferible que los animales
consumiesen mejor las distas, y tuviesen un desarrollo mejor. Lo que en todo caso es
cierto es gue el CO,Ca es una sal de calcio que permite una mezcla homogénea del calcio
con el resto de los nutrisntes de la dieta sdlida administrada en ferma de harina, y por otra
parte el Cl,Ca por su buena solubilidad, permite administrar comodamente an la babida de
les ratas cantidades de calcio Utiles para inducir hipercalcemia en estos animales. Estas
sales de calcio son desds lueqo las que se utilizan an 1a mayoria de los trabajos actuales
que luego referiremos cuando se incrementa el calcio en las dietas de las ratas.

Come refarencia final al estudio que hemos flevado a cabo sobre métodos de
induccidn de hipercalcemia crénica, presentamos a continuacién en la tabla XXIX, (pag
18Q), un método intuitivo para comparar los niveles de calcemia, el consumo, y al
desarrollo de las ratas 14 dias después de comenzar los diferentes tratamientos con sales
de calcio y Vit D, Represantamos los incrementos y decramentos de estas variables con
tiechas, Hemaos obtenido el intervala entre el valor control v al valor més alejado del control
en cada caso, dividiendo este intervalo entre 4, Hemos utilizado el simbolg igual para
valoras iguales o menores de ese cocienta, el simbolc da una flacha para valores iguales
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o menores del doble de ese cocients, el simbalo do dos flechas para valores igualas o
menores del tripte de ese cocients, y los valores mavores del triple de ese cocienta se
rapresentan por tres flechas. En al grupo VIl tratado con mavyor cantidad de pidolato de
calcio, en el que las ratas merfan en el curso del tratamiento, no aparace dato de calceinia
alos 14 dias.
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IABLA XXIX

EVOLUCION COMPARADA DE LOS DISTINTOS GRUPOS EXPERIMENTALES DE RATAS “fRATADAS DURANTE 14 DIAS CON DIFERENTES SALES DE
CALCIO ¥ VIT-. Dy. (1) Ver tratamientes en Tabla IV, pag 66).

i Cal2+ caz+ EVOLUCION CONSUMO CONSUMC
! (1) | 2 pms 14 DIas PESO DIETA SOLIDA | DIETA LIQUIDA E
GRUPOS {mgt) (mgt) {a) (g/ratafdia} {ml/ratafdia)
i cournonﬁ 4.9940.04 | 4.9920.04 [ 243.224.73 | 21.3 i 30.3 i
N N
| = | Tt | T | L | = | = I
fooor | T | t | ) ] : | = j
[ 11t ] 1 i 1 | : ! = |
i v | i [ = | H | 3 | = H
bove | ot T | - i - | - i
j oviz | - | [T | 134 | 414 i
Bovirr = i T i 11 | 1 | L |
j o ] ttr | TTr | 1 | i | = I

Ver explicacidn en el texto {pags. 148-149).
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Las ratas que mantenian un tratamiento con sales de calcio por via oral presentaban
una importante disminucién de la presién arterial. Pudimos ver en el apartado de
Resultados (pag. 100). que esta disminucidn de la presién arterial podfa apreciarss cuando
salo habian transeurride 2 dias de tratamiento. Los valores de PAS y PAD parmanecian por
debajo de los valores basales mientras continuaba el tratamiento con sales da calcio. Como
ya sefialamos an fos Antecedentes de esta Tesis Doctaral sa sabe desde hace tiempo que
laingesta de calcio estd carrelacionada de forma inversa con los valores de presién arterial,
Mds recisntemente ha podide tambign comprobarsa qua los suplementos de calcio en la
dista humana pueden ejercer un importants control da Ia hipertansién, y por el contracio
las deficiencias de calcio en la dieta pueden ocasionar un incremento de la presisn arterial,
y pueden potenciar el efecto presor de las dietas ricas en sodio {Qlivan Martinez et al.
1989; McCauley et al. 1890; Hung et al. 1990; Luit 1990; Iso ot al. 1991; Karppanen
1991; Kesteloot 1991; Kolomists 1991; Kotchen st al. 1991; Sowers 1991). Para
McCarron et al. existirfa incluso un umbral de consumo de calcio en el hombre, que podtia
estimarse en 700-B00 mg/dfa, por debajo del cual aumenta el rigsgo de hipertensidn. Este
umbral podrfs sin embargo moedificarse por distintos factores dietéticos, geneticos, y de
forma de vida {McCarron et al. 1991}, Se ha sefialado incluso que existe un pequefo
efecto hipotensor asociado al consumo de leche, que podria atribuirse 8 su contenido en
calgio y minerales esenciales (Van Beresteijn et al. 1890), La ingesta de calcio incluso
parece capaz de atenusr la hipertrofia ventricular izquisrda asociada a situaciones de
hipertensidn (Zemel atal. 1990). Por otra parta, los suplementos da calcio puadan pravenir
ta hipertensidn y las complicacionus que a ella se asoctan en mujeres embarazadas, cuando
se@ administran a partir de la 20 semana da embarazo (Bellizan et al, 1991); y los niveles
bajos de calcio pueden servir como diagnédstico de preeclampsia en mujeres ernbarazadas
{Hassan et al, 1991). Ademds ol aumento de calcio en la dieta prenatal se ha comprobado
que disminuys la prasidn artarial en los nifios nacides de estas madres, {McGarvey et al.
1991}, Resulta ademas paraddjico que los tratamientos conjuntos con cal¢io y antagonistas
dal calcio, sean capaces de controlar la presidn arterial an pacientas hipertensos mejor que
los tratamisntos en los que Unicamanta se utilizan estos fdrmacas {Singh et al. 1990).

