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INTRODUCCION



La preocupación por el envejecimientode la poblaciónesmuy importanteen

los paísesoccidentales,corno sedesprendedel hecho de que diversasentidadesy

organismosde ámbito internacionalesténdesarrollandoun importanteesfuerzoen

el estudiode los mecanismosimplicadosen esteproceso.Concretamente,el estudio

del áreacardiovascular,responsablede más deI 50 % de la morbilidad en los

ancianosha sido reconocidocomo uno de los temasprioritarios de investigación.

Dentrode las alteracionesdel sistemacardiovascular,la patologíahipertensivaque

incide de maneraimportante en estos pacientes,reviste particular importancia,

teniendoen cuentaademás,que su etiología y mecanismosfisiopatológicossiguen

siendobásicamentedesconocidos(Lau y Eby, 1985; Birkenhagery col., 1988).

Existennumerososmecanismosimplicadosenel desarrolloy mantenimiento

de la hipertensión,así como su relación con la edad. En los últimos años,se ha

prestadoespecialatención al estudio de los mecanismosque modulan el tono

vascularlocal, cuyo papel fisiológico en la regulacióndel flujo sanguíneoen los

diferentesórganosadquiereunaimportanciacreciente.En estesentido,esconocido

que el endoteliojuegaun papel crucial en el control del tono vasculara travésde

la liberaciónde factoresvasodilatadoresy/o vasoconstrictores(Marín y Sánchez-

Ferrer, 1990; Sánchez-Ferrery Marín, 1990). Asimismo, se ha demostradola

existenciade cambios vascularesproducidospor la edad y la hipertensiónque

alteranel endotelioy el músculoliso que puedenserla basede la alteraciónde las

respuestasvasomotoras.

Por otra parte, hay que reseñarque para que se origine el procesode

contraccióndel músculoliso vascularesnecesarioque aumentenlasconcentraciones

de Ca2~ libre intracelular (Cauvin y col., 1983; Epstein y col., 1985; Ebaslii y

Ogawa,1988; Nayler, 1988). El calcio utilizado vor los agentesvasomotorespara

produciresteprocesopuedeprovenirdel medioextracelulary/o del intracelular. En
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la actualidad,se disponede fármacoscapacesde interferir con la entradade Ca2~

a la célula, bien bloqueándolacon los ya clásicosantagonistasde Cat’j como la

nifedipina, o activándolacon los fármacos denominados“agonistasde Ca2~“ corno

el BAY K 8644 (Schrammy col., 1983).La utilización deestosfármacosconstituye

un instrumentode investigaciónmuy útil para estudiartodos aquellosprocesos

fisiológicos dependientesde Ca2~. Además, los antagonistasde Ca24 constituyen

herramientas terapéuticas muy utilizadas en el tratamiento de alteraciones

cardiovascularescomo la hipertensión,especialmenteen ancianos(Wenger, 1988;

Wei y col. 1989; Calvo-Gómezy col., 1992).

Estetrabajoha tenido comoobjetivoestudiarla influenciade la hipertensión,

la edad y el endotelio sobre las respuestasvascularesa los moduladoresde la

entradade Ca2~,nifedipina y BAY K 8644. Por consiguiente,enestaIntroducción

serealizaráuna revisióndel estadoactual de los conocimientossobre:

10) Los mecanismosimplicadosen la contracciónvascular

20) Papeldel Ca2~en la contracciónvascular

30) Modulaciónde los movimientosde Ca2~

40) Papeldel endotelioen las respuestasvasculares

50) Fisiopatologíade la hipertensión

60) Cambioscardiovascularesasociadoscon la edad
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1.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA CONTRACCIÓN DEL

MÚSCULO LISO

Cuandose produce un aumentoen la concentraciónde Ca2~ libre intracelular,

[Ca2tJ por entradadel mismo a travésde los canalesde la membranaplasmática

o por salidade los orgánulosintracelulares(retículo sarcoplásmicoy mitocondria),

se ponenen funcionamientouna serie de procesosfisiológicos que conducena la

contraccióndel músculo liso vascular.

El músculoliso poseeun aparatocontráctil constituidobásicamentepor dos

proteínas,actina y miosina de estructurafilamentosacomo se ha demostradopor

estudiosde microscopiaelectrónicay difracciónde rayosX (Lowy y col., 1970;

Shoenbergzy Haselgrove,1974). En un cortetransversode músculoliso vascular,

se puedeobservarla existenciade un filamento delgadoconstituido por actina y

tropomiosinay otro gruesoformado por miosina (Somlyo, 1980; Somlyo, 1985;

Chalovich, 1993).

La actina es una proteína contráctil globular de cadena única y peso

molecular42 kDa dispuestaen forma helicoidal en dos filamentosalrededorde la

tropomiosina.La miosinaesunaproteínahexaméricaformadopor dos subunidades

de alto Peso molecular (cadenaspesadas)y cuatro subunidadesde bajo Peso

molecular(cadenasligeras). Lascadenaspesadasformanunacolaenespiralcondos

regionesprotuberanteso “cabezas”que contienenlas zonasde unión con la actina

(Adelstein y Hathaway,1979; Somlyo, 1980; Somlyo, 1985).

Para que sedesencadenetodo el procesofisiológico de la contracción,el

Ca2tnecesitaunirsea unaproteínacitoplasmáticadenominadacalmodulina(CMD).

La CMD es consideradacomo el mediador más importante en los procesos

dependientesde Ca2t. Estáformadapor unacadenaúnicade aminoácidos,que es
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resistentea pH ácidoy termoestable(Winkler y col., 1987; Ping Lu y Means,1993).

EstaCMD presentacuatrositios de unión parael Ca2~, siendosu afinidad

porestecatión dependientede la concentraciónintracelulardel mismo. Así, cuando

seproduceun aumentode LCa2t~,]deaproximadamentel0~ M, ya seaporapertura

de los canalescorrespondientesy entradadesdeel exterior, por liberaciónde los

orgánulosintracelulareso por combinaciónde ambas,seproduceun acoplamiento

del ión Ca2~a la CMD en los sitios de unión. De los cuatrositios de unión a la

CMD, dos están unidos permanentementeal ión y el tercero y posiblementeel

cuarto,probablementeseanlos encargadosde captarla nuevaentradade ionesCa2t

(Meansy col., 1991).

EstecomplejoCa2t-CMD, seunea la unidadcatalíticade la enzimamiosina

cinasade cadenaligera, formandoun complejo (Ca2t-CM-MLCK) holoenzimático

activo que catalizala transferenciade gruposfosfato del complejo Mg2t-ATP a la

cadenaligera (SutIl y col.,1982; Harstorne, 1987; Ikebe y Reardon,1989; Means

y col., 1991; Schulmany Hanson, 1993). Este procesoestimulalas interacciones

actina-miosina.

Cuando el nivel de Ca2~ intracelular es menor de 10~ M, aparece la

relajación como consecuenciade la desactivacióndel complejo Ca2~-CM-MLCK

(Winquist y col., 1984), inactivándosela miosinapor medio de la desfosforilación

originadapor fosfatasas(Patoy Aldestein,1980;Jmari y col.,1986;England,1986;

Rasmussen,1986; Marín, 1988; DeLanerolley Paul., 1991)(Fig.1).

La [Ca2~~~
1]se reducepor cualquierade los mecanismossiguientes: 1 0)

Aumento del secuestrode Ca
2~ por los orgánulos celularesde depósito. 2~)

Disminución del flujo de entradade Ca2t al interior celular. 30) Aumento de la

salida de Ca2tal exterior celular (Morgan y Morgan, 1984; imari y col.,1986;

Silver, 1986; Marín, 1988; Raeymaekersy col., 1990). Así, seha comprobadoque
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los estímulosoriginadosporagonistas{3-adrenérgicosdan lugara tina activaciónde

la adenilatociclasacon la consiguienteformaciónde AMPc. Este nucleótidocíclico

origina la fosforilación de la cinasade la miosinade cadenaligera (MLCK), dando

lugara unamarcadainhibición enziluática,disminuyendohasta20 vecesla afinidad

de la MLCK fosforilada por el complejo Ca2~-CMD (Conti y Adelstein, 1981)

produciendorelajación. Por otro lado, la proteincinasadependientede AMPc,

estimula la ATPasaNa~/ K~ -dependientede la membrana,lo que da lugar a una

facilitación de la entradade Kt y de la salidade Na~ del músculoliso, activándose

a su vez la entradade Na~ y salidade Ca2~ intracelularpor medio del intercambio
2+Na~/ Ca
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4 Ca2 ~CaJmoduJina (Ch) ~r~~~Ca
4 CFI

rl[CK—P ~ [1LCK
( inactiva)

R, AtIPc +

t
R2C, + AMPc

Activación de la
adenilato ciclasa t

AT. p

Activación de
receptores p

Fig.1.- Mecanismosintracelularesimplicadosen la contraccióndel músculo
liso. CuatroionesCa

2~presentesen el espaciointracelular seunena la calmodulina
(CM), activandosela miosincrnasade cadenaligera (MLCK), que fosforila a la
miosina de cadenaligera (MLC), interaccionandoéstacon la actina para originar
el procesofisiológico de la contracción.Lasfosfatasas,al actuarpor desfosforilación
de la moléculade miosina de cadenaligera (MLC) causan relajación. Cuando los
agonistas¡3 adrenérgicosseunena sureceptor,seproducela activacióndel enzima
adenilatociclasa que aumenta los niveles de AMPc. El AMPe activa una
proteincinasaque fosforila la miosincinasade cadenaligera (MLCK), reduciendo
su afinidadpor el complejoCa2~-CMapareciendorelajación.

CM-MLCK activa

IILC
(relajación)

ritc-p
(contracción)

fnsfat usas
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2.- PAPEL DEL Ca2~ EN LA CONTRACCION VASCULAR

El Ca2~ esconsideradocorno el mensajeroiónico del procesocontráctil del

músculo liso vascular,en la actualidadesconsideradocomoel segundomensajero

más extendido. Transportaseñalesrecibidasdesde la superficie de la célula al

interior de la misma. Se ha comprobadoque la concentraciónintracelularde Ca2~

esaproximadamente0,1 gM, esdecirunas10.000 vecesmenorque la extracelular,

que es de 1 mM. Cuando las células son estimuladas,la concentración,puede

incrementarsehasta 10 gM (Bolton, 1979; Rasmussen,1986; Marín, 1988;

Missiaen, 1992).

Lascélulastienenunabateríademecanismospormedio de los cualesregulan

los nivelesintracelularesde Ca2~.Paraello, controlanel movimientode ionesCa2~

a través de la membranaplasmática(Saida y Van Breemen, 1983; Daniel, 985;

Wuytack y Raeymaekers,1992), la mitocondria (Brand, 1988; Gunter y Pfeiffer,

1990) y membranadel retículo sarcoplásmico(Somlyo y col. ,1971; Chen y Van

Breemen, 1992). Aunque la concentraciónde Ca2~ en el interior de la membrana

plasmáticapermanezcaconstante, el flujo a través de la misma puede variar

significativamente.

2.1.-Mecanismosquemedianlaentradade Ca2~ del espacioextracelular

Lamagnitudde los movimientosde Ca2~ en la células,durantesuactivación,

ha sidodeterminadapor medidasdel flujo de Ca2~. Hay distintos mecanismosque

median este flujo. De todos ellos hay que destacarla entradade Ca2~ desdeel

espacioextracelulara través de los correspondientescanalesde Ca2~ presentesen

la membranade las células.
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En la actualidadse conocencuatro canalesde Ca2’: tresde ellos definidos

como canalesexcitablesy un cuarto canal pasivo o de goteo”. Dentro de los

canalesexcitables,los másimportantesson los activadospor despolarizaciónde la

membranao canalesvoltaje-dependientes(CVD) y los activadoscornoconsecuencia

de la interacciónde un agonistacon su receptoro canalesdependientesde receptores

(CDR) (Hurwitz, 1986).AlgunosautoreshandemostradoJaexistenciade un tercer

canal de Ca2~ excitable, activado cuandose produce un procesode distensión

mecánica(Kirber y col., 1987).

2.1.1.-Canalesvoltaje-dependientes(CVD

)

Los canalesvoltaje-dependientes(CVD) han sido descritos en una gran

variedaddepreparacionesde músculoliso vascularincluyendo:venasporta(Loirand

y col., 1986, 1991)y azigosde rata (Hermsrneyer,1991), venasafenade perro

(Yatari y col., 1987; Takata y col., 1992), en células de aortade rata, perro y

humanas(Friedmany col.,1986; Abkarali y coL., 1992; Gelbandy Hume, 1992),

arteria mesentéricade rata (Bean y col. ,1986), aortay basilarde cobaya(Caffrey

y col.,1986;Simard, 1991),aortade rata (Toro y Stefani.,1987),arteria de la oreja

y cerebralesde conejo (Benhamy col.,1987; Worley y col.,1991).

El canal de Ca2~, al igual que otros canales iónicos, es una estructura

macromolecularglicoproteicaqueseencuentraen todas las membranasexcitables.

Estáconstituidopor unazonacentral formadapor un poroacuosoque,junto conel

filtro selectivo queseencuentraen la parteexterna,controlanlos iones quepasan

delespacioextracelular(Glossmanny Ferry, 1983;Janisy Triggle, 1984; Stanfield,

1986).

Estos CVD presentanlas siguientes características:1~) La señal de la

membranaoriginadaen estos canales dependedel Ca2~ extracelular. 2~) Son

independientesde la concentraciónde Na~ externa. 30) Son insensiblesa la
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tetradotoxina.4’>) Los ionesCa2~ puedenser reemplazadospor Ba2~ y S¿’~.50) Son

inhibidospor los cationesMn2~, Co2~, Cd2~, La< Ni2~ y por los antagonistasde

Ca2~ orgánicos.

La inactivaciónde los canalesde Ca2~no sólodependede la entradade Ca2~

(Stanfield, 1986), sino tambiéndel potencialde membrana(Lee y col., 1985; Ruff,

1986). A lo largo de una despolarización,los canalesde Ca- no permanecen

siempreabiertos, sino que puedenestaren transiciónentre tres estados:abierto,

reposoe inactivado.

Se han descrito tres estadosmodalesde aperturade los canalesde Ca2~:

modo 1, el canal estáen un estadotransitorio entre la forma abierta y cerrada,

modo2, el canal estáabierto por prolongadosperíodosde tiempo, interrumpidos

por cierresbrevesy modoO, dondeel canal permanececerrado.La acciónde las

dihidropiridinas (potentesantagonistasde Ca2~) ha sido explicadaen base a sus

efectossobreestosdistintosestadosdel canalde Ca2~ (Hessy col., 1984; Spedding

y Paoletti, 1992).

Mediantela utilización de técnicaselectrofisiológicasde “patch-clamp”, que

permiten medir la corriente que atraviesaun único canal, se ha llegado a la

conclusiónde la existenciade másde un canalde Ca2~ voltaje-dependiente(Pelzer

y col., 1990, Speddingy Paoletti, 1992). EstosCVD puedenser diferenciadospor

su comportamientocinético, dependenciadel voltaje, conductancia,selectividady

sensibilidada antagonistasorgánicose inorgánicosdel Ca2~. Han sidoaceptadosal

menosdosclasesde canalesde Ca2~:unosactivadosa bajo voltaje y otrosactivados

a alto voltaje. Los de bajo voltaje, tambiénhan sido denominadoscanalesT. Los

canalesde Ca2~ activadosa alto voltaje hansidodivididosa su vez en tres tipos: L,

NyP.
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- CanalL. Su nombresedebeal término “long lasting”. Suscaracterísticas

frieron descritasprimero por Nowycky y col. (¡985) en ganglio dorsal de poíío.

Posteriormente,sehanidentificadoen músculoliso vascular(Hégestatty Anderson,

1984; Sims, ¡992), mt[ísculo cardíaco(Hagiwara,1988; Schreibmayery col., [992)

y neuronas(Spedding, 1987; Regehr y col., 1989; Westenbroeky col., 1990;

McCarthy y Tanpiengco,1992).

La estructuradel canal tipo L ha sido ampliamenteestudiadaen músculo

esquelético(Tanabey col., 1987).Comoseobservaen la figura 2, estáconstituido

por cinco subunidadespolipeptídicascondistinto Pesomolecular:subunidada1 (175

kDa), que fonna el canal iónico y contiene un sitio de unión para las

dihidropiridinasy fenilalquilaminas(Ellis, 1988);subunidada0 (143 kDa), asociada

a la subunidada1 y tres subunidadesde bajo Peso molecular: ¡3(54 kDa), y (30

kDa) y 6 (27 kDa) (Takashashi,1987 a,b; Catterall, 1988; Campbelly col., 1988;

Speddingy Paoletti, 1992).

Estecanalpresentaunaconductanciade 25 pS. Su umbral de activaciónes

de -10 mV. La inactivación del canal es muy lenta, con un rango de activación

comprendidoentre -60 mV y -10 mV.

Se ha descrito la existenciade un moduladorendógenoen el cerebroque

interaccionacon el receptordihidropiridínico del canal de Ca
2~ tipo L, pudiendo

modularel estadode activacióndel canalde C&~ (Bertolino y Llinás,1992).

- Canal T. Este canal debe su nombrea la expresión“transient” y ha sido

fundamentalmenteaislado en neuronas(Fox y Nowycky, 1987 a,b), donde es

responsablede la actividadoscilatorianeuronal.Tambiénsehadescritoen músculo

liso (Bean y col., 1986; Benham y col., 1987). Los canalesde Ca2~ tipo T sólo

requierenunadébil despolarizaciónparasuactivación,seactivanaproximadamente

apotencialesde -70 mV, siendosu inactivaciónmuy rápidacon un rangoentre-100
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mV y -60 mV. Presentaunaconductanciade 8 pS. La estnicturade este canalaún

no ha sido determinada.

Es un canalrelativamenteinsensiblea los antagonistasde Ca2~de naturaleza

dihidropiridínica, mientrasque esinhibido por la accióndel aniiloride, compuesto

concaracterísticasdiuréticasquebloqucalos intercambiosde transmembranaNa~/

y Na~/ Ca2~ (Tang y Morad, 1988).

- Canal N. Inicialmente se denominó así por ser no L no T. Ha sido aislado

en terminacionesnerviosas,y juega un papel importanteen algunasformas de

liberaciónde neurotransmisores(Fox y col., 1987 a,b). Tambiénse ha descritoen

células musculareslisas de íleon de rata (Mogul y Fox, 1991; Smirnov y col.,

1992). Estecanalesinsensiblea dihidropiridinas y esbloqueadopor w-conotoxina

Qn-Cg Tx), péptidoaisladode un caracolmarino, Conus geographicus.

- Canal P. Este canal se ha descrito en células del sistema nervioso y se

denominaasíporqueen un principio fuerondescritosen célulasde Purkinje (Tank

y col., 1988; Llinás y col., 1989a,b;Mintz y col., 1992). Estecanal presentauna

conductanciade 10 a 15 pS, sebloqueapor FTX (toxina producidapor unaaraña),

Cd3~,Co3~,pero no esinhibido por sustanciasdenaturalezadihidropiridínica o w-

Cg Tx. Estos canaleshan sidodescritosen otrasregionescomo retina(Sullivan y

Lasater,1990) e hipófisis (Obaid y col., 1990).
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CANAL DE Ca2’

2+Ca

Fig. 2.- Organización de las subunidadesque constituyen el canal de Ca2~
tipo L (Bertolino, 1992).
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2.1.2.-Canales deoendiente.s de receptores (CDR

)

Boiton (J979)definió un segundotipo de canal de Ca2~,el cual seabretras

el acoplamientodel agonistacon su receptor.La entradade Ca- a través de esos

canalesdesencadenatina serie de procesoscelularesquedan comoresultadofinal

la contraccióndel músculo liso. Estecanal recibió el nombrede canal dependiente

de receptores(CDR). Se ha propuestoque estosCDR son distintos de los CVD

(Meisheri y col. 1981; Khalil, 1987). El hechode que la unión de un agonistaa su

receptordé lugar a la entradade Ca2~ al medio celular, hacesuponerla existencia

de mensajerosintracelulares secundariosque modulan los canales de Ca2~.

Actualmentesedudade si estoscanalestienenentidadpropiao son los mismosque

losCVD (Nelsony col., 1990; Pacaudy col., 1991). Las razonesparaello son: 10)

Los agonistasde receptoresen muchasocasionesproducendespolarizacionesde las

células(Nelsony col. 1990). 20) Los agonistaspuedenabrir directamentelos CVD

(Benhan y Tsien, 1987a; Nelsony col., 1990; Pacaudy col., 1991) incluso en

ausencia de despolarización. 30) Los CDR no han podido ser aislados ni

identificadoscon técnicasde patch-clamp.

Por otra parte, la activaciónde diferentesreceptoresacopladosa proteínas

G, estimulan la formación de fosfoinositoles, que al actuar sobre receptores

específicosdel retículo sarcoplásmico,fundamentalmenteel IP
3, inositol trifosfato

son capacesde liberar Ca
2~ de dicho depósitointracelular, el cual contribuyede

forma importantea la respuestacontráctil de un determinadoagonista(Abdel-Latif,

1986; Rasmussen,1986; Chiu y col., 1987; Neylony Summers,1987;Marín, 1988;

Akbar y col., 1989, Nishimura y col., 1989; Berridge, 1992). Este procesose

describirá posteriormentecon masdetalle.
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2.1.3.- Canales de Ca24 activados por distensión mecánica

Se ha comprobadoque tín aumentoen la presión intravascularo distensión

del vaso puede producir un aumento mantenido del tono del músculo liso que

dependedel Ca2~extracelular(Bohr y Webb, 1988).Recientementesehaverificado

que estadistensiónpuedeestimular la entradade 45Ca2~ (Laher y col., 1988) a

través de canalesqtíe puedenabrirsepor cationesno específicos(Kirber y col.,

1987). Bevan y col. (1986) han indicado que la entradade Ca24 por distensión

vascularseproducepor unoscanalesdiferentesde los CDR o CVD. Estadiferencia

se basaen que presentandistinta sensibilidada los antagonistasde Ca24, llegando

a ser sensiblesal diltiazem e insensiblesadihidropiridinas.

No estáaúnclaro, el mecanismoa partir del cual seorigina la activaciónde

dichos canales,aunquealgunosestudiosindican que el endotelioposeeun papel

intermediarioen esteproceso(Katusic y col.,1986; Harder, 1987).

2.1.4.- EntradapasivadeCa24

No seconocemuy bien comoseproducela entradade Ca24 en la célula en

condiciones basales. Se ha sugerido la participación de lugares cargados

negativamente,formando partede ellos grupos fosfato y carboxilo. Este canal se

definecomoun caminode entradade Ca24 enausenciadeestimulacióndel músculo

liso vascular por despolarización, agonistas o distensión mecánica. Se ha

comprobadoque origina movimientosde Ca24, que no requieren una apertura

periódicade los canalesespecíficos.El canalde “goteo” se inhibe por un aumento

en la concentraciónde hidrogeniones(Van Breemeny col., 1972) y cationes

polivalentescomoel La34 y Co2~ originandoun bloqueodel canal del 66%.

La entradade Ca24 a travésde estecanalestáconstantementecompensada

por el secuestrode Ca24 por partedel retículo sarcoplásmicoy salidade Ca24 al
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espacioextracelular.

2.2.- Mecanismos que median la liberación de Ca2’ de depósitos

intracelulares

2.2.1.- Retículo sarcoplásmico

La liberación de Ca24 de organelasintracelulares ha sido evaluadapor

distintas técnicasexperimentalesque miden la contracciónvascularen ausenciao

presencia de Ca24 (Leijten y Van Breemen, 1984), la señal de indicadores

intracelularesde Ca24 (Kobayashiy col. ,1985)o por medidasde flujos de 45Ca24en

célulasintactasy químicamenteimpermeabilizadas(Leijten y Van Breemen,1984;

Saiday Van Breemen, 1984).

La liberaciónde Ca24 del retículosarcoplásmicopareceserqueestámediada

por dos segundosmensajeros IP
3 y Ca

24 (Berridge, 1992). En la Fig. 3 se

esquematiza el mecanismo a través del cual se origina la formación de

fosfoinositolesen respuestaal acoplamientoagonista-receptor.Seefectúaapartir del

ácidofosfatídico,el cual proporcionaunamoléculade D-glucosa6 P que al unirse

al D-inositol originaunosproductosintermediosquedancomoresultadoel fosfatidil

inositol (PI). Esteprocesosedesarrollaen el retículo sarcoplásmico(Gould y col.,

1983; Parrier y Holkin-Neaveron,1984; Ghalayaniy Eichberg, 1985). El PI es

transportadoa la membranaplasmática,en dondese origina su fosforilación por

ATP y dos cinasas específicasde la membrana originando fosfatidil inositol

monofosfato(PIP) y fosfatidil inositol difosfato (PIP
2) (Downesy Michelí, 1982).

Cuandoseestimulaun receptorde la membrana,seactiva la fosfolipasaC

que hidroliza el PI o sus derivadospara dar lugar al diacilglicerol (DG) y a sus

correspondientesinositoles fosfatos(Abbed-Latif, 1986; Berridge, 1989)comoson

IP (inositol fosfato), IP, (inositol 1,4 difosfato)e IP3. Existendos enzimasllamadas
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inositol polifosfatofosfomonoesterasay fosfatasaencargadasdedegradarlos inositol

polifosfatos hasta D-inositol y P orgánico. Esta degradaciónse origina en la

membranaplasmáticay citoplasma,siendo dependientedel Mg’ (Storey y col.,

1984; Connolly y col., 1985). Recientementese ha caracterizadoun nuevo

fosfoglicerido el inositol fosfato, IP4 (inositol 1,3,4,5 tetrafosfato) en células

endoteliales(Luckoff y Clapham,1992). Estudiosrealizadosen célulasacinareshan

reveladoque el IP4 induce la entradade Ca- pero sólo en combinaciónal IP3

(Irvine, 1990).

El segundomensajero,DG puedeseguir trescaminosdistintos (Nishizuka,

1988): 10) Metabolizarsevía lipasasa ácidoaraquidónico.20) FosforilarseconATP

en la membranaplasmática,originandoácido fosfatídico (PA), cerrandode esta

manerael ciclo. 30) Activar una proteincinasaC para dar distintas respuestas

fisiológicas. A nivel vascularla activaciónde la proteincinasaC contribuye a la

respuestacontráctil por mecanismosno bien conocidosuno de ellos puede ser

porque incrementala sensibilidaddel aparatocontráctil al Ca- y porqueparece

estarimplicada en la desensibilizaciónde receptores(Salaicesy col., 1990).

El IP3 se une a un receptorespecíficode la superficiede la membranadel

retículo sarcoplásmico,produciéndoseun aumentode la concentraciónde Ca
2~

citoplasmática (Irvine, 1986; Khalil y col., 1987; Berridge y col., 1989;

Mikhoshiba, 1993).Recientesestudiosisotópicoshan demostradoqueestauniónes

de alta afinidad (Baukaly col. 1985). Como consecuenciade la misma, se abreun

canal de Ca24 del retículo sarcoplásmicoque aumentalas concentracionesde este

ión en el citoplasma(Erlich y Watras, 1988; Bezprozvannyy col., 1991). Se ha

sugeridoque el receptorintracelular para el IP
3 es el propio canal de Ca

2t del

retículosarcoplásmico(Callewaert, 1992; Mikhoshiba, 1993).

SegúnDawsone Irvine (1984), el IP
3 no es capazde liberar todo el Ca

24

acumuladoen el retículosarcoplásmicoy seha sugeridola existenciade un “pooí”
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de Ca24 activadoren el retículo sarcoplásmico,de maneraque los receptorespara

IP
3 no estarían distribuidos de manera uniforme por toda la superficie, sino

localizadosen una región particular próxima a la membranaplasmática(Irvine,

1986; Chen y Van Breernen, 1992). Por otro lado, parece que el propio Ca2
4

acumuladoen el retículosarcoplásmicoserviríadeseñalquemodularíaJa formación

de IP
3 (Bermany Goldman, 1992).

La liberación de Ca
24 del retículo sarcoplásinicopuedeser producidapor

otros estímulosdiferentesdel IP
3, asíéstapuedeser inducidapor el mismo Ca

24.

Este hecho se demostróoriginalmenteen músculoesqueléticoy posteriormentese

hacomprobadoen músculocardiaco(Callewaert,1992).De acuerdoconestateoría,

la entradarápidade ionesCá24 a la céluladisparala liberaciónde Ca24del retículo

sarcoplásmicoa través de los canalesde Ca2t en él existentes.De esta forma se

incrementanlas [Ca2t
1j necesariasparainiciar el procesode contracción.

Sehademostradoquecuandola concentraciónde Ca
24 alrededordel retículo

sarcoplásmicoaumentaa 3. íO~ M comienzala liberación de Ca24 del retículo

sarcoplásmico(Saida, 1982). La procaínainhibe completamentela liberación de

Ca24de esteretículo (Saiday Van Breemen,1984).

Mediantela utilización del alcaloiderianodina,sehacomprobadootro lugar

de fijación en el canalde Ca2tdel retículo sarcoplásmicodistinto al del IP
3 que al

ser activado provocala liberación de Ca
2~ del retículo sarcoplásmico(Meissner

1986; Lattanzioy col., 1987; Smith, 1988; Koch y col., 1990). Estereceptorpara

rianodina ha sido identificado tanto en músculo esqueléticocomo músculo liso

vascular y cardíaco (McPhersony col., 1991; Berprozvanny,1991; Lesh y col.,

1993), aunqueseha comprobadoque esel que produceunamayor liberaciónde

Ca24 enel músculoestriado,estáexpresadoen nivelesmásbajosenel músculoliso

vascular(Marks, 1992).

- 17



Estudios recientes suponen la existencia de una heterogeneidaden la

naturalezadel receptorpara IP3 en los distintos sistemas(Erlich y Watras, 1988;

Sudhofy col., 1991; Mikosliiba, [993), así como múltiples formas de receptores

pararianodina (Sorrentinoy Volpe, 1993)
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2.2.2.-Mitocondria

La mitocontriaesun orgánuloen dondesepuedeacumularCa24, aunqueen

condicionesfisiológicas esen el retículo sarcoplásmicoen donde se produceuna

acumulación mayor de dicho ión. En estas condiciones fisiológicas, el ión

mayoritarioen la mitocondriaesel PO
4H$,dandolugar a la formación de fosfatos

cálcicos,siendoel Ca
24 un reguladorde laproduccióndeATP mitocondrial (Brand

y col., 1988; Denton y McCormack, 1990; Gunter y Pfeiffer, 1990). Es probable

queen situacionespatológicas,comola anoxia,las mitocondriaspuedanactuarcomo

reservoriosde emergenciaparareducir el excesivo ~ acumuladoen el interior

de las célulasmusculareslisas (Hansford, 1985; Somlyo y col., 1986; Brodericky

Somlyo, 1987).

2.3.- Mecanismosresnonsabíesde la reducciónde los nivelesde Ca24 y

mantenimientode la homeostasisde Ca2~

Altas concentracionesde Ca24 sontóxicasparala células,pudiendoproducir

la muertecelular. Lasmembranascelulares,ademásdeotrasfuncionesfisiológicas,

son responsablesdel mantenimientode la homeostasiscálcica celular, siendo el

excesode Ca24 intracelularla señalqueactivaunaseriede mecanismosquefacilitan

su eliminación. Ademásde la membranaplasmática,existenotras dos membranas

que contribuyen a mantener la concentraciónde Ca24 citosólica como son: la

membranadel retículo sarcoplásmicoy la mitocondrial.

