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INTRODUCCION




La preocupacion por el envejecimiento de la poblacion es muy importante en
los paises occidentales, como se desprende del hecho de que diversas entidades y
organismos de dmbito internacional estén desarrollando un importante esfuerzo en
el estudio de los mecanismos implicados en este proceso. Concretamente, el estudio
del drea cardiovascular, responsable de mds del 50 % de la morbilidad en los
ancianos ha sido reconocido como uno de los temas prioritarios de nvestigacién.
Dentro de las alteraciones del sistema cardiovascular, la patologia hipertensiva que
incide de manera importante en estos pacientes, reviste particular importancia,
teniendo en cuenta ademas, que su etiologia y mecanismos fisiopatoldgicos siguen

siendo basicamente desconocidos (Lau y Eby, 1985; Birkenhager y col., 1988).

Existen numerosos mecanismos implicados en el desarrollo y mantenimiento
de la hipertensién, asi como su relacion con la edad. En los itltimos anos, se ha
prestado especial atencién al estudio de los mecanismos que modulan el tono
vascular local, cuyo papel fisiolégico en la regulacidon del flyjo sanguineo en los
diferentes érganos adquiere una importancia creciente. En este sentido, es conocido
que el endotelio juega un papel crucial en el control del tono vascular a través de
la liberacion de factores vasodilatadores y/o vasoconstrictores (Marin y Sanchez-
Ferrer, 1990; Sanchez-Ferrer y Marin, 1990). Asimismo, se¢ ha demostrado la
existencia de cambios vasculares producidos por la edad y la hipertensidon que
alteran el endotelio y el musculo liso que pueden ser la base de la alteracion de las

respuestas vasomotoras.

Por otra parte, hay que resefiar que para que se origine el proceso de
contraccion del misculo liso vascular es necesario que aumenten las concentraciones
de Ca** libre intracelular (Cauvin y col., 1983; Epstein y col., 1985; Ebashi y
Ogawa, 1988; Nayler, 1988). Ll calcio uttlizado por los agentes vasomotores para

producir este proceso puede provenir del medio extracelular y/o del intracelular. En



la actualidad, se dispone de farmacos capaces de interferir con la entrada de Ca**
a la célula, bien bloquedndola con los ya cldsicos antagonistas de Ca**, como la
nifedipina, o activandola con los firmacos denominados "agonistas de Ca™*" como
el BAY K 8644 (Schramm y col., 1983). La utilizacion de estos farmacos constituye
un instrumento de investigacion muy util para estudiar todos aquellos procesos
fisiolégicos dependientes de Ca**. Ademds, los antagonistas de Ca** constituyen
herramientas terapéuticas muy utilizadas en el tratamiento de alteraciones
cardiovasculares como la hipertensién, especialmente en ancianos (Wenger, 1988;

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

Este trabajo ha tenido como objetivo estudiar Ia influencia de la hipertension,
la edad y el endotelio sobre las respuestas vasculares a los moduladores de la
entrada de Ca**, nifedipina y BAY K 8644. Por consiguiente, en esta Introduccién
se realizard una revision del estado actual de los conocimientos sobre:

19} Los mecanismos implicados en la contraccién vascular

2°) Papel del Ca** en la contraccién vascular

39} Modulacién de los movimientos de Ca**

4Y) Papel del endotelio en las respuestas vasculares

5?) Fisiopatologia de la hipertension

6°) Cambios cardiovasculares asociados con la edad



1.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA CONTRACCION DEL
MUSCULO LISO

Cuando se produce un aumento en la concentracién de Ca®~ libre intracelular,
[Ca®*,,] por entrada del mismo a través de los canales de la membrana plasmadtica
o por salida de los organulos intracelulares (reticulo sarcoplasmico y mitocondria),
se ponen en funcionamiento una serie de procesos fisiolégicos que conducen a la

contraccion del musculo hiso vascular.

El miisculo liso posee un aparato contrictil constituido bdsicamente por dos
proteinas, actina y miosina de estructura filamentosa como se ha demostrado por
estudios de microscopia electronica y difraccion de rayos X (Lowy y col., 1970;
Shoenbergz y Haselgrove, 1974). En un corte transverso de musculo liso vascular,
se puede observar la existencia de un filamento delgado constituido por actina y
tropomiosina y otro grueso formado por miosina (Somlyo, 1980; Somlyo, 1985;

Chalovich, 1993).

ILa actina es una proteina contractil globular de cadena tinica y peso
molecular 42 kDa dispuesta en forma helicoidal en dos filamentos alrededor de la
tropomiosina. [.a miosina es una proteina hexamérica formado por dos subunidades
de alto Peso molecular (cadenas pesadas) y cuatro subunidades de bajo Peso
molecular (cadenas ligeras). Las cadenas pesadas forman una cola en espiral con dos
regiones protuberantes o "cabezas" que contienen las zonas de unién con la actina

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

Para que se desencadene todo el proceso fisiolégico de la contraccion, el
Ca** necesita unirse a una proteina citoplasmdtica denominada calmodulina (CMD).
la CMD es considerada como el mediador mds importante en los procesos

dependientes de Ca**. Estd formada por una cadena tinica de aminodcidos, que es



resistente a pH dcido y termoestable (Winkler y col.,1987; Ping Lu y Means, 1993).

Esta CMD presenta cuatro sitios de unidn para el Ca**, siendo su afinidad
por este cation dependiente de la concentracion intracelular del mismo. Asi, cuando
se produce un aumenio de [Ca**,,] de aproximadamente 10° M, ya sea por apertura
de los canales correspondientes y entrada desde el exterior, por liberacion de los
organulos intracelulares o por combinacién de ambas, se produce un acoplamiento
del i6n Ca** a la CMD en los sitios de unién. De los cuatro sitios de unién a la
CMD, dos estan unidos permanentemente al 16n y el tercero y posiblemente el

cuarto, probablemente sean los encargados de captar la nueva entrada de iones Ca**

(Means y col., 1991).

Este complejo Ca**-CMD, se une a la unidad catalitica de la enzima miosina
cinasa de cadena ligera, formando un complejo (Ca**-CM-MLCK) holoenzimadtico
activo que cataliza la transferencia de grupos fosfato del complejo Mg**-ATP a la
cadena ligera (Stull y col.,1982; Harstorne, 1987; lkebe y Reardon, 1989; Means

y col., 1991; Schulman y Hanson, 1993). Este proceso estimula las interacciones

actina-miosina.

Cuando el nivel de Ca’” intracelular es menor de 10°® M, aparece la
relajacion como consecuencia de la desactivacién del complejo Ca?*-CM-MLCK
(Winquist y col., 1984), inactivindose la miosina por medio de la desfosforilacién
originada por fosfatasas (Pato y Aldestein, 1980; Jmari y col.,1986; England, 1986;
Rasmussen, 1986; Marin, 1988; Del.anerolle y Paul., 1991)(Fig.1).

La [Ca**, ] se reduce por cualquiera de los mecanismos siguientes: 1°)
Aumento del secuestro de Ca>* por los orgdnulos celulares de depdsito. 2°)
Disminucion del flujo de entrada de Ca*™ al interior celular. 3°) Aumento de la
salida de Ca’* al exterior celular (Morgan y Morgan, 1984; Jmari y col.,1986;

Silver, 1986; Marin, 1988; Raeymaekers y col., 1990). Asi, se ha comprobado que



los estimulos originados por agonistas §-adrenérgicos dan lugar a una activacién de
la adenilatociclasa con la consiguiente formacion de AMPc. Este nucledtido ciclico
origina la fosforilacion de la cinasa de la miosina de cadena ligera (MLCK), dando
lugar a una marcada inhibicion enzimdtica, disminuyendo hasta 20 veces la afinidad
de la MLCK fosforilada por el complejo Ca**-CMD (Conti y Adelstein, 1981)
produciendo relajacion. Por otro lado, la proteincinasa dependiente de AMPc,
estimula la ATPasa Na*/ K" -dependiente de la membrana, lo que da lugar a una
facilitacion de la entrada de K* y de la salida de Na* del misculo liso, activandose
a su vez la entrada de Na™ y salida de Ca** intracelular por medio del intercambio

Na*/ Ca**.



4Ca +Calmodulina (CM) =——=%Ca’, .CH Cd . CM-MLCK activa

MICK-P === MICK

(inactiva) MLC MLC-P
(relajacion) (contraccinn)

R, atipc + ¢,
fosfatasas

R,C, + AMPc

Actlivacion de la

. . -
adenilato ciclasa

AT.p

Activacion de
receptores p

Fig.1.- Mecanismos intracelulares implicados en la contraccién del misculo
liso. Cuatro iones Ca** presentes en el espacio intracelular se unen a la caimodulina
(CM), activandose la miosincinasa de cadena ligera (MLCK), que fosforila a la
miosina de cadena ligera (MLC), interaccionando ¢sta con la actina para originar
el proceso fisioldgico de la contraccion. Las fosfatasas, al actuar por desfosforilacién
de la molécula de miosina de cadena ligera (MLC) causan relajacién, Cuando los
agonistas # adrenérgicos se unen a su receptor, se produce la activaciéon del enzima
ademilatociclasa que aumenta los niveles de AMPc. El AMPc¢ activa una
proteincinasa que fosforila la miosincinasa de cadena ligera (MLCK), reduciendo
su afinidad por el complejo Ca®**~CM apareciendo relajacion.