No obstante, hay que tener en cuenta que usualmente el calcio muestra sus efectos
hipotensores sobre tpdo cuando ya existe una elevacién previa de la prasion arterial,
Algunos trabajos incluso sedalan que el calcio de la dieta no juega ningin pape! en la
regulacidn de 1a presidn arterial de sujatos normotensos {Orwoll y Oviatt, 1890). Resulta
por sllo sorprendenta que en rotas Sprague-Dawley normotensas se consigan
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disminucianes tan acentusdas como las obtenidss en nuestro estudio. Aunque para
algunos autores la presidn arterial en ratas normotensas WKY puede modularse por ai
contenido de calcio en la dista (Itekawa et al. 1974, McCarron 1982, los estudios més
actuales sefialan que el consumo de calcio modularfa unicamenta la presidn ertarial an ratas
SHR, pero no lo harfa en ratas WKY {Blakeborough et al. 19990, Jirakulsomchoket 1880},
Para Blakeborough et al. las ratas SHR podrian tener menor absorcidn activa de calcio a
nivel intestinal qua las ratas WKY, y con lo suplementos de calcio en la dieta se podria
modificar |a actividad de los enzimas que catalizan 2 nivel intestinal su transporta, Desde
luego son tambidn numerosos los trabajos actualas en los que se evaida la importancia que
tiene el contenido de calcio en la dieta para controlar la hipertensidn en las ratas, y como
versmos a continuacién también en la mayaria se utilizan ratas hipertensas para estudiar
aste efecto, )

Lo gue si es cierto es que en las ratas normotensas de nuestro astudio los
suplementos da calcio utilizados representaban cifras de calcio mayores que las que
usualmente se suministran en ciros trabajos. Un dato que queda sin ambargo poco definido
en los trabajos de otros investipadores es el contenido de calcio dal agua de bebiga en las
ratas control. Aungue en slgin trabajo se utiliza agua destilada para que beba este grupo
de ratas {Hano et al. 1991}, usualmente las ratas control beben agua del grifo, con un
contenide en calcio no espscificado. En nuestro estudio al aporte de calcio en el agua da
bebida para los grupos experimentales era alto, pero hay que taner en cuenta que las ratas
contrel consumfan el agua natural de Madrid, que segin se sefalé en la pag. 63, tiene ya
un contenido en calcio del 1%,

Desde luego la cantidad de calcio administrada varia bastante en distintos trahajos,
pero en eltos siempre, al igual que en el nuestro, el aumenta da calcio en la dieta se
correfaciona con cifras de presién arterial menores. Asf por gjemplo, Fugito et al. utilizan
en las ratas SHR dietas con 3 distinios contenidos en ealcio: 0.1% (bajo), 0.6% {normal),
¥ 4% lalto). Estas dietas se mantuvieren entre la & y 20 semana de vida de fas ratas, v al
finalizar este periodo las ratas con mayor contenido de calcio en |a dieta presentaban una
disminucidn en los valores de presién arterial, y las que se alimentaban con dieta pohra en
calcio mostraren un incramento de ta hipertensién {Fugito et al. 1991a, b). Hermsmeyer
et al. en 1380, tamhidn enseyaron an las ratas distas ricas en calcio {2%), y dietas pobres
en calcio (0.2%], v las ratas que mantenian una dista pabre en calcio mostraban aumento
de ta presidn arterial, y menor supervivencia. Estos autores comprobaron ademds que el
antagonista del calcio nimodipina, dnicaments era capaz de disminuir la presién arterial en
ratas hipertensas cuando la dieta tenfa al menos un contenido de calgio normal
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{Hermsmevyer st al. 18801

Aunque no ha podido esclarecerse atin el mecanismo por el cual los suplementos
de caicio controlan la presién arterial, los estudios en ratas SHR sefialan que el cantrol de
1a presién arterial por l0s suplementos de calcio an estas ratas no astd correlacionado con
una disminucién del hematocrito v de la viscosidad sanguinea {Hattori et al. 1991}, El
calcio parace controlar sobre todo el incremento de la presién artarial sodio dependiente,
y aumenta |as respuestas natriuéticas en estas ratas (Chang et al. 1980; Qparil et al.
1990, 1891; Jirakulsomchok et al. 1990; Luft 1990: Pernot 1821). En algunos trabajos
pudo comprobarse que los suplementos de calcio en la dieta liquida (C1,Ca 1.5%)
aumantaban le excrecion de scdio en las ratas SHRA tratadas semanalmente con
desoxicorticosterona (25 ma/kg), v prevenian el aumento de la prasién arterial que tiens
lugar an estas ratas por el citado tratamiento {Porsti ot al. 1990a, b, 1291; Wuorgla et al.
1990). Los suplementos de calcio revirtieron el aumento en los niveles de sodio, y
revirtieron también el aumento en los niveles de péptido natriurdtico atrial, que se sprecian
en las ratas tratadas con desoxicorticosterona, por lo que Porsti et at. deducen qua el
calcio prevendria el desarrollo de hipertensién a través de una regulacidn dal metabolismo
del sodio que implica un efecto natriurético (Porsti et al. 1991}