Los mecanismoscelularesresponsablesde la reducciónde la concentración

de Ca2t citoplasmáticoson: 10) La AlPasadependientede Ca24 y Mg24 de la

membranaplasmática.20) El sistemade intercambio 3 Na4/1 Ca24 acopladoa la

ATPasaNa4f W’-dependiente.30) La bombade Ca24 mitocondrial. 40) La bomba

de Ca2tdependientedeATP en el retículosarcoplásmicoconpropiedadesdistintas

a las de la membranaplasmática.
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La ATPasade Ca2~ plasmáticaelimina Ca2t de la célula, al tiempo que

introduce protones, en proporción de 2H4/ Ca2~. Puede distinguirse de otras

ATPasasplasmáticasy del retículo sarcoplásmicopor su insensibilidada ouabaína

(a diferenciade la ATPasaNa4/ K4-dependiente),alta sensibilidada la inhibición

por vanadato(mássensibleque la ATPasadel retículoendoplásmico),sensiblea K4

y a los antagonistasde la calmodulina (Wuytack y col., 1987; Wuytack y

Raeymaekers,4992; Raeymaekersy Wuytack, 1993).

En cuantoa los mecanismosque regulanla actividad de la ATPasade Ci4

del retículo sarcoplásmicoson muy variados, en función del tipo de tejido. De

manerageneral,un aumentode AMPC, las prostaglandinas(Lockette y coL., 1980),

nitroprusiato(Rapoporty Murad, 1983), agentescolinérgicos(Godfraind y Fageo,

1986; Hootman y col., 1987) y agonistasa-adrenérgicos(Lynch y col., 1986;

Navran y col., 1988) estimulan la actividad de este enzima.Por el contrario, la

actividad se bloqueapor ouabaína(Barry y col.,1985; Blaustein, 1985; Kirtley y

col., ¡990>.

La ATPAsa Na4/K4-dependienteha sido descrita en aurícula y ventrículo

cardíacos(Rasmussen,1986),músculo liso vascular(Kondo y col., 1979), sistema

nerviosocentral (Lichtstein y col., 1986), sistemanerviosoautónomo(Toda 1980),

glándula suprarrenal(Aunis y García, 1981), túbulo renal (Bertorello y Aperia,

1989), membranaeritrocitaria (?Braquety col., 1986), músculo liso (Asher y col,

1987; Eggermonty col., 1988)y músculoestriado(Hanseny Clausen,1988).

La molécula de ATPasa Na4/ K4-dependientees dimérica con un Peso

molecular de 280.000 Da (Schwartz y Adams, 1980). Cada monómero está

compuestopor dos subunidadesa y ¡3. Aunque el mecanismode activaciónde esta

ATPasa no se conoce todavía muy bien, lo primero que se produce es la

fosforilación de la enzima,moduladapor los niveles intracelularesde Na4, por

cesiónde fosfato desdeel ATP al grupo ¡3 carboxilo de la ATPasaen presenciade
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Mg2~ y Na4 (Cantley, 1986). A continuación, se produce la desfosforilación

dependientede K4 dandolugar a la formaciónde P inorgánico.El enzimasufreen

este procesocambios conformacionalesdando lugar a la liberación de Na4 al

exterior, siendola estequiometríadel cambiode 3 Na4 por 2 }(4 (Friedinan, 1982;

Vassalle, 1987; Blaustein, 1988)

El intercambioNa4/ Ca2~, es un mecanismoalternativo en la membrana

plasmáticaa través de) cual el excesode Ca24 intracelulares conducidohacia el

exteriorde la célula contraun gradientede Ca24 (Callewaert,1989; Bridge y col.,

1990; Crespoy col., 1990). Este intercambio no sólo puedecontribuir a la salida

de Ca24 intracelular, sino también a la entradade Ca24, como ocurre en ciertas

enfermedadescardiovasculares,especialmentela hipertensión (Blaustein y col.,

¡987).

3.- MODULADORES DE LOS MOVIMIENTOS DE Ca24

3.1.- Antagonistasde Ca 24

Los bloqueantesde la entradade Ca24 o antagonistasde Ca2~hansido objeto

de interésfarmacológico,fisiológico y cardiológicodesdefinalesde los años60,

cuandoFleckesteiny suscolaboradoresobservaronqueel verapamily prenilamina

originabanefectos inhibitorios en el miocardio, al interfir con el acoplamiento

excitación-contracción,pudiendoser estosefectossuprimidos, al menosen parte,

por la administraciónde Ca2~(Fleckenstein,1970)

Simultáneamenteotro grupo de trabajo, dirigido por Godfraind (1969),

mostró que la cinarizina y otras difenilpiperazinas, inhibían las contracciones

originadas por despolarizaciónde la membranaen aorta de rata, siendo esta

inhibición antagonizadapor la administraciónde Ca2~extracelular.
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Los antagonistasde Ca2t han sido clasificadosde distintas formasen virtud

de la heterogeneidadquímicadesuestructura,efectosfarmacológicosy aplicaciones

clínicas. Así, Fleckenstein(1985) subdividió a los antagonistasde Ca24 en dos

grupos:

GruDo A, constituido por aquellos compuestosque presentabanalta

selectividadpara inhibir la corrientede entradade Ca2~. Dentro de estegrupo se

incluyen el verapamil.diltiazem y las dihidropiridinas.

Grupo B, formado por compuestoscon menor selectividadpara inhibir la

corrientede Ca24, pudiendoinhibir otrascorrientescomo la de Na4. Pertenecea

estegrupo los compuestoscomoprenilamina,fendilina y perhexilina.

Glossmany col. (1982) dividieron los bloqueantesde la entradade Ca?4en

tres grupos en función del lugar al que se fijan en el canal de Ca24: uno

representadopor las dihidropiridinas, otro, por el verapamil y un tercero por el

diltiazem.

Spedding(1984), en basea la liposolubilidad de las moléculas(de mayora

menor),estableciótresgruposparalos antagonistasde Ca24: í~) Representadopor

el grupo de las dihidropirídinas. 20) Formadopor el verapamily diltiazem. 30)

Constituidopor difenilalquilaminas.

Otrasclasificacionesfueron realizadaspor Rodenkirchen(1982) y Murphy

(1983),pero fue Godfraind(1987)quienha hechounaclasificaciónmáscompleta,

al incluir todos los moduladoresde Ca24, es decir, todas aquellasmoléculasque

afectana los movimientosde Ca2~ tanto antagonistascomoagonistasde Ca24. En

estaclasificaciónsedefinecomoanta2onistasdeCa24 o bloqueantesde la entrada

de Ca24, a todos aquelloscompuestoscapacesde bloquearla entradade Ca24 al

interior celularproducidapor varios estímulos.
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3.2.- Clasificación de los moduladores de los movimientos de ~ Sc2ún

Godfraind (1987

)

3.2.1.- Anta2onistas de Ca2~ que actúan en la membrana plasmática

Grupo 1: Selectivos

• 1. Bloqueantes de los canales lentos

- Fenilalquilaminas: Verapamil, Gallopamil (0600>,

Desmetoxiverapamil (D 888), Emopamil, Falipamil, Vanipamil,

Anipamil.

- Dihidropiridinas: Nifedipina,Nimodipina,Nisoldipina,Nitrendipina,

Nicardipina, Niludipina, Riosidina, Felodipina, Amlodipina,

Azodipina, Dazodipina, Flordipina, Isrodipina, lodipina, Isradipina,

Riodipina,Oxodipina.

- Benzotiacepinas: Diltiazem.

¡.2. Agentes sin acción detectableen el canal lento de Ca 24 delmiocardio.

- Difenilpiperazinas: Cinarizina y Flunanzina.

Grupo2 No Selectivos

2.1. Agentesqueactuan sobre canalesde calcio y sodio

- Bepridil, Fendilina, Lidoflacina, Perhexilina, Prenilamina,

Teorilina,Tiapamil, Proadifen(SKF 525 A), Eafenona,Benciclame,

Caroverine.
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2.2. Agentesquepo~wa¡ otro lugar primordial de acción.

- Anestésicoslocales: Fenitoina.

Agonistas y Antagonistas del sistema nervioso adrenérgico:

Fenoxibenzamina,Benextramina,Nicergolina, Pimocide,Propanolol,

derivadosde la Yohimbina, WB 4101.

- Benzodiacepinas:Diazepam,Flurazepam.

- Agonistasy Antagonistasopiáceos:Loperamina,Fluperamina.

- Agentes que actúan sobre nucleótidos cíclicos: Amrinona,

Papaverina,Cromoglicato.

- Barbitúricos.

- Ciproheptadina.

- Indometacina.

- Reserpina.

2.3. Antagonistasinorgánicosdel ca~4.

- Cationespolivalentes:La ~ Cd 24 Mn 2±, Co 2+

3.2.2.-Facilitadoresde la entradadeCa2~

3.2.2.1.-Agentesque actúanen la membranaplasmática“agonistasdel

calcio”.

- Dihidropiridinas: BAY K 8644, CGP 28392,YC-170.

3.2.2.2.-Agentesque actúansobreel retículosarcoplásmico

- Inositol- 1,4,5, trifostato(IP
3).
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- Cafeína.

3.2.2.3.- tenóforos

- A 23187.

- lonomicina.

La nifedipina [1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil) piridina-3-5-

dicarboxilatodimetilojj, antagonistade Ca24 utilizadoen estetrabajo, esel prototipo

de las dihidropiridinas. Fue sintetizadapor los laboratoriosBayer con el nombre

inicial de Bay A 1040 y caracterizadacomo potente antagonistade Ca2~ por

Fleckenstein y col. (1970) (Fig. 4). La relación estructura-actividadde este

compuesto,junto conel restode las dihidropiridinas,ha sido ampliamenteestudiado

(Rosenbergery Triggle, 1978; Mannholdy col., 1982; Rodenkircheny col., 1982;

Janisy Triggle ,1984). Paraqueestoscompuestossecomportencomoantagonistas

de Ca2~ es fundamental que posean los siguientes grupos: estructura

dihidropiridínica,un N secundarioy un sustituyentevoluminosoen la posición 4 del

heterociclo.
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3.3.- Mecanismo de acción de los antagonistas de Ca24

Se ha demostradopor estudioselectrofisiológicosqueel principal sitio de

acciónde los antagonistasde Ca24,estásituadoen el canalde ~ de la membrana

celular (Triggle y Janis, 1989).

Comoseha comentadoanteriormente,los canalesde Ca2tpuedenexistir en

tresestados,de maneraque los antagonistasde C&4 dihidropiridínicostendrúnalta

afinidad por el modo inactivadodel canal(Janis y Triggle, 1989; Godfraindy col.,

1990). Lasdihidropiridinasdisminuyenla probabilidadde queel canalestéabierto,

pero no afectana su tiempo de apertura(Hessy col., 1984),mientrasqueel D 600

(diltiazem) reduceel tiempo deaperturacuandoel canalestáabierto (Cavalie y col.,

1985).

Los antagonistasde Ca24 bloqueanprincipalmentelos canalestipo L, pero

no por unasimpleobturacióndel canal, sino queactúanfavoreciendoque el canal

permanezcacerrado,inhibiendoel pasodecorrientea su través (Lew y col., 1991;

Worley y col., 1991). Presentanuna alta afinidad por la subunidada
1 de estos

canales(Tanabey col., 1987).

Mediante técnicasde fijación de radioligandos,se ha podido comprobarla

presenciade receptoresespecíficospara los antagonistasde Ca en variostejidos.

Estudios iniciales con ISHJ-nitrendipina, comprobaronque la unión de ésta a

membranasde músculo liso (Bolger y col, 1983; Janis y col., 1985) y músculo

cardíaco (Sarmientoy col., 1984) era específica,saturable,rápida, reversible y

estereoselectiva.Algunosautoressugierenqueestereceptorparadihidropiridinasen
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músculo liso y esqueléticoestá localizado extracelularmenteen la membrana

plasmática dentrodel canal de Ca24 (Striibing y col., 1993). Además,la inhibición

de la unión del radioligandopor otrasdihidropiridinasmostró una correlacióncon

la inhibición de la contracción.Estosexperimentossugirieron,la existenciade un

receptorespecífico en los CVD, al cual se unirían las dihidropiridinas y como

consecuenciade la unión daríanlugarasusefectos(Kevin y col., 1988).Estossitios

de unión de los antagonistasde CW4 no solo estánpresentesen músculo liso y

cardíaco,en dondeestoscompuestosmostraránsu mayor efecto terapéutico,sino

también están presentesen músculo esquelético,células endocrinasy sistema

nervioso. La mayor densidadde sitios de uniónde las dihidropiridinasseencuentra

en los túbulos T del músculo esquéletico,de dondese ha purificado el receptor

dihidropiridínico (Tanabecol., 1987).

Por otra parte, se ha comprobadoque altasconcentracionesde verapamil,

inhiben de un 30 al 40 % la fijación de la I3H]-nitrendipina, lo que indica que el

verapamil,influye en la uniónde [3H]-nitrendipinasólo de maneraindirecta, lo que

hacesuponerque actúasobreun receptordistinto al dihidropiridínico, pero unido

demaneraalostéricaa esteúltimo (Ehlert y col., 1982; Glossmany col., 1982).Por

el contrario, cuandoel diltiazem seunea su receptor,se incrementaenun 40 al 50

% la fijación de la [3H]-nitrendipinaa su receptor(Ferri y col., 1982; Yamamura

y col., 1982).

Además,se ha puestode manifiesto, que los antagonistasde Ca24 también

interaccionanconotrasestructurascelulares.Así, seha localizadoun sitio de unión

paralas fenilalquilaminasen el retículo sarcoplásmicoy dos sitios de unión, uno

para nitrendipina y otro para sustanciasde naturalezabenzodiacepínicaen la

mitocondria(Zerning, 1990).

El mecanismodel bloqueo de las respuestascontráctilesinducidaspor el

acoplamientode un agonistaa su receptorpor medio de los antagonistasde Ca24
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muestraresultadosun poco discrepantes.Así, segúnMiller y Freedman(1984) los

procesosque involucran la liberación de Ca24 de los lugares intracelularesson

insensiblesa estosfármacos.Sin embargo,ciertosantagonistaspuedenbloquearlos

efectosde NA en algunoslechosvascularespor una acción sobrelos receptoresa-

adrenérgicos(Janisy Triggle, 1984; Miller y Freedman,1984; Kuroday col., 1991;

Oriowo y Ruffolo, 1992). Estudios microfluoroinétricos,usandoQuin 2 (Kanaide

y col., 1988),demostraronqueel diltiazem y verapamilpuedeninhibir la liberación

de Ca2~ mediadapor activaciónde los adrenoceptoresen célulasde músculo liso

vascular.Otros autoresapuntanla posibilidad de una mayor sensibilidadde los

antagonistasde Ca24 para inhibir la contracción mediada por receptoresa
2-

adrenérgicos,que es dependientedel Ca
24 extracelular,que la obtenidapor la

estimulaciónde receptoresa
1, la cual es dependientedel Ca

24 intracelular (Van

Meel y col.,1981; Caveroy Spedding,1983;Múller-Schweimtzer,1983 ).

3.4.- Accionesvascularesde los anta2onistasdeCa24

Variossonlos factoresqueinfluyen paraquelos antagonistasde Ca24 tengan

mayor afinidad por unos lechos vascularesque por otros, entre los cuales se

encuentranlas diferentespropiedadesfisicoquímicasde las moléculas(estructura

química, solubilidad lipídica, etc.). Por lo que, hay que tener en cuenta: 10)

Concentraciónde fármacoalcanzadaenel lechovascular.2~) Mecanismosa través

de los cualesen los vasosson activadoslos canalesde Ca24 (despolarizacióno

activaciónde receptores).3t)) Diferenciasdependientesdel tipo de lecho vascular

y de las característicasde los CVD talescomo,suestadodeactivación,distribución

y tipo encadalechovascular.40) Diferenciasen el grado de afinidad de la unión

de los antagonistasde Ca a susreceptoresen el CVD en función del tejido, en

donde influyen la frecuenciade activacióndel canal, potencial de membranay

patologíadel tejido (Cauviny col., 1987; Wood y col., 1989; Spedding,1990).

Anteriormentese comentéque los antagonistasde Ca24 presentanmayor
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afinidad por los CVI) tipo L, de maneraque cuandola entradade Ca24 seefectúa

a travésde los mismosserámuy sensiblea los antagonistascíeCa2~. Sin embargo,

cuandoestaentradaseefectúepor otro mnecanisniodistinto, la sensibilidada estos

agentesse reducirá. De estamanera,en arteriascoronarias,cerebralesy en vasos

de resistenciaperiférica en las que tanto las contraccionesoriginadaspor la

despolarizaciónde la membranacomo por la acción de agonistas son muy

dependientesdel Ca24extracelular,tambiénseránmuy sensiblesa los antagonistas

de Ca2~ (Nayler,1988).

De todoslos antagonistasde Ca24, los denaturalezadihidropiridínicasonmás

selectivosparael músculoliso vascularque parael músculocardíaco.Esto podría

explicarsepor la existenciade una mayorproporciónde canalestipo L. Dentro de

estegrupola nisoldipina tiene mayorafinidad por vasoslos coronarios(Godfraind,

1987; Godfraindy col., 1992),la nimodipinay nicardipinapor los vasoscerebrales

(Kazda y col., 1983; MeCalden, 1944; Scribiane y col., 1984; Alíen, 1985; y

McCarthyy col., 1992). Por el contrario, los antagonistasde Ca2~ pertenecientes

a las fenilalquilaminas (verapamil, galopamil, anipamil y fendilina), así como

benzotiacepinas(diltiazem) sonmásselectivossobreel micocardio(Meccay Love,

1992; Schreibmayery col., 1992).

3.5.- Anlicaciones clínicas de los antaeonistasde Ca24

Los antagonistasde Ca24 tienenunagran selectividadtisular sobreel sistema

cardiovascular,hechoque reducelos efectosindeseablessobre otros tejidos. Las

aplicacionesclínicasde estoscompuestosson (Marín, 1988;Nayler 1988,Tamargo

y Delpon, 1992):

3.6.1. Isquemiamiocárdica. El efectode los antagonistasde Ca2~ sobreel

músculocardíacosedebefundamentalmenteal ahorrodeenergíaqueoriginanjunto

con el efectovasodilatadorcoronario, la inhibición de la agregaciónplaquetariay
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el enlentecimientode la entradade Ca2t.

3.6.2.Anginadepecho.Los antagonistasde Ca- constituyenun tratamiento

eficaz en la anginade pecho, independientementede que se trate de unaangina

Prinzmetal,de esfuerzoo inestable.

3.6.3. Arritmias. Especialmenteusadosen taquicardiassupraventricularesy

arritmias provocadaspor la isquemia-reperfusión.El mecanismode acción de los

antagonistasde Ca24 es indirecto, al permitir que funcione con normalidad la

ATPasaNa4 /Kt-dependientey no se acumuleun excesode K4.

3.6.4. Isquemiacerebral. La nimodipina y nitrendipinapuedenprevenirel

vasoespasmocerebral(Takenakay Handa,1979; Kazday col., 1983; Steeny col.,

1983; Brandty col., 1986;Panditay col., 1989).Algunos autoreshansupuestoque

la acción de la nimodipinaes en partedebidaa su acción sobreel metabolismo

cerebral (Heffez y Passonneau,1985) por su facilidad para atravesarla barrera

hematoencefálica).

3.6.5.Hipertensión.Los antagonistasde Ca2~ son los fármacosmáspotentes

parareducirla hipertensiónarterial. El papelhipotensorde estosfármacosesdebido

a la combinaciónde variosmecanismos,como son:disminuciónde flujo de iones

Ca24 a través de la membrana,disminución de la respuestavasoconstrictoraa

angiotensinaII y reducciónde las respuestasa la estimulaciónde los receptores

adrenérgicosa
1 y a2 (Fleckenstein,1990; Van Zwieten, 1989).

3.6.6. Insuficiencia cardiaca congestiva. Las dihidropiridinas son los

fármacosmás indicadasde estos cuadros.El mecanismode acción se debe a la

vasodilataciónoriginadaporla disminuciónde las resistenciasvascularesperiféricas,

disminuciónde la sobrecargacardíacay mejoríade la función ventricular.
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3.6.7. Miocardiopatía hipertrófica. El verapamil es el antagonistade Ca24

de elección.Estemejorala relajacióndiastólica,mantienela perfusióncoronariay

posiblementedeprime la contractilidad.

3.6.- A2onistas de Ca24

Pequeñasmodificacionesen la estructuradel antagonistadihidropiridínico,

nifedipina, han llevado al descubrimiento del compuesto BAY K 8644 que

incrementala entradade Ca24 a las células. El BAY K 8644 fue el primer agente

de este grupo, posteriormentese sintetizaron otros. Dentro de este grupo se

encuentran:

- BAY K 8644 (metil-l,4 dihidro-2,6-dimetil-3 nitro-4-

(2trifluorometilfenil(piridina-5-carboxilato)(Schrammy col., 1983)

- CGP 23892 [etil-4-(2-difluorometoxifenil)-1,4,5,7-tetrahidro-2metil-5-

oxofuro-(3,4 b) piridina-3-carboxilato](Truog y col. ,1985).

- YC-170 [2-(2-piridil) etil-4-(O-clorofenil-2,6-dimetil-fenilcarbamoil)-1 ,4

dihidropirina-3 carboxilato] (Takenakay Maeno, 1982).

En este trabajo de investigaciónse ha utilizado el BAY K 8644, cuya

estructuraessimilar a la nifedipina, comose puedeapreciaren la Fig 4. Al tener

un C asimétricoposeedos enantiómeros:uno dextrógiro (+) y otro levógiro (-) o

“R” y “5” segúnla nomenclaturade la I.U.P.A.C. El compuestoS (-) semuestra

como un antagonistade Ca24, mientrasque el R (+) es un agonistade Ca24

(Franckowiacky col., 1985; Schrammy col., 1986; Vaghy y col., 1987).

El BAY K 8644 poseeun efecto ionotrópico(+) a nivel cardíacoy también

causacontraccióndel músculoliso vascular(Schramm,1983; Salaicesy col., 1985;
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FernándezAlfonso y col., 1988; Hertle y col., 1989; Rico y col., 1990). Pareceser

que el BAY K 8644 produceun aumnentode la corrientede Ca24 a través del CVD

(Worley y col., 1991). Así, estudiosde “patch clamp” han demostradoque este

compuestofavoreceaperturasprolongadasde los CVD, aumentandola probabilidad

de que estoscanalespermanezcanabiertosduranteel procesode despolarización

(Hessy col. , 1984; Kokubun y Reuter, 1984; Triggle y Janis, 1989). Algunos

autoreshanpostuladola necesidadde unadespolarizaciónmoderadapreviaparaque

puedaactuarel BAY K 8644, comoocurre en la aortade conejo(Schrammy col.,

1983; Turlapaty, 1979), de rata (Rico y col., 1990), arteria caudalde rata (Su y

col., 1984) femoral de gato (Salaicesy col., 1985) y mesentéricade conejo

(Kanmura y col., 1984). Sin embargo, en otros lechos vascularescomo en el

cerebraldicha despolarizaciónno es necesaria(Salaicesy col., 1985; Fernández

Alfonso y col., 1988).

Mediantetécnicasde fijación de radioligandosseha podido comprobarque

los agonistasde Ca24, compitenpor el mismo receptordihidropiridínico del canal

de Ca2~ que los antagonistasde Ca24 (Janis y Triggle., 1984; Skattebol y col.,

1989).

4.- PAPEL DEL ENDOTELIOEN LAS RESPUESTASVASCULARES

En la décadade los 70 se considerabaque las células endoteliales,no

representabanmásqueunacapasimple queseparabala sangrede los tejidosy que

a nivel capilarpermitíael intercambiode nutrientesy productosdedeshecho.En la

actualidadsehademostradoqueel endoteliode los vasossanguíneosposeemúltiples

funciones importantes tales como captación y destrucciónenzimáticade NA y

serotoninacirculante, conversiónde angiotensina1 en el potente vasoconstrictor

angiotensinaII, participaciónen el metabolismode la bradikinina,en la síntesisde

prostaciclina(Moncaday Vane, 1978; Vanhoutte,1986, 1988). Sin embargo,esa

partir del año 1980 cuando el endotelio adquiere una especial relevancia, al
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demostrarFurchgotty Zadwadzkiel papel obligatoriode las célulasendotelialesen

la vasodilatacióninducida por acetilcolina.

Posteriormentesedemostróque ademásde la acetilcolina, son muchoslos

agentesvasodilatadorescuyo efecto dependede la presenciade endotelio: ATP y

ADP (Katusicy col., 1984),sustanciaP (Zawadziy col., 1981),bradikinina(Cherry

y col., 1982; Chand y Altura, 1981), trombina (De Mey y Vanhoutte, 1982),

productosde la agregaciónplaquetaria,nucícótidosdeadenosina,serotonina,factor

agreganteplaquetario(Cohen y col., 1984; Houston y col., 1985; Vanhoutte y

Houston, 1985)y vasopresina(Coheny col., 1983 ; Katusic y col., 1984).

Furchgott y Zawadzki (1980) demostraronen la aorta de conejo, que la

relajaciónproducidapor la acetilcolinaseproducepor la acciónde éstasobre los

receptoresmuscarinicosde lascélulas endoteliales,estimulandola liberaciónde un

factorqueactuarfaen lascélulasmusculareslisas originandola relajaciónvascular.

A estefactor se le denominóEDRF (“endothelium-derivedrelaxing factor”). Este

EDRF, ha sido identificado como NO y tiene una vida media muy corta,

aproximadamentede 6 segundos(Palniery col., 1988).Sin embargo,el EDRFtiene

algunaspropiedadesque no se explican asumiendoque el EDRE es simplemente

NO. Así, otros autoresapuntanla posibilidad de que setrate de un compuestoR-

NO, a partir del cual seproducela liberacióndeNO (Shikanoy col., 1987; Angus

y Cocks, 1989).Sehademostradoque el precursorfisiológico de la formaciónde

NOesel aminoácidoL-arginina(Palmery col., 1988;Reesy col. ,1990).Pareceser

queun aumentode Ca24 libre citoplasmáticoen las célulasendoteliales,esun paso

inicial importanteen la síntesisde EDRF (Vanhouttey col., 1986).

El EDRFprovocala activaciónde la guanilatociclasasolublede las células

musculareslisas con el consiguienteaumentode los nivelesde GMPc (Rapoporty

Murad, 1983; Griffith y col., 1985; Collins y col., 1988). Esteaumentode GMPc
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provocauna inhibición de la entradade Ca24 y de la liberaciónde Ca24 intracelular

en las células musculareslisas, lo que ocasiona la vasodilatación (Karaki y

col.,1984; Collins y col., 1986).

Existenvarios agentesquepuedeantagonizarel efectoo la síntesisde EDRE

como: 1 ~>)Azul demetileno,quebloqucala guanilatociclasae inhibe la síntesisde

GMPc inducidapor sustanciascomola acetilcolina, el ionóforo de Ca?4 A 23187

o los nirrovasodilatadores(Gruetery col., 1981; ignarroy col., 1984; Martin y col.,

1985; Shirasey col., 1988b), también puedeactuarpor sus propiedadesredox,

generandoradicaleslibres de 0, (Moncaday col., 1988). 20) Oxihemoglobinaque

bloqueala acción del NO al formar el complejo nitrosil-hemoproteina(Martin y

col., 1985). 30) Sustanciasque generanradicaleslibres queoxidan e inactivan el

EDRF (Moncaday col., 1986; Gillespie y Sheng, 1990). 4t)) Inhibidoresde la

síntesisde NO, como el L-NMMA (L-arginina Nt~ monometil-L-arginina), L-

NAME (N0-nitro-L-arginina metil ester)(Reesy col., 1990), N0- nitro-L-arginina

(Kobayashiy I-lattori, 1990; Moorey col., 1990)y L-NIO (N-iminoetil-L-omitina)

(Palmery col., 1988; Reesy col., 1990).

A pesarde que el NO es el principal factor liberado del endotelio se ha

comprobadoque la acetilcolina,puedeoriginar hiperpolarizaciónenalgunoslechos

vascularesqueno esmimetizadaporel NO (Komori y col., 1988 ; Cheny Cheung,

1992), lo que sugierela capacidadde esteagonistaparaliberar otro factor al que

sehadenominadoEDHF (“endotelium-derivedhyperpolarizingfactor’) (Komori y

Suzuki, 1987 a,b; Feletou y Vanhoutte,1988). Se han propuestodos mecanismos

deaccióndistintosparael EDI-IF: activaciónde la ATPasaNa4/K4-dependientedel

músculo liso vascular(Feletouy Vanhoutte, 1988) o la aperturade canalesde K4

con aumentode la conductanciaa este ión a travésde la membranade la célula

muscularlisa (Chen y col., 1988; Kausery col., 1989).

Ademásde la liberaciónde estosfactoresrelajantesexistenevidenciasde que
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el endoteliopuedeliberarsustanciasque medianciertas respuestasvasoconstrictoras

(Vanhouttey col., 1991; Liíschery col., 1992; Tanoi y col,, [992). Se handescrito

tres factorescontráctilesECDFs “endotheliumderivedcontractilefactors”:

EDCFm. Hasido identificadocomoun metabolitode] ácidoaraquidónico,vía

ciclooxigenasa(Miller y Vanhoutte,1985; Vanhoutte,1987, 1988).Se ha descrito

su existenciaen distintos lechos vascularestales como las venas pulmonares,

femoral, esplénicay safena de perro (De Mey y \‘anhoutte, 1982; Miller y

Vanhoutte,1985),arteria pulmonarde conejo(Altiere y col.,1986) y aortade ratas

espóntaneamentehipertensas(Lúschery col.,1988).

Existen dos posibles compuestosque puedenser EDCFm: un compuesto

relacionadocon el tromboxano A2 (Altiere y col.,1986; Shirahasey col.,1987;

1 988a) y otro relacionadocon compuestosprostaglandínicosde tipo F2« y W

(Katusic y col.,1988,Rubanyi, 1988a).

EDCF2. Es unasustanciade naturalezapolipeptídicaaisladay purificadade

célulasde aortade cerdo (Yanagisaway col., 1988) denominadaendotelina.Este

polipéptido es un potente agentevasoconstrictoren distintos lechos vasculares

(Kasuyay col., 1989; Staschy Kazda, 1989; Sánchez-Ferrery Marín, 1990;Encabo

y col., 1992;Tanoiy col., 1992;Haynesy Webb,1993).Aunquea concentraciones

bajasse ha descrito quepuedeoriginar vasodilatacionesdependientesde endotelio

en aortade rata(Moritoki y col. 1993).