2.- PAPEL DEL Ca’* EN LA CONTRACCION VASCULAR

El Ca** es considerado como el mensajero iénico del proceso contrictil del
musculo liso vascular, en la actualidad es considerado como el segundo mensajero
mas extendido. Transporta sefales recibidas desde la superficie de la célula al
interior de la misma. Se ha comprobado que la concentracion intracelular de Ca**
es aproximadamente 0,1 pM, es decir unas 10.000 veces menor que la extracelular,
que es de | mM. Cuando las células son estimuladas, la concentracion, puede

incrementarse hasta 10 gM (Bolton, 1979; Rasmussen, 1986; Marin, 1988;
Missiaen, 1992).

Las células tienen una bateria de mecanismos por medio de los cuales regulan
los niveles intracelulares de Ca**. Para ello, controlan el movimiento de iones Ca?*
a través de la membrana plasmdtica (Saida y Van Breemen, 1983; Daniel, 1985;
Wuytack y Raeymaekers, 1992), la mitocondra (Brand, 1988; Gunter y Pfeiffer,
1990) y membrana del reticulo sarcoplasmico (Somlyo y col.,1971; Chen y Van
Breemen, 1992). Aunque la concentracion de Ca** en el interior de la membrana
plasmitica permanezca constante, el flujo a través de la misma puede variar

significativamente.

2.1.- Mecanismos que median la entrada de Ca** del espacio extracelular

La magnitud de los movimientos de Ca®* en la células, durante su activacion,
ha sido determinada por medidas del flujo de Ca**. Hay distintos mecanismos que
median este flujo. De todos ellos hay que destacar la entrada de Ca®* desde el
espacio extracelular a través de los correspondientes canales de Ca’* presentes en

la membrana de las células.



En la actualidad se conocen cuatro canales de Ca*': tres de ellos definidos
como canales excitables y un cuarto canal pasivo o de "goteo”. Dentro de los
canales excitables, los mas importantes son los activados por despolarizacion de la
membrana o canales voltaje-dependientes (CVD) y los activados como consecuencia
de la interaccién de un agonista con su receptor o canales dependientes de receptores
(CDR) (Hurwitz, 1986). Algunos autores han demostrado la existencia de un tercer
canal de Ca** excitable, activado cuando se produce un proceso de distensién

mecdnica (Kirber y col., 1987).

2.1.1.-Canales voltaje-dependientes (CVI})

Los canales voltaje-dependientes (CVD) han sido descritos en una gran
variedad de preparaciones de miisculo liso vascular incluyendo: venas porta (Loirand
y col., 1986, 1991) y azigos de rata (Hermsmeyer, 1991), vena safena de perro
(Yatari y col., 1987; Takata y col., 1992), en células de aorta de rata, perro y
humanas (Friedman y col.,1986; Abkarali y col., 1992; Gelband y Hume, 1992),
arteria mesentérica de rata (Bean y col.,1986), aorta y basilar de cobaya (Caffrey
y col.,1986; Simard, 1991), aorta de rata (Toro y Stefani.,1987), arteria de la oreja
y cerebrales de conejo (Benham y col.,1987; Worley y col.,1991).

El canal de Ca®*, al igual que otros canales i6nicos, es una estructura
macromolecular glicoproteica que se encuentra en todas las membranas excitables.
Estd constituido por una zona central formada por un poro acuoso que, junto con el
filtro selectivo que se encuentra en la parte externa, controlan los iones que pasan

del espacio extracelular (Glossmann y Ferry, 1983; Janis y Triggle, 1984; Stanfield,
1986).

Estos CVD presentan las siguientes caracteristicas: 1Y) La seial de la
membrana originada en estos canales depende del Ca** extracelular. 2°) Son

independientes de la concentracién de Na* externa. 3°) Son insensibles a la



tetradotoxina. 4°) Los iones Ca®* pueden ser reemplazados por Ba>* y Sr**. 5°) Son
inhibidos por los cationes Mn**, Co™*, Cd**, La’*, Ni** y por los antagonistas de

Ca™* orgdnicos.

La inactivacion de los canales de Ca** no sélo depende de la entrada de Ca**
(Stanfield, 1986), sino también del potencial de membrana (Lee y col., 1985; Ruff,
1986). A lo largo de una despolarizacion, los canales de Ca** no permanecen
siempre abiertos, sino que pueden estar en transicion entre tres estados: abierto,

reposo e inactivado.

Se han descrito tres estados modales de apertura de los canales de Ca’*:
modo 1, el canal estd en un estado transitorio entre la forma abierta y cerrada,
modo 2, el canal esta abierto por prolongados periodos de tiempo, interrumpidos
por cierres breves y modo 0, donde el canal permanece cerrado. La accién de las
dihidropiridinas (potentes antagonistas de Ca®*) ha sido explicada en base a sus
efectos sobre estos distintos estados del canal de Ca=* (Hess y col., 1984; Spedding
y Paoletti, 1992).

Mediante la utilizacion de técnicas electrofisiolégicas de "patch-clamp"”, que
permiten medir la corriente que atraviesa un unico canal, se ha llegado a la
conclusion de la existencia de mds de un canal de Ca®* voltaje-dependiente (Pelzer
y col., 1990, Spedding y Paoletti, 1992). Estos CVD pueden ser diferenciados por
su comportamiento cinético, dependencia del voltaje, conductancia, selectividad y
sensibilidad a antagonistas orgdnicos e inorgdnicos del Ca**. Han sido aceptados al
menos dos clases de canales de Ca**: unos activados a bajo voltaje y otros activados
a aito voltaje. Los de bajo voltaje, también han sido denominados canales T. Los

canales de Ca** activados a alto voltaje han sido divididos a su vez en tres tipos: L,
NyP.



- Canal L. Su nombre se debe al término "long lasting”. Sus caracteristicas
fueron descritas primero por Nowycky y col. (1985) en ganglio dorsal de pollo.
Posteriormente, se han identificado en muisculo liso vascular (Hogestatt y Anderson,
1984; Sims, 1992), musculo cardiaco (Hagiwara, [988; Schreibmayer y col., 1992)
y neuronas (Spedding, 1987; Regehr y col., 1989; Westenbroek y col., 1990;
McCarthy y Tanpiengco, 1992).

La estructura del canal tipo L ha sido ampliamente estudiada en musculo
esquelético (Tanabe y col., 1987). Como se observa en la figura 2, estd constituido
por cinco subunidades polipeptidicas con distinto Peso molecular: subunidad o, (175
kDa), que forma el canal i6nico y contiene un sitio de unidon para las
dihidropiridinas y fenilalquilaminas (Ellis, 1988); subunidad «, (143 kDa), asociada
a la subumdad «, y tres subumidades de bajo Peso molecular: 8 (54 kDa), v (30
kDa) y & (27 kDa) (Takashashi, 1987 a,b; Catterall, 1988; Campbell y col., 1988;
Spedding y Paoletti, 1992).

Este canal presenta una conductancia de 25 pS. Su umbral de activacion es
de -10 mV. La inactivacion del canal es muy lenta, con un rango de activacion

comprendido entre -60 mV y -10 mV.

Se ha descrito la existencia de un modulador enddgeno en el cerebro que
interacciona con el receptor dihidropiridinico del canal de Ca** tipo L, pudiendo

modular el estado de activacion del canal de Ca** (Bertolino y Llinds,1992).

- Canal T. Este canal debe su nombre a Ia expresién "transient” y ha sido
fundamentalmente aislado en neuronas (Fox y Nowycky, 1987 a,b), donde es
responsable de la actividad oscilatoria neuronal. También se ha descrito en musculo
liso (Bean y col., 1986; Benham y col., 1987). Los canales de Ca** tipo T sélo
requieren una débil despolarizacién para su activacion, se activan aproximadamente

a potenciales de -70 mV, siendo su inactivacién muy rdpida con un rango entre -100
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mV y -60 mV. Presenta una conductancia de 8 pS. La estructura de este canal aiin

o ha sido determinada.

Es un canat relativamente insensible a los antagonistas de Ca™* de naturaleza
dihidropiridinica, mientras que es inhibido por la accion del amiloride, compuesto
con caracteristicas diuréticas que bloquea los intercambios de transmembrana Na*t/

H* y Na*/ Ca** (Tang y Morad, 1988).

- Canal N. Inicialmente se denomind asi por ser no L no T. Ha sido aislado
en terminaciones nerviosas, y juega un papel importante en algunas formas de
liberacién de neurotransmisores (Fox y col., 1987 a,b). También se ha descrito en
células musculares lisas de ileon de rata (Mogul y Fox, 1991; Smurnov y col.,
1992). Este canal es insensible a dihidropiridinas y es bloqueado por w-conotoxina

(w-Cg Tx), péptido aislado de un caracol marino, Conus geographicus.