L.os suplementas de caleio evitan el desarrctio de hipartensién por un mecanismo
en el que desde luaga no estaria implicado el sistema renina-angiotensina {Togari at al.
1989; Mangiarua et al. 1990} En los Antecedentes de esta Tesis Doctossl ya sefialamos
que la hipertansién producida por dietas pobres en calcio no parece estar refacionada con -
una alteracidn del sistema renina-angiotensina, ya gue no se afecta con &l tratamianto de
captopril (Togari et al. 1989). Por otra parte Ando et al, en 1991 comprueban qua la dieta
con un contenido de calcio de 4.07% es capaz de disminuir lo presidn arterial da ratas
Sprague-Dawley cuando se comienza & administrar a partir de la 7 semana de vida
conjuntamente con dista sddica (Na 3.15%} y angiotensina Il, El calcio no fué por el
contrario capez de suprimir la elevacidn de s presidn arterial ocasionada por la
administracién i.p. continuada de angotensina Il durante 12 dfas (Ando et al. 1991).

Saito ot al. comprueban también que el calcio previens al aumaento de la presién
arterial an Is hipertensién sodio dependiente, mediante un efecto patriurdtico con
disminucién de la retencién de sadio, y sefialan que en al efecto hipotensor del calcio
tambign estaria implicada la normalizacidn de la actividad simpética (Saito et al. 1981}, En
realidad an tos estudios anteriormenta citados de Ando et al. [Ando et al. 1991), se
comprobd que b calcio era capaz de disminuir {a concentracidn plasmatica de
catecolaminas (A + NAJ, y se legd a 1a conclusién de que la supresién de la actividad
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simpatica era responsable del efecto hipotensor del calcie. Rane at al. en 1991 tambign
comprueban qus los suplementas de calcio en &l agua de babida (Cl;Ca 1.2%), muestran
una disminucidn de la presién arterial en las ratas SHR, que se podia asociar a uny
disminucién de los niveles plasmaticos de NA (Hano et al, 1991}, Para Oparil at al. tambidn
el caleig reviartirfa la hipertension sodio dependiente enratas SHR, y también astos autotes
vieren que fas ratas tenfan elevados los niveles plasmaticos de NA, y lenlan ademdas manor
cantidad de NA almacenada en el hipotdlamo cuando mantenian un tratamiento con Clia,
La dieta enriquacida en calcio restauraba en allas ios nivales de catacotaminas plasmaticas
y aumeritaba a su vez su captura en el hipotdlamo {Oparil et al. 1990). En 1991 Oparil et
al. vuslven a comprobar que el calcio previene al desarrcllo do hipertensién cuando se
aumenta ¢l CINa en la dieta de las ratas SHR, y también que el calcio previane los
aumentos da NA en plasma de estas ratas, asf camo la disminucidn da NA en el hipotdlamg
amterior, y el aumente secundario de receptores o, cenwrales {Oparil et al. 1991,

Vemos que en la hipertansidn se han descrita alteracionas importantes en los
niveles de catecalaminas, que podiian normatizarse con la administracion de calgio. La
altetacién de la reactividad vascular es oro de los mecanisnios que podrian estar
implicados en Ia fisiopatotogla de |a hipertensidn, y también la reactividad vascular podria
modificarse cuando se incrementa el calcio en la diets, y aumentan las concentraciones
plasmdticas de calio.