Se handescrito tresgenesparala endotelinaen el genomahumano,siendo

los productosde suexpresiónendotelina-1(ET-1), endotelina-2(ET-2) y endotelina-

3 (ET-3) (Inoue y col., 1989; Yanagisaway Masaki, 1989a,b),que difierenentre.

sí en algunosaminoácidos;sin embargo,sólo la ET-1 esdetectadaen las células

endoteliales(Masaki y Yanagisawa,1992).
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El inecanismnoque regula la producciónde cada isotipo de endotelinaen

distintascélulasy tejidos aún no estámnuy claro. La ETA seorigina a partir de un

precursorpeptdicoconstituidopor 203 aminoácidosdenominadopreproendotelina,

compuestoque se escindepor endopeptidasasespecíficaspara residuosdibásicos,

dandolugar a un péptido con 38 aminoácidosen el casode la especiehumana,

denominadoproendotelina(Watanabey col., 1989). Estaproendotelinaesconvertida

enendotelinaactivaporun enzimaconvertidordeendotelina(Yanagisaway Masaki,

1 989a,b).

A pesarde queel Ca2~exterioresnecesarioparaquela endotelinaproduzca

suefecto,no pareceactivardirectamentelos canalesde Ca24 (Doherty, 1991).Para

producirel efectola endotelinaseunea distintostiposde receptoresde la membrana

celular, acopladosa proteínasG, dandolugar a un aumentode IP
3 y DG con la

consiguienteestimulaciónde la proteincinasaC (Ohísteiny col., 1989).

Existentressubtiposde receptoresparala endotelinademostradosendistintos

tejidos de rata: uno en células musculareslisas con alta afinidad para la ET-l y

sarafatoxina-56b(péptidoobtenidode la serpienteAtractaspisengaddensis,con una

estructurasimilar a la de la ET-I); otro aisladodel cerebelocon preferenciapor

sarafotoxina-cy conbajaafinidadpor ET-1 y un terceroen el putamen,queofrece

afinidadessimilaresparatodos los péptidos(Kloog y Sokoluvsky, 1989).

EDCF3. Este factor aúnno caracterizado,seha observadosu liberaciónen

el lecho cerebrovascularen situacionesde anoxia (Greenbergy Diecke, 1988;

Rubanyi, 1988a).

Estos factorescontráctilespodríanestarimplicadosen los mecanismosde

regulacióndel flujo sanguíneo,así como en situacionespatológicas tales como

hipertensióno vasoespasmocerebral(Lúseher,1990, Sánchez-Ferrery Marín, 1990:,

Liischery col., 1992).Sepuededecir, por tanto, quelascélulasendotelialespodrían
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actuar como transductoresde distintos estímulos capaces(le modificar el tono

vascularpor la liberación dc factorescontráctileso relajantes.

5.- FISIOPATOLOGIA DE LA IIiWERTENSION

La hipertensiónesun procesopatológicoquesecaracterizapor un aumento

de La resistenciavascularperiférica (Nayler, 1988). Debido a que el Ca24 parece

jugar un papel importanteen la contraccióndel músculo liso vascular se le ha

implicado en la patogénesisde la hipertensiónesencial(Aoki y col., 1982; Young

y col., 1990)

La hipertensiónesencialhumanatiene como origen un fuerte componente

genético(Sing y col., 1986). El aumentode la presiónsanguíneaen esospacientes

dependeen partede la ingestade Na4 en la dieta. En modelosexperimentalesde

animaleshipertensostambién se ha confirmado la existenciade un componente

genético, asociadoa un aumento de presión arterial, pero la heterogeneidad

fisiológica entre ellos hace suponerque la hipertensión genéticapuede estar

originadapor una o másalteracionesgenéticas(Johnsony col., 1992).

Variosfactoressonlos quepuedencontribuira un aumentoen la resistencia

vascularperiféricaen la hipertensión(Marín, 1993). Entreellosestán

1- Alteracionesdel lechovascular

2- Alteracionesen la respuestavascularpor:

a) Aumentode la actividad simpáticaexterna.

b) Aumentoen la sensibilidada NA

c) Alteracionesdel metabolismodel Ca24.
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3- Alteración de la actividad de la AlPasa Na4IK’ -dependientede la

membranaplasmática.

4- Disminución de la actividad de la AlPasade Ca24 en la membrana

plasmáticay retíctílo sarcoplásmico.

5- Disminucióndel intercambioNa4- Ca24.

6- Aumentode la permeabilidadde la membranaal Na4 y Ca2t.

7- Cambiosen la ultraestructtmradel lechovascular.

Además de esto, el sistema renina-angiotensinatiene tina participación

importanteen el desarrolloy mantenimientode la hipertensióncomolo demuestra

el hechode la efectividadclínicade los antagonistasdel enzimaconvertidor.

La hipertensiónarterial, se puededividir etiológicamenteen tresgrupos:

1.- Hipertensiónesencialgenética,conalteracióndel transportede Ca24en

la membranadel músculo liso arterial.

2.- Hipertensiónsecundariaa un excesode sal, sobrepeso,ansiedad,etc.

3.- Hipertensiónsecundariaoriginada como consecuenciade un proceso

inicial de aldosteronismo,feocromocitoma,hipertiroidismo. etc.

Si hacemosunaclasificaciónde la hipertensiónteniendoen cuentael nivel

plasmáticode renina, se puededividir en hipertensiónde alta, normal y baja

actividad de renina (Abbot, 1988).

5.1.- Modelos animalesdehinertensióngenética

Los modelosexperimentalesutilizadosparael estudiode la hipertensiónson

los siguientes:

- Rata SUR (espontáneamentehipertensade Ailco-Okamoto), junto a su
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control normotenso,la rataWistar-Kyoto (WKY). Es el modelo de mata hipertensa

mejor conocido,cuyasalteracionesenel metabolismodel Ca2~ estánestrechamnente

relacionadascon las observadasen la hipertensiónesencial(Young y col.,1990).

- RataLH (hipertensade Lyon), derivadade la rataSprague-Dawley.

- RatahipertensaMilán y su control normnotenso,tmsadascomocomplemento

de los resultadosobtenidosen la cepaSHR.

- Dos subtiposde la cepaSHR han sido descritosrecientemente,la stroke-

proneSHR(SHRSp),desarrolladaa partir deanimalescon incidenciadehemorragia

cerebral y la ObeseSH¿R, que tienen un consumoaumentadode alimentosy en

consecuenciaun rápido incrementode peso.

- RataDahí, sensiblea la administraciónde sal (hipertensa)y resistentea la

misma (normotensa),modeloque necesitatina ingestade sal para la expresiónde

la hipertensión(Young y col. ,1990).

Otro modeloreciente de animal de experimentaciónes la rata transgénica

parael gen Ren-2. Esteanimalestransformadoen hipertensopor la introducción

del gende reninade ratónRen-2en el interior del genomade la rata control quees

la rataSprague-Dawley.Estos animalesdesarrollanrápidamentehipertensióncon

bajosnivelesplasmáticosde renina(Mullins y col. ,1990).

5.2.- Metabolismodel Ca24 en la hipertensión

Tanto en la hipertensiónhumanacomoen la de las ratasespontáneamente

hipertensas(SHR) se han observadoalteracionesen el metabolismo de Ca2t,

caracterizadaspor: l~) Disminuciónde losnivelesplasmáticosde Ca24ionizado.20)

Hipercalciuria. 30) Aumento de los nivelesplasmáticosde la paratormona(PTH).
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4<’) Aumnento de los nivelesplasmáticosde calcitonina. 5<’) Modificacionesen la

síntesisde vitamina D. 6<’) Alteracionesen la absorciónintestinal de Ca24

Normalmentela homeostasisdel Ca24 dependedel balanceentrela absorción

netade Ca2~ por el tracto gastrointestinal y la excreción urinaria de Ca2~. En

condicionesnormalesel calcio plasmáticoestácomprendidoentre2,2 a 2,6 mmol/l.

EL 40-46 % del Ca24 plasmáticoestá unido a las proteínas,principalmentea la

albúmina;del 6 al 10% estácomplejadocon varios anionesy el 48-50%restanteen

forma libre (Rousey Suki, 1990).

En la cepa SUR, la concentración plasmática de Ca2~ libre es

aproximadamente0,08 mM, menor que en la cepacontrol WKY (Wright y col.,

1980; McCarron y col.,1981; Wright y Rankin, 1982; Stern y col., 1984; Bindels

y col., 1987; Bukoski y col.,1989b),lo que hacesuponerque existeun aumentoen

la fraccióndeCa24 unido a proteínas.En la hipertensiónesencialhumana,los datos

sonmáscontrovertidosprobablementedebidoa que las causasque la originanson

mucho másheterogéneasy esel resultadode muchosfactoresgenéticosasociados

a múltiples factoresambientales.Así, Resnick(1986), estudiandola relaciónde los

niveles plasmáticosde Ca2~ ionizado en pacientescon hipertensiónesencial,ha

llegado a la conclusiónde que en la hipertensióncon bajo nivel de renina, se

observauna disminuciónde Ca24 ionizado, mientrasque la hipertensióncon altos

nivelesde reninaestáasociadaa altosnivelesde Ca24 ionizadoplasmático.

Shibatay Ghishan(1991), estudiandoel transporteen vesículaspreparadas

demembranasdeduodenoy yeyuno,hancomprobadoqueel transportedeCa24 está

disminuido en ratas de la cepa SUR antes y despuésdel desarrollo de la

hipertensión, lo que indica un defecto genético de la captaciónde Ca24 en la

membranaintestinal de la cepa SHR. Igualmente Blakeboroughy col. (1990)

comprobaronquela absorciónde Ca24 porun mecanismoactivo estádisminuidaen

ratasde la cepaSHR.
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Porotra parte,seha observadounahipercalciuriacmi las ralasde la cepaSHR

[rente a sus comitroles (McCarron y col., 1981; Lau y col., 1984; McCarron y

Morris, 1986). Sin embargo, tanibién ha sido descrita una disminución en la

excreciónurinaria de Ca24 (Folsom y col, 1986; Bindels y col., 1987). No obstante

hay que teneren cuentaque unaexcreciónurinaria elevadade Ca2~ puedereflejar

un aumento en su absorción intestinal o una pérdida renal primaria. Algunos

investigadoreshan postuladoque una dieta rica en Ca24,produceuna disminución

en la presiónsanguínea,tanto en la hipertensiónhumanacomoen ratashipertensas

(McCarron y Morris, 1985; Saito y col., 1989; Lau y col., 1984; Furspany col.,

1989; Pangy col. 1992; Arvola y col., 1993)aunquea esterespectosehan descrito

resultadoscontradictorios(Capuccioycol., 1987; Luftycol., 1988). Pareceserque

el Ca24 de la dieta corrige el defectogeneralizadoobservadoen la hipertensióny

disminuyela concentraciónde Ca2~ libre intracelular(Furspany col., 1989, Pñrsti,

1992). En músculo liso vasculareste efecto estabilizantede membranapodría

disminuir el movimiento iónico a travésde la niembranacelular y disminuir las

contraccionesvasculares(McCarron 1985; Pórsti, 1992).

5.2.1.-Re2ulaciónhormonalde Ca24

El mantenimientode la [Ca24] sanguíneaes la función principal de las

hormonasPTH (paratormona),calcitoninay vitamina 1,25 (OH), D
3, jugandoun

papel importante en el control de la presión sanguíneay mantenimientode la

homeostasisjónica.

La PTH esuna hormonadenaturalezapeptídica,cuyasecreciónseestimula

en períodosde hipocalcemiapor la glándulaparatiroides.Su acción muestratres

efectos: 10) Disminuciónde la resorciónde Ca
24 por el hueso.20) Aumentode la

reabsorciónde Ca2~ y disminuciónde la reabsorciónde fosfato por túbulosrenales.

30) Estimulaciónde la síntesisde vitamina 1,25 (OH), D
3.
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En sujetos con hií~ertensiónesencial se ha descr¡to un aumento de PTH

(Gennariy col., 1986; Young y col., 1988: Brickman y col., 1990). Tambiénseha

observadoun aumnentode PTH en ratasde la cepaSHR, presumiblementecomo

respuestasecundariaa un nivel bajode Ca2~ ionizado plasmático(McCarrony col.,

1981; Stern y col., 1984; Young y col., 1988; Resnick, 1990). Además, la

extirpación de la glándula paratiroides disminuye la presión arterial en ratas

genéticamentehipertensas(Bertheloty Gairard, 1980; Pernoty col., 1990: Schleiffer

y col., 1991), y el trasplantede estaglándulade la cepaSI-IR induceel desarrollo

de hipertensiónen las WKY (Neusery col., 1991).

Pang y col. (1990) han citado la existencia de una nueva sustancia,

denominadafactor hipertensivodel paratiroides(PHF), segregadopor la glándula

paratiroidesprocedentede otro tipo decélulasdistintasa las que segreganla PIR.

Estefactor pareceactuar: 1 0) Directamenteestimulandola captaciónde Ca2~ en el

tejido vascular. 20) Aumentando la reactividad vascular a sustancias

vasoconstrictoras.3<)) Produciendohipertensiónenanimalesnormotensos.

La calcitoninaes secretadaduranteperíodosde hipercalcemiade las células

c parafolicularesde la glándulatiroides. No seconocemuy bien comoparticipaen

la patogénesisde la hipertensión, pero se ha comprobadoque altos niveles de

calcitoninaprecedenal comienzode la hipertensión(Bindels y col.,1987).

La vitamina 1 ,25 (OH),D
3 originadaa partir de la vitamina D produceun

aumento en la absorción de Ca
2~ por las células intestinales. Se han descrito

alteracionesen el metabolismode la vitamina D en varios síndromeshipertensivos.

Schedly col. (1988)encontraronque los nivelesdevitamina 1,25 (OH), D
3 podrían

serlos mismos, mayoreso menoresen ratasde la cepaSHR en comparacióna sus

controlesnormotensos.Existen receptorespara la vitamina 1 ,25 en el
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músculocardíaco,liso y esquelético(Waltersy col., 1986; Merke y col., 1987).

En músculo liso la vitamina 1 ,25 (OH)2 1)3 origina: 1 <~) Aumento directo de la

captaciónde Ca
24 en las células. 2<’) Potenciaciónde las respuestascontráctilesa

los agonistascirculantes(Bukoski y col., 1987; Bukoski y col., 1989a).

5.2.2.- Panel del Ca24 libre intracelular en el desarrollo de la

hiDertensión

Se han descrito perturbacionesen la membranaplasmáticay sistemasde

segundosmensajerosen modelos experimentalesde hipertensión, los cuales

originarían un aumentodel Ca24 intracelular con el consiguienteaumentode la

contracción.

Mediante el uso de técnicascon quelantesde Ca24 fluorescentes(Quin 2,

Fura2, Indo 1) y, midiendola captaciónde 45Ca2~,sehaobservadoun aumentode

[Ca24J tanto en la hipertensiónhumanacomoen la hipertensiónexperimental.

Esta[Ca2~~~Jesel primer responsablede la actividadcontráctil del músculo

liso vascular,de maneraque un aumentode la [Ca24~
0~]origina un aumentodel tono

vascular,elevaciónde la resistenciaperiféricay un aumentode la presiónsanguínea.

Este Ca
24 citoplasmáticotambién estáimplicado en el crecimiento celular y la

hipertrofiavascular,la cual originaa suvez un aumentode la resistenciaperiférica

(Dominiczaky Bohr, 1990).En la hipertensiónhumanaesteaumentode [Ca2~~~
1]se

ha descrito en plaquetas(Eme y col., 1984; Lindner y col., 1987) y linfocitos

(Oshima y col., 1988)y en la hipertensiónexperimental,utilizando las cepasSUR

y WKY, enplaquetas(Babay col., 1990; Oshimay col., 1990),linfocitos (Furspan

y col., 1989) y músculo liso vascular (Bukoski y col., 1987; Bukoski, 1990;

Sugiyamay col., 1990; Jelicks y Gupta, 1990).

Tantoenpacientesconhipertensiónesencialcomo en ratasde la cepaSUR,
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se han observadopocos lugares de unión a los iones Ca24 en la membrana

plasmuáticadedistintostipos de células,debidoprobablementea tina disminuciónen

la proporciónde proteínasen la misma parafijar ionesCa2~ (Postnovy col., 1979;

Devynck y col., 1982; Kowarski y col., 1986). Parece serque estaalteraciónen

la unión del Ca2’ al interior de la membranaplasmuática es una característica

genéticade la cepaSHR, ya que este fenómenose ha observadoen la membrana

plasmáticade los eritrocitos, hígado, corazón y tejido neurona) de esta cepa

hipertensacomparadocon suscontrolesnormotensos(Devynck y col.,1983; Blihíer

y col.,1986; Zemel y Sowers, 1990).

Es interesanterecordarla existenciade tres procesosimportantesque regulan

la concentraciónde [Ca2~~~
1]enel músculoliso vascular:entradade Ca2

4 del espacio

extracelular,movilizaciónde los lugaresintracelularesde acumulacióny la salida

de Ca24 del espaciointracelular al extracelular(Wuytack y Raeymaekers,1992;

Cheny Van Breemen,1992).

5.2.2.1-Entradade Ca24 del espacioextracelular

Se ha comprobadoque la entradade 45Ca2~ tanto en situaciónbasalcomo

inducida por agonistas,estáaumentadaen vasosde ratasde la cepaSUR (Cauvin

y col., 1987). Igualmenteen células musculareslisas cultivadas de aorta, la

captaciónde 45Ca2~estáaumentadacomparadacon la obtenidaen célulasde ratas

normotensas(Bukoski y col., 1987).

Se han encontradoanormalidadesen la entradade Ca?+ al interior celulara

travésde las dosvías másimportantesde entrada,los CDR y CVD (KhaliI y col.,

1990; Wadsworth, 1990). Sin embargo,algunos autores han encontradosólo

anormalidadesen la entradade Ca2~ a través de los canalesCDR (Mulvany y

Nyborg, 1980; Van Breemeny col., 1987), al comprobarque el aumentode la
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entradade Ca2~ inducido por NA en arteria caudal o mesentéricaera superioren

los animales hipertensosy no se modificaba la producida por una solución

despolarizantede K4 (Aqel y col., 1987. Porel contrario, otros autoresindicanque

la sensibilidadde los CVD tambiénestámodificadaen la cepaSHR, ya que el BAY

K 8644 producerespuestascontráctilesmayoresen segmentosde arteriafemoral de

la cepaSHR en comparacióna su control (Aoki y Asano, 1986).

Mediante técnicasde “patch-clamp” seha comprobadola existenciade dos

tipos distintosde CVD en músculoliso de venaazigos,los canalestipo L y los tipo

T (Sturek y Hermsmeyer, 1986; Hermsmeyer y Rusch, 1989). En células

musculareslisas aisladasde la venaazigosde la cepaSUR, hay unapredominancia

(62%) de los canalestipo L, mientrasque en células aisladasde la cepaWKY,

predominanlos canalesde tipo T (58%) (Ruschy Hermsmeyer,1988; Hermsmeyer

y Rush, 1989; Hermsmeyer,1991). Este incrementoen la relación canalesL

¡canalesT en las SUR con respectoa las WKY apareceincluso en animalesrecién

nacidos(Hermsmeyer,1991).La corrientetotal de Ca2~ pareceserque esla misma

en célulasmusculareslisas de la cepaSUR y en la WKY (Ruschy Hermsmeyer,

1988). Si esto mismo sucedieraen el músculo liso arterial, se podría explicar el

hechodeque los antagonistasde Ca24 tenganuna potenciamayoren la cepaSHR,

yaqueestoscompuestosespecialmentelos denaturalezadihidropiridínica,presentan

mayorafinidad por los canalesde tipo L (Wadsworth,1990).

Lasalteracionesmás importantesoriginadasenel procesofisiopatológicode

la hipertensiónen relacióna los movimientosde Ca14 a nivel celularson: aumento

de la [Ca24
1~~]libre, disminución del Ca

24 unido a la membranaplasmática,

reducción de la recaptación de Ca2~ por el retículo sarcoplásmicoy mayor

predominiode los CVD tipo L frentea los T (Fig. 5).
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5.2.2.2.-Liberaciónde Ca24 intracelular

Cuandoun agonistase unea un receptorespecífico, la señal estransmitida

a travésde las proteínas6, produciendola activaciónde la fosfolipasaC, enzima

que hidroliza el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato formandodosproductosque actúan

de segundosmensajeros:el IP
3, el cual entraen el citosol, originandola liberación

de Ca
2~del retículosarcoplásmicoy DG queaumentala afinidadde la protexncmnasa

C por el Ca24 (Johnsy col., 1987; Dominiczak y Bohr, 1990).

El metabolismode los fosfoinositolesestáaumentadoen las membranasde

los eritrocitos,plaquetas(Koutouzovy col., 1983 y 1988),músculoliso vascularde

la cepaSUR (Heharay col., 1988; TurIa y Webb, 1990)y plaquetasde pacientes

hipertensos(Biihler y col., 1986).

El contenido de DG estáaumentadoen aortas de ratasjóvenesantesde

establecerseel procesohipertensivo,mientrasque en ratasviejasprocedentesde la

cepaSHR, la hidrólisis de los fosfatidilinositolesesmenor queen su cepacontrol

(Heagertyy col., 1986; Okamuray col., 1990), lo cualparecesugerir la existencia

de un defecto en el acoplamiento a los receptores del IP
3 en el retículo

sarcoplásmicodel músculo liso vascular(TurIa y Webb, 1990) a medida que

aumentala edadde las SHR.

La acumulaciónde DG en el tejido es responsablede la activaciónde la

proteincinasaC, enzimaquetienemúltiples sustratosy esun elementode regulación

dedistintasfuncionescelulares,enparticularla diferenciacióny proliferacióncelular

por expresióndel RNA mensajeromediadopor el protooncogénc-myc (Armelin

y col., 1984; Nishizuka, 1984). Por ello, se puededecir que la proteincinasaC

juegaun importantepapelen el mantenimientode las contraccionesen el músculo

liso vascular(Danthuhuriy Deth, 1984;Rasmusseny col., 1984). Sehademostrado

que las arterias de la cepaSUR producen respuestascontráctiles mayoresa los
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ésteresde forbol, compuestosque activan directamentede la proteincinasaC

(Bruschi y col.,1988; Storni y col.,1990)

5.2.2.3.-Actividad de la ATPasacálcica de la membranaplasmática

La AlPasaCa24-Mg24-dependientepresentabajaactividaden la hipertensión,

probablementeporundefectodeestabombao poractivacióninadecuada,facilitando

la acumulaciónde Ca24 intracelular (Webb y Bhalla, 1976; Twietmeyery col.,

1978; Resnicky col., 1986; Vizenci y col., 1986; Postnovy col., 1988).

Se han observadodefectosenestaATPasaen la membranade las plaquetas

depacienteshipertensos(Resinky col.,1986;Búhiery col., 1986; Zemel y Sowers,

1990)y en eritrocitosde pacientesdiabéticos(Zemel y col., 1987).

5.2.2.4.-Actividad de la ATPasaNa4/ K4-dependienteen la membrana

plasmática.

Antesdel asentamientodeun procesohipertensivo,el túbulo renaldemanera

anormalretieneNa4 (Bianchi y col., 1975; Mullius y col., 1982),dandolugara una

expansióndel volumen sanguíneo(De Wardenery McGregor, 1983), que origina

tres fenómenosdesdeel punto de vista fisiológico:

1. Inhibición de la ATPasaNa4/ K4-dependiente.

2. Natriuresis.

3. Aumento de la sensibilidad de los vasos sanguíneosa sustancias

vasoconstrictoras.

La inhibición de la AlPasa Na4/Kt-dependienteaumenta la [Na4]

intracelular,ya que estaATPasaoriginala salidade 3 Na4 y entradade 2 K4. Esta
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inhibición da lugar a : 1<’) Despolarización.20) Aumento de la entradade Ca24 a

travésde los canalesde Ca2~. 3<’) Disminución de la salidade Ca2~ a travésdel

mecanismode intercambioNa4 1 Ca24.

En los procesoshipertensivosseproducela liberaciónal torrentesanguíneo

de una sustanciaendógenade naturalezadigitálica liberadaquizásdel hipotálamoo

de célulasde la glándulaadrenalque origina la inhibición de la ATPasaNa4I K4-

dependiente(Habery Haupert, 1987 ; Aviv y Lasher, 1990). La inhibición de la

bombadeNa4 porestefactordigitálico dalugar a natriuresisen los túbulosrenales,

restaurandoel volumen del fluido extracelulara su nivel normal.

Aunque la bombade Nat es la vía más importantede salida de Na4 del

citoplasmacelular, existen otras dos, como son el cootransporteNa4I K4 y el

intercambio Na4-Na4 que no modifica la concentraciónintracelular netade Na4

(Aviv y Lasher, 1990)

El cotransporteNat/K4, seencuentraaumentadoen célulasmusculareslisas

de ratasde la cepa SUR en comparacióncon la cepa normotensaincluso en un

medio deficiente en Ca24 (Tokushigey col., 1986; Shiffman y Bose, 1988).

5.2.3.-Reeulacióndel oH intracelularen la hipertensión

El H4 parecetenerunaespecialimportanciaen el desarrollode los procesos

hipertensivos,al comprobarseque el pH plasmáticoafecta al tono del músculo

vascularde los lechosde resistencia,así comoa la regulaciónde los movimientos

de Na4 en el riñón. Igualmentese ha observadoque el pH es un eslabónen el

estímulodel crecimientocelular(Moolenaary col., 1982; Ponyssegur,1982).

El principal sistema para mantenerel pH celular es el mecanismode
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intercambioNa4-H4 sensiblea amniloride. Este sistemapermnite la salidade Na4 al

medio extracelular y puedeestar reguladopor agentesmitogénicos y hormuonas

vasoactivas.Así, en segmentosvascularesde resistencia,la angiotensinaII, NA y

vasopresinapuedendisminuir el pH intracelular (Aalkjaer y Gragoe,1988; Aalkjaer

y Mulvany, 1988).

Otrosistemade mantenimientodel pH intracelularesel sistemade transporte

de C0
31-¡ que operaoriginandola salidade iones C¡ al espacioextracelulary la

entradade iones CO3H (Aalkjaer, 1990).

Se ha comprobadoen la hipertensiónesencialun aumento del sistemade

intercambioNat~H
4 en eritrocitos (Canessay col., 1980; Postnovy col., 1988) y

encélulasmusculareslisascultivadasde ratasSURfrentea suscontroles(Kuryyama

y col., 1988).

Debido a que el metabolismodel Ca2~ es sensiblea los cambiosen el pH

intracelular, esposibleque unaalteraciónen la regulaciónde ésteforme partede

los mecanismosinvolucradosen los movimientosde Ca?4,los cualesseencuentran

alterados en los procesoshipertensivos (Dahí y col., 1967; De Wardener y

McGregor, 1983; Haddyy Pammani,1985; Aalkjaer, 1990).

5.2.4.- Modificacionesde la reactividadvascularen la hipertensión

La hipertensiónorigina cambios variablesen las respuestasvascularesa

diferentesagentesque dependende varios factorescomo el pretratamientode los

vasos, el tipo de vaso y el modelo de animal hipertenso.En la mayoría de los

estudiosde reactividadvascular,el animal prototipo utilizado es la cepaSUR que

secomparacon su control WKY.

En hipertensión, en general, se observa una mayor sensibilidad a los
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estímulos vasoconstrictores(Liischer y Vanhoutte, 1986; Lúscher y col., 1988;

Shirasaki y col., 1988), mientrasque las respuestasvasodilatadorasse encuentran

atenuadas.Así, sehadescritoque las respuestasvasoconstrictorasoriginadaspor La

NA y el ¡‘C4 sonmayoresen la cepaSHR que WKY (Pangy Sutter, 1981; l-lolck,

1988; Bolzony Cheung,1989). Estos cambiosa menudoprecedeno sonparalelos

al desarrollode la hipertensión,aunqueno son el productode un aumentode la

presiónsanguínea“per se’ (Mulvany y Nyborg, 1980; Konishi y Su, 1983; Winquist

y col., 1984; De Mey y Gray, 1985).

Las relajacionesdependientesde endotelio producidaspor vasodilatadores

como la acetilcolina, A 23187 e histaminaestándisminuidastanto en vasosde

resistenciacomoen arteriasde gran diámetroen animaleshipertensosen relación

a sus controlesnormotensos.Este hechoha sido descritoen vasosde modelosde

animalesconhipertensióngenética,renalo inducidapormineralcorticoides.Porotro

lado, los vasodilatadorescomoel nitroprusiatosódicoo la adenosinaque originan

relajacionesindependientesde endoteliono modifican su respuestaen los procesos

hipertensivos.Esto hacesuponerque las alteracionesoriginadasen el endotelio

vascularcomoconsecuenciade la hipertensión,tienenunaimportanciarelevanteen

las respuestasvascularesinducidaspordistintosagentesvasodilatadores(Nakamura

y Prewitt., 1991; Shimamuray col., 1991; Yang y col., 1991).

Los antagonistasde Ca24 como nifedipina, verapamily diltiazem originan

mayoresefectosen animales de la cepaSUR (Hulthen y col., 1982; Takatay

Hutehinson1983;Naritay col., 1983),ratashipertensasrenales(Kubo y col., 1981)

y ratas DOCA (Arvola y col., 1992) en relación a sus animalescontroles. En

segmentosde aortao de arteria mesentéricade SUR, la contraccióninducida por

NA fue mássensiblea losefectosinhibidoresdenifedipina,nimodipina,nicardipina,

diltiazem, verapamil o gallopamil en comparacióna sus controles(Kazda y col.,

1985; Asanoy col., 1988; Atkinson y col., 1988; Booneny De Mey, 1990).
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El BAY K 8644 origina una contracciónmnayor en segmentosde la arteria

femoral de la cepa SI-IR que en suscontroles(Aoki y Asano, 1986), mientrasque

no se observancambiosen segmentosde arteriaaorta, muesentéricay arteria de la

cola de la rata(Aqel y col., 1986; Bolzon y Cheung,1989).

Huang y col. (1987) han aislado un péptido de los eritrocitos de ratas

pertenecientesa la cepaSHR. Este péptido aumnentala captaciónde Cá2~ en los

segmentosaórticos,dandolugara un incrementoprolongadode la presiónsanguínea

cuando es inyectado en animales normotensos (McCumbee y Wright, 1985;

MeCumbeey col., 1987). Este péptido está también presenteen la sangrede

animalesnormotensos,pero a concentracionessignificativamentemenoresque las

obtenidasen ratas hipertensas.Se ha observadoque este péptido tiene efectos

similares al BAY K 8644, y se ha sugeridoque puede actuar como modulador

endógenode los canalesde Ca24.

5.3.- Endotelio vasculareh¡uertensión

Los vasos de animales con hipertensión experimental sufren cambios

morfológicosqueafectana la capaíntima del endotelioy a las célulasdel músculo

liso vascular.Las células endotelialessufrenalteracionesen su tamaño, forma y

citoplasma(Haudenschildy col., 1979; Majno y col., 1988; Guyton y col., 1990).