- Canal P. Este canal se ha descrito en células del sistema nervioso y se
denomina asi porque en un principio fueron descritos en células de Purkinje (Tank
y col., 1988; Llinds y col., 1989a,b; Mintz y col., 1992). Este canal presenta una
conductancia de 10 a 15 pS, se bloquea por FTX (toxina producida por una araia),
Cd**, Co**, pero no es inhibido por sustancias de naturaleza dihidropiridinica o w-
Cg Tx. Estos canales han sido descritos en otras regiones como retina (Sullivan y

Lasater, 1990) e hipofisis (Obaid y col., 1990).
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Fig. 2.- Organizacién de las subunidades que constituyen el canal de Ca**
tipo L (Bertolino, 1992),
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2.1.2.- Canales dependientes de receptores

Bolton (1979) definié un segundo tipo de canal de Ca**, el cual se abre tras
el acoplamiento del agonista con su receptor. La entrada de Ca** a través de esos
canales desencadena una serie de procesos celulares que dan como resultado final
la contraccion del masculo liso. Este canal recibié el nombre de canal dependiente
de receptores (CDR). Se ha propuesto que estos CDR son distintos de los CVD
{Meisheri y col. 1981; Khalil, 1987). El hecho de que la unién de un agonista a su
receptor dé lugar a la entrada de Ca** al medio celular, hace suponer la existencia
de mensajeros intracelulares secundarios que modulan los canales de Ca’*.
Actualmente se duda de si estos canales tienen entidad propia o son los mismos que
los CVD (Nelson y col., 1990; Pacaud y col., 1991). Las razones para ello son: 1°)
Los agonistas de receptores en muchas ocasiones producen despolarizaciones de las
células (Nelson y col. 1990). 2°) Los agonistas pueden abrir directamente los CVD
(Benhan y Tsien, 1987a; Nelson y col., 1990; Pacaud y col., 1991} incluso en
ausencia de despolarizacién. 3°) Los CDR no han podido ser aislados ni

identificados con técnicas de patch-clamp.

Por otra parte, la activacién de diferentes receptores acoplados a proteinas
(G, estimulan la formacién de fosfoinositoles, que al actvar sobre receptores
especificos del reticulo sarcopldsmico, fundamentalmente el IP;, nositol trifosfato
son capaces de liberar Ca®* de dicho depésito intracelular, el cual contribuye de
forma importante a la respuesta contractil de un determinado agonista (Abdel-Latif,
1986; Rasmussen, 1986; Chiu y col., 1987; Neylon y Summers, 1987; Marin, 1988;
Akbar y col., 1989, Nishimura y col., 1989; Berridge, 1992). Este proceso se

describird posteriormente con mas detalle.
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2.1.3.- Canales de Ca*' activados por distensién mecdnica

Se ha comprobado que un aumento en la presion ntravascular o distensién
del vaso puede producir un aumento mantenido del tono del muisculo hiso que
depende del Ca™* extracelular (Bohr y Webb, 1988). Recientemente se ha verificado
que esta distension puede estimular la entrada de *Ca®* (Laher y col., 1988) a
través de canales que pueden abrirse por cationes no especificos (Kirber y col.,
1987). Bevan y col. (1986) han indicado que la entrada de Ca** por distension
vascular se produce por unos canales diferentes de los CDR o CVD. Esta diferencia
se basa en que presentan distinta sensibilidad a los antagonistas de Ca**, llegando

a ser sensibles al diltiazem e insensibles a dihidropiridinas.

No estd atin claro, el mecanismo a partir del cual se origina la activacién de
dichos canales, aunque algunos estudios indican que el endotelio posee un papel

intermediario en este proceso (Katusic y col.,1986; Harder, 1987).

2.1.4.- Entrada pasiva de Ca**

No se conoce muy bien como se produce la entrada de Ca®* en la célula en
condiciones basales. Se ha sugerido la participacion de lugares cargados
negativamente, formando parte de ellos grupos fosfato y carboxilo. Este canal se
define como un camino de entrada de Ca** en ausencia de estimulacién del misculo
liso wvascular por despolarizacién, agonistas o distension mecdnica. Se ha
comprobado que origina movimientos de Ca®*, que no requieren una apertura
periddica de los canales especificos. El canal de "goteo” se inhibe por un aumento
en la concentracidon de hidrogeniones (Van Breemen y col., 1972) y cationes

polivalentes como el La** y Co** originando un bloqueo del canal del 66%.

La entrada de Ca** a través de este canal estd constantemente compensada

por el secuestro de Ca®* por parte del reticulo sarcopldsmico y salida de Ca** al
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espacio extracelular.

2.2.- Mecanismos _que median_la_liberacién _de Ca’' de_depésitos

intracelulares
2,2.1.- iculo sarcoplasmi

La liberaciéon de Ca’* de organelas intracelulares ha sido evaluada por
distintas técnicas experimentales que miden la contraccién vascular en ausencia o
presencia de Ca’* (Leijten y Van Breemen, 1984), la senal de indicadores
intracelulares de Ca>* (Kobayashi y col.,1985) o por medidas de flujos de **Ca** en

células intactas y quimicamente impermeabilizadas (Leijten y Van Breemen, 1984;

Saida y Van Breemen, 1984).

La liberacién de Ca’* del reticulo sarcopldsmico parece ser que estd mediada
por dos segundos mensajeros IP; y Ca*" (Berridge, 1992). En la Fig. 3 se
esquematiza el mecanismo a través del cual se orngina la formacién de
fosfoinositoles en respuesta al acoplamiento agonista-receptor. Se efecnia a partir del
4cido fosfatidico, el cual proporciona una molécula de D-glucosa 6 P que al unirse
al D-inositol origina unos productos intermedios que dan como resultado el fosfatidil
inositol (PI). Este proceso se desarrolla en el reticulo sarcopldsmico (Gould y col.,
1983; Parrier y Holkin-Neaveron, 1984; Ghalayani y Eichberg, 1985). El PI es
transportado a la membrana plasmadtica, en donde se origina su fosforilacién por
ATP y dos cinasas especfficas de la membrana originando fosfatdil 1nositol

monofosfato (PIP) y fosfatidil inositol difosfato (PIP,) (Downes y Michell, 1982).

Cuando se estimula un receptor de la membrana, se activa la fosfolipasa C
que hidroliza el Pl o sus derivados para dar lugar al diacilglicerol (DG) y a sus
correspondientes inositoles fosfatos (Abbed-Latif, 1986; Berridge, 1989) como son

IP (inosito! fosfato), IP, (inositol 1,4 difosfato) e IP,. Existen dos enzimas llamadas
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inositol polifosfato fosfomonoesterasa y fosfatasa encargadas de degradar los inositol
polifosfatos hasta D-inositol y P orgdnico. Esta degradacion se origina en la
membrana plasmdtica y citoplasma, siendo dependiente del Mg™* (Storey y col.,
1984; Connolly y col., 1985). Recientemente s¢ ha caracterizado un nuevo
fosfoglicerido el inositol fosfato, 1P, (inositol 1,3,4,5 tetrafosfato) en células
endoteliales (Luckoff y Clapham, 1992). Estudios realizados en células acinares han
revelado que el IP, induce la entrada de Ca™* pero sélo en combinacién al IP,

(Irvine, 1990).

El segundo mensajero, DG puede seguir tres caminos distintos (Nishizuka,
1988): 1°) Metabolizarse via lipasas a 4cido araquidénico. 29) Fosforilarse con ATP
en la membrana plasmadtica, originando dcido fosfatidico (PA), cerrando de esta
manera el ciclo. 3Y) Activar una proteincinasa C para dar distintas respuestas
fisiolégicas. A nivel vascular la activacién de la proteincinasa C contribuye a la
respuesta contrdctil por mecanismos no bien conocidos uno de ellos puede ser
porque incrementa la sensibilidad del aparato contrdctil al Ca** y porque parece

estar implicada en la desensibilizacion de receptores (Salaices y col., 1990).

El IP, se une a un receptor especifico de la superficie de la membrana del
reticulo sarcopldsmico, produciéndose un aumento de la concentracion de Ca**
citoplasmdtica (Irvine, 1986; Khalil y col., 1987; Berridge y col., 1989;
Mikhoshiba, 1993). Recientes estudios 1sotépicos han demostrado que esta unién es
de alta afinidad (Baukal y col. 1985). Como consecuencia de la misma, se abre un
canal de Ca** del reticulo sarcopldsmico que aumenta las concentraciones de este
i6n en el citoplasma (Erlich y Watras, 1988; Bezprozvanny y col., 1991). Se ha
sugerido que el receptor intracelular para el IP, es el propio canal de Ca** del

reticulo sarcopldsmico (Callewaert, 1992; Mikhoshiba, 1993).

Segiin Dawson ¢ Irvine (1984), el IP, no es capaz de liberar todo el Ca**

acumulado en el reticulo sarcoplasmico y se ha sugerido la existencia de un "pool”
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de Ca** activador en el reticulo sarcopldsmico, de manera que los receptores para
IP, no estarian distribuidos de manera uniforme por toda la superficie, sino
localizados en una region particular proxima a la membrana plasmética (Irvine,
1986; Chen y Van Breemen, 1992). Por otro lado, parece que el propio Ca**
acumulado en el reticulo sarcoplasmico serviria de senal que modularia Ja formacion

de 1P, (Berman y Goldman, 1992).