Los datos que existan sabre reactividad vascular en la hiporealcemia son hasta al
hrasente escases y contradictorios, por lo que resulta dificil campararlos con los obtenidos
&n nuestre estudio. Comao ya indicamos en los Antecedentes de esta Tesis Doctoral, los
trabajos de Stern et al. en 1987 sefalan que exista una respuesia mavor a NA ¥
angiotensina Il en las ratas SHR después de mantener una dieta rica en calcio {Ca 2.8%).
Estos autares no encontraton sin embargo diferencias entra las respuestas de segmentos
de la arteria da la cola de las ratas SHR cuando astimulaban transmuralmente el tajido, o
cuando administraban NA, antes y después de la dieta con calecio. Por lo tanto, para elios
los efectos hipotensores del calcio podian no asociarse ¢on cambios en la reactividad
vascular, o podian incluso asociarse a un aumento de la misma. Esto resulta paraddjico si
tenemos en cuenta qua estos incrementos de calcio en la dieta reducfan sustancialmente
la presidn arterial de las ratas SHR, (Stem et al, 19873, Scrogin et al. en 1991 sefalan que
el incremento de CINa en la dieta da las ratas SHR produce un aumento de prasién arterial,
¥ también aurnenta los niveles de A plasméticos, observdndose tambidn una mayor
respuesta a NA con |a dieta sddica. Los suplementas de calcio redujeron la presién arterial,
¥ también los niveles de A en plasma, pero no modificaron por el cantrario la reactividad
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vaseular {Scrogin et al. 1991). Existen no obstante resultados recientes d¢ otros autoras,
que sefialan que al efecto hipotensor del calcio se asocia a una disminucién de fa
contractilidad vascular. Las alteraciones de la reactividad vascular producidas por ef calcio
pueden sin ambargo no tener lugar de forma similar en todos los territorios vasculares, y
pueden por otra parte ser mas relevantes en ratas hipertensas qua en ratas normotensas,
Parnot et al. en 1990 comprueban que las respuestas a NA son mayores en ratas
hipertensas, y el tratamiento con calcio previena en elles ef desarrollo de hipertensién, y
disminuye las respuestas a NA "in vivo™. Sin ambarge en |a agrta Je las ratas hipertensas
usualmente se apreciaban menores respuastas a NA, y el tratamiento con calcio aumentd
las respuBstas en ratas nofmales (Pemot et al. 19901, Sus resultados "in vitre™ son por lo
tanto dificilas de justificar. Mangisrua et al. en al mismo ofo describen que gl aumento del
calcio en la digta disminuye por el contrario la respuestas presoras de anillos de aorta de
ratas SHR, pero esto no sucede en ratas WKY (Mangiarua et al. 1980), Porsti et al. en
1990 sefialan que en aniltos de sorta, v en aniltos do arteria mesentérica de ratas SHR
tratadas semanalmente con desoxicorticosterona (25 mg/kgl, existe un aumento de las
contraciones por NA, y una disminucién de la relajacién por nitroprusiato y acetilceling, Los
suplementos de calcio en la dieta liquida (C1,Ca 1.5%) soie aumentahan la relajacién por
nitroprusiato en arteria mesentérica. La aorta, que tiene relativamente mas tajido consctive
y menos musculo liso, una vez contraida con NA mostré sin embargo relajacionaes similares
con el nitroprusiato despuds del tratamiento con calcie. Cuande se combinsba e
tratamiento con dasoxicorticasterona y calcio, las contraccianas'eran similares a las
contraccionas control, paero aumentaba la relajacidn por nitroprusisto y acatilcolina en
arteria masantérica. Estos autores tambidn deducen que los suplementos de calcio atentan
el desarrolte de hipertensién, y previenen los aurnentos de presidn arterial por
desoxicorticosterona en ratas SHR, a través de alteraciones en |a reactividad vascutar
{Arvola et al, 1980, Porsti et al. 1990a, b, 1891},

Coma hamos podido ver, fos estudios sobre reactividad vascular de otros autores
se han Hevedo a cabo usualmente con tratamientos continuos de calcio en ratas
hipertensas. No existen sin embargo trabajos sobre cambios en la raactividad vaseular
despuds de la administracién aguda de calcio, ya que como anteriormente comentamos
hasta este momento se pensaba que |a hipotension ocasionada por la administracién aguda
da calcio astaba mediada por mecanismaos centrales. Sin embargo, ya se dijo anteriormente
an esta Discusion, que 1os resultados de este estudio muestran yna clara disminucion de
las respuestas g, y @; vasculares despuds de un tratamiento agudo con calcio. Los efectos
hipotensores quae causa la administracién aguda de calcio podrian por lo tanto estar
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correlacionados con una disminucion de las respuestas vasculares a [as aminas bidgenas,
Las ratas que mantenfan en nuestro estudio un tratamiento subcrénica y erénico
con sales de calcio, aunque mostraron manores valores de presion arterial, presentaban
solo un ligera disminucidn de las respuestas a metoxomina y a B-HT 920 en la preparacién
de "pithed-rat™ {pags. 129-137). Es dacir, que al tratamiento mantenido con sales de caleio
podrfa también asociarse con un descenso en 3 reactividad ¢ vascutar, pero ésta parece
modificarse mucho m4s en fos tratamientos agudos de calcio. Hay que tener en cuenta,
que con la edministracion aguda de calcio las alteracionas de la calcemia eran mayoras que
fas obtenidas despuds de la administracién continuada de calcio por via oral. Las cifras dg
calcio idnice en plasma despuds de la administracién aguda de calcio, se alejaban mucho
mas del nivel fisioldgico para la contraccién vascular, Asi pués, serian sobre todo log
niveles plasméticos de calfeio idnico los que controlarian as respuestas o vasculares,
Los resultados mas recientes sebre reactividad vascular y tretamiento con calgio
siguen signdo contradicterios, paro fas nivelas de calcio extracelular e intracelular parecen
esenciales en tode momento para et control de las respuestas vasculares, Esta totalmente
establecido que las ratas hipertensas tienen menares niveles de calcio total v calcio idnico
en plasma, y en las ratas SHR se han descrito también hace tiempo, concentraciones de
caicio libre citosdlico maycras que las normales (Bhalla et al. 1978), M4s recientementa
Drueke et ai. en 1980, sefialan que las ratas SHR tendrlan probablemente un defecto en
los mecanismos de transporte de calcio {Drueke et al 1990). Las alteraciones da lag
concentracionas intracelulares de calcio libre serian probablemente respansables del
aumento en la reactividad vascular que acompana a la hipertensidn. En clfnica se ha paodido
incluso establecer hace tiempo la existencia de individuos hiperiensos en los que la
alteracién basica seris una disminucién de la afinidad de la AT Pasa Ca®*- dependiente {De
la Sierra et al. 1988}, Una anomalfa de la ATPasa Ca**-dependiente condicionaria una
evidente dificultad enla extrusidn del exceso de calcio citosélico que sigue a la contraceidn
musculat, determinando por tanto un aumento de la cancentracién de calcio libre citosélice
que, a nivel de la musculatura lisa vascular, serla responsable de! aumento de las
resistencias vascularas periféricas que caracterizan a la hipertensién esencial. En la
hipertensién existirla ademas un aumento del contenido intracelular de Na* por anomalfas
dela ATPasaNa'-K*, y segin Blaustain el aumento del Na* intracelular consecuente a las
anomalias de los sistemas que catalizan su transporte transmembranario, podria suponer
una dificultad para la extrusién de calcio por el sistema de cootranspaorte Na*-Ca*
[Blaustein 1977}, La consecuencia final sarfa también en este caso el aumento en la
concentracion intraceluar de este Ultimo catién, En gualquier caso, Jas anomalias de los
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flujos catidnicas parecen en el momento actual esenciales para explicar 1a etiopatogenia
de la hipertensién esencial, y el aumento del Ca®* citosélico siempre aparece como
rasponsable final del aumento dal tono vascular, y de las resistencias paritéricas {Coca v
De la Sierra 1990},