Los procesos hipertensivos han sido relacionadoscon un aumento del

recambiode las célulasendotelialespermitiendoun incrementode la permeabilidad

de las moléculas(Wu y Bohr, 1990). Se produceun aumentoen la adhesiónde

monocitos al endotelio, así como una migración de estas células a capas

subendoteliales(Chobaniany col., 1989 ; Clozel y col., 1991).En la ateroesclerosis

experimental,se observaninteraccionessimilaresentre las células mononucleares

y la pareddel vaso(Chobaniany col., 1986).Seha comprobadoexperimentalmente

que la hipertensiónacelerael desarrollode cambiosateroescleróticosvasculares
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(Chobanian y col., 1989), en donde ademásde migración de monocitos y

macrófagos,se produceliberación de factoresde crecimientoendotelialesjunto a

una contribución plaquetaria(Heistad y col.,1991). Los cambios estructuralesy

bioquímicossufridospor la íntima y media producenhipertrofiae hiperpíasiade las

célulascorrespondientes(Haudenschildy col., 1979; Bachmanny col., 1992; Peiró

y col., 1 992). Shepherd(1990) propusoque estasanormalidadesen las células

endotelialesson causantesdel aumentoen la resistenciavascularsistémica,que

origina un incrementode la presiónarterial.

En pacienteshipertensosy en distintos modelos de hipertensión, se ha

descritounadisminuciónen las relajacionesdependientesde endotelio(Lockettey

col., 1986; Van de Voordey Leusen,1986; Lúschery Vanhoutte, 1987; Jameson

y col., 1990; Panzay col., 1990; Nakamuray col., 1991; Shimamuray col.,1991;

Yang y col., 1991) y un aumentoen las contraccionesinducidaspor agonistas

(Lúschery Vanhoutte,1986; Lúschery col., 1988; Shirasakiy col. 1988). Algunos

autoreshandescritoqueenarteriasde la resistenciade la cepaSUR las relajaciones

dependientesde endotelio no siempre van a estar disminuidas sino que van a

dependerdel agentevasoconstrictorutilizado (Li y Bukoski, 1993).

La reducción de las relajaciones dependientede endotelio parece ser

secundarioa la hipertensiónmantenida.Esta reducciónse origina comoresultado

de unaproducciónanormalde EDRF, unadifusión alterada a travésde la pared

anormaldelvaso(Vande Voordey col.,1988) o unarespuestamenordel EDRFen

el músculoliso vascular(Rau, 1991). Algunos autoreshandescrito la existenciaen

la hipertensióndeuna disminuciónen la producciónde EDRF y GMPc (Otsukay

col., 1988; Shirasakiy col., 1988; Angus y Cooks, 1989; Nakamuray Prewitt,

1991), aunqueotros autores(Angus y col. 1988)no hanencontradodisminuciónen

la liberaciónbasaldel EDRF en la cepaSUR. Este hecho se corroboracon los

estudiosllevadosa cabopor Yamazakiy col. (1991) con L-NMMA, un inhibidor

de la síntesisde NO, que originaun efectohipertensivomayoren ratasviejasSl-IR
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que en suscontroles.

Se ha supuestoque cambiosgenéticosen la hipertensiónpuedengenerarla

formaciónde factorescontráctilesy mitógenos,los cualesatmmentanlas respuestas

vasoconstrictorasy disminuyenla luz del vaso (Lee y col., 1987; Lúschery col.,

1989; Sánchez-Ferrery Marín, 1990). En pacientescon hipertensiónsehadescrito

un ligero aumentode los nivelesplasmáticosdeendotelina1 (Shichiri y col., 1990),

aunque la concentraciónplasmática estuvo disminuida en la cepa SUR y no

modificada en las ratashipertensasDOCA (Suzuki y col., 1990; Bolger y col.,

1991).

5.4.- Disfuncionesadrenér2icasen la hinertensión

En basea estudios realizadosen modelos de animalescon hipertensión

genética,asícomoen pacienteshipertensos,sehandescritocuatrohipótesisquehan

puesto de manifiesto el papel importante de la actividad adrenérgicaen la

patogénesisde las elevacionesde la presiónsanguíneade tipo genético:

La actividad simpáticaestáaumentada,tanto en pacienteshipertensos

comoen distintosmodelosde hipertensión(Goldstein,1983; Westfally col., 1984),

comorefleja el aumentode los nivelesde NA en el sistemanerviosocentraly en la

liberaciónde catecolaminas.

2.- La denervaciónde los nervios simpáticos renalespuede prevenir o

disminuir el comienzode la hipertensión(Normany Dzielak, 1982).

3.- Los agentes simpaticolíticos como el propanolol (antagonista f3-

adrenérgicono selectivo)puedenpreveniro disminuir la hipertensión(Weissinger,

1984; Borkowski y Quinn, 1985).

4.- La inhibición de síntesis de catecolaminaspor tratamiento con un

inhibidor de la dopamina¡3-hidroxilasapuedeatenuarel desarrollode la hipertensión

y disminuir la presiónsanguíneaen animaleshipertensos(Ohísteiny col., 1987).
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Estudios farmacológicos, fisiológicos y bioquímicos indican que en los

procesoshipertensivos,la actividad de los adrenoceptores% postsinápticosestá

aumentadatanto en ratashipertensas(Mulvany y Nyborg, 1980; Katovich y col.,

1984) como en pacienteshipertensos(Philipp y col.. 1978; limura y col., 1984),

mientrasque la actividadde los adrenoceptoresfi estádisminuida.En la hipertensión

experimental, este fenómenoestá asociado a una reducción en el número de

receptoresfi-adrenérgicos(Michel y col., 1990) y en la produccióndel segundo

mensajeroasociado,el AMPc, mientrasqueel númerode receptoresa1 adrenérgicos

permanececonstanteo inclusoestáaumentado,asícomola síntesisde los segundos

mensajerosasociadosIP3 y DG (Okamuray col., 1990; De Champlain,1990).Estas

observacionesindican que estaalteraciónen el balancede las actividadesde estos

receptoresadrenérgicospostsinápticos,promuevenlos efectospresoresdel sistema

simpático.

Por otra parte,la activacióndel mecanismode formaciónde fosfoinositoles,

produceunaaccióntrófica potenteen los miocitoscardíacosy vascularesquejunto

al predominio del sistema c~-adrenérgicofavorece el desarrollo de hipertrofia

cardíacay vascularobservadaen la hipertensión(De Champlain,1990).

El aumento del metabolismo de fosfatidilinositoles puede explicar el

incrementode la reactividadvasculara variosagentesvasoconstrictorescomoNA,

angiotensinay vasopresina,permitiendoal estaraumentadoel metabolismode estos

compuestos,un incrementoen la formaciónde los segundosmensajerosIP3 y DG

(Mila y col., 1990; Okamuray col., 1990; Turla y Webb, 1990). Porotro lado, la

produccióncrónicade IP3 podríafavorecerun aumentode la [Ca
24~~Jlibre, dando

lugar a unaestabilizaciónde la hipereactividaddel tejido vasculary cardíaco.Esta

situacióntambiénpuedepromoverel desarrolloy mantenimientode la hipertensión

porun aumentode la resistenciaperiféricay contractilidadcardíaca(Berridge, 1989;

De Champlain,1990).
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La produccióncrónicade DG puedeproducirun aumentodel pH intracelular

activando el intercambio Na4-H4, al ser estimulada la proteincinasaC. Este

mecanismopodría favorecerel desarrollode hiperpíasiacelular del músculo liso

vascular y cardíaco, favoreciendo un aumento de la síntesis de proteínas,de

protooncogenesfacilitando así el desarrollode la hipertrofxa que aparece en la

hipertensmon

5.5.- Sistemarenina-an2iotensinaen la hipertensión

El sistemarenina-angiotensinaparecejugar tambiénun papel importanteen

los procesoshipertensivosdebidoasuimplicaciónenel controlde la presiónarterial

y el volumen del fluido corporal (Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Thind, 1990;

Admiraal y col., 1990).

Este sistemaestáformadopor renina,angiotensinógeno,angiotensinas(1 y

II), enzimaconvertidorde angiotensinaquecatalizala conversiónde A 1 en A II.

La liberaciónde renina,controladapor el aparatoyuxtaglomemlarrenal, inicia una

seriede acontecimientosque dan lugar a la formaciónde A 1 que se transformaen

A II y éstaa su vez en A III, compuestomenospotenteque el anterior (Ferrario,

1990; Thind, 1990; Antonaccioy Wright, 1990).

El sistemarenina-angiotensinaestáreguladopor distintos factorescomo la

isquemiarenal, alteracionesde la presióny volumen sanguíneo,asícomo por la

disminuciónla concentraciónsanguíneadeNa4.Estosfactoresfacilitan la liberación

de renina con la consiguienteformación de A 1 y A II. La A II es un potente

vasoconstrictorque estimula la síntesisy liberaciónde aldosteronade la glándula

adrenal, sustanciacapazde reteneriones Na4 (Antonaccio, 1982; Antonaccioy

Wright, 1990).

El sistemarenina-angiotensinapareceque no sólo estápresenteen el riñón,
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sino tambiénen tejidosextrarrenalescornocorazón,glándulasadrenales,cerebroy

vasos (Corvol y col., 1989; Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Antonaccio y Wright,

1990). En los vasos presentauna localizaciónadventiciomedial,pudiendotenerun

papel importanteen la regulaciónde la función simpática.Además,la A II estirnula

el crecimientoy proliferacióncelularvasculary cardíaca, dandolugara hipertrofia

e hiperpíasia(Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Antonaccioy Wright, 1990).

El enzima convertidor parece estar involucrado en el tono vascular

dependientede endotelio(Levy y col., 1990). Los inhibidoresdel sistemarenina-

angiotensinahan sido utilizados en el tratamientode la hipertensión, ya que

disminuyenla presión arterial tanto en personasnormotensascomo hipertensas

(Brodgen col., 1988; Thind, 1990; Antonaccioy Wright, 1990). El mecanismode

acciónde estoscompuestospareceserque no estásólo relacionadocon el nivel de

actividad basal de renina plasmática, sino con accionesa nivel tisular y en los

centrosnerviosossimpáticoscon disminuciónde su actividad dando lugar a una

reducciónde la síntesislocal de A II (Beckery col., 1989; Ungery Gohlke, 1990;

Ferrado, 1990; Antonaccioy Wright, 1990; Bottari y col., 1993).

6.- CAMBIOS CARDIOVASCULARESASOCIADOS CON LA EDAD

La edadesta asociadaa cambios marcadosen el sistemacardiovascular,

especialmenteen la estructuray función de las arterias.La paredarterial acumula

colágeno,lípidosy minerales(Maseroy col., 1981),dandolugar a unadisminución

de su elasticidad.Esteaumentode rigidez vascularorigina un aumentode la presión

sistólicaalo queprobablementetambiéncontribuyela disminuciónde la sensibilidad

de los barorreceptores(Julius, 1988). Jackson(1989)postulóqueun defectoen el

sistema cardiovascular originado por una reducción de las prostaglandinas

endógenas,podría contribuir a un empeoramientode la hipertensión y a

complicacionescardiovascularesa medidaque aumentala edaddel individuo.
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En animales de laboratorio, las vasoconstriccionesinducidas por NA

disminuyencon laedad(Docherty, 1986; Fleisch,1980; Vanlmoutte, 1988; Murohara

y col., 1990). Se ha observadouna disminución en la sensibilidad y en la

contracciónmáximadebidoa una reduccióndel númnerode receptoresadrenérgicos

de reserva(Wanstally O’Donnell, 1988).Otrasrespuestascontráctilesmediadaspor

receptores,muestranpequeñoscambioso no modificación con la edad (Fleisch,

1980; Vanhoutte, 1988; Wanstall y O’Donnell 1989). Las relajaciones

independientesde endotelio tambiénestándisminuidascon la edad(Fleisch, 1980;

Tsujimoto y col.,1986; Toda y col., 1987; Hongo y col., 1988; Mayhan y col.,

1990).Sin embargo,el efectodelas respuestasrelajadorasmediadasporel endotelio

varíanconla especiey el lechovascular(Vanhoutte,1988; Hynesy Duckles,1987).

Así, mientrasalgunosautoreshan demostradoque las relajacionesdependientesde

endoteliomediadaspor receptoresmuscarínicos,disminuyen progresivamentecon

la edad(Konishi y col., 1983; Shimizu y Toda, 1986; Toda y col., 1987), otros

muestranque éstasse incrementanen animalesviejos (Hynes, 1987; Dohi y col.,

1990). Por el contrario, las contraccionesdependientesde endoteliomediadaspor

receptores muscarinicos están aumentadastanto en ratas normotensascomo

hipertensasviejas,debidoa la liberacióndeproductosde lascélulasendotelialespor

la vía de la ciclooxigenasa(Koga y col., 1988, 1989).

En las ratas viejas, el Ca24 almacenadoen los lugaresintracelularestiene

especialimportanciaen las contraccionesinducidaspor NA (Carriery col., 1979).

Lasensibilidadal efectodepresorde los antagonistasde Ca24,esprobablementealta

debidoa unadisminuciónen la reservade los receptores¿~-adrenérgicos,(Wanstall

y O’Donnell, 1988; Holck, 1988; Kojima y col., 1989),hechoque ha favorecidoel

tratamiento de la hipertensión en pacientes de edad avanzadacon fármacos

bloqueantesde la entradade Ca24 (Wei, 1989; Calvo-Gómezy col., 1992). Sin

embargo,cuandoseestudióel efectodel diltiazem en segmentoscontraídoscon 5-

HT o altas concentracionesde K4, no se incrementéa medidaque aumentabala

edad del animal, lo que hace suponerque la edad también puede causar una
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disminución en la potencia de los antagonistasde Ca24, posiblementepor una

disminuciónde la afinidad de estosfármacosa sus sitiosde unión en los canalesde

Ca24 (Wanstall y O’Donell, 1989).

Por otra parte, las respuestascontráctilesinducidaspor K~, Cl Ca, o BAY

K 8644, estándisminuidasen aortasde ratas viejas (Wadsworth, 1990). Además,

el BAY K 8644 sólo es capazde originar contracciónen aortasde ratasviejas,

cuandosehaproducidounadespolarizaciónparcial deéstas(Wanstall y O’Donnell,

1989). En otros vasos,la respuestade este agonistade Ca2~ no varíacon la edad

(Sakai y col., 1992).Estosdoshechosdemuestranqueel potencialde membranaen

estadode reposoen laaortapuedesermásnegativoenpreparacionesde ratasviejas.

De esta manera, las respuestas vascularesen la aorta de rata a fármacos

vasoactivos(contráctileso relajantes),queactúana travésde mecanismosmediados

por activaciónde CVD o CDR, puedenser dependientesde la edad.
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OBJETIVOS



Paraqueel procesode contraccióntenga lugaren el músculo liso vascular,

esnecesarioqueexistaun aumnentode [Ca24~~j.Esteaumentode [Ca2~~~]seproduce

por distintas vías, dependiendodel lecho vascular y del agente vasoconstrictor

utilizado

Cuando la contracción del músculo liso vascular se origina mediante

despolarizacióncon KV se ha postulado que la entradade Ca24 del espacio

extracelularseefectúaa travésde los canalesde Ca24 voltaje-dependiente(CVD)

(Hurwitz, 1986),mientrasque en la respuestaproducidapor la NA estaentradase

realiza, principalmentea través de los canalesdependientesde receptores(CDR)

(Khalil, 1987).Seha de indicar que algunosautoreshan sugeridola posibilidadde

que la aperttmrade estosúltimos canalesestaríaasociadaen una segundafasea la

aperturade canalesvoltaje-dependientes,a través de los cualesse produciría la

entradade Ca24 del medio extracelular(Nelson y col., 1990). Asimismo se ha

descritoque el efectovasoconstrictorde la NA, produceademásla liberaciónde

Ca24 secuestradoen los depósitosintracelulares,que participa en la contracción

inducida por esteagonista(Berridge, 1989; Abdel-Latif, 1986; Rasmussen,1986;

Chiu y col., 1987; Marín, 1988; Abkar y col., 1989).

El objetivode estetrabajoesanalizarla influenciade la edad,la hipertensión

y el endoteliosobrelas respuestasvascularesinducidaspor dosmoduladoresde la

entrada de Ca24, nifedipina y BAY K 8644, que la inhibe y la favorece

respectivamente.Paraello se se ha utilizado la arteriaaorta con y sin endoteliode

ratasprocedentesde las cepasSHR y WKY de animalesde diferentesedades(5

semanas,3 meses,6 meses,1 año y 1,5 años).Se optó por la utilización de la cepa

SHR y su control WKY por seruno de los modelosde hipertensióngenéticamás

utilizado en la experimentaciónanimal.
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Los objetivos concretoslueron analizar la influenciade la hipertensión,la

edady el endoteliosobre:

La respuestavasodilatadorainducidapor nifedipinaensegmentosaórticos

procedentesde las cepasSHR y WKY precontraidoscon NA 10<’ M o K4 50 mM.

2.- La respuestavasoconstrictorainducida por BAY K 8644 en segmentos

aórticos,en situaciónbasaly despuésde unadespolaraciónparcial con K4 15 mM,

procedentesde las cepasSHR y WKY.
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MA TERIAL Y METODOS



En la realización de este trabajo, se han empleadocorno animalesde

experimentación,ratas de ambos sexospertenecientesa dos cepas,SHR (ratas

espontáneamentehipertensasde Aiko-Okamoto) y WKY(Wistar-Kyoto), utilizada

comocontrol de las anteriores.La cepaSHResel modelode hipertensióngenética

mejor conocido.

El pesode los animalesfue variable,ya que el estudioserealizóa distintas

edades,utilizándoseanimalesde 5 semanas,3 meses,6 meses, 1 año y 1,5 años,

los cualeshansido suministradospor el animalariode la Facultadde Medicina de

la UniversidadAutónomade Madrid.

Las ratas se sacrificaron mediante inhalación de éter etílico y posterior

sangríapor secciónde la carótida. A continuación,se disecó cuidadosamentela

aorta, tanto su porción torácicacomoabdominal,y posteriormenteseseccionóen

segmentosde 4 mm de longitud en unacápsulade Petri queconteníaunasolución

Krebs-Henseleit(K-H) a 40 C, y se eliminaron los posibles restoshemáticosy la

grasaadheridaa los vasos.

Estossegmentosarterialespermanecieronenestasoluciónhastasuutilización

en el mismodíao el díasiguiente,despuésdehabersecomprobadoquesu respuesta

vascular no sufría modificación alguna en su reactividad vascular frente a una

solucióndespolarizantede ClIC 75 mM.

La composicióndel K-H, expresadaen concentraciónmM, fue la siguiente:

-CINa 115

-CIK 4,6

- 64 -



-CI2Ca .2,5

-P04112K 1,2

-SO4Mg.7H20 1,2

- CO3liNa 2,5

- Glucosa .1,1

-EDTANa 0,01

El EDTA Na0 seañadió conel fin de retrasarla oxidacióndel grupo catecol.

La soluciónK-H sepreparódiariamenteapartir de solucionesconcentradas,

excepto la glucosa que se añadió la cantidad necesariaen el momento de la

preparacióndel K-H.

1.- ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR

Con el objeto de estudiarla reactividadvascularen estosvasos, seempleó

el métododescritopor Nielsen y Owman(1971). Paraello, se introdujeronpor la

luz de los segmentoscilíndricosdeaortade rata dosalambresrígidos deacero(600

pm de diámetro),uno de los cualesestabafijo a la pareddel bañoy el otro, que se

podía desplazarparalelamenteal anterior estabaunido a un transductorde fuerza

(GrassFT 3C o LaicaTRIOl 1). Estetransductorseconectabaa un polígrafo(Grass

7D o Letica 4000) en dondese registrabanlos cambiosde tensión(Fig.6).

Los segmentosarterialesse introdujeronen un bañode órganosquecontenía

5 ml de la soluciónK-H a 37W burbujeadaconstantementeconcarbógeno(95 % 02

y 5% CO,), proporcionandoéste al medio un pH entre 7,3 y 7,4. A dichos

segmentosse les aplicó una tensióninicial de 1,5 g, que se reajustóperiódicamente

cada 15 minutos hastaconseguirsu estabilización,lo que se consiguióal cabo de

unos90 mm.
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Posteriormentey paraverificar la presenciao ausenciadeendoteliovascular,

seadicionóal bañoNA 10<’ M y una vezalcanzadoun techodecontracciónestable,

se adicionó acetilcolina (ACh) 1W M. Se consideró que los segmentostenían

endotelio, cuandola contracciónresidualobtenidaen presenciade ACh fue menor

del 50% del tono alcanzadopor la NA. En aquellas arterias, en las que la

contracciónresidualera mayordel 50% seprocedióa la eliminacióndel endotelio

residual. Para ello, se sometieron los segmentosarterialesa la acción de una

solución de saponina(0,3 mg/ml K-H) (Samatay col., 1986), durante 15 mm y

después,secomprobóla ausenciade endotelioporel procedimientoanteriormente

descrito.Se investigópreviamente,queesteprocedimientode desendotelizaciónno

alterabalas respuestasvasoconstrictorasindependientesde endotelio.

En algunoscasos,para confirmar la presenciao ausenciade endotelio, se

usaronmétodoshistológicossegúnla técnicade tinción descritapor Caplany col.,

(1974). Para ello, al final del experimento, los segmentos se abrieron

longitudinalmente, fijándose a un soporte, de manera que quedaravisible su

superficieinterna. Los segmentosse lavaronen unasoluciónde glucosaal 5% y se

sometierondurante40 segaunasoluciónde nitrato de plata. Más tarde, se lavaron

varias vecescon glucosaal 5%, paraeliminar el excesode nitrato de plata, y se

revelaronpor exposicióndurante12 mm a luz ultavioleta. La observaciónde los

vasoscon un microscopioóptico, mostró un mosaico de célulaspoligonalessi las

arteriasteníanendotelio,debidoal depósitodenitrato de plataen las membranasde

las célulasendoteliales.

Despuésdecomprobarla presenciao ausenciade endotelio,serealizaronlas

correspondientescurvas concentración-respuestadel fármaco a estudiar, no

sobrepasandoel volumen añadidoel 5% del volumen inicial del baño. En cada

segmento arterial se realizó una única curva concentración-respuestaa los

moduladoresde la entradade Ca24 debido a que susefectossemanteníandurante

largo tiempo.
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¡.1.- Estudio de las resDuestas al anta2onista de Ca2* nifedinina

Paraestudiar los efectosvasodilatadoresde este fármacoen los distintos

gruposexperimentales,se efectuaroncurvasconcentración-respuestaen segmentos

aórticospreviamentecontraídoscon una soluciónde K4 50 mM o con NA 10<’ M

con objetode estudiarel efecto de la nifedipina sobre las respuestasinducidaspor

activaciónde los CVD o los CRD, respectivamente.

Las curvasconcentración-respuestaa nifedipina se realizaronadministrando

concentracionescrecientes y acumulativas una vez alcanzado el techo de

concentraciónestablecon K4 50 mM o NA io~ M. El intervalo de administración

de cadaconcentraciónfue de 20 a 25 mm.

Lasrespuestasvasodilatadorasseexpresaronenporcentajede la contracción

inducidapor el tono previo con NA 10<’ M o K4 50 mlvi.

Paraprofundizaren el estudiodel papel del endoteliosobre las respuestas

vasodilatadorasde esteantagonistade Ca24, se eligió comogrupo experimentala

ratas que tuvieran 6 mesesde edad, al considerarseque era un grupo de edad

intermedio. En cadaexperimentolos segmentosarterialesse dividieron en varios

grupos, unos segmentosarteriales se trataron con L-arginina 10~ M, precursor

fisiológico del óxido nítrico (Palmery col. 1988), otros con L-NAME l0~ M (Nc -

nitro-L-argininametí-éster),inhibidor de la síntesisde óxido nítrico (Reesy col.,

1990) y otros con L-arginina l&~ M más L-NAME lO~ M, además del

correspondientegrupo control. La L-argininaseadministró15 mm antesde inducir

el tonocontráctil conK4 50 mM, el L-NAME 25 mm antesde la administraciónde

K4 50 mlvi o NA y cuandoseutilizaron los dosagentesconjuntamente,primerose

administróla L-argininay 10 mm despuésL-NAME. En todos los casos,después

deobtenerel techodecontraccióncon NA o K4, seefectuaronlas correspondientes
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curvasconcentración-respuestaa nifedipina.

1.2- Estudio de las resouestas al aponistade Ca24BAY It 8644

Lascurvasconcentración-respuestaa estefármnacoen los distintos grtmposde

segmentosarterialesse efectuaronde forma crecientey actmmulativaen situación

basalo con unapreviadespolarizaciónde la memubranacon una soluciónde K4 15

mM. El intervalode administraciónde cadaconcentraciónde fármacofue de 20 a

25 mm.

Las respuestascontráctilesse expresaronen porcentajede la contracción

previa inducidapor unasolución de K4 75 mM.

2.- MEDIDA DE LA PRESIONARTERIAL EN LAS RATAS

Paraanalizar si la presiónarterialde las rataserala mismaa lo largo de la

edady y su variaciónen funcióndel tipo de cepa,seutilizaron ratasde 5 semanas,

3 meses,6 meses,1 año y 1,5 añosde las cepasSUR y WKY.

Los animalesseanestesiaroncon una solución de pentobarbital(50 mg/Kg

pesodel animal). Una vez anestesiadoel animal, se situó en una mesaen posición

decúbitosupino.Posteriormenteseefectuóunaincisión en la zonaventromedialdel

cuello, procediéndosea separary cortar la piel dejandovisible la arteria carótida.

Se pasarondos hilos por debajode ésta,ligando la partedistal y dejandoiniciado

un nudo en la parte proximal para la posterior ligadura de una cánula. Una vez

preparadala arteria carótidade estamanera, se cortó la circulación por la parte

superior. Se seccionóparcialmenteen la arteria carótida, a travésde la cual se

introdujo una cánula de plástico conectadaa un transductorde presión (Viggo-

Spectramed),unido éstea un polígrafo (Grass7 E). A travésde unatoma lateral,

seadministrópreviamenteunasoluciónde heparinasódicadisueltaen K-H (50 jxl/

50 mí) con el fin de evitar la posteriorcoagulaciónsanguínea.
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3.- FARMACOS EMPLEADOS

Los fármacosempleadosen estetrabajofueron los siguientes:

- Acetilcolina, cloruro de (Sigma)

- L-arginina (Sigma)

- N-nitro-L-argininametil éster,clorhidrato de (L-NAME) (Sigma)

- BAY K 8644 (Bayer)

- Nifedipina (Bayer)

- Noradrenalina,clorhidratode (Sigma)

- Saponina(Sigma)

Las solucionesde todosestos fármacosse prepararoncadadía a partir de

solucionesmadre (10.2 M) que estabanen el frigorífico a -200C. El disolvente

utilizado paraprepararlas solucionesmadrefue aguadestilada,exceptola NA que

se preparóen una solución salina (0,9 %) conteniendoácido ascórbico(0,01 %

peso/volumen),paraevitar la oxidacióndel grupo catecol, y la nifedipinay el BAY

K 8644 que se disolvieronen etanol(99,5 %). El BAY K 8644 y la nifedipinason

sustanciasfotosensibles,por lo que fue necesariotrabajarcon ambosfármacosbajo

luz de sodio paraevitar su degradación.

4.- ANALISIS ESTADISTICO

Los porcentajes,las mediasy los errores estándarse calcularon con el

programaStatworksde Appel Computer.

La significanciaentregrupossedeterminópor el análisisde la t de Student,

considerándosesignificativo el valor de p < 0,05. Paraestudiarla influenciade la

cepa,el endotelioy la edad, en las respuestasa los moduladoresde la entradade
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Ca2~ se realizó, además,un análisis de la varianza (ANOVA). Considerándose

igualmente significativo el valor de p< 0,05. Para realizaresteestudiose utilizó

el programnaStatview de Apple Computer.

Se realizarondostiposde ANOVA, unode dos factoresy el otro de tres. En

el análisisde dos factores,tino de ellos fue siemprela concentracióndel fármacoy

el otro fue o bien el estadodel vaso(presenciao no deendotelio), la cepao la edad

del animal. En el ANOVA de tres factores los datos de las dos cepas, los

correspondientesa las cinco edadesy los de los segmuentoscon y sin endoteliose

combinarony analizaronparacadaconcentraciónde fármaco.
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RESULTADOS



1.- EVOLUCIÓN DE LA PRESION SANGUINEA

Antesdeefectuarel estudioen las ratasWKY y SHRde 5 semanas,3 mneses,

6 meses, 1 año y 1,5 años,seprocedióa medir la presiónsistólica, con el objeto

de comprobar si realmente existían diferencias entre la cepa hipertensa y

normotensa.Los datosobtenidosmuestranque la presiónde las ratasde la cepa

SHR de 3 meses,6 meses, 1 año y 1 ,5 añoses significativamentesuperiora las

correspondientesde las ratasWKY (Fig. 7).

Paraanalizarsi a medidaque aumentabala edadse modificaba la presión

sistólica, encadaunade las cepasy si entreellasexistíaunadiferenciasignificativa

en función de la edad, se realizó unat de Student.En la cepaSUR se observaron

diferenciasentrecadauna de las edadesy la de 5 semanas.Porel contrario,en la

cepaWKY sólo seobtuvieron diferenciassignificativasentre las ratasde 3 meses

y 5 semanas(Fig. 7).
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2.- CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTAA NIFEDII>INA

Con el fin de estudiarla influenciade los distintosfactoresanalizadoseneste

trabajo sobre la respuestavasodilatadorainducida por el antagonistade Ca24

nifedipina,serealizaroncurvasconcentración-respuestaaestefármacoensegmentos

cilíndricos de aorta, procedentesde ratasWKY o Sl-IR de 5 semanas,3 meses,6

meses,1 año y 1,5 añoscon o smn endotelio,previamentecontraídoscon NA 10<’

Mo K4 50 mM.

Los valoresde las contraccionesinducidaspor NA 10<’ M y K4 50 mM, en

los diferentesgruposexperimentalesseindican en la Tabla 1.

2.1.- Influencia de la cenasobre las curvasconcentración-respuestaa

nifedinina

Paraanalizarsi seobservabaun comportamientodistinto de la nifedipinaen

función de que los animalespresentarano no hipertensión,seefectuóun estudio

comparativode los efectosvasodilatadoresproducidospor este antagonistaentre

arteriasprocedentesde ratasde las cepasSUR y WKY.

2.1.1.-ArteriasprecontraidasconK4 50 mM

En segmentosarterialescon o sin endoteliode 5 semanasno seobservaron

diferenciasimportantesentrelasSURy WKY (Fig. 8). Cuandoseefectuóel análisis

de la varianzade dos factores,tampocoseobservarondiferenciasen función de la

pertenenciaa una u otra cepa(Tabla 2).
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A los 3 meses,los segmentosconendoteliode las ratasSHR presentabanun

efecto relajante mayor a nifedipina que los de WKY, existiendo diferencias

significativas a concentracionesbajas (lo-mQ a l0’~ M). Sin embargo, en los

segmentossin endotelio, la relajación fue mayor en las WKY que en SHR a

concentracionesaltas(10’< y 106 M) (Fig. 9). Cuando se realizó el análisis de la

varianzadedos factores,no seobservarondiferenciasen la respuestavasodilatadora

originada por la nifedipina entre la cepa SHR y WKY, probablemente por la

dirección opuestade las variacionesen los segmentoscon y sin endoteliocuandose

analizósóloel factorcepa,peroestadiferenciaseconvirtió en significativa cuando

el factor cepaseanalizócon la concentraciónde nifedipinautilizada (Tabla2).