La liberacion de Ca®* del reticulo sarcopldsmico puede ser producida por
otros estimulos diferentes del IP;, asi ésta puede ser inducida por el mismo Ca**.
Este hecho se demostré originalmente en misculo esquelético y posteriormente se
ha comprobado en miisculo cardiaco (Callewaert, 1992). De acuerdo con esta teoria,
la entrada rdpida de iones Ca** a la célula dispara la liberacién de Ca** del reticulo
sarcopldsmico a través de los canales de Ca’* en él existentes. De esta forma se

incrementan Ias [Ca**; ] necesarias para iniciar el proceso de contraccion.

Se ha demostrado que cuando la concentracién de Ca** alrededor del reticulo
sarcopldsmico aumenta a 3.10® M comienza la liberacion de Ca** del reticulo
sarcopldsmico (Saida, 1982). La procaina inhibe completamente la liberacién de

Ca** de este reticulo (Saida y Van Breemen, 1984).

Mediante la utilizacidn del alcaloide rianodina, se ha comprobado otro lugar
de fijacién en el canal de Ca** del reticulo sarcopldsmico distinto al del IP, que al
ser activado provoca la liberacién de Ca’* del reticulo sarcopldsmico (Meissner
1986; Lattanzio y col., 1987; Smith, 1988; Koch y col., 1990). Este receptor para
rianodina ha sido identificado tanto en muisculo esquelético como musculo liso
vascular y cardiaco (McPherson y col., 1991; Berprozvanny, 1991; Lesh y col.,
1993), aunque se ha comprobado que es el que produce una mayor liberaciéon de

Ca** en el misculo estriado, estd expresado en niveles mas bajos en el misculo liso
vascular (Marks, 1992).
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Estudios recientes suponen la existencia de una heterogeneidad en la
naturaleza del receptor para IP, en los distintos sistemas (Erlich y Watras, 1988;
Sudhof y col., 1991; Mikoshiba, 1993), asi como multiples formas de receptores

para rianodina (Sorrentino y Volpe, 1993)
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Fig.3. - Ciclo de biotransformacion de los fostatidil inositoles inducido por
la interaccién del agomnista con su receptor especifico.
DG= 1,2 diacilglicerol.; PA= 4cido fosfatidico; PI= fosfatidil mositol; PIP=
fosfatidil nositol 4 fosfato; PIP,= fosfatidil inositol 4,5 bifosfato; TP = inositol 1
fosfato; IP,= inositol 1,4 bifosfato; IP,= inositol 1,4.5 trifosfato; Pi= Faésforo
inorganico; PPi= pirofosfato inorgdnico; GTP= guanosin trifosfato; CMP-PA=
citidin monosfosfato-dcido fostatidico; CMP= citidin monofosfato.
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2.2.2.- Mitocondria

La mitocontria es un orginulo en donde se puede acumular Ca** | aunque en
condiciones fisioldgicas es en el reticulo sarcopldsmico en donde se produce una
acumulacién mayor de dicho 16n. En estas condiciones fisiologicas, el 16n
mayoritario en la mitocondria es el PO,H,™, dando lugar a la formacion de fosfatos
cdlcicos, siendo el Ca** un regulador de la produccién de ATP mitocondrial (Brand
y col., 1988; Denton y McCormack, 1990; Gunter y Pfeiffer, 1990). Es probable
que en situaciones patologicas, como la anoxia, las mitocondrias puedan actuar como
reservorios de emergencia para reducir el excesivo Ca?* acumulado en el interior
de las células musculares lisas (Hansford, 1985; Somlyo y col., 1986; Broderick y
Somlyo, 1987).

2.3.- Mecanismos responsables de la reduccién de los niveles de Ca®' y

mantenimiento de la homeostasis de Ca*

Altas concentraciones de Ca** son téxicas para la células, pudiendo producir
la muerte celular, Las membranas celulares, ademds de otras funciones fisiolégicas,
son responsables del mantenimiento de la homeostasis calcica celular, siendo el
exceso de Ca** intracelular la sefal que activa una serie de mecanismos que facilitan
su eliminacion. Ademads de la membrana plasmadtica, existen otras dos membranas
que contribuyen a mantener la concentracién de Ca’* citosélica como son: la

membrana del reticulo sarcopldsmico y la mitocondrial.

Los mecanismos celulares responsables de la reduccién de la concentracion
de Ca®* citoplasmdtico son: 1°) La ATPasa dependiente de Ca** y Mg®* de la
membrana plasmdtica. 2°) El sistema de intercambio 3 Na*/1 Ca** acoplado a la
ATPasa Na*/ K*-dependiente. 3°) La bomba de Ca’** mitocondrial. 4°) La bomba
de Ca*" dependiente de ATP en el reticulo sarcopldsmico con propiedades distintas

a las de la membrana plasmadtica.
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La ATPasa de Ca’* plasmatica elimina Ca** de la célula, al tiempo que
introduce protones, en proporcion de ZH*/ Ca®*. Puede distinguirse de otras
ATPasas plasmdticas y del reticulo sarcopldsmico por su insensibilidad a ouabaina
(a diferencia de la ATPasa Na'/ K*-dependiente), alta sensibilidad a la inhibicién
por vanadato (mds sensible que la ATPasa del reticulo endopldasmico), sensible a K*
y a los antagonistas de la calmodulina (Wuytack y col., 1987; Wuytack y
Raeymaekers, 1992; Raecymaekers y Wuytack, 1993).

En cuanto a los mecanismos que regulan la actividad de la ATPasa de Ca™*
del reticulo sarcopldsmico son muy variados, en funcién del tipo de tejido. De
manera general, un aumento de AMP,, las prostaglandinas (Lockette y col., 1980),
nitroprusiato (Rapoport y Murad, 1983), agentes colinérgicos (Godfraind y Fagoo,
1986; Hootman y col., 1987) y agonistas «-adrenérgicos (Lynch y col., 1986;
Navran y col., 1988) estimulan la actividad de este enzima. Por el contrario, la
actividad se bloquea por ouabaina (Barry y col.,1985; Blaustein, 1985; Kirtley y
col., 1990).

La ATPAsa Na*/K"-dependiente ha sido descrita en auricula y ventriculo
cardiacos (Rasmussen, 1986), musculo liso vascular (Kondo y col., 1979), sistema
nervioso central (Lichtstein y col., 1986), sistema nervioso auténomo (Toda 1980),
glindula suprarrenal (Aunis y Garcia, 1981), tibulo renal (Bertorello y Aperia,
1989), membrana eritrocitaria (Braquet y col., 1986), musculo liso (Asher y col,

1987; Eggermont y col., 1988) y miisculo estriado (Hansen y Clausen, 1988).

La molécula de ATPasa Na'/ K*-dependiente es dimérica con un Peso
molecular de 280.000 Da (Schwartz y Adams, 1980). Cada mondmero esti
compuesto por dos subunidades « y 8. Aunque el mecanismo de activacion de esta
ATPasa no se conoce todavia muy bien, lo primero que se produce es la
fosforilacidon de la enzima, modulada por los niveles intracelulares de Na", por

cesién de fosfato desde el ATP al grupo 3 carboxilo de la ATPasa en presencia de
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Mg** y Na* (Cantley, 1986). A continuacion, se produce la desfosforilacion
dependiente de K* dando lugar a la formacién de P morgdanico. El enzima sufre en
este proceso cambios conformacionales dando lugar a la liberacion de Na' al
exterior, siendo la estequiometria del cambio de 3 Na* por 2 K* (Friedman, 1982;

Vassalle, 1987; Blaustein, 1988)

El intercambio Na*/ Ca**, es un mecanismo alternativo en la membrana
plasmatica a través del cual el exceso de Ca** intracelular es conducido hacia el
exterior de la célula contra un gradiente de Ca** (Callewaert, 1989; Bridge y col.,
1990; Crespo y col., 1990). Este intercambio no sélo puede contribuir a la salida
de Ca** intracelular, sino también a la entrada de Ca®**, como ocurre en ciertas

enfermedades cardiovasculares, especitalmente la hipertension {Blaustein y col.,
1987}.

3.- MODULADORES DE LOS MOVIMIENTOS DE Ca®*

3.1.- Antagonistas de Ca **

Los bloqueantes de la entrada de Ca** o antagonistas de Ca** han sido objeto
de mterés farmacoldgico, fisioldgico y cardiolégico desde finales de los afios 60,
cuando Fleckestein y sus colaboradores observaron que el verapamil y prenilamina
originaban efectos inhibitorios en el miocardio, al interfir con el acoplamiento
excitacién-contraccion, pudiendo ser estos efectos suprimidos, al menos en parte,

por la administracion de Ca** (Fleckenstein, 1970} .