Son muchas las teorfas que se han propuesto para explicar el efecto hipotensor de
los suplementos de calcio en la dieta, y se sugirid que las dietas con calcio podian
promover un descensa en la reactividad vascular, incluso ejerciend s un efecto estabilizador
da la membrana del musculo liso vascular {Bohs y Webb 1984, Furspan et al. 1989). Segdn
MeCarren los suplementos de calcio podrfan mas bien restaurar los flujos normales de
calcio en la membrana celular (McCarron 1985). Hano et al. sefialan recientemente que la
disminucién de la presion arterial producida por los suplementos de calcio an la dieta, se
asocia a una disminucidn de los niveles intracelulares de calcio en las ratas {Hano et al.
1991}, También reciantemente Ambrozi et al, relacionan los cambios en la reactividad
vascular con un cambio en Ia salida de calcio de las células de muisculo liso vascular
{Ambrozi et al. 1991}, Resuita de todos modos paraddjico que un aumento del calcio
extracelular induzta una mayor salida del calcio al exteriar celular.

Resulta ademés astraio que en nuestro estudio las ratas normotensas tratadas con
salas da calcio por via oral, alin presentando solo pequeinas alteraciones de las respuestas
g vascularas, muastren unas cifras tan bajas de prasidn artavial. Cabe adamads resaltar que
los valores da presidn arterial no se modificaban de una forma totalmenie paralela a las
alteraciones de la caleemia. Es decir, ia calcemia, y mds concretamente (oS valores de
calcio idnlco, astdn elevados sobre tode durante los primeros 14 dlas de tratamiento, v
tianden & recuperar cifras mas proximas 2 los controles posteriormente. Por el contraric
1a presién arterial disminuya bruscamente cuando comienzs el iratamiento, pero 14 dlas
despuds ya muestra una recuparacién hacia valores més préximos a la normalidad {tabla
XIV, pag 100). Esto nos permite pensar que aunque la variacién de |os niveles plasmaticos
de caleio sn ltimo término controle siempre de algin modo la presidn arterial, este control
podria ejercerse solo en parte por un efecto directo del calcio sobre las células de musculo
liso vascular. Las alteracionas de la calcemia cuando existe un aporte continuo da calcio
podsfan ponar en juego slgiin mecanismo adicional para regular el propio metabolismo del
calgio, y estos cambios adicionales podrian ser criticos para facilitar los descensos
presores.

Drueke et al. en 1990 proponan que en la patogénesis y mantenimiento de la
hipertensidn, ademds de existir alteraciones de la permeabilidad al calcio, y ademds de
astar comprometida la capacidad de las células para expulsar, o secuestrar calcio, podrian
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también estar implicadas fa hiperfuncién de la gldndula paratircidea, y la deliciencia en
vitamina D {Drueke et al. 1990). Para Resnick, tanto la PTH, comao el metabolite activo de
fa Vit Dy 1,25{0H),D,, asi como un péptido relacionado genéticamente con la CT,
controlarfan 1a presidn arterial ejerciendo efectos especificos en drganos diana, y mas
concretamente en el tejido vascular {Resnick 1990}, los pacientes hipertensos con niveles
bajos de renina se ha visto recientemente gue presentan aumento de PTH, y da
1,2B{0H);D; en plasma, y por el contrario descense en los niveles plasmaticos de CT
{imacka et al. 1991). En realidad ya senalamos en los Antecedentes de esta Tesis
Dactoeral, que los niveles elevados de PTH se han asociado con elevaciones de la presidn
arterial, Recientemente también Brickman et al. sefalan que los pacientes con hipertensién
esencial tienen mayores niveles plasméticos de PTH, y presentsn ademas mavyores
congentracionas de caleio citosdlico en las plaguatas (Brickman et al. 1990}, Brickman et
al. en 1981 incluso relacionan los niveles de calcio citosdlico en fas plaqueteas, vlos nivelss
de PTH, con la presién arterial en sujetos normotensos, Cuando estos autores hacen un
andlisis de regresién multiple usando la presidn arterial como wvariable dependiente,
comprueban que tanto el calgio citosdlico en las plaquetas, como la PTH, estaban
cosrelacionados de forma significativa con la presidn arterial media de estos sujetos. No
pude sin embargo establecerse una correlacién entre el calcio citosélico en las plaquetas,
y los niveles de PTH, por 10 gue estos auteres llegan a la conclusidn de que os dos
pardmetros estdn implicados en la regulacidn de la presidn arterial en sujetos normotensos,
pero lasinfluencias de ambos sobre la presidn arterial no esténinterrelacionadas (Brickman
et al. 1991}, Segon Resnick et al. podrian existir dos tipos de hipertensidn; una seila la
hiperiensién sodio dependiente, en la que existira un exceso de la captura del calcio
extracelular por las células; y otra seria la hipertensién renina dependiente en la que
existirla una excesiva liheracién de calcio desde los depdsitos intracekulares {(Resnick et al.,
1591).