A los 6 mesesel efecto vasodilatador de la nifedipina se incrementó

significativamenteen los segmentosconendoteliode la cepaSHR a concentraciones

io~~~io<’ M, mientrasqueen segmentossin endoteliola relajación fue mayoren las

WKY aunquesólofue significativa a la concentraciónde 10~ M de nifedipina(Fig.

10). El análisisde la vatianzano dió significativo por la mismarazónquea los tres

meses.

Al año de edad (Fig. 11), el efecto vasodilatador producido por

concentracionesaltasde nifedipina (l09~10ó NI) tanto en segmentoscon endotelio

comosin endotelio,fue significativamente mayor cuandolas rataspertenecíana la

cepaWKY en comparacióna lasSHR. El análisisde la varianzamostróclaramente

(p= 0,018) lasdiferenciasen función de la cepaestudiada(Fabla2).

En ratasmásviejas (1,5 años)las relajacionesa nifedipina fueron menores

en arterias de ratas WKY que en SUR sólo cuando los segmentospresentaban

endotelio(Fig. 12). El análisis de la varianzade dosfactores,dio como resultado

un valor de p = 0,001,demaneraque a estaedadel comportamientovasodilatador

de la nifedipinadependiótambiéndel tipo de cepa(Tabla 2).
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El análisisde la varianzade dos factores,mostróque tanto en los segmentos

que presentabanendotelio como en los que carecíande éste, las respuestas

vasodilatadorasproducidaspor la nifedipina eransignificativamentedistintasentre

las SHR y WKY (Tabla 2). Sin embargo,en presenciade endotelioesteefectode

la cepadependede la concentracióndel fármacoy en ausenciade endoteliono.

De estos resultadosobtenidos se puede concluir que el elbcto depresor

producidopor la nifedipina dependede la cepaen segmentosarterialescon o smn

endoteliocontraídoscon KF 50 mM.
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5 SEMANAS

3 1 U

K50 -12 -11 -10 -9

NIFEDIPINA (Iog

Iog Nl SHR E(~> SHR E(—) WKV E(.> WKY EUO

—12
-11
-10
-9
-8
-7
—6

90,1±4
84,4±6
69,9k 7
S7,2~ 9
48.8±9
39•6~ 7
-7,3±6

100 ~4
95,8~6
86,5~7
78,3 ~8
69,1 ±8
55,S~9
—13,0~6

87,1±6
73.0±9
58,5± 12
46,8±9
33,1±9
25,8± 7
-i•i±4

90,8~3
74,1±8

44•5~7
25,8 ±~
—1,3 ~
—7.7 ±18

Fig. 8.- Curvas concentración-respuestaa nifedipina (l0<’2 ~lO6 M) en
segmentosaórticos con (E±)y sin (E-) endotelioprocedentesde lascepasSHR y
WKY de 5 semanasde edad. La nifedipina se administró en concentraciones
crecientesy acumulativas,una vezalcanzadoun tonode contracciónestablecon
50 mM. Los resultadosestánexpresadosen % de la respuestavasoconstrictora
mnducidaporK4 50 mM cuyosvaloresparalos distintoscasosaparecenen la Tabla
1. En la tabla inferior de la figura seespecificanlos valoresmediosde contracción
residual(%) y el errorestándarparacadaunade lasconcentracionesdenifedipina.
Entreparéntesisel númerode segmentosarterialesutilizados.
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3 MESES

U E U U

K50-12 -11 -10

NIFEDIPINA
-g

(¡og

1 U U

-8 -7 -6

M)

log M SHR E(+) SHR EQO WKY E<+) WKY E(-)

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

36,5 ±11
23,6±7
12,5±9
10,0 ±~
5,0 ±6
-10,1 ±11
-7,1 ±8

77,0±8
58,6 ±7
45,0±6
37,5±5
30,0 ±10
36,4 ±10
12,7±9

96,1±2 .¼
83,4±9 ~;
72,9 ±11 ~
47,5 ±12k
35,7 ±is~
25,6 ±15
-7,3 ±11

96.6 ±2
71,5±8
47,0±7
25,0±7
1,3 ±7 *
-8,1 ±~‘ *
-13,0±7 **

Fig. 9.- Curvas concentración-respuestaa nifedipina (1012 -l0~ M) en
segmentosaórticos con (E±)y sin endotelio(E-) procedentesde las cepasSUR y
WKY de 3 mesesde edad. Los segmentosse contrajeronpreviamentecon una
solución despolarizantede K4 50 mM. La expresiónde los resultadosesigual a los
de la Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especificanlos valoresmediosde
contracciónresidual(%) y el error estándarparacadaunade las concentracionesde
nifedipina. Entre paréntesisel número de segmentosarterialesutilizados. Los
asteriscosrepresentanla significanciaestadística(t deStudent)entrelascepasWKY
y SUR cuandolos segmentosarterialesteníanendotelioo no.
* p< 0.05 ** p< 0,02.
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U U U

K50 -12 -11 -10

NIFEDIPINA

Iog M SHR E(+) SHR E(+) WKY E(+) WKY U-)

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

95,6 ±3
72,3 ± 7
47,5 ±8
16,2 ± 6
-4,7 ± 5
-30,0 ± 16
-37,3 ± 18

93,3 ±0,9
85,4 ±4,2
67,1 ±7,2
51,7 ±7,6
16,4 ±6,7
-3,6 ±7,4
-16,5 ±10,9

100 ±0
98,7 ± O *
89,0 ±3 **
68,5 ± 10
43,3 ± 8 **
14,3 ± 8 *
-12,4 ± 17

97,7 ±9
66,1 ±11
40,8 ±20
22,6 ±17 **
-5,8 ±28
-20,9 ±36
-27,4 ±35

Fig. 10.- Curvasconcentración-respuestaa nifedipina (lo-ml -l& NI) en
segmentosaórticos con (E+) y sin endotelio(E-) procedentesde las cepasSHR y
WKY de 6 mesesde edad. Los segmentosse contrajeronpreviamente con una
solución despolarizantedeK4 50 mnM. La expresiónde los resultadosesigual a los
de la Fig. 8. En la tabla inferior seespecificanlos valoresmediosde contracción
residual(96) y el errorestándarparacadaunade lasconcentracionesdenifedipina.
Entre paréntesisel número de segmentosarteriales utilizados. Los asteriscos
representanla significanciaestadística(t deStudent)entre lasWKY y SUR cuando
los segmentosarterialestenían o no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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lAÑO

50 -

O-

-50-

100-

U E 1 E U U

1<50 -12 -11 -10 -9 -8

NIFEDIPINA (Iog

Iog Ni SHR E(+) SI-iR(E-) WKY(E+) WKY(E-)

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

97,8±4
90,6 ±8
83,9 ± 11
76,6 ±14
80,2 ±15
73,4 ± 15
25,0 ± 9

86,8 ±7
73,5 ± 11
64,1 ± 15
53,8 ±16
41,2 ±18
32,1 ± 17
-1,6 ± 12

78,2 ±11
61,0 ± 12
45,7 ±9
30,7±6 *
-0,7 ±9 *
-33,8 ±22 **
-52,6 ±27 **

70,4 ±8
44,1 ± 12
19,0 ± 13
10,1 ±13*
-27,6 ±15**
-65,7 ± 20 **
-78,6 ± 21 **

Fig. 11.- Curvas concentración-respuestaa nifedipina (lOI2~l0~ NI) en
segmentosaórticos con (E +) y sin endotelio (E-) procedentesde las cepasSUR y
WKY de 1 añodeedad.Los segmentossecontrajeronpreviamenteconunasolución
despolarizantede K4 50 mM. La expresiónde los resultadoses igual a los de la
Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especificanlos valores medios de
contracciónresidual(%) y el errorestándarparacadaunade las concentracionesde
nifedipina. Entre paréntesisel número de segmentosarterialesutilizados. Los
asteriscosrepresentanla significancia estadística(t de Student)entre las WKY y
SUR cuandolos segmentosarterialestenían o no endotelio.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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1,5 AÑOS

U U 1 U U U E

K50 -12 -11 -10 -9 -8 -7

NIFEDIPINA (Iag M)
-6

Iog M SHR E(+) SHR(E-) WKY(E+) WKY(E-)

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

55,87± 14
-11,0 ± II
-16,2 ±12
-18,2 ±12
-18,7 ±12
-19,9 ± 13
-22,7 ± 13

80,4 ±9,9
66,0 ±10,7
65,4 ±g,~
51,5 ±9,8
184 +í3,3
-19,9 ±20,7
-26,4 ±21,9

100 ±0 *
~ ~ **
100 ±0 **
95,9±2 **
94,1±2 **
584 + 10**
7,2 ± 14

100 ±0
93,5 ± 3
82,8 ±5
68,5 ±6
60,8 ±7
27,9 ±9
-13,8 ± 14

Fig. 12.- Curvas concentración-respuestaa nifedipina (10-m2 -10k NI) en
segmentosaórticoscon (E+) y sin endotelio (E-) procedentesde las cepasSUR y
WKY de 1,5 añosde edad. Los segmentosse contrajeronpreviamentecon una
solucióndespolarizantede K~ 50 mM. La expresiónde los resultadosesesigual a
los de la Fig. 8. En la tabla inferior de la figura seespecificanlos valoresmedios
de contracciónresidual(%) y el errorestándarparacadaunade las concentraciones
de nifedipina. Entre paréntesisel númerode segmentosarterialesutilizados. Los
asteriscosrepresentan]a significanciaestadística(t de Student)entre las WKY y
SHR cuandolos segmentosarterialestenían o no endotelio.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla ¡ .- Respuestasvasoconstrictorasinducidaspor NA 10<’ M y
50 mM y su variaciónen función del endotelio, la cepay la edad.

NA 1<

5 SEMANAS
SI-IR

E(±) 625+247 (4) 650<13 (4)

E(-) 300+67 (5) 1020+ 112 (5)

WKY
E(+) 488±79 (II) 550±147 (5)

E(-) 737+67 (7) 512+83 (9) $

3 MESES

SUR
E(+) 1282±223(10) 1918±211(8) 11

E<-) 966±150(4)11 2190±149(8)11

WKY
E(+) 1037±197(10)11 ¡671+315(7) 11

E<-) 1048+142(6) 958+120 (6)4>

6 MESES

SHR

E(-) 1206±192(7) 11 1218±301(II)

WKY

1 AÑO
SUR

E(±) 895+125 (17) ¡905+246 (9)11

E(-) 964+106 (17) 11 1416±110(6)11

WKY
E(+) 1533+276(12)4>11 t312-i-213(5)4’#

E(-) 850+151 (7) 850+160 (5) $

1,5 AÑOS

SUR
E(±) 1119±169(13) 833+74 (9)

E(-) 1450±380(7) 2094±292(14) *

WKY
E<+) 520±25 (5) 4> 730+186 (5)

E(-) 1t25±138(6)4’# ¡108+145 (6)4>11

Entre paréntesisse indica el númerode segmentosutilizados.
* p< 0,05 entresegmentosarterialescon (E±)y sin endotelio(E-) paracada

cepay edad.
$ p< 0,05 entrecepasdentrode cadagrupode edad.
# p< 0,05 entre cadauna de las edadesy la de 5 semanas.
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Tabla 2.— Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dosfactores(cepay concentraciónde nifedipina)paracadauna de las edadesy en
segmentoscon E(+) y sin E(-) endotelioy contraídoscon NA 10<’ M o K4 50 mM.

CEPA

NA 0,1 gM K45OmM NA0,1~M K4 50 mM

j~j~j~
E<—)

¿7798 ,001O ,9480 ,0050

,0001 ,0048 ,2845 ,3043

15 semanas
[3meses

,2131 ,1O71 ,6528 ,8589

,0010 ,5064 ,1933 ,0018

[6 meses ,9922 ,1016 ,0253 ,7264

[1_año

11,5 años

,0010 ,0185 ,6840 ,1967

,9806 ,0010 1,000

Los valoresde p< 0,05 indican que el factor o factoresobjetode estudio
influyen significativamenteen la respuestavascular de la nifedipina. El factor
concentraciónsiempredio significativo.

CEPA+
CONCENTRACION
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2±2.-Arterias precontraidas con NA 10<’ M

La relajaciónproducidapor la nifedipinaen segmentosdeaortaprocedentes

de ratasde 5 semanas,3 meses,6 mneses, 1 año y 1,5 añosfue, en general,mayor

en los procedentesde la cepaSHR que de la WKY, tanto en presenciacomo en

ausenciadeendotelio.

En segmentosprocedentesde ratasde 5 semanasy utilizando la t deStudent,

seobservarondiferenciasentreunacepay otraa concentracionesaltasdenifedipina

(l0-~ a 10.6 M), independientementede la presenciao ausenciade endotelio(Fig.

13). Sin embargo,el análisis de la varianzade dos factoresdio comoresultadoque

la cepano influía en las curvasconcentración-respuestaa nifedipína en estaedad

(Tabla 2).

En segmentosarterialescon endotelio de ratas de 3 mesesse observaron

diferenciasestadísticamentesignificativas (t de Student)entreambascepasen toda

la curvaconcentración-respuesta.Sin embargoen los segmentossin endotelio,las

diferencias sólo se obtuvieron a las concentracionesentre 1012 a 10-mo NI de

nifedipina (Fig. 14). Al efectuarel análisis de la varianzade dos factores, se

observarondiferenciasentreunacepay otra con valor de p de 0,001 (Fabla 2).

Además,estasdiferenciasfueron independientesde la concentración(p< 0,1933).

Estos valores confirman que a los 3 meses, las respuestasvasodilatadorasde la

nifedipinadependende la cepaa la quepertenecenlos segmentos.

A diferenciade lo queocurrea los 3 meses,a los 6 meses,el efectorelajante

de la nifedipina eraprácticamenteel mismo en las dos cepascon o sin endotelio

(Fig. 15), siendoel valor de p en el análisisde la varianzade 0,9922(Tabla2).
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En ratas de 1 año, sólo se observaron diferenciasen los segmuentossin

endotelio, siendoa concentracionesaltas (109a lO~ M) mayor el efecto relajanteen

las ratasWKY que en las SHR (Fig.16). El análisisde la varianzade dosfactores

dió como resultado un valor de pC 0.05 (Tabla2). Por lo tanto, a estaedad,el

efecto vasodilatadorde la nifedipina está modulado por el tipo de cepa al que

pertenezcanlos segmentosarteriales.

A la edadde 1 ,5 añosno seobservarondiferenciassignificativas entre ambas

cepas(lFig. 17). Igualmenteel análisis de la varianzade dos factores ratificó este

dato (Tabla2).

Cuandose efectuó el análisis de la varianza, teniendo en cuenta toda la

poblaciónde segmentoscon o sin endotelio,seobservóqueel efectovasodilatador

de la nifedipina fue significativamentedistinto en la cepaSHR y WKY sólo en los

segmentosque estándesprovistosdeendotelio(Tabla 2).

Serealizó tambienun análisisde la varianzaparacomprobarsi las respuestas

relajantesa nifedipina del conjunto de arterias WKY o SUR, eran distintas en

función del agentevasoconstrictorutilizado, obteniendoen la cepaWKY un valor

de p= 0,0697 y en la cepaSHR p= 0,1667, lo que indica que las respuestas

vasodilatadorasde la nifedipina tanto en la cepa SHR como WKY son

independientesdel agentevasocostrictorutilizado.
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U U

NA-7 -12 -fl -10

NIFEDIPINA

Iog M SHR E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E&)

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

86,5 ±9
60,9 ±17
42,7 ± 17
33,8 ±15
21,3 ±6
-4,4 ±14
-29,1 ±14

75,2 ±11
65,7 ±15
70,2 ±20
30,6 ±22
22E7 ±12
0,57 ±20
-22,3 ±20

36,2±1
36,7 ±7
50,7 ±11
48,0±6
44,2±5 *
42,8±6 *
37,5±6 *

89,6 ±4
86,1 ±3
79,8 ±5
78,7 ±4 *
64,5 ±3 *
63,1±4 **
47,4±5 **

Fig. 13.- Curvas concentración-respuestaa nifedipina (l0’~ -10k M) en
segmentosaórticoscon (E+) y sin endotelio(E-) procedentesde las cepasSUR y
WKY de 5 semanasde edad.Los segmentosse contrajeronpreviamentecon una
solución de NA 10<’ M. Los valores mediosde dichas contraccionesy el error
estándaraparecenen la Tabla 1. Los resultadosestánexpresadosen 96 de la
respuestavasoconstrictoraoriginadapor NA 10<’ NI. En la tablainferior de la figura
se especificanlos valoresde contracciónresidual (96) y el error estándarparacada
unade las concentracionesde nifedipina. Entreparéntesisel númerode segmentos
arteriales utilizados. Los asteriscosrepresentanla significancia estadística(t de
Student) entre las WKY y SHR cuando los segmentosarterialestenían o no
endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3 MESES

U 1

NA-7 -12 -11 -10

NIFEDIPINA

.9
U fi

-8 .7 -6

<Iog M)

Iog Nl SI-IR E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E&)

-12 34,8± 12 65±15 94,4 ±9 ** 97,6±1 *
-11 27 ± 3 51 ± 12 79,9 ± 14 ** 84,0 ± 4 *
-10 12,5 ± 5 50 ± 7 71,4 ± 17 * 73,3 ± 7 *
-9 10,0±5 40±5,3 63,5±18* 53,1±9
-8 11,8±9 36±6.8 55,8±18k 42,4 ±10*
-7 8,0 ±10 23±12,5 50,7±17* 34,8 ±11
-6 -2,6±10 8,9±12,5 30,6±15** 22,4 ±9

Fig. 14.- Curvasconcentración-respuestaa nifedipina (1012~ l0~ NI) en
segmentosaórticosde ratascon (E+) y sin endotelio(E-) procedentesde las cepas
SHR y WKY de 3 mesesde edad.Los segmentosse cóntrajeronpreviamentecon
una solución de NA 10-y M. La expresiónde los resultadosson igualesa los de la
Fig. 13. En la tabla inferior de la figura se especificanlos valores medios de
contracciónresidual(96) y el errorestándarparacadaunade las concentracionesde
nifedipina. Entre paréntesisel número de segmentosarterialesutilizados. Los
asteriscosrepresentanla significanciaestadística(t de Student) entre las WKY y
SRRcuandolos segmentosarterialestenían o no endotelio.
* p< 0.05 , ** pc 0,02.
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6 MESES
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Fig. 15.- Curvas concentración-respuestaa nifedipina (lO-m2 ~106 M), en
segmentosaórticoscon (E+) y sin endotelio (E-) procedentesde las cepasSHR y
WKY de 6 mesesde edad. Los segmentosse contrajeronpreviamente con una
solución de NA 10<’ M. La expresiónde los resultadosson igualesa los de la
Fig.13. En la tabla inferior de la figura se especificanlos valores medios de
contracciónresidual(96) y el errorestándarparacadauna de lasconcentracionesde
nifedipina. Entre paréntesisel número de segmentosarterialesutilizados. Los
asteriscosrepresentanla significancia estadística(t de Student) entre las WKY y
SHR cuandolos segmentosarterialesteníano no endotelio.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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1 AÑO

z
o
¿3
ci
4
Ir
1-z
o
C3

o

loo

50

0

-50

-loo

¡cg M SHR E(+) SHR(E-) WKY(E+) wKY(E>

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

59,7±5
41,1±10
26,8 ±5
27,6 ±7
20,7±6
9,6~4
.0,8±4

74,4±8
56,0±9
39,5 ±7
38,6 ±9
20.7±7
9,9 ±9
2,3 ±6

75,0±4
54,2±6
34,5 ±10
18,9 ±11
6,3 ±11
-2,8 ±9
-6,2 ±9

78,4 ±5
43,8 ±9
16,4 ±10
-17,3 ±17 **
-36,6 ±24 **
-62,2 ±28 **
-67,0 ±29 **

Fig. 16.- Curvasconcentración-respuestaa nifedipina (1012 -10k M) en
segmentosaórticoscon (E+) y sin endotelio(E-) procedentesde las cepasSHR y
WKY de 1 añodeedad.Los segmentossecontrajeronpreviamenteconunasolución
de NA 1O-7M. La expresiónde los resultadosson igualesa los de la Fig .13. En la
tablainferior de la figura seespecificanlos valoresmediosde contracciónresidual
(96) y el error estándarpara cadaunade las concentracionesde nifedipina. Entre
paréntesisel númerode segmentosarterialesutilizados.Los asteriscosrepresentan
la significancia estadística(t de Student) entre las WKY y SI-IR cuando los
segmentosarterialestenían o no endotelio. * p < 0,05 ** p < 0,02.
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E 1 U U fi

NA-7 -12 -11 -10 -9

NIFEDIPINA

Iog M SHR E(-.-) SHR(E-) WKY(E+) WKY(E-)

-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6

64,9 ±13
44,9 ±12
31,1 ±9
8,9 ±12
-15,7 ±18
-38.4±21
-48,5 ±26

40 ±17
25,6 ± 13
1S,6 ± 9
24 +9
-24,8 ± 22
-17,3 ± 17
-45,0 ± 29

851 ~6
69,7 ± 8
602 + 10
44,8 ±12
32,9 ± 11
17,8 ± 11
-7,3 ± 8

87,4 ±5 *
58,1 ± 8
37,5 ± 10
9,7 ±11
-0,6 ± 12
-21,9 ± 11
-35,8 ± 10

Fig. 17.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (1042 -10” M) en
segmentosaórticos con (E+) y sin endotelio(E-) procedentesde las cepasSHR y
WKY de 1 ,S añosde edad. Los segmentosse contrajeronpreviamentecon una
solución de NA 10<’ M. La expresiónde los resultadosson igualesa los de la Fig.
13. En la tablainferior de la figura seespecificanlos valoresmediosdecontracción
residual (96) y el errorestándarparacadaunade las concentracionesde nifedipina.
Los asteriscosrepresentanla significanciaestadística(t deStudent) entrelasWKY
y SHR cuandolos segmentosaórticosteníano no endotelio.
* p< 0,05 ** pc 0,02.
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2.2.- Influencia de la edad sobre las curvas concentración-resDuesta a

nifed 1 nina

Con el fin de estudiar la influencia de la edad sobre las respuestas

vasodilatadorasinducidaspor nifedipina, seanalizaronlas respuestasobtenidasen

las diferentesedadespor análisis de la varianza y por la t de Student. En este

último caso,secompararonlas respuestasde todaslasedadescon las de las arterias

procedentesde animalesde 5 semanas.El análisis de la varianzasehizo teniendo

en cuentalos factores,edady concentracióndel fármaco.

2.2.1.-ArteriasurecontraidasconK4 50 mM

La Hg. 18 muestrael efecto de la edad sobre la relajación inducida por

nifedipina en segmentos de la cepaSHR. Como sepuedeobservaren dichafigura

su eficacia fue mayor enaortasde ratasde 1,5 años,seguidaspor las de 3 meses,

siendolasde 1 año las que mostrabanmenor respuestarelajadora.La dilatación en

aortasde 6 mesesfue de tipo intermedio sobre todo a concentracionesbajas.La

supresióndel endotelioredujo la respuestadilatadorade la nifedipinaen las arterias

de la cepaSHRa todaslas edadesestudiadas,aunquea dosisaltas (10<’ y 10”) se

observaronrespuestassimilares a las obtenidasen presenciade endotelio. Las

arteriasde 3 mesesparecenserlas más sensiblesa nifedipina (Fig. 18).

En arterias WKY de diferentes edadescon endotelio, la sensibilidad a

nifedipina fue mayor en las de 1 año y la menor la de 1 ,5 años,al compararlacon

las de 5 semanas(Fig. 19). A 3 mesesy 6 meses,las respuestassonsimilares que

los de 5 semanas.Similar fenómenose observóen las arterias sin endoteliocon

respectoa la edad (Fig. 19), aunque la sensibilidad a la nifedipina parece

incrementarseal suprimir estecomponentevascular.
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Cuandose analizaronde forma global los resultadosobtenidosa todas las

concentracionesde nifedipina en cada uno de los grtmpos de arteriasprecontraidas

con K4 50 mM medianteel análisisde la varianza(Tabla 3), seobservóque la edad

influye en las respuestasa este fármaco tanto en las arterias hipertensascomo

controlescon y sin endotelio.

En el caso de la cepa SI-IR con y sin endotelio, la interacciónentrela edad

y la concentración dió un valor de pC 0,05, lo que hacesuponerque la influencia

de la edaden las respuestasoriginadaspor la nifedipinaen estetipo de cepavan a

dependerademásde la concentraciónde fármacoutilizada (Tabla 3).

En la cepaWKY, cuandolos segmentostienen endotelio,la edaddel animal

puedemodificar las respuestasvascularesde la nifedipinade forma similar a todas

las concentraciones.No sucedelo mismo en los segmentossin endotelio,dondeen

estecasola influenciade la edaddependede la concentracióndenifedipinautilizada

(Tabla 3).
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Fig. 18.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuestaa
nifedipina(l0~m2~ 10” NI) en segmentosaórticoscon (E+) y sin (E-) endoteliode la
cepa Sl-IR de 5 semanas, 3 meses,6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentospreviamentese contrajeroncon tina solución despolarizantede K4 50
mM. Los resultadosestánexpresadosen 96 de la respuestavasoconstrictorainducida
porel K4 50 mM, cuyosvaloresmediosy el errorestándaraparecenen la Tabla 1.
Cada histograma representala media aritmética, las barras verticales el error
estándarde la media. El númerode segmentosarterialesutilizados en la realización
de los experimentosestuvocomprendidoentre4 y 14. Los asteriscosrepresentanla
significanciaestadística(t de Student)entrecadaunade las edadesrespectoa la de
5 semanas.* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 19.- Efecto de la edad sobre las curvasconcentración-respuestaa
nifedipina (10<’2~l06M) en segmentosaórticoscon (E+) y sin (E-) endoteliode la
cepaWKY de 5 semanas,3 meses,6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentospreviamentese contrajeroncon una solución despolarizantede K4 50
mM. Los resultadosestánexpresadosen 96 de la respuestavasoconstrictorainducida
por la soluciónde K4 50 mM, cuyosvaloresmediosy el error estándaraparecen
enla Tabla 1. Cadahistogramarepresentala mediaaritméticay lasbarrasverticales
el error estándarde la media. El númerode segmentosarterialesutilizados en la
realización de los experimentosestuvo comprendidoentre5 y 15. Los asteriscos
representanla significanciaestadística(t de Student)entrecadauna de las edades
respectoa la de 5 semanas.* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla1- Valoresde p obtenidosen el análisisde la varianza(ANOVA) de
dosfactores(edady concentraciónde nifedipina) paracadauna de las cepas con
(E+) y sin (E-) endotelioy contraídoscon NA 10<’ M o K4 50 mM.

NA 0,1 pM K4 5OmM NA 0,1 gM K4 SOmM

EDAD EDAD+
CONCENTRACION

[SHR (+) tOOlO ,0010 ,0010 ,0090

SHR (—) ,0683 ,0001 ,0967 ,0325

[WKY <+> ¡ ,000I. ,0010 ,0001 ¿7141

[WKY (—> ,0001 ,0010 ,0009 ,0029

Los valoresde p< 0,05 indican que el factor o factoresobjeto de estudio
influyen significativamenteen la respuestavascularde la nifedipinaen la población
experimental.El factor concentracióndio siempresignificativo
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2.2.2.-Arterias precontraidascon NA 10<’ M

Ctmando se efectuaron las curvas concentración-respuestaen arterias

precontraidascon NA 10<’ M, el estudiorealizadoen función de la edad, dio los

siguientesresultadosparacadauna de las cepas:

En los segmentosarterialesconendoteliode la cepaSHR, seobservóque los

procedentesde ratas de 3 meses,6 meses, 1 año y 1,5 años presentabanuna

tendenciaa relajar más que los de 5 semanasespecialmentea partir de 1 0~ M de

nifedipina y sobretodo los de 6 mesesy 1,5 años(Fig. 20). Un fenómenosimilar

seobservóen segmentosde la cepaSHR sin endotelio,siendolos segmentosde 1,5

añoslos que presentaronmayor respuestavasodilatadoraa nifedipina (Hg. 20).

Cuandolos segmentosaórticosprocedíande ratasWKY dediferentesedades

y estabanprovistos de endotelio, las respuestasa nifedipina se redujerona las

concentracionesbajascon respectoa las obtenidasen segmentosde 5 semanas.Sin

embargo, a partir de l0~ M de nifedipina esta tendencia pareció invertirse

fundamentalmenteen los segmentosde 6 mesesy 1 año(Hg. 20). En segmentossin

endotelio, se observóuna tendenciaa mayor relajacióncon nifedipina a todas las

edadescomparadacon la obtenidaen los segmentosde 5 semanas.Los segmentos

de 1 año y año y medio presentaronmayor respuestarelajadora(Fig. 21).

El análisisde la varianzadedosfactoresdió comoresultadoquetanto en las

ratashipertensasconendoteliocomoen lasnormotensascon y sin endotelio,la edad

influía de manerasignificativa en las respuestasvasodilatadorasde la nifedipina

(Tabla 3). Igualmentelos valoresde la interacciónde la edady concentración,son

consecuenciade que la influenciade la edadesdependientede la concentraciones

de fármaco.
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Se puededecir, por tanto, que la edaddel animal es un factorque modifica

las respuestasvasodilatadorasde la nifedipina en ratasSHR y WKY cuando los

segmentosse contraentanto con NA 10<’ M como con K4 50 mM.
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Fig. 20.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuestaa
nifedipina (1042 - l0” M) en segmentos aórticos con (E±)y sin (E-) endoteliode
la cepaSUR de 5 semanas,3 meses,6 meses,1 año y 1,5 añosde edad. Los
segmentosse contrajeron previamentecon una solución de NA 10<’ NI. Los
resultados están expresadosen 96 de contracción residual de la respuesta
vasocontrictoraoriginadapor la soluciónde NA 10<’ M, cuyosvaloresmediosy el
error estándar aparecenen la Tabla 1. Cada histogramarepresentala media
aritmética y las barras verticales el error estándarde la media. El número de
segmentosarteriales utilizados en la realización de los experimentosestuvo
comprendidoentre4 y 17 - Los asteriscosrepresentanla significancia estadística(t
de Student)entrecadauna de las edadesrespectoa la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 2V- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuestaa
nifedipina (10-’~- 106 NI) en segmentosaórticoscon (E+) y sin (E-) endoteliode la
cepa WKY de 5 semanas,3 meses,6 meses, 1 año y 1,5 añosde edad. Los
segmentospreviamente se contrajeroncon una solución de NA 10<’ M. Los
resultadosseexpresaronen 96 de la respuestavasoconstrictorainducida porNA 10<’
M, cuyosvaloresparalos distintoscasosaparecenen la Tabla 1. Cadahistograma
representala mediaaritmética, las barrasverticalesel error estándarde la media.
El número de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos
estuvo comprendidoentre 5 y 12. Los asteriscos representanla significancia
estadística(t de Student)entrecadauna de las edadesrespectoa la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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2.3.- Influencia del endotelio en las curvas concentración-respuesta a

n ¡Ved ¡Dina

.