Simultdneamente otro grupo de trabajo, dirigido por Godfraind (1969),
mostré que la cinarizina y otras difenilpiperazinas, inhibfan las contracciones
originadas por despoiarizacion de la membrana en aorta de rata, siendo esta

inhibicién antagonizada por la administracién de Ca’* extracelular.
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Los antagonistas de Ca** han sido clasificados de distintas formas en virtud
de la heterogeneidad quimica de su estructura, efectos farmacoldgicos y aplicaciones
clinicas. Asi, Fleckenstein (1985) subdividié a los antagonistas de Ca** en dos

grupos:

Grupo A, constituido por aquellos compuestos que presentaban alta
selectividad para inhibir la corriente de entrada de Ca**. Dentro de este grupo se

incluyen el verapamil, diltiazem y las dihidropiridinas.

Grupo B, formado por compuestos con menor selectividad para inhibir la
corriente de Ca’*, pudiendo inhibir otras corrientes como la de Na*, Pertenece a

este grupo los compuestos como prenilamina, fendilina y perhexilina.

Glossman y col. (1982) dividieron los bloqueantes de la entrada de Ca** en
tres grupos en funcion del lugar al que se fijan en el canal de Ca*: uno

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

diltiazem.

Spedding (1984), en base a la liposolubilidad de las moléculas (de mayor a
menor), establecid tres grupos para los antagonistas de Ca®*: 1) Representado por
el grupo de las dihidropiridinas. 2°) Formado por el verapamil y diltiazem. 3°)

Constituido por difenilalquilaminas.

Otras clasificaciones fueron realizadas por Rodenkirchen (1982) y Murphy
(1983), pero fue Godfraind (1987) quien ha hecho una clasificacién mas completa,
al incluir todos los moduladores de Ca**, es decir, todas aquellas moléculas que
afectan a los movimientos de Ca’* tanto antagonistas como agonistas de Ca?*. En
esta clasificacion se define como antagonistas de Ca** o bloqueantes de la entrada
de Ca**, a todos aquellos compuestos capaces de bloquear la entrada de Ca®* al

interior celular producida por varios estimulos.
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3.2.- Clasificacién de los moduladores de los movimientos de Ca’* segin
Godfraind (198

3.2.1.- Antagonistas de Ca’** que actdan en la membrana plasmédtica

Grupo 1: Selectivos

1.1. Blogueantes de los canales lentos

- Fenilalquilaminas: Verapamil, Gallopamil (D600),
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.

1.2. Agentes sin accion detectable en el canal lento de Ca** del miocardio.

- Difenilpiperazinas : Cinarizina y Flunarizina.

Grupo 2 : No Selectivos

2.1. Agentes que actuan sobre canales de calcio y sodio
- Bepridil, Fendilina, Lidoflacina, Perhexilina, Prenilamina,

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

Caroverine.
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2.2. Agentes que poseen otro lugar primordial de accion.

- Anestésicos locales: Femtoma.

- Agonistas y Antagonistas del sisterna nervioso adrenérgico:
Fenoxibenzamina, Benextramina, Nicergolina, Pimocide, Propanolol,
derivados de la Yohimbina, WB 4101.

- Benzodiacepinas: Diazepam, Flurazepam.

- Agomistas y Antagonistas opidceos: Loperamina, Fluperamina.

- Agentes que actian sobre nucledtidos ciclicos: Amrinona,
Papaverina, Cromoglicato.

- Barbitiricos.

- Ciproheptadina.

- Indometacina.

- Reserpina.

2.3. Antagonistas inorgdnicos del Ca* .

- Cationes polivalentes: La**, Cd **, Mn **, Co 2%,

3.2.2.- Facilitadores de la entrada de Ca’*
3.2.2.1.- Agentes que actiian en la membrana plasmadtica "agonistas del
calcio".
- Dihidropiridinas: BAY K 8644, CGP 28392, YC-170.

3.2.2.2.- Agentes que actiian sobre el reticulo sarcoplasmico

- Inositol- 1,45, trifostato (IP;).
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- Cafeina,

3.2.2.3.- Tondforos
- A 23187,

- lonomicina.

La nifedipina [1,4-dihudro-2,6-dimetil-4-(2-mtrofenil) piridina-3-5-
dicarboxilato dimetilo], antagonista de Ca®” utilizado en este trabajo, es el prototipo
de las dihidropiridinas. Fue sintetizada por los laboratorios Bayer con el nombre
inicial de Bay A 1040 y caracterizada como potente antagonista de Ca'* por
Fleckenstein y col. (1970) (Fig. 4). La relacion estructura-actividad de este
compuesto, junto con el resto de las dihidropiridinas, ha sido ampliamente estudiado
(Rosenberger y Triggle, 1978; Mannhold y col., 1982; Rodenkirchen y col., 1982;
Janis y Triggle ,1984). Para que estos compuestos se comporten como antagonistas
de Ca’* es fundamental que posean los siguientes grupos: estructura

dihidropiridinica, un N secundario y un sustituyente voluminoso en la posicidn 4 del

heterociclo.
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Fig. 4. Estructura quimica de la nifedipina y del BAY K 8644 con sus
enantiomero R (+) y S ().

- 27 -



3.3.- Mecanismo de accién de los antagonistas de Ca**

Se ha demostrado por estudios electrofisiolégicos que el principal sitio de
accion de los antagonistas de Ca®* | estd situado en el canal de Ca** de la membrana

celular (Trniggle v Janis, 1989).

Como se ha comentado anteriormente, los canales de Ca** pueden existir en
tres estados, de manera que los antagonistas de Ca** dihidropiridinicos tendrian alta
afinidad por el modo inactivado del canal (Janis y Triggle, 1989; Godfraind y col.,
1990). Las dihidropiridinas disminuyen la probabilidad de que el canal esté abierto,
pero no afectan a su tiempo de apertura (Hess y col., 1984), mientras que el D 600

(diltiazem) reduce el tiempo de apertura cuando el canal estd abierto (Cavalie y col.,
1985).

Los antagonistas de Ca** bloquean principalmente los canales tipo L, pero
no por una simple obturacion del canal, sino que actian favoreciendo que el canal
permanezca cerrado, inhibiendo el paso de corriente a su través (Lew y col., 1991;
Worley y col., 1991), Presentan una alta afinidad por la subunidad «, de estos

canales (Tanabe y col., 1987).

Mediante técnicas de fijacion de radioligandos, se ha podido comprobar la
presencia de receptores especificos para los antagonistas de Ca** ¢n varios tejidos.
Estudios iniciales con ['H]-nitrendipina, comprobaron que la unidén de ésta a
membranas de musculo liso (Bolger y col, 1983; Janis y col., 1985) y muisculo
cardiaco (Sarmiento y col., 1984) era especifica, saturable, ripida, reversible y

estereoselectiva. Algunos autores sugieren que este receptor para dihidropiridinas en
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miisculo liso y esquelético estd localizado extracelularmente en la membrana
plasmatica dentro del canal de Ca** (Striibing y col., 1993). Ademds, la inhibicién
de la union del radioligando por otras dihidropiridinas mostré una correlacién con
la inhibicién de la contraccidn. Estos experimentos sugirieron, la existencia de un
receptor especifico en los CVD, al cual se unirfan las dihidropiridinas y como
consecuencia de la unién darian lugar a sus efectos (Kevin y col., 1988). Estos sitios
de unién de los antagonistas de Ca** no sélo estdn presentes en musculo liso y
cardiaco, en donde estos compuestos mostrardn su mayor efecto terapéutico, sino
también estin presentes en musculo esquelético, células endocrinas y sistema
nervioso. La mayor densidad de sitios de unién de las dihidropiridinas se encuentra
en los tibulos T del musculo esquéletico, de donde se ha purificado el receptor

dihidropiridinico (Tanabe col., 1987).

Por otra parte, se ha comprobado que altas concentraciones de verapamil,
inhiben de un 30 al 40 % la fijacién de la [PH]-nitrendipina, lo que indica que el
verapamil, influye en la unién de [’Hj- nitrendipina sélo de manera indirecta, lo que
hace suponer que actiia sobre un receptor distinto al dihidropiridinico, pero unido
de manera alostérica a este tltimo (Ehlert y col., 1982; Glossman y col., 1982). Por
el contrario, cuando el diltiazem se une a su receptor, se incrementa en un 40 al 50

% la fijacion de la [PH]-nitrendipina a su receptor (Ferri y col., 1982; Yamamura
y col., 1982).

Ademds, se ha puesto de manifiesto, que los antagonistas de Ca** también
interaccionan con otras estructuras celulares. Asi, se ha localizado un sitio de unién
para las fenilalquilaminas en el reticulo sarcopldsmico y dos sitios de unién, uno

para nitrendipina y otro para sustancias de naturaleza benzodiacepinica en la

mitocondria (Zerning, 1990).