En el momento actual, existan también otros muchos trabajos en jos que se han
corretacionado las disminucicnes de la presitn arterial que ocasionan los suplementos de
calcio, con alteraciones en los niveles de PTH, Neuser et al. en 1990 comprobaron incluso
que el tratamiento continuado con PTH (300 U.L/dia s.c.), atenuaba el aumento de presidn
arterial en ratas que mostraban tendencia a desarrallar hipertensién. Estos investigadores
también estudiaran los efectos de la administracién i.v. de PTH, y comprobaron que con
estas administraciones se producia una disminucién de Ja presidn arterial dosis dependiente
{Neuser et al. 1990} Repke y Villar en 1891 proponen que los suplementos de calcio en

la gestacidn podrian controlar la hipertensidn asociada a embarazo alectando las
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concentraciones plasméticas de PTH, y estas a su vez madularfan los niveles de calcio
ionizado a nivel intracelular (Repke y Villar 1991}, €n las mujeres en las que aparece
preaciamsia durante el embarazo se han descrite ademas aumento de los niveles
plasmdticos de PTH, y aumento de las concentraciones intraplaquetarias de calcio
{Machizuki et al. 1891).

Resulta tantador pensar que cuando se produce un incremanto dela presion arterial,
fuese principaimente la PTH la responsable de facilitar 1a entrada de calcio an las células
dal museulo liso arterial. La capacidad de esta hormona para faciitar la entrada de caicio
en las células ya se comentd en los Antecedentes de esta Tesis Doctoral. El aumento de
PTH gue acontecerla despuéds da un descenso en la calcemia, podria entonces justificar los
incrementos de la presién arterial cuando disminuye el aporte de calcio en la dieta. En los
trabajos de Togari et al,, reseflados en las ‘Antacedentes de esta Tesls Doctoral, la
hipertension producida por deprivacidn de caicio en la dieta de tas ratas normotensas se
acomparia de hipocalcemia, e hiparparatiroidismo nutricional {Togari et al. 1989}, Se sabg
agemds, que la paratiroidectomla inhibe en parte el efcto hipotensor de las dietas con
caleio en ratas hipertensas (Togeri at al, 1989, Pernot 1990). Hagihara et al. compruaban
1ambién recientemente que les ratas con dietas deficientes en calcio desarfollan
hipocalcernia e hiperparatiroidismo. Estos autores encontraron también un aumento de los
niveles de catecolaminas en el plasma de estos animales, pero no encontraron diferencias
antre los niveles de catecolaminas en ratas contiol y ratas paratiroidectomizadas, ylegaron
a la conclusién de que la génasis de 1a hipertensidn en las ratas con dieta pobre an calcio
es secundaria al hiperparatirsidismo causado por dicha dieta, pudiendo existir alguna
relacién antre la PTH y los niveles da catscolaminas en la regulacién de |a presidn arterial
{Hagihara et al, 1990).

En las ratas tratadas con calcio por via oral log descensos presoras podrlan
asimismo, acompanarse de disminucién en las concantraciones plasméticas de FTH, Sin
embargo an nuestro estudio los niveles da PTH fueron sirmitares en las ratas tratadas con
caicio por vla oral, y en las ratas control {tabla X1V, pag 100} No pademos por ello pensar
que las variaciones en los niveles de PTH puedan justificar las disminuciones de presidn
arterial en las ratas de nuestro estudio.