Para analizar la influencia del endotelio en las respuesta producidas por la

nifedipina, se compararon las respuestas vasodilatadoras inducidas por dicho fármaco

en segmentos aórticos con y sin endotelio procedentes de ratas WKY y SUR de las

edades mencionadas anteriormente. La comparación entre los segmentos con y sin

endotelio se hizo en cada caso mediante la t de Student para cada concentración y

mediante el análisis de la varianza de dos factores, en el que uno de los factores fue

la presencia o no de endotelio y el otro la concentración de fármaco.

2.3.1.- Arterias precontrafdas con K~ 50 mM

El efecto relajante de la nifedipina en segmentos de ratas pertenecientes a la

cepa Sl-IR era mayor, en general, en los segmentos arteriales que presentaban

endotelio que en los que no lo tenían. Se observaron diferencias significativas a los

3 meses (IOl2~1Olo M), 6 meses (1O-~ M) y 1,5 años (10” a 1O~ M) (Fig. 22).

Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores, se observé que la

presencia de endotelio en la cepa SUR influía en la respuesta de este antagonista al

dar un valor de p= 0,001. Sin embargo, este efecto también está mediado por la

concentración de nifedipina utilizada, ya que al analizar la interacción del endotelio

con la concentración se obtuvo un valor de p 0,021 (Tabla 4).

lEn las ratas WKY, ocurrió lo contrario, siendo la tendencia de la nifedipina

a relajar más en segmentos sin endotelio. Se observaron algunas diferencias

significativas entre los segmentos con y sin endotelio a las edades de 3 meses, 6

meses y 1,5 años de edad (Hg. 23).
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El análisis de la varianza de dos factores dio como resultado que la presencia

o ausencia de endotelio en la cepa WKY influye muy significativamente en las

respuestas originadas por la nifedipina, dando un valor de p= 0,001. (Tabla 4). Sin

embargo, este análisis mostró que el efecto del endotelio no era dependiente de la

concentración de fármaco.

Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores para cada una de las

edades, se comprobó que a la edad de 5 semanas, 1 año y 1,5 años las respuestas

de la nifedipina podían estar modificadas en función de la presencia o ausencia de

endotelio (Tabla 4).

Estos resultados, permiten concluir que el endotelio, tanto en la cepa SUR

como WKY, es un factor que influye positivamente en la respuesta vasodilatadora

de la nifedipina en la cepa SI-IR y negativamente en la WKY.
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Fig. 22.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de las
cepas SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administré en concentraciones crecientes y acumulativas (1OJ2~ 106 M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con K~ 50 mM. Los resultados están
expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por K~ 50 mM cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos arteriales utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p < 0,05 ** p < 0,02
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Fig. 23.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de las
cepas WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10¡2~ 106 M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con K~ 50 mM. Los resultados están
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por K~ 50 mM, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos arteriales utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 4.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (endotelio y concentración de nifedipina) dentro de la misma cepa y
para cada una de las edades y contraídos con NA ¡O>’ M o K~ 50 mM.

NA 0,1 ~M K + 5OmM

~1
NA 0,1 gM K + 50 mM ¡

ENDOTELIO ENI)OTELIO +
CONCENTRACION

¡sim i

~WKY

5 semanas

,0002 ,0010 7959 ,0210

,0010 ,0OI0 ,7017 ,4352

,001O ,0223 ,9140 ,6532

3 meses ,0010 ,2611 ,2901 ,0007

6 meses ,0010 ,0722 ,8812 ,8899

1 alio ,1961 ,0007 ,8660 ,4834

1,5 años ,2974 ,008I ,6528 ,1929

Los valores de p < 0,05 indican que el factor o factoresde estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina en la
población experimental. El factor concentración siempre dio significativo.
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2.3.2.- Arterias precontraidascon NA ¡ 0<~ M

La tendencia de las respuestas relajadoras producidas por nifedipina en

segmentos procedentes de ¡a cepa SHR contraídos con NA lo>’ M era mayor en

presencia de endotelio. Como se observa en la Hg. 24, a los 3 y 6 meses, la

existencia de endotelio influyó significativamente en la respuesta a nifedipina. Sin

embargo, a las edades de 5 semanas, 1 año y 1 ,5 años, el efecto de la nifedipina no

fue dependiente de la presencia o no de endotelio.

Al realizar el análisis de la varianza de dos factores, se comprobó que la

presencia o no de endotelio en la cepa SHR influía en la respuesta vascular de este

antagonista de Ca2~, siendo el valor de p= 0,0002 (Tabla 4).

En los segmentos arteriales de la cepa WKY de 5 semanas y 6 meses, se

observó un efecto relajante mayor a nifedipina en aquellos segmentos que

presentaban endotelio, mientras que el efecto contrario se obtuvo a edades superiores

(1 año y 1,5 años). Al determinar la t de Student, se comprobó que a 5 semanas y

6 meses (Fig. 25), había diferencias significativas entre una curva y otra en todos

los puntos, mientras que a las edades de 1 año y 1,5 años, sólo se observaron

diferencias a las concentraciones altas del fármaco (10-8 ~1O6M).

Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores, dió como resultado que

la presencia o no de endotelio en la cepa WKY influía en las respuestas a nifedipina,

dando un valor de p= 0,001 (Tabla 4).

Al tener en cuenta en el análisis de la varianza cada una de las edades, se

comprobó que la presencia de endotelio influía en la respuesta vasodilatadora de este

antagonista a las edades de 5 semanas, 3 meses y 6 meses de edad (Tabla 4).
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Se puede concluir que las curvas concentración-respuesta a nifedipina en

segmentos arteriales de ratas SHR y WKY de diferentes edades precontrafdos con

NA LO>’ M se modificaban por la presencia o no de endotelio.
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Fig. 24.- Efecto de la presencia (E±)o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de la
cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10>’2 -10k M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con NA 10>’ M. Los resultados están
expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 10>’ M, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia estadística (t de
Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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Fig. 25.- Efecto de la presencia (E±)o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10l2~10~ M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con NA 10>’ M. Los resultados están
expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 10>’ M, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos utilizados y los asteriscos la signifícancia estadística (t de
Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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2.3.3.- Papel del óxido nítrico en las respuestas vasodilatadoras a

nit’edipina

.

Los resultados mostrados anteriormente sugieren que el endotelio puede ser

un factor determinante en la respuesta a los antagonistas de Ca2~. Furchgott y

Zawadzki demostraron en 1980 que las células endoteliales tenían capacidad para

liberar un factor vasodilatador celular que denominaron EDRE. Este EDRE ha sido

químicamente identificado como óxido nítrico (NO) y parece originarse a partir del

aminoácido L-arginina.

Para estudiar si la liberación endotelial de óxido nítrico modulaba las

respuestas vasodilatadoras a los antagonistas de Ca2~, se eligió como grupo

experimental ratas WKY y Sl-IR de 6 meses de edad. En estas ratas se realizaron

los siguientes experimentos:

2.3.3.1.- Efecto del L-NAMIE

El L-NAME 1 0~ M (N6-nitro-L-arginina metil éster) es un inhibidor de la

síntesis de óxido nítrico (Rees y col., 1990). Con el fin de comprobar si la

inhibición de dicha síntesis modificaba la respuesta vasodilatadora a nifedipina, se

realizaron curvas concentración-respuesta en segmentos de ratas WKY y SHR

preincubados durante 25 mm con este inhibidor y contraídos posteriormente con

50 mlvi o NA 10>’ M.

Los valores en mg de las contracciones inducidas por NA 10>’ M y K~ 50

mM en los diferentes grupos experimentales están reflejados en la Tabla 5. En esta

tabla se puede observar que el L-NAME incrementa la respuestas a NA en

segmentos aórticos de ambos tipos de arterias y las repuestas a K~ sólo en la cepa

SHR.
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Tabla 5.- Valores en mg (media + error estándar) de las contracciones
inducidas por NA lO>’ M o K~ 50 mM en segmentos aórticos de ratas WKY o SHR
de 6 meses en situación control y en presencia de L-NAME 10’ M, L-arginina lO~
M o L-arginina + L- NAME 10>’ M.

CONTROL NA

SHR 683 + 182

WKY 794 + 109
SHR 878 + 90

WKY 1420 + 330

L-NAME

NA
SHR 1775 + 297 *

WKY 1470 + 215 *

SHR 1039 + 207

WKY 720 +40 *

L-ARGININA
SHR 880 + 144

WKY 950 + 350

L-NANLE
+

L-ARGINWA
10

SHR 1380 +217 *

WKY 1675 + 242

* p < 0,02 entre cada situación experimental y su control.
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2.3.3.1.1.- Arterias precontraidas con K~ 50 mMy NA lO>’ M

En segmentos con endotelio de las cepas SHRo WKYprecontraidas con NA,
la administración previa de L-NAME 10<’ M no modificó la respuesta a nifedipina,
mientras que en los precontraidos con se produjo un incremento de la relajación
a determinadas concentraciones en este antagonista de calcio (Fig. 26)

2.3.3.1.2.- Efecto de la L-ar2inina y L-arpinina más L-NAME

Para investigar el efecto del precursor de la síntesis óxido nítrico sobre las
respuestas vasodilatadoras a nifedipina, se incubaron los segmentos arteriales de
ambas cepas con L-arginina 1O~ M y precontraidos con K~ 50 mM. Los resultados
obtenidos indican que este aminoácido no modificó las respuestas vasodilatadoras
a nifedipina en vasos de ratas WKY y SHR. La administración conjunta de L-
arginina y L-NAME 10<’ M, indujo un incremento de la respuesta dilatadora
obtenida con nifedipina en la cepa SUR similar al obtenido en presencia sólo de L-
NAME (Fig. 27). En la cepa WKY la asociación tampoco no modificó la
vasodilatación obtenida en presencia de L-NAME.
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Fig. 26.- Efecto del L-NAME 10<’ M sobre la curva concentración-respuesta
a nifedipina (1012 - 10~ M) en segmentos aórticos con endotelio (E+) de las cepas
SI-IR y WKYde 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con
una solución de K~ 50 nWI o NA 10-y M, cuyos valores para los distintos casos
están reflejados en la Tabla 5. Los resultados están expresados en 96 de contracción
respecto a la originada por una solución de K~ 50 mM o NA 10>’ M. Cada punto
representa la media aritmética, tas barras verticales el error estándar. Entre
paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student). * pC 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 27.- Efecto de L-NAME 10<’ M, L-arginina lO~ M y L-NAME 10<’ M
+ L-arginina i0~ M sobre la curva concentración-respuesta a nifedipina en
segmentos aórticos procedentes de ratas SHRy WKYde 6 meses de edad con E(+).
Los segmentos se contrajeron con una solución de K~ 50 mM previamente a la
realización de la curva concentración-respuesta a nifedipina. Cada histograma
representa la media aritmética de la concentración residual respecto a la originada
por la solución de K~ 50 mM y las barras verticales el error estándar. El número
de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos estuvo
comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia estadística (t
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3.- CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A BAY K 8644

Pataanalizarel efectode la cepa,la edady el endoteliosobre las respuestas

contráctiles inducidas por el agonista de Ca2~, BAY K 8644, se realizaron curvas

concentración-respuesta (101¶ 40~6 M) a este fáririaco en segmentos aórticos con y

sin endotelio procedentes de ratas SI-IR y WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses,

1 año y 1,5 años. Las curvas concentración-respuesta se realizaron en segmentos en

situación basal o parcialmente despolarizados con K~ 15 mM. Esta concentración

de K~ apenas modificó el tono contráctil. Los resultados se expresaron en porcentaje

respecto a la contracción previa inducida por Kt 75 mM, cuyos valores medios

para cada cepa y edad aparecen en la Tabla 6.

3.1.- Influencia del 2rado de despolarización de las arteriassobre las

curvasconcentración-respuestaa BAY K 8644

Cuando los segmentos arteriales poseían endotelio, los resultados fueron

distintos si se trataba de la cepa SI-IR o WKY. Así, en las SHIR no se observaron

diferencias significativas en la respuesta contráctil del BAY K 8644 a ninguna de las

edades entre los segmentos en situación basal y los parcialmente despolarizados con

K~ 15 mM. Sin embargo en la cepa WKY, la exposición a K~ 15 mM incrementé

el efecto contráctil del BAY K 8644 que fije significativo a todas las edades

excepto a las 5 semanas (Figs. 28,29,30,31 y 32).

En ausencia de endotelio no se modificó básicamente la respuesta observada

en presencia de endotelio en la cepa SUR. Sin embargo, en arterias desendotelizadas

de ratas WKY, la despolarización previa con 15 mM de K~ incrementó la respuesta

del BAY K 8644 sólo en los segmentos de 6 meses y 1 año y provocó una reducción

a los 1,5 años (Figs. 28,29,30,31 y 32).
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F¡g. 28.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 mM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (10>’~~l04 M) en segmentos
aórticos de las cepas SHR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 5 semanas de
edad. Los resultados están expresados en 96 de la contracción originada por una
solución de K~ 75 mM, cuyos valores para los distintos casos están reflejados en la
Tabla 6. Cada punto representa la media aritmética, las barras verticales el error
estándar de la media y entre paréntesis el número de segmentos utilizados.
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Fig. 29.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 mM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0I2~1O6 M) en segmentos
aórticos de las cepas SHR y WKY con (E +) y sin endotelio (E-) de 3 meses de
edad. Los resultados están expresados en % de la contracción originada por una
solución de K~ 75 mM, cuyos valores están reflejados en la Tabla 6. Cada punto
representa la media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media,
entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). ** p< 0,02.
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Fig. 30.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 miM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0-’2-10-6M) en segmentos
aórticos de las cepas SI-IR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 6 meses de
edad. Los resultados están expresados en % de la contracción originada por una
solución de K~ 75 mM, cuyos valores están reflejados para los distintos casos en la
Tabla 6. Cada punto representa la media aritmética y las barras verticales el error
estándar de la media entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los
asteriscos la significancia estadística (t de Student). * p < 0,05 ,** p < 0,02.
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Fig. 31.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 mM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (10-’2-10-6M) en segmentos
aórticos de las cepas SI-IR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 1 año de edad.
Los resultados están expresados en % de la contracción originada por una solución
de K~ 75 mM, cuyos valores para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6.
Cada punto representa la media aritmética, las barras verticales el error estándar de
la media, entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la
significancia estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02.
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1,5 AÑOS
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Fig. 32.- Efecto de la despolarización previa con K~ 15 mM sobre la curva
concentración-respuesta a BAYK 8644 (l0>’2-l0-6M) en segmentos aórticos de las
cepas SUR y WKY con (E±)y sin (E-) endotelio de 1,5 años de edad. Los
resultados están expresados en 96 de la contracción originada por una solución de
K~ 75 mM, cuyos valores para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6.
Cada punto representa la media aritmética, las barras el error estándar de la media,
entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 6.— Valores en mg de las contracciones originadas por K~ 75 mM en
segmentos aórticos procedentes de ratas de la cepa SHR Y WKY de diferentes
edades

5 SEMANAS

SHR E(+) 700 + ¡58 (7)

E(-) 1250 + 191 (7)

WKY
E(+) 712±240(6)

E(-) 750 ±362 (6) $

3 MESES

SHR
E(+) 1950 ± lOO (7) #

E(-) 2200 + 135 (13) #

WKY
E(+) 1750 ±210 (8) #

-______________________

E(-) 1100 ± 135(13)4’

6 MESES
SHR

E(+) 973 ±87 (14)
-______________________

E(-) 1397 + 103 (15)

WKY
E(+) 1550 ±236 (7) $

E(-) 972 ± 165 (15) *

lAÑO

smi

E(+) 2100± ¡00(9) #

E(-) 1517± 110 (II) #

WKY
E(+) 1410 ±156 (7) 4’

E(-) 960 ± 174 (5) ‘1’

1,5 AÑOS

SI-IR
E(+) 930 + 136 (10)

E(-) 2100 + 232 (9) *

WKY
E(+) 820 + III (5)

E(-) 11213± 138 (5)4’#

Entre paréntesis se indica el número de segmentos utilizados.

*p < 0,05 entre segmentos arteriales con (E +) y sin endotelio (E-) para

cada cepa y edad
$ p < 0,05 entre cepas dentro de cada grupo de edad.
.4 p < 0,05 entre cada una de las edades y la de 5 semanas.
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3.2.- Influencia de la cena sobre las curvas concentración-respuesta a

BAY K 8644

.

Para analizar la influencia de la cepa (WKY o SI-IR) sobre la respuesta a

BAY K 8644 se compararon las curvas a este agonista de calcio realizadas en las

diferentes condiciones experimentales.

3.2.1.-Arteriasen situaciónbasal

No se observaron diferencias entre las curvas concentración-respuesta a BAY

K 8644 en segmentos de ratas WKYy Sl-IR de 5 semanas, tanto en segmentos

arteriales con o sin endotelio (Fig. 33). Sin embargo, a los 3 meses, 6 meses y 1

año, el efecto contráctil de BAY K 8644 en las SHRcon y sin endotelio fue mayor

que en las ratas WKY, observándose esta mayor respuesta prácticamente a lo largo

de toda la curva (Figs. 34,35 y 36).

En las ratas de 1,5 años de edad, se observó un incremento de la respuesta

a BAY K 8644 en segmentos de SI-IR con endotelio y en segmentos de ratas WKY

sin endotelio, aunque en el primer caso el incremento ocurrió a concentraciones altas

y en el segundo a concentraciones bajas (Hg. 37).

Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores en función de la edad,

se observó que a las de 5 semanas, 3 meses, 6 meses y 1 año la respuesta

vasoconstrictora inducida por el BAY K 8644 varió en función de la cepa. No

ocurrió lo mismo al 1,5 años de edad, en donde no influyó el tipo de cepa en la

respuesta inducida por el BAY K 8644, debido probablemente al carácter inverso

de las diferencias en presencia y ausencia de endotelio (Tabla 7). Cuando se realizó

el análisis de la varianza en los segmentos con y sin endotelio por separado, se

observó que en ambos casos el efecto de este agonista de 2+ era distinto en
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función de la cepa (Tabla 7).

Por otra parte, a las edades de 1 año y 1,5 años y en la población completa

de segmentos con endotelio, se observó una interación con la concentración de

fármaco, lo que indica que las variaciones encontradas en función de la cepa, son

dependientes de la concentración de fármaco (Tabla 7).

Estos resultados permiten concluir que el efecto vasoconstrictor originado por

el BAY K 8644 en segmentos con y sin endotelio es distinto si los segmentos

arteriales pertenecen a la cepa SHR o WKY.
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-9 -8 -7 -6

(Iog M)

Iog M SHR E<+) SHR E(-) WKY E(+) WKY E(—)

-12
11

-8

-6

4
45,4 ±22
45,9 ±21

56,6 ±25
67,9 ±26

91,6 ±28
102,3 ±30

~ ±17
23,4 ±15
30,4 ±16
19,3 ±13
21,1 ±í~
61,2 ±23
93,6 ±24

72,2 ±37
109,3 ±56
92,2 ±45
85,6 ±43
104,7 ±43
149,8 ±58
174,4 ±52

26,4 ±10
38,1 ±20
35,7 ±19
34,2 ±19
34,7 * 18
42,1 ±16
64,9 ±16

Fig. 33.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (10>’~ ~l06 M) en
segmentos aórticos de ratas con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas
SUR y WKY de 5 semanas de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican
los valores medios de contracción en % de los inducidos por K~ 75 mM y el error
estándar para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el número de segmentos arteriales utilizados.
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-13 -12 -11 -10

BAV K

Iog M SHR E(+) SHR(E-) WKY(E+) WKY(E-)

-12

~
-í~

-8
-z

-6

26,4±7
60,8 ±18
99.8 ±34
130,8±46
151,3 ± 51
172,1±49
188,8±44

0 ±0
52,7±0
57,2 ±12
69,6±12
69,9 ± 11
85.4±10
68,3 ± 10

0±0 **
0±0 **
0±0 **
2±2 **
4 ±4 **
8±8 **
38±26 **

0,6±0
0,6 ±Q **
1,4 ±0 **
8,7 ±5 *
20,6 ± 9 **
45,0± 17*
76,2 ± 21

Fig. 34.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (1012 ~l&ó M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 3 meses de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de cada contracción en % de los inducidos por K~ 75 mM y el error
estándar para cada uno de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 **p< 0,02
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6 MESES
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43,3 ±25
53,6 ±21
86,5 ±20
88,7 ±17
97,7 ±21
177,6 ±47
217,3 ±71

56,9 ±26
51,8 ±17
98,9 ±16
92,8 ±16
107.3±15
120,2 ±21
175,5 ±55

2,4 ±2 **
3,6 ±3 **
3,6 ±3 **
3 ±2 **
13,7±8 **
31,9 ±18
83,3 ±21

0,1 ±0 **
1,2 ±O **
11 ±6 *
15,2 ±7 *
31,9 ±20 *
63,3 ±20 **
31,9 ±20 **

Fig. 35.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (10¡2~lO6 M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de contracción en % de los inducidos por K~ ‘75 mM y el error estándar
para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la
significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 ** p ‘2 0,02
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lAÑO

‘13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6

RAY K (log M)

Iog M SHR E(-.-) SHR(E-) WKY(E+) WKY(E-)

-12 0,1 ±0,0 13,2±2 77 +7 12,9±6
-11 11,4 ±6 6,7 ±3 12,5 ±11 17,2 ±7
-10 35,2 ± 11 37,0 ± 11 14,4 ± 13 * 18,8 ± 8
‘9 71,2 ±17 92,5 ± 20 14,4 ± 13 ** 20,3 ± ~ *
-8 89,4 ±19 122,9±27 16.4±ís~~ 26 ±8 **
-7 134,0±23 133,1±35 20,2±19~~ 33 ±1í**
-6 140,8 ±29 145,6±42 20,2 ±19 ** 36,4 ± 11 **

Fig. 36.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0>’2~l0ó M) en
segmentos aórticos con (E +) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHIR y
WKY de 1 año de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de contracción en % de los inducidos por KT 75 mM y el error estándar
para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción en cada caso aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el
número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia
estadística (t de Student) entre la cepa WKYy SHRcuando los segmentos arteriales
tenían o no endotelio. * p< 0,05
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Fig. 37.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (1Q12-106 M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas S}IR y
WKY de 1,5 años de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los
valores medios de contracción en % de los inducidos por K~ ‘75 mM y sus errores

estándar para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHIR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 **p’2 0,02.

——u—— SI-IR E(+) (8)

—‘o’—— SHR E(’) (7)
——-*—— WKYE(+)(8>
——-A-— WKY E(-) (5>

o
-13 -12 -11 -10 .9 -8 -7 -6

BAV K <Iog M)

- 127



Tabla 7.- Valores de ji obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA)
de dos factores (cepa y concentración de BAY K 8644) para cada una de las edades
y en segmentos con (E+) y sin (E-) endotelio en situación basal o previamente
expuestos a K~ 15 mM.

10 15 miNi Basal K~ 15 mM

CEPA CEPA+
CONCENTRACION

¡__________
E<—>

,OOO1 ,0819 ,0004 ,6551

,OOO1 ,OOO1 <7673 ,5598

5 semanas ,0189 ,1354 ,9891 ,9876

13 meses
IIjIi~IIIIIj

,OOO1 ,OOO1 ,1063 ,9241

,OOO1 ,0002 ,8066 ,1128[Áji~jjjjjjjj,OOO1 ,4869 ,0006

LEII~III1 ,6513 ,0568 ,0002

Los valores de p< 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644 en la población
experimental. El factor concentración dio siempre significativo.
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3.2.2.- Arterias precontraidascon 1< 15 mM

Antes de efectuar la curva concentración-respuesta a este fármaco se

despolarizaron previamente los segmentos arteriales con una solución de K~ 15 mM.

La administración de BAY K 8644 en segmentos procedentes de ratas WKY

o Sl-IR de diferentes edades expuestos a una solución de K~ 15 mM produjo

respuestas contráctiles que fueron en general menores en la cepa WKYsobre todo

cuando los segmentos carecian de endotelio. Las respuestas obtenidas con las

primeras concentraciones de BAY K 8644 en segmentos arteriales con endotelio de

ratas WKY de 3, 6 meses y 1 año fueron menores que las de las SI-IR pero en

arterias de ratas de 5 semanas y 1 ,5 años no hubo diferencias entre las respuesta a

éste agonista de calcio (Figs. 38,39,40,41 y 42).

Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores (cepa y concentración),

en toda la población de arterias, se observó que el tipo de cepa a la que pertenecían

los segmentos arteriales parcialmente despolarizados con 15 mlvi de K~ influía en

las respuestas vasculares del BAY K 8644 sólo en segmentos sin endotelio (Tabla

7).

Este análisis de la varianza referido a la edad indica que sólo cuando las ratas

tenían 3 y 6 meses de edad, la cepa a la que pertenecían los segmentos arteriales

podía determinar una respuesta vascular diferente al BAY K 8644 en los segmentos

previamente despolarizados con K~ 15 mlvi (Tabla 7).

De estos resultados se puede concluir que la respuesta del BAY K 8644 en

segmentos sin endotelio previamente expuestos a 15 mMde K + es dependiente de

la cepa a que pertenezcan.
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(Iog M)

¡cg M SI4R E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E&~)

-12
“11
-10
-9
-8
“7
-6

10,4 ±10
76,1 ±28
81,6 ±28
68,3 ±21
79,9 ±22
86,4 ±23
103,4 ±25

9,3 ±9
20,2 ±13
24,3 ±16
22,3 ±15
27,4 ±7
42,4 ±10
48,8 ±11

23,3 ±9
82,1 ±33
70,1 ±33
88,9 ±39
102,6 ±49
128.8 ±52
149,9 ±58

5.2 ± 3
38,9 ± 18
2S,6 ± 5
22,8 ± 10
29,6 ± 9
46,7 ± 8
47,1 ± 6

Fig. 38.- Curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0-’~ -1Q6 M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 5 semanas de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la
realización de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En
la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción en 96
de respuesta inducida por una solución de K~ 75 mM y el error estándar para cada
una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el número de segmentos arteriales utilizados.
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3 MESES
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Iog M SHR E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E(-)

-12

-11

-10
-9

-8
-7

-6

57,4±21
74,3 ±17
107,7±28
120,3±33
121,4±33
139,6±31
138,6±31

21,2±9
59,2 ±14
69,2 ±14
74,3 ±14
75,7 ±14
97,6 ±15
96,3 ±13

0,1 ±0 *
0,1 ±0 *
54.5 ±32
76,4 ±37
80,7 ±37
134,2±30
187,9±23

0,6 ±0 *
4,4 ±2 *
4,~ ± 1 *
8.8 ± 3 *
47,4± 23 *
59,6± 9 *
72,7± g *

Hg. 39.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (lO¡2~lOó M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 3 meses de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realización
de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En la tabla
inferior de la figura se especifican los valores medios de cada contracción en % de
la respuesta inducida por una solución de Kt 75 miNi y el error estándar para cada
una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la
significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p’2 0,05 **p < 0,02.
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6 MESES

13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6

BAV K (Iog M)

Iag M SI-IR E(+) SHR(E-) WKY<E+) WKY(E’~)

-12
-11
-10
-9
-8
-7’
-6

7,4 ± 3
48,7 ± 19
88,0 ± 37
121,0 ± 37
109,4 ± 27
130,9 ± 33
115,7 ± 35

42,9 ± 17
109,0 ±35
168,7 ±38
158,4 ±28
131.3 ±26
165.5 ± 15
154,0 ± 11

80,7 ±20 *.
80,1 ±28
98,2 ±23
102.5 ±21
100.6 ±15
100,3 ±10
110.9 ±14

41,5 ±19
46,8 ±20*
59,0 ±13**
79 ±18 *
82,3 ±15
87,6 ±15 **
87,8 ±12

Fig. 40.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0l=~l0t~ M) en

segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realización
de la curva concentración-respuesta a una solución de Kt 15 mM. En la tabla
inferior de la figura se especifican los valores medios de cada contracción en % de
la respuesta inducida por K~ 75 mM y el error estándar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contracción y el error
estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el número de
segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística
(t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenían o
no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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1 AÑO

-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6

BAY K <Iog M)

Iog M SHR E(+) SHR(E’~) WKY(E+) WKY(E-)

-12
-11
-io
-g
-8
-7’
-6

7~3 ±3
70,0 ±25
831 +30
874 +25
125,8 ±20
2174 ~24
211 9 --31

7,4 ± 5
58,3 ±20
75.4 ±2í
58,3 ± 21
93,3 ± 19
116,1 ± 24
146,2 ± 28

222 + 5
40,6 ±9
76,6 ±17
118,3 ± 30
146,9 ± 37
181,1 ± 44
181,0 ± 42

36 + 3
37 +3 *
8,1 ±1 *
22,5 ± 8
52 ± 2 *
128,6 ± 28
142,8 ± 42

Fig. 41.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0ll~ lO~ M) en
segmentos aórticos con (E±)y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 1 año de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realización
de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En la tabla
inferior de la figura, se especifican los valores medios de contracción en % de la
respuesta inducida por K~ 75 mM y el error estándar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contracción y el error
estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el número de
segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística
(t de Swdent) entre la cepa WKY y SI-IR cuando los segmentos arteriales tenían o

no endotelio. * p< 0,05 ~~p< 0,02
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1,5 AÑOS

200
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Iog Nl SHR E(+) SHR(E-) WKY(E+) WKY<E-)

-12
-lI
-10

-8
-7
-6

1,3 ±0
3,17 ±í
8,8 ±6
22,1 ±10
36,4 ±13
113,2 ±11
123,6 ±8

6,0 ± 3
11,5 ± 6
19,3±7
35,9 ±12
60,1 ±12
96,0 ±11
98,8 ± 11

0,2 ±0
4,2 ± 1
20,6 ±7
39,8 ±9
77,1 ±9
127,3±2
129,4 ± 7

3,6 ± 2
3,6 ± 2
-0,0±2 *
-3,6 ±3 **
4,0 ±3 **
-1,8 ±3 **
-5,5 ± 7 **

Fig. 42.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (10I2~10ó M) en

segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1.5 años de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la
realización de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En
la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción en
de la respuesta inducida por K~ 75 mM y el error estándar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contracción y el error
estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el número de
segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística
(t de Student) entre la cepa WKY y SUR cuando los segmentos arteriales tenían o
no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3.3- Influencia de la edad sobre las curvas concentracíon-resuuesta a

BAY K 8644

Con el fin de estudiar la influencia de la edad sobre las respuestas

vasoconstrictoras a BAY K 8644 se compararon mediante la t de Student las

respuestas a las distintas edades con respecto a las obtenidas a las 5 semanas para

cada concentración de fármaco y en cada situación experimental (cepa SHR o WKY

arterias en situación basal o expuestas a K~ l5mM, arterias con y sin endotelio).

Además, se analizaron de forma global los resultados a todas las concentraciones de

BAY K 8644 en cada grupo experimental por análisis de la varianza de dos factores

(edad del animal y concentración de fármaco).

3.3.1..- Arteriasen situaciónbasal

Las respuestas obtenidas por el BAY K 8644 en segmentos con endoteho

pertenecientes a la cepa SHR tendieron a incrementarse con la edad hasta los 6

meses. Sin embargo, no fueron estadísticamente diferentes de las observadas a las

5 semanas a ninguna de las edades (Fig. 43).