El mecanismo del bloqueo de las respuestas contrictiles inducidas por el

acoplamiento de un agonista a su receptor por medio de los antagonistas de Ca**
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muestra resultados un poco discrepantes. Asi, segun Miller y Freedman (1984) los
procesos que involucran la liberacion de Ca*t de los lugares intracelulares son
insensibles a estos farmacos. Sin embargo, ciertos antagonistas pueden bloquear los
efectos de NA en algunos lechos vasculares por una accién sobre los receptores -
adrenérgicos (Janis y Triggle, 1984; Milier y Freedman, 1984; Kuroda y col., 1991;
Oriowo y Ruffolo, 1992). Eswudios microfluorométricos, usando Quin 2 (Kanaide
y col., 1988), demostraron que el diltiazem y verapamil pueden inhibir la liberacion
de Ca** mediada por activacién de los adrenoceptores en células de muisculo liso
vascular. Otros autores apuntan la posibilidad de una mayor sensibilidad de los
antagonistas de Ca’* para inhibir la contraccién mediada por receptores coo-
adrenérgicos, que es dependiente del Ca** extracelular, que la obtenida por la
estimulacién de receptores o, la cual es dependiente del Ca®* intracelular (Van

Meel y col.,1981; Cavero y Spedding,1983; Miiller-Schweimtzer, 1983 ).

3.4.- Acciones vasculares de los antagonistas de Ca’*,

Varios son los factores que influyen para que los antagonistas de Ca** tengan
mayor afinidad por unos lechos vasculares que por otros, entre los cuales se
encuentran las diferentes propiedades fisicoquimicas de las moléculas (estructura
quimica, solubilidad hpidica, etc.). Por lo que, hay que tener en cuenta: 1°)
Concentracién de farmaco alcanzada en el lecho vascular. 2%) Mecanismos a través
de los cuales en los vasos son activados los canales de Ca?* (despolarizacion o
activacién de receptores). 3°) Diferencias dependientes del tipo de lecho vascular
y de las caracteristicas de los CVD tales como, su estado de activacién, distribucidn
y tipo en cada lecho vascular. 4%) Diferencias en el grado de afinidad de la unién
de los antagonistas de Ca** a sus receptores en el CVD en funcién del tejido, en
donde influyen la frecuencia de activacién del canal, potencial de membrana y

patologia del tejido (Cauvin y col., 1987; Wood y col., 1989; Spedding, 1990).

Anteriormente se comenté que los antagonistas de Ca** presentan mayor
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afinidad por los CVD tipo L, de manera que cuando la entrada de Ca™* se efectia
a través de los misimos serd muy sensible a los anlagonistas de Ca**. Sin embargo,
cuando esta entrada se efectiie por otro mecanismo distinto, la sensibilidad a estos
agentes se reducird. De esta manera, en arterias coronarias, cerebrales y en vasos
de resistencia periférica en las que tanto las contracciones originadas por la
despolarizacion de la membrana como por la accidon de agonistas son muy

dependientes del Ca** extracelular, también serdn muy sensibles a los antagonistas
de Ca’* (Nayler,1988).

De todos los antagonistas de Ca**, tos de naturaleza dihidropiridinica son mds
selectivos para el muisculo liso vascular que para el musculo cardfaco. Esto podria
explicarse por la existencia de una mayor proporcion de canales tipo L.. Dentro de
este grupo la nisoldipina tiene mayor afinidad por vasos los coronarios (Godfraind,
1987; Godfraind y col., 1992), la nimodipina y nicardipina por los vasos cerebrales
(Kazda y col., 1983; McCalden, 1944; Scribiane y col., 1984; Allen, 1985; y
McCarthy y col., 1992). Por el contrario, los antagonistas de Ca** pertenecientes
a las fenilalquilaminas (verapamil, galopamil, anipamil y fendilina), asi como
benzotiacepinas (diltiazem) son mds selectivos sobre el micocardio (Mecca y Love,

1992; Schreibmayer y col., 1992).

3.5.- Aplicaciones clinicas de los antagonistas de Ca’*

Los antagonistas de Ca** tienen una gran selectividad tisular sobre el sistema
cardiovascular, hecho que reduce los efectos indeseables sobre otros tejidos. Las
aplicaciones clinicas de estos compuestos son (Marin, 1988; Nayler 1988, Tamargo

y Delpon, 1992):

3.6.1. Isquemia miocdrdica. El efecto de los antagonistas de Ca®* sobre el
musculo cardiaco se debe fundamentalmente al ahorro de energia que originan junto

con el efecto vasodilatador coronario, la inhibicién de la agregacién plaguetaria y
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el enlentecimiento de la entrada de Ca™'.

3.6.2. Angina de pecho. Los antagonistas de Ca™* constituyen un tratamiento
eficaz en la angina de pecho, independientemente de que se trate de una angina

Prinzmetal, de esfuerzo o inestable.

3.6.3. Arritmias. Especialmente usados en taquicardias supraventriculares y
arritt/mas provocadas por la isquemia-reperfusién. El mecanismo de accién de los
antagonistas de Ca’** es indirecto, al permitir que funcione con normalidad la

ATPasa Na™ /K" -dependiente y no se acumule un exceso de K.

3.6.4. Isquemia cerebral. La nimodipina y nitrendipina pueden prevenir el
vasoespasmo cerebral (Takenaka y Handa, 1979; Kazda y col., 1983; Steen y col.,
1983; Brandt y col., 1986; Pandita y col., 1989). Algunos autores han supuesto que
la accién de la nimodipina es en parte debida a su accidén sobre el metabolismo

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

hematoencefalica).

3.6.5. Hipertension. Los antagonistas de Ca** son los farmacos mds potentes
para reducir la hipertension arterial. El papel hipotensor de estos farmacos es debido
a la combinacién de varios mecanismos, como son: disminucién de flujo de iones
Ca®* a través de la membrana, disminucién de la respuesta vasoconstrictora a
angiotensina 1l y reduccién de las respuestas a la estimulacion de los receptores

adrenérgicos o, y o, (Fleckenstein, 1990; Van Zwieten, 1989).

3.6.6. Insuficiencia cardiaca congestiva. Las dihidropiridinas son los
fairmacos mas indicadas de estos cuadros. El mecanismo de accién se debe a la
vasodilatacién originada por la disminucidn de las resistencias vasculares periféricas,

disminucién de la sobrecarga cardiaca y mejoria de la funcién ventricular.
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3.6.7. Miocardiopatia hipertrifica. El verapamil es el antagomsta de Ca**
de eleccion. Este mejora la relajacién diastdlica, mantiene la perfusion coronaria y

posiblemente deprime la contractilidad.

3.6.- Agonistas de Ca’*

Pequenas modificaciones en la estructura del antagonista dihidropiridinico,
nifedipina, han llevado al descubrimiento del compuesto BAY K 8644 que
incrementa la entrada de Ca®* a las células. El BAY K 8644 fue el primer agente

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

encuentran:

- BAY K 8644 (metil-1,4 dihidro-2,6-dimetil-3 nitro-4-
(2triftuorometilfenil(piridina-5-carboxilato) (Schramm y col., 1983}

- CGP 23892 [etl-4-(2-difluorometoxifenii)-1,4,5,7-tetrahidro-2 metil-5-
oxofuro-(3,4 b) piridina-3-carboxilato] (Truog y col.,1985).

- YC-170 [2-(2-piridil) etil-4-(0-clorofenl-2,6-dimetil-fenilcarbamoil)-1,4
dihidropirina-3 carboxilato] (Takenaka y Maeno, 1982).

En este trabajo de investigacién se ha utilizado el BAY K 8644, cuya
estructura es similar a la mfedipina, como se puede apreciar en la Fig 4. Al tener
un C asimétrico posee dos enantidmeros: uno dextrégiro (+) y otro levégiro (-) o
"R" y "S" segin la nomenclatura de la LU.P.A.C. El compuesto S (-) se muestra
como un antagonista de Ca’", mientras que el R (+) es un agonista de Ca’*

(Franckowiack y col., 1985; Schramm y col., 1986; Vaghy y col., 1987).

El BAY K 8644 posee un efecto ionotrépico (+) a nivel cardiaco y también

causa contraccién del misculo liso vascular (Schramm, 1983; Salaices y col., 1985;



Ferndndez Alfonso y col., 1988; Hertle y col., 1989; Rico y col., 1990). Parece ser
que el BAY K 8644 produce un aumento de la corriente de Ca™ a través del CVD
(Worley y col., 1991). Asi, estudios de "patch clamp” han demostrado que este
compuesto favorece aperturas prolongadas de los CVD, aumentando la probabifidad
de que estos canales permanezcan abiertos durante el proceso de despolarizacién
(Hess y col. , 1984; Kokubun y Reuter, 1984; Triggle y Janis, 1989). Algunos
autores han postulado la necesidad de una despolarizacion moderada previa para que
pueda actuar el BAY K 8644, como ocurre en la aorta de conejo (Schramm y col.,
1983; Turlapaty, 1979), de rata (Rico y col., 1990), arteria caudal de rata (Su y
col., 1984) femoral de gato (Salaices y col., 1985) y mesentérica de conejo
(Kanmura y col., 1984). Sin embargo, en otros lechos vasculares como en el

cerebral dicha despolarizacién no es necesaria (Salaices y col., 1985; Fernandez

Alfonso y col., 1988).

Mediante técnicas de fijacion de radioligandos se ha podido comprobar que
los agonistas de Ca**, compiten por el mismo receptor dihidropiridinico del canal
de Ca** que los antagonistas de Ca** (Janis y Triggle., 1984; Skattebol y col.,
1989).