En el momento actual podemos sin embargo sefialar que se ha demostrado I3
existencia de un {actor hipertensivo de origen paratircideo distinto de la PTH {Lewanczuk
y Pang 1990, Pang et al. 1920a, b, Pang et al. 1991). Este factor se ha aislada an &l
plasma de las rstas SHR, paro no aparece en el plasma de las ratas normotensas, Se le ha
denominado factor hipertensivo paratiroideo (FHPI, porque produce una elevacidn lenta de
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la presién arterial en ratas normotensas. originanda un aumenio maxime 4 minutgs
después de su administracidn en belo, v 60-90 minutos despuds de comenzar su
administracién en infusidn continua. El calcio estarfa implicado también en sl mecanismeo
de accién del FHP, va que el aumento de Iz presidn arterial se asocié ademss con un
aumanto an la captura de calcio por la arteria de la cola de las ratas, v ambos aumentos
siguigron un curso temporal paralelo. Los antagonistas del calcio parecen ademés ca paces
de inhibie los efectos vasculares del FHP. Los estudios experimentales con
paratircidectomia, y con transplante de glandulas paratiroideas, no presentan ninguna duda
sobre el origen del FHP. Ademds las gléndulas paratiroideas de las ratas SHR en cultivo
progducen un factar en el medio con las mismas propiedades bioldgicas que el FHP, que ha
pedide identificarse también como tal mediante la cromatogratia de alta resolucidn.
Estudios histoldgicos sugieren que el FHP sa produce por un tipo de células aspec(ficas
tocalizadas en las glindulas paratiroidess. Estas células aparecen en las ratas SHR, pero
no en las ratas normotensas, y el porcentaje de este nuevo tipo celular se ha
correlacionado con los niveles de FHP en plasma, vy con el nivel de presién arterial,

Conlos estudios de Neuser et al, en 1991, tarmbién se ha llegado actualmente a la
concfusién de que las gidndulas paratiroideas estdn implicadas en la patogénesis de la
hipertension, pero la PTH no serfa la responsable principal del control da la presidn arterial
[Neuser et al. 1981). Esto no es extrafio sl consideramos que cusndo se han estudiado los
efactos vasculares directos da la PTH, se han obtanido resultadgs contradictorios. £sta
hormona se ha mostrado capez e elevar las resistancias periféricas, ¥ la presién arterial
en humnanos y ratas [Bertheloot v Gairard 1980, Hulter et al 19886), péro cuando se
administed en infustén en cantidades suprafisioldgicas fud sin embargo capaz de inducir
vasadilatacién en distintos lechos vasculares (Crass y Pang 1980, McCarron et al. 1984},
Dasde luego en el momento actual el FHP parece el tactor paratiroideo més directamente
implicado en el control de 1a presién arterial, y tanto los estudios en animales, como los
estudios en ¢l hombre, sefialan que aste facier estara asociade con la hipertensidn sodio
dependiente. Asi Resnick et al. en 1981 proponen que los niveles altos de 1,25(08),D,,
¥ de FHP, de lorma coordinade producen cambios da los niveles intracelulares de calcio,
y estimulan la captura de calcio desds el sspacic extracelular, por lo que las alteracionas
de estas hormonas podrian ser responsables al menas en parte de la hipertensién sodio
dependiente.

Otra de las teorias actuales trata de relacionar el contral de la presién arterial por
los suplementos de calcio con una regulacidn en la producitén de dxido nitrico (NO) en el
endotelio vascular. Furchgott y Zawadzki en 1980 comprobaron que muchos
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vasodilatadores ejercian sus efectos en el muscule liso vascular indirectamente, mediante
la liheracidn de un factor relajante en las células endoteliales capaz de aumentar los niveles
de GMPe¢ en el muscule liso, Mas tarde ests factor relajante endotelial se identificd con al
NO. Ei NO sB comporta como un potente activador de la guanitato ciclasa, y medianta el
suMmento que ocasiana an los nivales de GMPc, as capaz de promover la refajacidn en las
células de musculo liso vascular (Palmer et al. 1987}, En el momento actual se saba que
al enzima qua regula la sintesis endotelial de NO es un enzima calcio dependiente que
requiers calmodulina (Meyer et al, 1988, Palmer y Moncada 1984, Bredt y Snydar 1990,
Busse y Munsch 1990, Moncada y Palmer 1890, Busse et al. 1891, Forstermann at al.
1891, Lugnier 1981). La calmoduling podrfa activar enzimas que participasen tanto en
mecanismos de activacién, como en mecanismos de inhibicidn de la contraceitn. Asf,
pedria participar en la activacidn de la kinasa de la cadena ligera de miosina, pero podria
tambien sctivar enzimas que ragulasen 12 sintesis de nucledtidos ciclicos come adenilate-
ciclasa que sintetiza AMPc. La calmodulina activarfa 1ambién enzimas responsables de la
sintesis de NO en & endotelie, y por tano partciparfa tambidn asf en ef proceso de
relajacion del muscule liso vascular. Dado gue parece existir una relacién directa ente
calcio y produccidn de NO, se han llevado a cabo satudios que tratan de correlacionar las
alteraciones en los niveles extracelulares de calcio con las variaciones enla prodﬁccibn de
NQ. Lopez-Jaramillo et al. utilizen una prepatacién da aorta de conejo que se perfunde
intraluminalmente cono tejido donador de NO, y el efluanta de esta preparacion se utiliza
para perfundir otros teidos de aorta toracica de conejo desprovista de endotelio. Estos
autores comprueban que las alteraciones de la concentracién do calcio en el medio de
parfusién, pueden realmente modular ka produccian de NO en aorta de conejo. La duracién
del efecto que tiens al calcio on el medio de perfusién sabre 13 libaracién de NO, pudo
ademds comproharse que aumentaba con una infusién simultdnea de L-arginina, que es el
sustrato sobre ol que actta la sinterasa liberadora de NQ. Por lo tanto, estos autores
deducen que los cambios en la concentracion extracelular de calcio 8n un rango proximo
al fisioldgico, modularfan 1a sintesis de NO por el endotelio vascular, y por consiguients el
1ono vascular (Lapez-Jaramillo et al. 1990}, Como ya anteriormante sefalamos, en los
wrabajos de Arvola et al. en 1980 en anillos de areria mesentérica de ratas SHR tratadas
con suplemantos de calcio, pude demostrarse un aumento en ol sfecto relajante del
nitraprusiato, y estos autoras postularon también que el NO participaba en la disminucién
de la presién arterial de los suplementos de calcio an las rates SHR. Méds recientamente
Lopez-Jaramillo y Felix en 1991 sugieren incluso que en et control de la tensidn arterial on