En segmentos sin endotelio, de la cepa SHR, se observó un aumento de las

respuestas contráctiles a BAY K 8644 obtenidas a los 6 meses y 1 año con repecto

a las observadas a las 5 semanas (Fig. 43). El grupo de más edad (1,5 años),

presentó un efecto vasconstrictor muy bajo (Fig. 37).

El análisis de la varianza de dos factores mostró que en las arterias de la cepa

SHR con o sin endotelio, la edad influye significativamente en el efecto

vasoconstrictor del BAY K 8644 (Tabla 8).
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Los resultados encontrados en la cepa WKY fueron diferentes a los

observados en la cepa SHR. Así, en segmentos aórticos con endotelio la respuesta

inducida por el BAY K 8644 en arterias de 5 semanas fue superior (aunque en

algunos casos no estadísticamente significativo) a la observada en segmentos del

resto de las edades. A los 3 meses, es donde se presentan diferencias significativas

a lo largo de toda la curva concentración-respuesta (Hg. 44). En segmentos sin

endotelio solo se encontraron diferencias significativas entre las respuestas inducidas

por concentraciones bajas de BAY K 8644 entre los segmentos de diferentes edades

respecto a los de 5 semanas (Fig. 44).

El análisis de la varianza de dos factores dió como resultado que en los

segmentos con o sin endotelio de la cepa WKY, la edad es un factor que influye en

las respuestas originadas por este agonista de Ca2~ (Tabla 8).
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Fig. 43.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (l0>’2~lOó M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SRR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
resultados están expresados en % de la contracción originada por K~ 75 mM cuyos
valores están reflejados para los distintos casos en la Tabla 6. Cada histograma
representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media.
El número de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos
estuvo comprendido entre 5 y 16. Los asteriscos representan la significancia entre
cada una de las edades respecto a la de 5 semanas. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 44.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (1012 -10k M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
resultados están expresados en % de la contracción originada por K~ 75 mM cuyos
valores para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6. Cada histograma
representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media.
El número de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos
estuvo comprendido entre 4 y 14. Los asteriscos representan la significancia
estadística (t de Student) entre cada una de las edades respecto a la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 8.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA)
de dos factores (edad y concentración de BAY K 8644) para cada una de las cepas
con (E ±) y sin endotelio (E-) en situación basal y cuando los segmentos previamente
se expusieron a Kt 15 mM.

EDAD

15 mM 10

EDAD +

CONCENTRACION

Basal 15 mM K~

SHR (+> ,0001 ,0001 ,9900 ,4568

SHR <—> ,0001 ,O0O1 <7028 ,9410

WKY (+) ,0001 ,1911 ,9999 4340

,0070 ,O0O1 ,9367 ,5720

Los valores de pc 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAYK 8644 en la población
experimental. El factor concentración dio siempre significativo.
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3.3.2.- Arterias precontraídas con K~ 15 mM

Cuando se realizaron las curvas concentración-respuesta a BAY 1< 8644 en

segmentos de las cepas WKYy SHRcon o sin endotelio previamente expuestos a

K~ 15 mM, los resultados obtenidos en función de la edad están representados en

las Figs. 45 y 46.

El efecto producido por el BAY K 8644 en segmentos con endotelio de la

cepa SHR, prácticamente fue igual a todas las edades. Sólo se observaron

incrementos significativos en la respuesta al año y a concentraciones altas (10>’ y 106

M) y reducciones en arterias de 1,5 años y a las concentraciones de 10” a lO~ M

comparadas con las obtenidas a las 5 semanas (Fig. 45). En segmentos sin endotelio

de la misma cepa se observó en general un incremento de la respuesta a BAY K

8644 a los 3 meses, 6 meses y 1 año con respecto a la de 5 semanas. También se

observó este fenómeno en las arterias de 1,5 años, pero a concentraciones altas del

agonista de calcio (Fig. 45).

En segmentos de la cepa WKY con endotelio, prácticamente no hubo

diferencias en la contracción originada por el BAY K 8644 en función de la edad.

Sólo a dosis bajas (10~l2 a 1O~lo M) y en segmentos de 3 meses y 1,5 años de edad,

se observó un efecto contráctil menor que al obtenido a las 5 semanas (Fig. 46).

Cuando se le suprimió el endotelio, a los segmentos de la misma cepa, se

observaron aumentos a concentraciones altas y reducciones de la respuesta al

agonista a las edades de 1 año y 1,5 años, respectivamente, con respecto a los

segmentos de 5 semanas (Fig. 46).

El análisis de la varianza de dos factores (edad y concentración) muestra que

la edad influye en la respuesta vascular del BAY K 8644 en segmentos con y sin

endotelio expuestos a una solución de I<~ 15 mM(Tabla 8). Sin embargo, en la cepa
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WKY, la edad del animal sólo influye en la respuesta al BAY K 8644 en los

segmentos sin endotelio.
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Fig. 45.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (lO-’~- l0~ M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SI-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se expusieron a una solución de K~ 15 mM. Los resultados
están expresados en 96 de la contracción originada por K~ 75 mM, cuyos valores
para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6. Cada histograma representa
la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. El número
de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos estuvo
comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia estadística (t
de Student) entre cada tina de las edades respecto a la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 46.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (1012 -lOt M) en segmentos aórticos con (E±)y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se expusieron a una solución de K~ 15 mM. Los resultados
están expresados en 96 de la contracción originada por K~ 75 mM, cuyos valores
están reflejados en la Tabla 6. Cada histograma representa la media aritmética y las
barras verticales el error estándar de la media. El número de segmentos arteriales
utilizados en la realización de los experimentos estuvo comprendido entre 4 y 16.
Los asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre cada una
de las edades respecto a la de 5 semanas. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3.4.- Influencia del endotelio sobre las curvas concentración-resouesta a

RAY 1<8644

.

El estudio comparativo entre las diferentes respuestas a BAY K 8644 en

segmentos de ratas WKY y SHR de diferentes edades está representado en las Figs.

47 y 48.

3.4.1.- Arterias en situaciónbasal

En los segmentos arteriales procedentes de las cepas SUR o WKY no se ha

observado, en general, diferencias significativas en función del endotelio en la

respuesta inducida por el BAY K 8644. Tan sólo se ha observado en las ratas de 3

meses y 1 ,5 años de la cepa SuR una reducción de la contracción tras la retirada del

endotelio a concentraciones altas de este agonista (Figs. 41 y 42).

El análisis de la varianza de dos factores demostró que la presencia o no de

endotelio influía en los efectos contráctiles del BAY K 8644 en las arterias de la

cepa SI-IR pero no afectaba a las obtenidas en las de la cepa WKY (Tabla 9).

Realizando el análisis de la varianza en función de la edad, se observó que el

endotelio no influía en las respuestas del BAY K 8644 a ninguna de las edades.
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Fig. 47.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes de
la cepa SI-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1 ,5 años. El BAY K 8644
se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (lO>’2~l0~ M). Los
resultados están expresados en % de la respuesta inducida por K~ 75 mlvi, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada punto representa la
media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. Entre
paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la signiticancia
estadística (t de Student). * pC 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 48.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes de
la cepaWKY deSsemanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. El BAY K 8644
se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (104=~10óM). Los
resultados están expresados como contracción respecto al %de la respuesta inducida
por i<~ 75 mlvi, cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada
punto representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la
media. Entre paréntesis el número de segmentos utilizados.
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Tabla 9 .- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (endotelio y concentración de BAY K 8644) dentro de la misma cepa
y para cada una de las edades en situación basal y cuando los segmentos
previamente se expusieron a K~ 15 mM.

15 mM K~ Basal 15 mM K~

ENDOTELIO
ENDOTELIO +

CONCENTRACION

(SUR

WKY

,0292 ,1070 ,1294 ,1838
,8l40 ,OOO1 ,238l ,0076

5 semanas ,5260 ,OO1O ,8854 ,6393

3 meses ,7901 ,1921 ,9426 ,4234

6 meses ,7542 ,2824 ,7200 ,9913

1 año ,l374 ,0129 ,2978 ,0846

1,5 años ,2797 ,0128 ,2400 ,0003

Los valores de p’2 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAY 1< 8644. El factor
concentración dio siempre significativo.
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3.4.2.- Arterias precontraidas con 10 15 mM

La respuesta contráctil inducida por BAY K 8644 en segmentos arteriales

procedentes de la cepa SHR de todas las edades (5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1

año y 1,5 años) fue similar en arterias con o sin endotelio (Fig. 49). Sin embargo,

en arterias de ratas WKYel efecto contráctil del BAY K 8644 fue mayor en los

segmentos con endotelio, aunque el aumento no fue significativo en segmentos de

5 semanas y 6 meses (Fig. 50). Estos resultados se ratificaron con el análisis de la

varianza de dos factores (Tabla 9). Efectuando este análisis en función de la edad,

se demostró que la presencia de endotelio en segmentos de 5 semanas, 1 año y 1 ,5

años modificaba la respuesta vasoconstrictora de este agonista (Tabla 9).
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Fig. 49..- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes
de la cepa SI-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. El BAY K
8644 se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (i

0-J2~ L0~ M),
después de la despolarización previa de los segmentos con una solución de K~ 15
mM. Los resultados están expresados en 04 de la respuesta vasoconstrictora inducida
por Kt 75 mM, cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada
punto representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la
media. Entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la
significancia estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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Fig. 50.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio E(-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes de
la cepa WKY deS semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años, El BAY K 8644
se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10l=~l0óM), después
de la despolarización previa de los segmentos con K~ 15 mM. Los resultados están
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por K~ 7SmM, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada punto representa la
media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. Entre
paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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4.- ESTUDIO ESTADíSTICO DE LA POBLACION GLOBAL POR

MEDIO DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DE TRESFACTORES (ANOVA

)

Para analizar la influencia de cada uno de los parametros objeto de estudio

(endotelio, cepa y edad) sobre las respuestas a nifedipina o BAY K 8644 en el

conjunto de la población, se realizó un análisis estadístico de la varianza de estos

tres factores. Debido al gran volumen de datos, el análisis se tuvo que efectuar para

cada concentración de fármaco. Se consideraron diferencias significativas para

valores de p< 0,05.

En las tablas 10, 11, 12 y 13 se especifican los valores de p para cada

concentración de nifedipina o BAY K 8644 en función de cada uno de los

parámetros antes citados por separado o interrelacionando unos con otros.

4.1..- Estudio de las curvas concentración-resDuestaa nifediDina

Como en los estudios anteriores, se analizaron los valores de las curvas

concentración-respuesta en dos casos:

1.- Cuando se realizaron bajo un tono contráctil producido por una solución

de K~ 50 mM.

2.- Cuando el tono contráctil se indujo con tina solución de NA 10>’ M.

4.1.1.- Arterias precontraidas con K~ 50 mM

La Tabla 10 muestra los valores de p obtenidos en el análisis de la varianza

para cada una de las concentraciones y cuando las curvas concentración-respuesta

a nifedipina se efectuaron en arterias previamente contraídas con K~ 50 mM.
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Los resultados obtenidos muestran que la edad es un factor determinante en

las respuestas a nifedipina obtenidas en el conjunto de la población (ratas SHR o

WKY con y sin endotelio), ya que se obtienen valores de p< 0,05 para todas las

concentraciones excepto para lO~ M. La cepa parece también influir, aunque en

menor grado, en las respuestas producidas por este antagonista. Por el contrario, la

presencia o no de entiotelio no influyó de manera significativa excepto a las

concentraciones de IO~< y 10>’ M de nifedipina.

Si consideramos dos factores juntos:

El endotelioy la cepa. Estos dos factores repercuten en las respuestas

obtenidas, es decir, el hecho de que los segmentos tengan o no endotelio y

pertenezcan a la cepa SHR o WKY hace que las curvas concentración-respuesta a

este fármaco sean distintas.

2.- Lo mismo ocurre con la intención entre cepa y edad, es decir, las

diferencias encontradas entre las cepas van a ser diferentes en función de la edad.

3.- Por otra parte, al estudiar la intención entre endotelio y edad nos

encontramos con valores en general > 0,05, lo que indica que las diferencias

encontradas a las distintas edades no están determinadas por la presencia o no de

endotelio.

Cuando se estudian los tres Jáctores juntos se obtienen diferencias

significativas a las concentraciones de 1011 a 10~ M, lo que quiere decir, que los

efectos diferentes observados en función de la edad a esas concentraciones van a

depender de la cepa del animal y de si tienen o no endotelio.
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Tabla 10.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre sí.

NIFEDIPINA (Iog M)

-12 —11 -9 -8 -7

II

CEPA(A) ,0007 ,O0O1 ,0107 ¡ ,0322 ,2052 ,2945 ,0136

ENDOTELIO(B) ,1414 ,2706 ,7869 ,7736 ,0036 ,0048 ,2094

EDAD(C) ,0058 ,0004 ,0034 ,5492 ,0001 ,OO01 ,0001

AB ,0494 ,0001 ,O0O1 ,OO0l ,0002 ,0123 ,1566

AC ,0003 ,OOOI ,OOO1 ,0001 ,OOO1 ,0001 ,O001

BC ,0899 ,O0Q8 ,0056 ,1964 ,0964 ,3138 ,8143

ABC ,4738 ,0019 ,0074 ,OOLO ,0286 ,4237 ,9413

-6

El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de nifedipina empleadas en la curva concentración-respuesta cuando
los segmentos arteriales habían sido contraídos previamente con K~ 50 mM.

Los valores de p’2 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina.
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4.1.2.- Arterias orecontraidascon NA ¡0~ M

Los valores de p obtenidos mediante el análisis de la varianza cuando el tono

contráctil se indujo con NA 10>’ M antes de efectuar la curva concentración-

respuesta a nifedipina, se especifican en la Tabla 11.

La edadde los animales influye en las respuestas vasculares obtenidas por la

nifedipina en el conjunto de la población objeto de estudio. La presencia o no de

endotetioinfluye significativamente en las respuestas vasodilatadoras a algunas dosis

(10”, l0-’% 10~> y 10>’ M) de nifedipina. Sin embargo, la cepano influye pan nada

en los resultados obtenidos teniendo en cuenta el conjunto de la población.

Cuando se consideran dos parámetros juntos de los anteriormente citados, se

obtuvieron los siguientes resultados:

1 .- La cepay el endotelio no modifican las curvas concentración-respuesta

a nifedipina.

2.- La cepa y la edad, si influyen en las respuestas vasodilatadoras de la

nifedipina en el conjunto de la población. Es decir, las diferencias que se encuentran

en función de la edad van a depender de la cepa.

3.- El endotelio y la edad también son parámetros que modifican las

respuestas vasculares del fármaco. Por tanto, las variaciones que se encuentran en

función de la presencia o ausencia de endotelio dependen de la edad.

El análisis de la varianza teniendo en cuenta los tres parámetros juntos

<‘endotelio, cepa y edad) indica que éstos no repercuten en las respuestas de la

nifedipina sobre la población objeto de estudio, es decir, las diferencias encontradas

para uno de los factores no son dependientes de los otros dos.
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Tabla ¡ 1.— Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre sí.

NIFEDIPINA (Iog M)

-12 —11 -lo -9 -8 -7

II

CEPA(A) ,7693 ,7693 ,5182 ,1568 ,8216 ,4468 ,2057

ENDOTELIO(B) ,1256 ,0170 ,O001 ,0013 ,2433 ,0467 ,3991

EDAD(C) ,0032 ,0031 ,OOOl ,OOO1 ,OOO1 ,OOOl ,OOOiI

AB ,1575 ,6242 ,2919 ,6273 ,9186 ,4932 ,4868

AC ,0003 ,0034 ,1461 ,0166 ,0079 ,0002 0066

BC ,0104 ,0034 ,0001 ,000L ,0066 ,0007 ,0049

ABC ,0730 ,2354 ,4711 ,0892 ,1562 ,2082 ,4246

-6

El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de nifedipina utilizadas en la curva concentración-respuesta cuando
los segmentos arteriales habían sido contraídos previamente con NA 10>’ M.

Los valores de p < 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina.
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4.2.- Estudiode las curvasconcentración-respuestaa BAY K 8644

Al igual que en los casos anteriores, el análisis de la varianza de tres

factores, se realizó en el conjunto de la población para cada concentración de BAY

K 8644 y en los dos casos experimentales siguientes:

Cuando las arterias estaban en situación basal.

2.- Exponiendo previamente los segmentos arteriales a una solución de K~

15 mM.

4.2.1.-Arterias en situaciónbasal

Como se puede observar en la Tabla 12, la presencia o no de endoteliono

influyó en la respuesta vasoconstrictora del BAY K 8644. La edad sólo influyó a las

concentraciones i0’~ y 1011 del fármaco y el tipo de cepa puede hacer variar la

respuesta del BAY K 8644 a las concentraciones de 10’~ a 10>’ M.

Al considerar dos factores juntos se obtuvieron las siguientes conclusiones:

La cepay el endoteliono influyen en la respuesta a este fármaco, pero sí la

cepay la edad del animal a prácticamente todas las concentraciones (l0í=~ 10>’ M),

lo que indica que las diferencias encontradas en la contracción del BAY K 8644 en

función de la cepa va a depender de la edad del animal, pero no del endotelio. En

cuanto a los valores encontrados para la interacción entre endotelio y edad

lógicamente fueron > 0,05, teniendo en cuenta los valores encontrados para cada

uno de los factores por separado

Cuando se analizó la interación de los tres factores juntos (cepa, endotelio,

y edad), no se encontró interacción significativa en las respuestas a este agonista de

Ca2
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Tabla12.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepay edad> individuairnente e interrelacionados entre sí.

RAY K 8644 (log M)

L
II

-12 —11 -lo -9 -8 -7

II

CEPA(A) ,6930 ,6706 ,0031 ,OOOI ,OOO1 ,0001 ,OO01

ENDOTELIO(B) ,7827 - ,4731 ,4860 ,2339 ,2878 ,1607 ,2129

EDAD(C) $1470 ,0450 ,0979 ,5507 ,5276 ,8799 ,2240

AB ,5877 ,9976 ,5365 ,1631 ,1187 ,0585 ,8223

AC ,0040 ,0009 ,OOOI ,OOOl ,OOO1 ,0496 ,0794

BC ,8243 ,2160 ,1318 ,1267 ¡ ,0171 ,5715 ,6343

ABC ,4606 ,6684 ,3647 ,5237 ,2288 ,0804 ,0590

-6

El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644 empleadas en la curva concentración-respuesta en
situación basal.

p < 0,05 indica que el factor o factores objeto de estudio influyen
significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644.
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4.2.2.- Arterias expuestas a una solución de K~ 15 mM

Cuando los segmentos arteriales estaban previamente expuestos a una

solución de K~ 15 mM, el estudio de la ANOVA de tres factores dio los siguientes

resultados (Tabla 13):

La cepa y el endotelio, individualmente no modifican las respuestas

vasculares a este fármaco en estas condiciones excepto a 1011 y l0-’~> M en el caso

de la cepa y lo>’ y 10 M en el caso del endotelio. Sin embargo, la edaddel animal,

puede modificar los valores contráctiles del BAY K 8644 a lo largo de toda la curva

concentración-respuesta.

Al tener en cuenta dos factores juntos, prácticamente las respuestas

vasoconstrictoras del HAY K 8644 son las mismas excepto la cepa y el endotelio que

conjuntamente pueden modificar las respuestas vasculares de este fármaco. Cuando

se tienen en cuenta los tres factores juntos (cepa, edady endotelio), éstos no

influyen de forma significativa en las respuestas vasculares del HAY K 8644.

Por tanto, en esta situación experimental, las curvas concentración-repuesta

a BAY K 8644 sólo parecen verse afectadas en mayor grado por el edad de los

animales cuando se tiene en cuenta el conjunto de la población.
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Tabla 13.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre sí.

BAY El 8644 (Iog M)

II

-12 —11 -10 -9 -8 -7

II

CEPA(A) ,4492 ,0384 ,0146 ,0818 ,3267 ,1304 ,6328

ENDOTELIO(B) ,7378 ,7417 ,4550 ,2679 ,2513 $1313 ,OOO5_-~

,0017EDAD (C) ,OOO1 ,0005 ,OOO1 ,0002 ,0022 ,0006

AB ,0083 ,1732 ,0221 ,0259 ,0089 ,1633 ,0022

AC ,OOO1 ,2723 ,2971 ,2041 ,5986 ,1272 ,0102

BC ,4669 ,2074 ,2133 ,2777 ,2660 ,2405 ,0i152

ABC ,0345 ¡ ,2340 ,2364 ,8669 ¡ ,6052 , ,0799 ,9592

-6

El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644 utilizadas en la curva concentración-respuesta,
cuando los segmentos arteriales habían sido expuestos previamente a K~ 15 mM.

p < 0,05 indica que el factor o factores objeto de estudio influyen
significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644.
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DISCUSION



El tono del músculo liso vascular, principal responsable del mantenimiento

de la presión arterial, está regulado por múltiples factores entre los que

mencionaremos: 1 (3) La inervación de los vasos, cuya densidad varía de un lecho

vascular a otro, 2~>) Las sustancias circulantes como catecolaminas o las liberadas

de las plaquetas como serotonina y tromboxanos, Y’) La presión parcial de oxígeno

(PO,) y el mismo fluido sanguíneo al rozar o presionar las paredes de los vasos, y
40) las células endoteliales que influyen en dicho tono al liberar sustancias como

eicosanoides, óxido nítrico o endotelinas en respuesta a determinados estímulos

(Norberg, 1967; Vanhoutte 1988, 1991).

La influencia que cada uno de estos factores tiene en el control del tono

vascular va a depender de las condiciones fisiológicas y del lecho vascular estudiado

y van a ser en última instancia los niveles intracelulares de Ca2~ en las células

musculares lisas los responsables del mantenimiento del tono vascular ya que un

incremento en dichos niveles es necesario para que el proceso contráctil tenga lugar.

Asimismo, este incremento de [Ca2~~~~]es necesario para la síntesis y liberación de

factores endoteliales como el EDRE-NO, y para la secreción de neurotransmisores.

Los distintos agentes que incrementan el tono vascular, aumentan los niveles

de Ca=+intracelular de forma diferente. La estimulación de receptores facilita la

entrada de Ca2~ a la célula a través de los CDR e induce la liberación de CaU

secuestrado en los depósitos intracelulares. Por otra parte, la despolarización de la

membrana abre los CVD permitiendo la entrada de Ca ; estos canales pueden ser

también activados por la interacción de un agonista con su receptor (Hurwitz, 1986;

Khalil, 1987; Nelson y col., 1990; Pelzer y col., 1990; Bertolino, y Llinás, 1992).

La entrada de Ca2~ a la célula puede ser inhibida o facilitada por los
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antagonistas y agonistas de los canales de Ca2~, como la nifedipina (Cauvin y col.,

1983) y el BAY K 8644 (Schramm y col., 1983), que ocasionan vasodilatación y

vaconstricción. respectivamente. Algunos autores (Meisheri y col., 198 1; Yamamoto

y col., 1984; Lontzenhinser y col., 1984; Fleckenstein, 1985) han descrito que la

nifedipina y el BAY K 8644 actúan fundamentalmente a nivel de los CVD lo que

habla en favor de la existencia de dos vías diferentes de entrada de CáQ una a

través de los CVD y otra a través de los CDR. Sin embargo, otros autores (Cheung,

1985; (loto y col., 1985; Dong y Wadsworth, 1986; Chiu y col., 1987) han

comprobado que estos fármacos actúan con la misma efectividad en los dos tipos de

canales, sugiriendo que ambos son la misma entidad.

La hipertensión es un proceso patológico que cursa con un aumento de la

resistencia vascular periférica (Nayler, 1988; Marín, 1993). Alteraciones en los

movimientos celulares de Ca~ podrían estar involucradas en la hipersensibilidad e

hiperreactividad a sustancias vasoconstrictoras y en la hipertrofia observada en

arterias de pacientes hipertensos y de animales de experimentación (Mulvany, 1983;

Lever, 1986; Lúscher y col., 1988; Sharma y Bhalla, 1988; Scott-Burden y col.,

1989; Bolzon y Cheung, 1989). Por otra parte, se ha comprobado también que con

la edad se originan cambios asociados al sistema cardiovascular, especialmente en

la estructura y función de las arterias. Así, se ha observado engrosamiento y

calcificación en la pared vascular humana con una relación colágeno/elastina

incrementada (Wellan y Edwards, 1950; Harris 1975) e incremento de la resistencia

periférica lo que ocasiona el aumento de la presión arterial.

Estos cambios vasculares producidos por la edad y la hipertensión pueden

verse incrementados como consecuencia de alteraciones endoteliales asociadas a

estos procesos. Así, se ha demostrado que las respuestas vasodilatadoras

dependientes y no dependientes de endotelio están disminuidas en animales viejos

(Chinellato y col., 1991).

- 161 -



Los antagonistas de calcio se han utilizado en el tratamiento de la

hipertensión debido a sus propiedades vasodilatadoras. Al contrario que otros

vasodilatadores estos fármacos disminuyen la presión arterial más eficazmente en

hipertensos que en normotensos (Hulthen y col., 1982; Scriabine y Kazda, 1989).

Se ha sugerido que este fenómeno es debido a alteraciones en los canales de calcio

producidos por la hipertensión (Aoki y col., 1982; Aoki y Asano, 1986; Rusch y

Hermsmeyer, 1988; Hermsmeyer y Rusch, 1989; Hermsmeyer, 1991).

Debido a estas alteraciones vasculares asociadas a la hipertensión, la edad y

el endotelio, en este trabajo se ha estudiado la influencia de estos tres factores en las

respuestas que en segmentos de aorta de rata producen dos moduladores de la

entrada de Ca2~, el agonista BAY K 8644 y el antagonista de Ca2~ nifedipina. Para

ello, se han utilizado aortas de la cepa Sl-IR y su control WKY de diferentes edades.

Se ha elegido este modelo de hipertensión animal por ser uno de los más conocidos,

y en el que las alteraciones en el metabolismo del Ca2t están estrechamente

relacionadas con las observadas en la hipertensión esencial (Young y col, 1990). La

medida de la presión arterial de estos animales confirmó que estaba elevada en las

SHR a partir de los 3 meses y se mantuvo elevada en los animales de año y medio

de edad. Sin embargo, las ratas SI-IR de 5 semanas tuvieron una presión arterial

similar a las WKY por lo que se les consideró como prehipertensas.

1.- INFLUENCIA DE LA H]PERThNSION EN LAS RESPUESTAS

VASCULARES A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca2t

La hipertensión es un proceso patológico en el que están involucrados

distintos mecanismos que dan como resultado final un aumento de la presión

arterial. Entre los diferentes factores implicados en el desarrollo de la hipertensión

están las modificaciones en el metabolismo del Ca2t que ocupan un lugar destacado.

Así se han descrito alteraciones en: 1 0) Los canales de Ca2t, 2~) La captación de
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a nivel celular, 30) La unión del Ca2~ a proteínas de la membrana celular y

retículo sarcoplásmico (Marín, 1993). Corno resultado de todas estas alteraciones se

produce un aumento del Ca2’ intracelular que probablemente condiciona una

respuesta vascular incrementada (Losse y col., 1984; Bukoski y col., 1987; Bukoski,

1990; Jelicks y Gupta, 1990; Sugiyama y col., 1990; Dufilbo y col., 1992;

Schússler y col., 1992).

1.1.- Efectos de la nifediDina

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el K~ indujo

respuestas vasoconstrictoras probablemente debidas a la entrada de Ca2~ a la célula

por los CVD. Estas respuestas fueron similares en arterias con endotelio procedentes

de ratas WKY y SHR. Sin embargo, en ausencia de endotelio, las respuestas

vasoconstrictoras a Kt fueron, en general, mayores en las arterias SHR que en las

WKY. Estos resultados están de acuerdo con los descritos por algunos investigadores

(Bolzon y Cheung, 1989; Arvola y col., 1993), aunque otros no observaron

diferencias en las respuestas vasoconstrictoras del Kt entre una y otra cepa (Lipe

y Moulds, 1985; Dong y Wadsworth, 1986). El incremento en las respuestas a

en arterias hipertensas puede ser debido a un aumento de la entrada de Ca2t a través

de los CVD en la cepa SHR.

En las arterias contraídas con K~, la relajación originada por la nifedipina en

los segmentos con endotelio procedentes de animales de 3 meses, 6 meses y 1 ,5

años, fije mayor en aorta de la cepa SHR que WKY. Otros investigadores han

mostrado también un aumento de la potencia de los antagonistas de Ca2~ en vasos

de la cepa SHR en comparación a sus controles (Hulthen y col., 1982; Takata y

Hutehinson 1983; Kazda y col., 1985; Boonen y De Mey., 1990; Cattaneo y col.,

1990; Arvola y col., 1992; Arvola y col., 1993). En otro modelo de hipertensión

animal, el de la perinefritis de conejo, también se ha encontrado un mayor efecto

de los antagonistas de Ca2t nifedipina y nimodipina (Dong y Wadsworth, 1986). Sin
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embargo, otros resultados indican equipotencia de algunos antagonistas de C~t en

vasos de las cepas SHR y WKY o incluso mayor respuesta en la cepa WKY

(Nghiern y col. 1982; Aoki y Asano, 1986; Cauvin y col., 1987; Cassie y col.,

1990; Cattaneo y col., 1990). Las diferencias observadas entre los distintos

investigadores en las respuestas vasculares de la nifedipina pueden ser debidas al

tipo de lecho vascular utilizado y al tipo de agente vasoconstrictor empleado en la

realización de los experimentos. Además, la presencia o no de endotelio parece

también influir en la respuesta de la nifedipina. Así pudimos observar que su efecto

fue mayor en aorta de la cepa WKY que en la cepa SHR en segmentos sin endotelio,

de 3 meses, 6 meses y 1 año.

Cuando se analizaron estadísticamente los datos mediante el análisis de la

varianza, se confirmó que la respuesta vascular de la nifedipina depende del tipo

de cepa, tanto en segmentos con endotelio como sin endotelio. Cuando la ANOVA

se hizo para cada edad no se obtuvieron diferencias estadísticas en función de la

cepa a las 5 semanas, 3 meses, 6 meses debido probablemente a la dirección opuesta

de los resultados en función de la presencia o ausencia de endotelio. Sin embargo,

al año y año y medio si se encontraron diferencias mediante este tipo de estadística

en función de la cepa.

Se ha descrito que los antagonistas de Ca tienen mayor afinidad por el canal

de Ca2~ de tipo L (Morel y Godfraind, 1988; Wibo y col., 1988; Lew y col., 1991;

Morel y Godfraind, 1991; Godfraind y col., 1992; Tripathi y col., 1992, 1993). El

mayor efecto de los antagonistas de Ca2t sobre los canales L que se encuentran con

mucha frecuencia en los animales hipertensos y también en pacientes hipertensos

puede deberse a alteraciones en los canales de Ca2~. Rusch y Hermsmeyer (1988)

encontraron alteraciones de las corrientes de Ca2t en células musculares lisas

vasculares de la cepa 51W y describieron que en estas células se encontraba

incrementada la probabilidad de apertura de los canales de calcio de tipo L.

Posteriormente, este mismo grupo de investigación (Hermsmeyer y Rusch, 1989;
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Hermsmeyer 1991) ha comprobado que en las células hipertensas hay un incremento

de la relación canales L/canales T.