4.- PAPEL DEL ENDOTELIO EN LAS RESPUESTAS VASCULARES

En la década de los 70 se consideraba que las células endoteliales, no
representaban mas que una capa simple que separaba la sangre de los tejidos y que
a nivel capilar permitia el intercambio de nutrientes y productos de deshecho. En ia
actualidad se ha demostrado que ¢l endotelio de los vasos sanguineos posee miiltiples
funciones importantes tales como captacion y destruccion enzimdtica de NA y
serotonina circulante, conversién de angiotensina I en el potente vasoconstrictor
angiotensina lI, participacion en el metabolismo de la bradikinina, en la sintesis de
prostaciclina (Moncada y Vane, 1978; Vanhoutte, 1986, 1988). Sin embargo, es a

partir del aino 1980 cuando el endotelio adquiere una especial relevancia, al
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demostrar Furchgott y Zadwadzki el papel obligatorio de las células endoteliales en

la vasodilatacion inducida por acetilcolina.

Posteriormente se demostré que ademads de la acetilcolina, son muchos los
agentes vasodilatadores cuyo efecto depende de la presencia de endotelio: ATP y
ADP (Katusic y col., 1984), sustancia P (Zawadzi y col., 1981), bradikinina (Cherry
y col., 1982; Chand y Altura, 1981), trombina (De Mey y Vanhoutte, 1982),
productos de la agregacion plaquetana, nucledtidos de adenosina, serotonina, factor
agregante plaquetario (Cohen y col., 1984; Houston y col., 1985; Vanhoutte y
Houston, 1985) y vasopresina (Cohen y col., 1983 ; Katusic y col., 1984).

Furchgott y Zawadzki (1980) demostraron en la aorta de conejo, que la
relajacion producida por la acetiicolina se produce por la accién de ésta sobre los
receptores muscarinicos de las células endoteliales, estimulando la hiberacién de un
factor que actuaria en las células musculares lisas originando la relajacién vascular.
A este factor se le denominé EDRF ("endothelium-derived relaxing factor"). Este
EDRF, ha sido identificado como NO y tiene una vida media muy corta,
aproximadamente de 6 segundos (Palmer y col., 1988). Sin embargo, el EDRF tiene
algunas propiedades que no se explican asumiendo que el EDRF es simplemente
NO. Asi, otros autores apuntan la posibilidad de que se trate de un compuesto R-
NQ, a partir del cual se produce la liberacidon de NO (Shikano y col., 1987; Angus
y Cocks, 1989). Se ha demostrado que el precursor fisioldgico de la formacién de
NO es el aminodcido L-arginina (Palmer y col., 1988; Rees y col.,1990). Parece ser
que un aumento de Ca’* libre citoplasmadtico en las células endoteliales, es un paso

inicial importante en la sintesis de EDRF (Vanhoutte y col., 1986).

El EDRY provoca la activacion de la guanilato ciclasa soluble de las células
musculares lisas con el consiguiente aumento de los niveles de GMPc (Rapoport y

Murad, 1983; Griffith y col., 1985; Collins y col., 1988). Este aumento de GMPc
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provoca una inhibicién de la entrada de Ca’" y de la liberacion de Ca™" intracelular
en las células musculares lisas, lo que ocasiona la vasodilatacion (Karaki y

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

Existen varios agentes que puede antagonizar el efecto o la sintesis de EDRF
como: 1°) Azul de metileno, que bloquea la guanilato ciclasa ¢ inhibe la sintesis de
GMPc inducida por sustancias como la acetilcolina, el iondforo de Ca’* A 23187
o los nitrovasoditatadores (Grueter y col., 1981; Ignarro y col., 1984; Martin y col.,
1985; Shirase y col., 1988b), también puede actuar por sus propiedades redox,
generando radicales libres de O, (Moncada y col., 1988). 2°) Oxihemoglobina que
bloquea la accién del NO al formar el complejo nitrosil-hemoproteina (Martin y
col., 1985). 39) Sustancias que generan radicales hibres gue oxidan e inactivan el
EDRF (Moncada y col., 1986; Gillespie y Sheng, 1990). 4?) Inhibidores de la
sintesis de NO, como el L-NMMA (L-arginina N monometil-L-arginina), L-
NAME (N€-nitro-L-arginina metil ester)(Rees y col., 1990), N nitro-L-arginina
(Kobayashi y Hattori, 1990; Moore y col., 1990) y L-NtO (N-iminoetil-L-ornitina)
(Palmer y col., 1988; Rees y col., 1990).

A pesar de que el NO es el principal factor Iiberado del endotelio se ha
comprobado que la acetilcolina, puede originar hiperpolarizacién en algunos lechos
vasculares que no es mimetizada por el NO (Komori y col., 1988 ; Chen y Cheung,
1992), lo que sugiere la capacidad de este agonista para liberar otro factor al que
se ha denominado EDHF ("endotelium-derived hyperpolarizing factor") (Komori y
Suzuki, 1987 a,b; Feletou y Vanhoutte, 1988). Se han propuesto dos mecanismos
de accion distintos para el EDHF: activacién de la ATPasa Na*/ K*-dependiente del
musculo liso vascular (Feletou y Vanhoutte, 1988) o la apertura de canales de K*
con aumento de la conductancia a este i6n a través de la membrana de la célula

muscular Iisa (Chen y col., 1988; Kauser y col., 1989).

Ademas de la liberacidn de estos factores relajantes existen evidencias de que
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el endotelio puede liberar sustancias que median ciertas respuestas vasoconstrictoras
(Vanhoutte y col., 1991, Liischer y col., 1992; Tanoi y col., 1992). Se han descrito

tres factores contractiles ECDFs "endothehium derived contractile faciors”;

EDCF,. Ha sido identificado como un metabolito del dcido araquidénico, via
ciclooxigenasa (Miller y Vanhoutte, 1985; Vanhoutte, 1987, 1988). Se ha descrito
su existencia en distintos lechos vasculares tales como las venas pulmonares,
femoral, esplénica y safena de perro (De Mey y Vanhoutte, 1982; Miller y
Vanhoutte, 1985), arteria pulmonar de conejo (Altiere y col.,1986) y aorta de ratas

espontaneamente hipertensas (Liischer y col.,1988).

Existen dos posibles compuestos que pueden ser EDCF,: un compuesto
relacionado con el tromboxano A, (Altiere y col.,1986; Shirahase y col.,1987;
1988a) y otro relacionado con compuestos prostaglandinicos de tipo F,, y E,
(Katusic y col.,1988, Rubanyi, 1988a).

EDCEF,. Es una sustancia de naturaleza polipeptidica aislada y purificada de
células de aorta de cerdo (Yanagisawa y col., 1988) denominada endotelina. Este
polipéptido es un potente agente vasoconstricior en distintos lechos vasculares
(Kasuya y col., 1989; Stasch y Kazda, 1989; Sanchez-Ferrer y Marin, 1990; Encabo
y col., 1992; Tanoi y col., 1992; Haynes y Webb, 1993). Aunque a concentraciones
bajas se ha descrito que puede originar vasodilataciones dependientes de endotelio
en aorta de rata (Moritoki y col. 1993).

Se han descrito tres genes para la endotelina en el genoma humano, siendo
los productos de su expresidn endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) y endotelina-
3 (ET-3) (Inoue y col., 1989; Yanagisawa y Masaki, 1989a,b), que difiecren entre
sf en algunos aminodcidos; sin embargo, sélo la ET-1 es detectada en las células

endoteliales (Masaki y Yanagisawa, 1992).
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El mecanismo que regula la producciéon de cada isotipo de endotelina en
distintas células y tejidos aun no estd muy claro. La ET-1 se origina a partir de un
precursor peptidico constituido por 203 aminodcidos denominado preproendotelina,
compuesto que se escinde por endopeptidasas especificas para residuos dibadsicos,
dando lugar a un péptido con 38 aminoacidos en el caso de la especie humana,
denominado proendotelina (Watanabe y col., 1989). Esta proendotelina es convertida
en endotelina activa por un enzima convertidor de endotelina (Yanagisawa y Masaki,

1989a,b).

A pesar de que el Ca®* exterior es necesario para que la endotelina produzca
su efecto, no parece activar directamente los canales de Ca>* (Doherty, 1991). Para
producir el efecto la endotelina se une a distintos tipos de receptores de la membrana
celular, acoplados a proteinas G, dando lugar a un aumento de IP; y DG con la

consiguiente estimulacion de la proteincinasa C (Ohlstein y col., 1989).

Existen tres subtipos de receptores para la endotelina demostrados en distintos
tejidos de rata: uno en células musculares lisas con alta afinidad para la ET-1 y
sarafatoxina-Séb (péptido obtenido de la serpiente Atractaspis engaddensis, con una
estructura similar a la de la ET-1); otro aislado del cerebelo con preferencia por
sarafotoxina-c y con baja afinidad por ET-1 y un tercero en el putamen, que ofrece

afinidades similares para todos los péptidos (Kloog y Sokoluvsky, 1989),

EDCEF;. Este factor aiin no caracterizado, se ha observado su liberacién en
el lecho cerebrovascular en situaciones de anoxia (Greenberg y Diecke, 1988;

Rubanyi, 1988a).