mujeres gestantes, puede ser cruckal la sintesis de NO en el endotelio vascular, y este
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agente seria responsable de mantener la vasodilatacién que caracteriza una gestacisn
rnormal. Los suplementos de calcio en mujeras gestantes podrian prevenir ¢l desarrollo de
hipertensién controlando la produccién de NO a nivel del endotelio vascutar (Lopez-
Jaramillo y Felix 1991),

Resulta obvic que se necesitan nuevos estudios para poder conocer elflos
mecanismos por los que.al nivel extracelular de calcio controla la presidn arterial. En esta
Tesis Doctoral hemos podide establecer que tanto en la hipocalcemia, como en la
hiparcl:aicemia, exisie una disminucion de las respugstas presoras mediadas por éstfmulo
de receptores @, Y o, vasculares, El descenso en la reactividad o vascular cuando aumenta
la calgemia puede justificar al menos parcialmente los efectos hipotensores del calgio.
Quizd uno de los principales logros de este estudio haya sido poder comprobar que los
efectos hipotensores def calcio no estédn mediados dnicamente per sus acciones centrales.
En este estudio hemos pueste ademds de manifiesto que los supiementos de calcio en la
dieta modifican la presidn arterial de ratas normoteénsas. Las alteraciones en las respuestas
o presoras no parecen justificar la marcada disminucién de la presién arterial conseguida
con el tratamiento oral de calcio. El objetivo concreto de nuestro estudio era realmente
preveer posibles alteraciones de la reactivided & vascular, tanto en una situacidn de
hiparcalcemia aguda, como en una siluacién de hipescalcemia mantanida. Queremos no
obstante resaltar que para el estudio en hipercalcemia mantenida fué necesario desarrollar
un modelo experimental an al que mediante la administracién de suplementos de calcio en
la dieta de |as ratas, se conseguian ratas que mantenfan ia calcemia elevada durante un
periodo prolongada de tiempo. y las alieraciones que pudieran acontecer en este caso, no
necesariamente tienan que implicar los mismos mecanismoes que se ponen en marcha para
cantrolar el tone arterial cuando por una situacién patolégica sobreviene un aumento de
calcio en plasma. Sin embargo, el estudio que se ha llevado a2 cabo sobre métodos
exparimentales parainducir hipercalcemia crénica en ratas, puede ser Giil en un futuro para
distintos estudios farmacolépices, y mds concretamenie puede ser Vtil para estudios que
permitan llegar a conocar el mecanisrno por el cual las suplementos de calcio en la dieta
cantralan la presién arterial,
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6. CONCLUSIONES



Conchisiones

La administracién i.p. de CT produce en las ratas un descenso de la calcemia dosis
dependients, obteniendose mas tarde el descanso maximo cuanto més alta es la

cantidad inyectada,

El descenso agudo de la calcemia {calcio idnico 4.03 % 0.17 mg% - 3.569 % 0,12
mg%}. produce una disminucién de los efectos presores mediados por estimulo de
receptares o vasculares, ocasionando alteraciones de las respuestas mediadas por

ambos subtipos de adrenoceplores.

La administracién i.p. de Cl,Ca produce en |as ratas un aumento de la calcemia, que
es maximo aproximadamente 30 minutos después de la administracidn de
cantidades de calcio iguales o mayores de 1.1 mg/100 g. de pesc, observandose
signos de toxicidad al inyectar cantidades iguales o mayores de 13.2 mg/100 g. de

peso,

En la disminucién de la presidn arterial producida por la administracidn aguda de
calcio {ealcio ibnico 7.56 £ 0.57 mg% - 12.1 x 0.44 mg%), estdn implicades

mecanismas periféricos de inhibicidn de las respuestas vasoconstricioras mediadas

por estimulo de receptores a, ¥ @, postsindpticos vasculares,

La adminisiracién de sales de calcio por via oral induce hipercalcemia en ratas,
slevindose el nivel de calcio plasmdtico cuando el calcio se administra con 1a dieta
sofida o con la dieta liguida, y mantenidndose mejor ka hipercalcemia cuando el
calcio se administra en ambas distas,

E{ tratamianto continuado con sales de calcio por via oral reduce la presidn arterial
da ratas normotensas por un mecanismg adn no esclarecido que no implica
modificacidn da los niveles plasmaticos de PTH.

La disminucién del efecto presor mediado por estimulo de raceptores @ vasculares

en la hipercalcemia, estd mas condicionado por el incramento de calcio an sangie,
que por &l tiempo qua permanece la ¢calcemia elevada.
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