De estos resultados, se puede concluir que cuando la entrada de Cá2t se

produce solamente a través de los CVD, el efecto vasodilatador de la nifedipina en

segmentos con endotelio es mayor en la cepa SHR, mientras en segmentos sin

endotelio, la respuesta vasodilatadora de la nifedipina es mayor en la cepa WKY,

es decir, el efecto antagonista de la nifedipina es inverso en las dos cepas en función

del endotelio. Por tanto, las variaciones en las respuestas vasodilatadoras de la

nifedipina no dependen exclusivamente del tipo de cepa al que pertenezcan los

segmentos arteriales, sino también van a estar modificadas por la presencia o no de

endotelio. La influencia que el endotelio tiene en las respuestas a los moduladores

de la entrada de Ca2t se discutirá más adelante.

Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por NA fueron similares en las

arterias de las diferentes edades de las cepas Sl-IR y WKY. Existe diversidad de

resultados en cuanto al papel de la hipertensión en la respuesta a los agonistas

vasoconstrictores. Así, se ha descrito aumento (Bolzon y Cheung, 1989; Boonen y

De Mey, 1990), disminución (Kazda y col., 1985; Hyland y col., 1987; Docherty,

1988; Takayanagi y col., 1989; Nielsen y col., 1992) o ningún cambio (Asano y

col., 1982; Lipe y Moulds, 1985; Aoki y Asano, 1986; Dong y Wadsworth, 1986;

Grammas y col., 1991) en dichas respuestas, dependiendo del lecho vascular y

modelo de hipertensión utilizado.

La respuesta vasodilatadora de nifedipina en segmentos precontraidos con NA

fue de similar magnitud a la observada cuando la contración fue inducida por KV

Resultados similares han obtenido otros investigadores (Dong y Wadsworth, 1986;

Kazda y col., 1985), sugiriendo la posibilidad de que la despolarización con K~ y

la activación de receptores a adrenérgicos por NA provoque la apertura del mismo

canal de Ca2t en la aorta de rata. Actualmente muchos autores dudan de la
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existencia de los CDR. Se ha demostrado que la unión de un agonista con su

receptor provoca apertura de los CVD (Nelson y col., 1988, 1990) y se ha sugerido

que la produción de un segundo mensajero intracelular puede modular la apertura

de estos canales. Existen varias posibilidades para esta modulación: 10) La

fosforilación de las subunidades a1 y $~, del canal de Ca
2t por proteincinasa A o

proteincinasa C incrementan el tiempo de apertura del canal y por tanto mayor

entrada de Ca2t y contracción (Nelson y col., 1990; Berridge, 1992; Rembold, 1992

). 2<’) La activación de las proteínas 6 (probablemente a través de las subunidad ¡3

y y) puede favorecer directamente la apertura de los canales de tipo L (Nelson y

col.,1990; Berridge, 1992; Rembold, 1992). 3<’) El IP
4 generado a partir del IP3

favorece el estado de conformación abierto del canal; de hecho el CVD puede ser

el receptor para el IP4 (Brown y Birnbaumer, 1990). 40) El mismo Ca
2t liberado del

retículo sarcoplásmico puede incrementar la entrada de Ca2t por los CVD de manera

que el vaciamiento de los depósitos del retículo sarcoplásmico puede ser la señal que

active la entrada de Ca2~ a la célula (Casteels y col., 1990).

Por otra parte, la acción vasodilatadora de este antagonista de Ca2t en

arterias contraídas con NA fue también en general mayor en la cepa SI-IR que en la

WKY, pero en este caso tanto en los segmentos con como sin endotelio cuando el

análisis estadístico se hizo mediante la t de Student. Sin embargo, al efectuar el

análisis de la varianza de dos factores en función de la cepa, el valor de p no fue

significativo en los segmentos con endotelio, probablemente debido a que al ser un

estudio en el conjunto de la población, las diferencias puntuales observadas a una

determinada edad se contrarrestaron con los valores obtenidos a otras edades.

Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por otros autores que han

descrito que diversos antagonistas de Ca2t muestran más eficacia para inhibir las

contraciones inducidas por NA en arterias de SHR que de WKY (Kazda y col.,

1985; Atkinson y col., 1988; Wanstall y O’Donnell, 1988; Boonen y De Mey,

1990). Por el contrario, otros han descrito un efecto inhibidor de los antagonistas
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de Ca2~ menor en la cepa SHR que en su cepa control (Lipe y Moulds, 1985;

Cauvin y col., 1987; Khalil y col., 1990) o no encontraron diferencias en la

respuesta de la aorta torácica al verapamil entre Sl-lRSp (“stroke-prone

spontaneously hypertensive rats”) y WKY (Kobayashi y col., 1992).

Se ha demostrado que la NA actúa sobre receptores a~ en aorta de rata

normotensa (Timmermans y col., 1987; Oriowo y Ruffolo, 1992), y se ha sugerido

la posibilidad de que las diferencias entre la cepa SHR y WKY sean debidas a una

disminución en los receptores a
1 de reserva de la cepa SHR (Kojima y col., 1989),

aunque no se han observado variaciones en la afinidad de los agonistas a los

adrenoceptores cx1 (Takayanagi y col., 1989). Todo esto podría explicar esta mayor

sensibilidad a los bloqueantes de la entrada de Ca
2~ de arterias contraídas con NA

de la cepa 51-IR, ya que existe una relación inversa entre los receptores a
1 de reserva

y la sensibilidad al bloqueo de la entrada de Cá
2t en músculo liso vascular (Holck,

1988; Kojima y col., 1989).

De estos resultados se puede concluir que la hipertensión puede modificar las

respuestas vasculares a los antagonistas de Ca2t tanto cuando la entrada de Ca2~ del

espacio extracelular se produce por despolarización y apertura de los CVD (en este

caso también es dependiente de la presencia o no de endotelio) o cuando está

mediada por el acoplamiento de una agonista a adrenérgico (NA) a su receptor.

1.2.- Efectosdel BAY K 8644

El BAY K 8644 produce efectos vasoconstrictores al aumentar la frecuencia

y probabilidad de apertura de los canales de calcio voltaje dependiente tipo L (Hess

y col., 1984; Kokubun y Reuter, 1984; Ingle y Janis, 1989).

Este fármaco se administró a los segmentos en situación basal o después de

una despolarización parcial con Kt 15 mM. Se observó que en ratas de la cepa
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WKY de 6 meses, 1 año y 1 ,5 años, tanto en los segmentos con endotelio como sin

endotelio, la respuesta del BAY K 8644 era mayor en segmentos arteriales

previamente despolarizados. Estas diferencias no se apreciaron en la cepa SHR salvo

en segmentos sin endotelio de 1 ,5 años.

Cuando la membrana se despolariza parcialmente con una solución de K~ 15

mM se produce la apertura de los CVD a través de los cuales entra Ca2~ al interior

celular (Bolton, 1979; Cauvin y col., 1983; Marín, 1988). El hecho de que en la

cepa SUR las respuestas vasoconstrictoras del BAY K 8644 en situación basal y con

despolarización parcial fueran similares, hace suponer que los CVD en la cepa SHR

probablemente estén tónicamente activados. Estos resultados están de acuerdo con

los descritos por Aoki y Asano (1986) en arterias femorales de la cepa SUR o por

Bruner y Webb (1990) en arteria carótida de la cepa SHRSp. La necesidad de una

previa despolarización para que el BAY K 8644 produzca una entrada adicional de

Ca2~ y ejerza sus efectos vasoconstrictores ha sido descrita en muchos vasos,

incluidos la aorta de rata (Schramm y col., 1983; Hess y col., 1984, Kokubun y

Reuter, 1984; Loutzenhinser y col., 1984; Salaices y col., 1985; Rico y col., 1990).

Sin embargo, en otros vasos, fundamentalmente cerebrales (Salaices y col., 1985;

Golapakrishnan y col., 1985; Asano y col., 1987; Fernández-Alfonso y col., 1988)

este agonista de Ca2~ ejerce acciones vasoconstrictoras en condiciones basales.

Al estudiar la influencia de la cepa, sobre las respuestas al BAY 8644 en

situación basal, a las edades de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año, se observó que

el efecto contráctil producido por el BAY K 8644 era mayor en las SUR que en las

WKY, tanto en segmentos con o sin endotelio. A 1,5 años, sucedió lo mismo en

los segmentos con endotelio, pero cuando carecían del mismo, la respuesta del BAY

K 8644 era mayor en la cepa WKY. Al efectuar el análisis de la varianza

(ANOVA), se confirmó que el tipo de cepa influía en las respuestas contráctiles del

BAY K 8644 tanto en segmentos con endotelio (que dependía además de la

concentración de fármaco utilizada) como sin endotelio. A la edad de 1 ,5 años, el
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análisis de la varianza en función de la cepa no dio significativo a pesar de que si

lo fue mediante la t de Student debido probablemente a la aparición de un efecto

inverso en las dos cepas en función del endotelio.

Cuando los segmentos arteriales se despolarizaron parcialmente con una

solución de K~ 15 mM, se comprobó que la respuesta a los 3 meses, 6 meses, 1 año

y 1,5 años era también mayor en la cepa SHR en los segmentos sin endotelio. El

análisis de la varianza confirmó estos resultados. Este mayor efecto del BAY K 8644

en segmentos de la cepa SHR parcialmente despolarizados, puede ser debido a una

mayor sensibilidad de los segmentos aórticos de la cepa SHR a despolarizacines

parciales con bajas concentraciones de K~ en comparación a la cepa WKY (Guan

y Kwan, 1989). Por otro lado, las diferencias observadas en función del endotelio

pueden ser debidas a que la liberación espontánea de EDRF tiene un efecto más

significativo en despolarizaciones parciales (Spedding y col., 1986).

En otros lechos vasculares se ha descrito también una mayor reactividad del

BAY K 8644 en segmentos arteriales de animales hipertensos que en los

normotensos (Aoki y Asano, 1986; Bolzon y Cheung,1989; Storm y col., 1990). En

la cepa SUR se ha descrito una mayor densidad de receptores dihidropiridínicos en

los CVD (Navaratnam y Khatter, 1990, 1991) en relación a su cepa control.

Igualmente, se ha comprobado que las corrientes de Ca- a través del canal L están

aumentadas en células de vena azigós de la cepa SHR (Hennsmeyer y Rusch., 1989;

Eme y Hersmsmeyer, 1989; I-lermsmeyer, 1991). De esta manera, el BAY K 8644

al tener gran afinidad por este tipo de canal daría lugar a un efecto mayor en esta

cepa. Se ha descrito en eritrocitos de la cepa SUR, la existencia de un péptido, el

cual está también presente en la cepa WKY, pero a concentraciones

significativamente más bajas que en la cepa SHR, el cual podría actuar como

modulador endógeno de los canales de Ca2~ y dar lugar a un aumento de Ca2~

citoplasmático (Huang y col., 1987; Sugiyama y col., 1990). Por el contrario, en

arteriolas de la cepa SHR y WKY no se han observado diferencias en las respuestas
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vasomotoras del BAY K 8644 (Storm y col., 1992). En aortas de conejos

hipertensos se ha descrito un efecto menor del BAY K 8644 en relación a sus

controles (Dong y Wadsworth, 1986). Estas diferencias son probablemente debidas

a una variabilidad en el número y tipo de CVD en función del lecho vascular.

Con estos resultados y los discutidos anteriormente en relación con el efecto

de la nifedipina, se puede concluir que la hipertensión influye en los efectos de los

moduladores de la entrada de Ca2~ sobre los CVD

2.- INFLUENCIA DE LAEDADEN LAS RESPUESTAS VASCULARES

A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca2~

La edad puede estar asociada a cambios en el sistema cardiovascular

especialmente en la estructura y función de las arterias (Wei y col., 1989; Safar,

1990). Igualmente el riesgo de complicaciones cardiovasculares es de 2 a 5 veces

mayor en hipertensos mayores que en normotensos de igual edad (Smith, 1988) y

dos veces más que en jóvenes con la misma presión arterial (Vokonas y col., 1988).

Todo esto hace suponer que la edad puede implicar cambios en las respuestas

vasomotoras a los moduladores de la entrada de Ca2~.

2.1.-Efectosde la nifedinina

Las respuestas vasconstrictoras de los segmentos arteriales de las cepas WKY

y SI-IR despolarizados con Kt fueron similares a los 3 meses, 6 meses, 1 año y año

y medio, aunque en general fueron mayores que las obtenidas a las 5 semanas. Por

el contrario, Wanstall y O’Donnell (1989) han descrito que la vasoconstricción

inducida por el K~ fue menor en aortas ratas viejas que en jóvenes. Sin embargo,

Cox y Kikta (1992) no observaron diferencias dependientes de la edad en la

respuesta vasoconstrictora originada por el K~ en aorta de ratas hipertensas.
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Las respuestas vasodilatadoras a nifedipina fueron variables dependiendo de

la edad del animal. Así, en segmentos arteriales de la cepa WKY despolarizados con

K~ 50 mM, el efecto vasodilatador mayor de la nifedipina se observó a la edad de

1 año, y en la cepa Sl-IR, a la edad de 1 ,5 años. Por el contrario, Wanstall y

O’Donnell (1989), no obtuvieron con el diltiazem diferencias en segmentos de aorta

de ratas jóvenes y viejas.

Cassie y col. (1990) apuntan la posibilidad de que la edad produce

anormalidades en la sensibilidad al Ca2~, siendo una característica adquirida no

involucrada en la etiología de la hipertensión. Por otro lado, la edad, causa un

aumento de los lugares de fijación de las dihidropiridinas y un aumento de su

constante de afinidad, siendo independiente de la presencia o no de hipertensión

(Dillon y col., 1989), lo que explicaría el mayor efecto encontrado en los animales

viejos. Por el contrario, Yoshida y col. (1992) no observaron diferencias con la edad

en la afinidad de los antagonistas dihidropiridínicos a su receptor en uréter de

conejo.

La NA, como se dijo anteriormente, actúa fundamentalmente en los

receptores a
1 del músculo liso vascular de la aorta de rata que se encuentran

acoplados a dos procesos de trausducción; uno produce la movilización del Ca
2~

intracelular y otro abre los canales de Ca2~ de la membrana plasmática para permitir

la entrada de Ca2~ del espacio extracelular, dando origen a una respuesta tónica que

es inhibida por los antagonistas dihidropiridínicos (Nishimura y col., 1991; Oriowo

y Ruffolo, 1992). Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la NA en arterias

de ratas de 5 semanas fueron en general menores que las obtenidas en el resto de las

edades. Muchos investigadores han estudiado la influencia de la edad en la respuesta

vascular a NA siendo los resultados obtenidos contradictorios. Así, no se han

encontrado diferencias en relación con la edad en vasos de resistencia de rata y

conejo (Owen, 1985; Duckles, 1987; Hynes y Duckles, 1987), en vena porta de gato
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y cobayo (Lyung y Stage, 1975) y en arteria basilar de conejo (Toda y Hayaslii,

1989). Se ha encontrado incremento de dichas respuestas con la edad en la aorta

torácica de conejo (Hayashi y Toda, 1978) y en la arteria de la oreja de cordero

(Wyse y col., 1977). Por el contrario, disminución en la respuesta a NA con la edad

se ha descrito en aorta torácica de conejo (Chinellato y col., 1991), arteria caudal

de rata (Fouda y Atkinson, 1986), aorta de rata (Cox y Kikta, 1992), arteria

mesentérica de perro (Shimizu y Toda, 1986), arterias cerebrales de mono (Toda,

1991) y perro (Toda y col., 1986) y miocitos cardíacos (Sakai y col., 1992).

Cuando se estudió la influencia de la edad en el efecto vasodilatador de la

nifedipina en arterias contraídas con NA, éste fue diferente en función de la cepa y

el endotelio. Así, en la cepa SUR el efecto mayor de la nifedipina se registró a los

6 meses y 1 ,5 años de edad en segmentos arteriales con y sin endotelio, y en la cepa

WKY en los segmentos con endotelio de 6 meses y sin endotelio de 1 año de edad.

El efecto dilatador del diltiazem fue más efectivo en arteria pulmonar y aorta

de ratas viejas sobre contracciones originadas con NA que en ratas jóvenes (Wanstall

y O’Donnell, 1988). Este efecto mayor de los antagonistas de Ca2~ en animales

viejos puede ser debido a una disminución en la reserva de los adrenoceptores a

partir de los 6 meses de edad, aunque no se observa una disminución de la afinidad

de estos receptores por la NA (Hyland y col., 1987).

El análisis de la varianza de dos factores mostró que la edad es un factor

determinante en las respuestas vasodilatadoras a nifedipina en la cepa 51-IR y WKY,

tanto en ausencia como en presencia de endotelio y contraídas con NA o con K~.

De estos resultados se puede concluir que la edad del animal es un factor a tener en

cuenta en las respuestas vasculares de la nifedipina.
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2.2.- Efectos del BAY K 8644

La administración de BAY K 8644 en situación basal, dió lugar a respuestas

contráctiles que fueron dependientes de la edad del animal. De forma general se

observó que en los segmentos de ratas más viejas (1 .5 años) y de ambas cepas, el

efecto vasoconstrictor del BAY K 8644 era menor. En las SHR las respuestas fueron

aumentando con la edad hasta los seis meses de edad para luego disminuir a edades

mayores. En las WKY, con endotelio, el efecto vasoconstrictor del BAY K 8644 fue

mayor a las 5 semanas y en arterias sin endotelio prácticamente no hubo diferencias

significativas en las respuestas obtenidas a las diferentes edades. El análisis de la

varmanza de dos factores (edad y concentración), mostró diferencias significativas en

función de la edad en las dos cepas y en segmentos con y sin endotelio. Las

diferencias en las respuestas vasomotoras respecto de la edad, en la cepa SUR con

y sin endotelio y en la cepa WKY con endotelio, son más importantes a

concentraciones bajas de fármaco.

Cuando los segmentos arteriales de las cepas 51-IR y WKY se despolarizaron

previamente con K~ 15 mM se observaron menores respuestas vasculares del BAY

K 8644 a las 5 semanas y al 1 ,5 año de edad que al resto de las edades.

Los resultados existentes en la literatura sobre las respuestas vasculares al

BAY K 8644 son controvertidos, ya que algunos autores apuntan a que pueden estar

disminuidas en ratas viejas y que necesitan además una despolarización parcial de

la membrana plasmática para que el agonista pueda realizar su efecto (Wanstall y

O’Donnell, 1989), otros que la edad no altera (Sakai y col., 1992) o reduce (Ruch

y col., 1992) los efectos vasconstrictores del BAY K 8644 y en las células

miocárdicas se ha observado una sensibilidad mayor al BAY K 8644 durante el

envejecimiento (Khatter y Navaratman, 1992).
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Todas estas variaciones en función de la edad apuntarían a posibles cambios

en los CVD, así como en las propiedades de unión de este compuesto al canal de

Ca2t. Sin embargo, Golik y col. (1992) al efectuar un estudio de los CVD en el

cerebro de ratón CW
1 no observaron diferencias con la edad en el número de sitios

de fijación de las dihidropiridinas ni en su constante de afinidad.

3.- PAJEL DEL ENDOThLIO EN LAS RESPUESTAS VASCULARES

A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca
2t

Esta bien establecido que las células endoteliales son capaces de sintetizar

importantes mediadores de las respuestas vasodilatadoras o vasoconstrictoras (Angus

y Cocks, 1 989; Vane y col., 1990). Se han observado disminuciones en las

respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio en distintos modelos de

hipertensión (Winquist y col, 1984; Lúscher y Vanhoutte, 1986a; Tesfamarian y

Halpern, 1988; Pourageaud y Freslon, 1992). La liberación de factores endoteliales

requiere como paso previo el incremento en los niveles de Ca2t libre intracelular en

las células endoteliales (Angus y Cocks, 1989). Los efectos de los moduladores de

los canales de CaZt en la liberación de EDRF de las células endoteliales no está

claro. Así, Rubanyi y col. (1985) han descrito que el BAY K 8644 potencia la

liberación de EDRF y Singer y Peach (1982) que los antagonistas de Ca2t la

inhiben. Sin embargo, otros investigadores (Spedding y col., 1986; Vanhoutte, 1988;

Kikawa y col., 1989) han observado que los moduladores de los canales de Ca2t no

modifican la liberación de EDRE de las células endoteliales. En vista de estos

resultados conflictivos, hemos estudiado si el endotelio vascular influye en las

respuestas de los moduladores de la entrada de Ca2t de la aorta de rata de las cepas

SUR y WKY.
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3.1.- Efectos de la nifedinina

Las respuestas vascoconstrictoras inducidas por K~ fueron en general

similares en arterias con endotelio que sin endotelio en ambas cepas de ratas. Estos

resultados coinciden con los descritos por Spedding y col. (1986) y Mikkelsen y col.

(1988) en aorta de rata.

Los resultados obtenidos con nifedipina muestran que sus respuestas

vasodilatadoras tanto en aorta de la cepa SI-IR como WKY, van a depender de la

presencia o no de endotelio. En la SUR, el efecto relajante de este fármaco fue

mayor en los segmentos arteriales con endotelio y su acción dependió de la

concentración de nifedipina utilizada. En la cepa WKY, el efecto de la nifedipina

era mayor en los segmentos arteriales sin endotelio, no influyendo la concentración

de nifedipina utilizada. Por tanto, la presencia de endotelio modula de forma inversa

las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina.

Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores se confirmó que el

endotelio de la aorta de las cepa SUR y WKY modula la relajación inducida por

nifedipina cuando la entrada de Ca2~ del medio extracelular se produce a través de

los CVD activados por KV

Para analizar si la respuesta a nifedipina era modulada por la liberación

endotelial de NO se administró un inhibidor de su síntesis el L-NAME. Este

fármaco es un derivado de la L-arginina que inhibe las relajaciones dependientes de

NO inducidas por la acetilcolina en segmentos aórticos de ratas (Rees y col., 1990;

Schultz y col., 1990). La administración intravenosa de L-NAME a ratas

normotensas causan un aumento sostenido de la presión sanguínea y vasoconstricción

regional (Gardiner y col., 1990).
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Los experimentos realizados eíi el presente trabajo con el inhibidor de la

síntesis de NO muestran que no modificó o incluso incrementó la respuesta

vasodilatadora de la nifedipina lo que indica que el cfecto endotelial observado no

está mediado por dicho factor endotelial. Este dato se confirmó también por el hecho

de que la administración de L-arginina 1O~ M, precursor de la síntesis de NO

(Palmer y col., 1988) sólo o con L- NAME iO~ M no modificó las respuestas de

la nifedipina.

Nuestros resultados están en consonancia con el hecho de que no se ha

observado diferencias en la capacidad de los vasos de las cepas SHR y WKY para

liberar EDRE (Liischer y col., 1987; Hoeffner y Vanhoutte, 1989). Igualmente la

síntesis de NO parece ser similar en las cepas SHR y WKY (Fozard y Part, 1991;

Yamazaki y col., 1991). Otros autores apuntan la posibilidad de que en la

hipertensión prevalecería una liberación de factores contráctiles (EI)CEs) con una

liberación normal de EDRE o incluso una reducción observada en la cepa SUR

(Schleiffer y col., 1991; Pourageaud y Freslon, 1992).

La administración de NA indujo respuestas contráctiles prácticamente iguales

en arterias de ambas cepas con o sin endotelio. Al igual que esta descrito en

diversos lechos vasculares (Mikkelsen y col., 1988; Lai y col., 1989). Sin embargo,

en otros vasos se ha descrito un incremento en las respuestas contráctiles a NA en

arterias sin endotelio (Malta y col., 1986; Auguet y col., 1989; Osugi y col., 1990;

Auch-Schwelk y Vanhoutte 1991; Gil-Longo, 1992) debido probablemente a la

liberación basal de EDRE.

Cuando las arterias se habían contraído con NA, la presencia o no de

endotelio modificó también las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina tanto en

la cepa SHR como en la WKY, pero en la primera esta modificación dependió de

la concentración de nifedipina utilizada. En efecto, en la cepa SUR, la presencia de

endotelio potenció el efecto vasodilatador de la nifedipina a los 3 y 6 meses. Un
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efecto similar se encontró en la cepa WKY en segmentos de 5 semanas y 6 meses,

mientras al año y año y medio se observó una disminución del efecto vasodilatador

de la nifedipina. El estudio estadístico mediante la t de Student y el análisis de la

varianza de dos factores dio como resultado que la presencia de endotelio influye en

el efecto de la nifedipina a edades tempranas (5 semanas, 3 meses y 6 meses),

mientras en las ratas más viejas (1 y 1,5 años) el endotelio no modificó las

respuestas de la nifedipina salvo a concentraciones altas de fármaco, en donde el

efecto de la nifedipina era mayor en los segmentos sin endotelio, sobre todo en la

cepa WKY. Estos resultados pueden ser debidos a que a medida que aumenta la

edad del animal pueden desarrollarse alteraciones a nivel endotelial.

Las relajaciones provocadas por nifedipina en arterias con endotelio de 6

meses contraídas con NA no se modifican con L-NAME lo que indica que el mayor

efecto vasodilatador de la nifedipina en arterias con endotelio no se debe a la

liberación de NO. Sin embargo, este fármaco incrementó las respuestas a NA

probablemente debido al bloqueo de la liberación basal de NO.

Los resultados obtenidos por diferentes autores sobre la influencia del

endotelio en las respuestas a los antagonistas de Ca2~ son muy variados y dependen

del tipo de vaso, del agente vasoconstrictor y del antagonista utilizado. Así Rubanyi

y col. (1988b) no encontraron diferencias de las respuestas vasodilatadoras en

función del endotelio de distintos antagonistas de Cat en arteria femoral de perro

contraída con prostaglandina F
2«. Sin embargo, Miller y Stoclet (1985) encontraron

que el efecto vasodilatador de la flunaricina en aorta de rata era mayor en presencia

que en ausencia de endotelio, siendo la respuesta igual cuando el agente contráctil

era NA. Vanhoutte (1986), observó en arteria coronaria de perro contraída con

agonistas a adrenérgicos que la nisoldipina presentaba mayor efecto en presencia

que en ausencia de endotelio.
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3.2.- Efecto del RAY K 8644

En situación basal, el efecto contráctil del BAY K 8644 no dependió de la

existencia o no de endotelio en la cepa WKY. Sin embargo, en la cepa SI-IR y en

segmentos de 3 meses y 1 ,5 años la presencia de endotelio aumentó la respuesta

vasoconstictora del HAY K 8644, siendo este aumento dependiente de la

concentración de fármaco. Este dato se confirmó mediante el análisis de la varianza,

que mostró que sólo en la cepa SUR, el endotelio es capaz de modular la respuesta

contráctil del HAY K 8644. Esta respuesta moduladora del endotelio puede sugerir

que el BAY K 8644 puede ocasionar en la cepa SI-IR la liberación de un factor o

factores endoteliales contráctiles. En aorta de SUR, se ha descrito la existencia de

un factor contráctil endotelial, identificado como un metabolito del ácido

araquidónico capaz de originar vasoconstricción (Lúscher y Vanhoutte 1986;

Lawson y Cavero, 1989). Estos mismos resultados han sido encontrados también por

Lúscher y col. (1988) en arterias renales de la cepa SUR. Es posible que el HAY

K 8644 promueva dicha liberación al facilitar la entrada de Ca2~ a las células

endoteliales. Por el contrario, otros investigadores han descrito que la presencia de

endotelio disminuye las respuestas vasoconstrictores del HAY K 8644 en aorta de

rata (Spedding y col., 1986; Mikkelsen y col., 1988).

A diferencia de los resultados obtenidos en situación basal, cuando los

segmentos arteriales se despolarizaron parcialmente con una solución de K~ 15 mM

no se observaron diferencias en las SHR en función del endotelio. Sin embargo, en

las WKY de 3 meses, 1 año y 1,5 años de edad, la respuesta a este agonista de Ca2~

fue mayor en presencia de endotelio. Este hecho se ratificó mediante el análisis de

la varianza de dos factores. Estos resultados están en consonancia con los descritos

por Lawson y Cavero (1989), originando el HAY K 8644 en ratas normotensas

efectos contráctiles en aorta de rata debido a la liberación de un factor o factores

contráctiles derivados de endotelio. Por el contrario, Williams y col., 1987; han
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descrito que el BAY K 8644 origina efectos vasoconstrictores mayores en segmentos

desendotelizados y ha sugerido que el BAY K 8644 puede producir la liberación de

factores vasodilatadores y su efecto neto dependerá del balance entre el efecto

vasodilatador producido por esos factores y el vasoconstrictor propio debido a su

acción en células musculares lisas.

Por último, cuando se analizaron todos los resultados anteriores en el

conjunto de la población mediante el análisis estadístico de la varianza de tres

factores (ANOVA), se obtuvo que: 1) La hipertensi6n y la edad del animal, son

dos factores que considerados independientemente o conjuntamente, modifican las

respuestas vasodilatadoras de la nifedipina en segmentos aórticos precontraidos con

KV 2) El efecto vasodilatador de la nifedipina en segmentos precontraidos con NA

101 M, va a depender de la presencia de endotelio y de la edad del animal. 3) La

hipertensión influye en las respuestas vasoconstrictoras del BAY K 8644 en situación

basal. 4) La edad del animal modifica los efectos vasoconstrictores del HAY K 8644

en segmentos arteriales despolarizados parcialmente con Kt 15 mM.
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CONCLUSIONES



Las conclusiones del presente estudio son las siguientes:

La hipertensión modifica positivamente las respuestas vasodilatadoras a

nifedipina, tanto cuando la entrada de Ca2~ del espacio extracelular se produce por

despolarización con K~ (en este caso influida por el endotelio), como cuando está

mediada por el acoplamiento de la NA a su receptor.

2.- La edad es un factor a tener en cuenta en las respuestas relajadoras de

nifedipina. El efecto mayor de este antagonista de Ca2~ en la cepa SHR se encontró

a los 6 meses y 1,5 años de edad en segmentos con y sin endotelio, mientras que en

la cepa WKY se observó a los 6 meses en segmentos con endotelio y al año en

segmentos sin endotelio.

3.- La presencia de endotelio modula positivamente las respuestas

vasodilatadoras en la cepa SUR mientras que en la cepa WKY las modula

negativamente en sementos precontraidos con K~ 50 mM. Esta modulación es

independiente d~ la liberación endotelial de NO.

4.- Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por HAY 1< 8644 fueron

mayores en los segmentos aórticos de la cepa SUR que en los procedentes de la cepa

WKY sobre todo en situación basal. Este incremento de respuesta a este agonista de

Ca2~ en las arterias hipertensas puede ser debido a una preactivación de los CVD

o alteración del potencial de membrana.

5.- En la cepa SHR y WKY cuando el músculo liso vascular ha sido

despolarizado parcialmente con 15 mM de K~, el BAY K 8644 origina respuestas

contráctiles menores en ratas jóvenes (5 semanas) y ratas viejas (1,5 años) que en

el resto de las edades. En situación basal, sólo se observó esta disminución en

segmentos sin endotelio de la cepa SUR de 1 ,5 años.
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6.- La presencia de endotelio influye positivamente en las respuestas

inducidas por HAY K 8644 en arterias de la cepa SHR en situación basal y en

arterias de la cepa WKY despolarizadas parcialmente con K~ l5mM. Esto puede

ser debido a la liberación de un factor o factores contráctiles por el endotelio

vascular.
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