Estos factores contrdctiles podrian estar implicados en los mecanismos de
regulacién del flujo sanguineo, asi como en situaciones patoldgicas tales como
hipertension o vasoespasmo cerebral (Liischer, 1990, Sanchez-Ferrer y Marin, 1990;

Liischer y col., 1992). Se puede decir, por tanfo, que las células endoteliales podrian
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actuar como transductores de distintos estimulos capaces de modificar el tono

vascular por la liberacion de factores contrdctiles o relajantes.

5.- FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSION

La hipertension es un proceso patoldgico que se caracteriza por un aumento
de la resistencia vascular periférica (Nayler, 1988). Debido a que el Ca™" parece
jugar un papel mmportante en la contraccién del musculo liso vascular se le ha
implicado en la patogénesis de la hipertension esencial (Aoki y col., 1982; Young
y col., 1990)

La hipertension esencial humana tiene como origen un fuerte componente
genético (Sing y col., 1986). El aumento de la presion sanguinea en esos pacientes
depende en parte de la ingesta de Na* en la dieta. En modelos experimentales de
animales hipertensos también se ha confurmado la existencia de un componente
genético, asociado a un aumento de presion arterial, pero la heterogeneidad
fisiolégica entre ellos hace suponmer que la hipertension genética puede estar

originada por una o mds alteraciones genéticas (Johnson y col., 1992).

Varios factores son los que pueden contribuir a un aumento en la resistencia

vascular periférica en la hipertensién (Marin, 1993). Entre ellos estin :

1- Alteraciones del lecho vascular.

2- Alteraciones en la respuesta vascular por:
a) Aumento de la actividad simpdtica externa.
b) Aumento en la sensibilidad a NA .

c) Alteraciones del metabolismo del Ca**.
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3- Alteracion de la actividad de la ATPasa Na'/K"-dependiente de la
membrana plasmatica.

4- Disminucion de la actividad de la ATPasa de Ca* en la membrana
plasmdtica y reticulo sarcoplasmico.

5- Disminucién del intercambio Na*- Ca®*.

6- Aumento de la permeabilidad de la membrana al Na*t y Ca’*.

7- Cambios en ia ultraestructura del lecho vascular.

Ademads de esto, el sistema renina-angiotensina tiene una participacion
importante en el desarrolio y mantenimiento de la hipertensidn como lo demuestra

el hecho de la efectividad clinica de los antagonistas del enzima convertidor.

La hipertension arterial, se puede dividir etioldgicamente en tres grupos:

1.- Hipertensién esencial genética, con alteracion del transporte de Ca** en
la membrana del muisculo liso arterial.

2.- Hipertensién secundaria a un exceso de sal, sobrepeso, ansiedad ,etc.
3.- Hipertensién secundaria originada como consecuencia de un proceso

inicial de aldosteronismo, feocromocitoma, hipertiroidismo, etc.

Si hacemos una clasificacion de la hipertensién teniendo en cuenta el nivel
plasmatico de renina, se puede dividir en hipertensién de alta, normal y baja

actividad de renina (Abbot, 1988).

Los modelos experimentales utilizados para el estudio de la hipertension son

los siguientes:

- Rata SHR (espontineamente hipertensa de Aiko-Okamoto), junto a su
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control normotenso, la rata Wistar-Kyoto (WKY). Es el modelo de rata hipertensa
. . . - 4 -
ingjor conocido, cuyas alteraciones en el metabolismo del Ca™™ estan estrechamente

relacionadas con las observadas en la hipertensién esencial (Young y col.,1990),

- Rata LH (hipertensa de Lyon), derivada de la rata Sprague-Dawley.

- Rata hipertensa Mildn y su control normotenso, usadas como complemento

de los resultados obtenidos en la cepa SHR.

- Dos subtipos de la cepa SHR han sido descritos recientemente, la stroke-
prone SHR (SHRSp), desarrollada a partir de animales con incidencia de hemorragia
cerebral y la Obese SHR, que tienen un consumo aumentado de alimentos y en

consecuencia un rdpido incremento de peso.

- Rata Dahl, sensible a la administracion de sal (hipertensa) y resistente a la
misma (normotensa), modelo que necesita una ingesta de sal para la expresion de

la hipertensién (Young y col.,1990).

Otro modelo reciente de animal de experimentacién es la rata transgénica
para el gen Ren-2. Este amimal es transformado en hipertenso por la introduccion
del gen de renina de ratén Ren-2 en el interior del genoma de la rata control que es
la rata Sprague-Dawley. Estos animales desarrollan rapidamente hipertensiéon con

bajos niveles plasmaticos de renina (Mullins y col.,1990).

5.2.- Metabolismo _del Ca’* en la hipertensién

Tanto en la hipertensién humana como en la de las ratas espontdneamente
hipertensas (SHR) se han observado alteraciones en el metabolismo de Ca**,
caracterizadas por: 1°) Disminucién de los niveles plasmaticos de Ca®*ionizado. 2°)

Hipercalciuria. 3°) Aumento de los niveles plasmadticos de la paratormona (PTH).
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4y Aumento de los niveles plasmdticos de caleitonina. 5°) Modificaciones en la

sintesis de vitamina D. 6°) Alteraciones en la absorcion intestinal de Ca*' .

Normalmente la homeostasis del Ca™* depende del balance entre la absorcién
neta de Ca® por el tracto gastrointestinal y la excrecion urinaria de Ca*>*. En
condiciones normales el calcio plasmdtico estd comprendido entre 2,2 a 2,6 mmol/l.
El 40-46 % del Ca’* plasmdtico estd unido a lag proteinas, principalmente a la
albimina; del 6 al 10% estd complejado con varios aniones y el 48-50% restante en

forma libre (Rouse y Suki, 1990).

En la cepa SHR, la concentracién plasmdtica de Ca’* libre es
aproximadamente 0,08 mM, menor que en la cepa control 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 hace suponer que existe un aumento en
la fraccién de Ca** unido a proteinas. En la hipertension esencial humana, los datos
son mds controvertidos probablemente debido a que las causas que la originan son
mucho mds heterogéneas y es el resultado de muchos factores genéticos asociados
a miiltiples factores ambientales. Asi, Resnick (1986), estudiando la relacion de los
niveles plasmdticos de Ca®* ionizado en pacientes con hipertension esencial, ha
llegado a la conclusién de que en la hipertensién con bajo nivel de renina, se
observa una disminucion de Ca** ionizado, mientras que la hipertension con altos

niveles de renina estd asociada a altos niveles de Ca** ionizado plasmatico.

Shibata y Ghishan (1991), estudiando el transporte en vesiculas preparadas
de membranas de duodeno y yeyuno, han comprobado que el transporte de Ca®* estd
disminuido en ratas de la cepa SHR antes y después del desarrollo de la
hipertensién, lo que indica un defecto genético de la captacién de Ca** en la
membrana intestinal de la cepa SHR. Igualmente Blakeborough y col. (1990)
comprobaron que la absorcién de Ca** por un mecanismo activo esta disminuida en

ratas de la cepa SHR.
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Por otra parte, se ha observado una hipercaiciuria en las ratas de la cepa SHR
frente a sus controles (McCarron y col., 1981; Lau y col.,1984; McCarron y
Morris, 1986). Sin embargo, también ha sido descrita una disminucién en la
gxcrecion urinaria de Ca™* (Folsom y col, 1986; Bindels y col., 1987). No obstante
hay que tener en cuenta que una excrecion urinaria elevada de Ca’* puede reflejar
un aumento en su absorcién intestinal o una pérdida renal primaria. Algunos
investigadores han postulado que una dieta rica en Ca™*, produce una disminucién
en la presion sanguinea, tanto en la hipertension humana como en ratas hipertensas
(McCarron y Morris, 1985; Saito y col., 1989; Lau y col., 1984; Furspan y col.,
1989; Pang y col. 1992; Arvola y col., 1993) aunque a este respecto se han descrito
resultados contradictorios (Capuccio y col., 1987; Luft y col., 1988). Parece ser que
el Ca*™ de la dieta corrige el defecto generalizado observado en la hipertension y
disminuye la concentracién de Ca** libre intracelular (Furspan y col., 1989, Pérsti,
1992). En musculo hso vascular este efecto estabilizante de membrana podria
disminuir ¢l movimiento i6nico a través de la membrana celular y disminuir las

contracciones vasculares (McCarron 1985; Porsti, 1992).

5.2.1.- Regulacién hormonal de Ca’>*

El mantenimiento de la [Ca®*] sanguinea es la funcién principal de las
hormonas PTH (paratormona), calcitonina y vitamina 1,25 (OH), D,, jugando un
papel importante en el control de la presion sanguinea y mantenimiento de la

homeostasis 10nica.

La PTH es una hormona de naturaleza peptidica, cuya secrecién se estimula
en periodos de hipocalcemia por la glindula paratiroides. Su accién muestra tres
efectos: 19) Disminucién de la resorcidn de Ca** por ¢l hueso. 2°) Aumento de la
reabsorcion de Ca** y disminucion de la reabsorcién de fosfato por tibulos renales.

3°) Estimulacién de la sintesis de vitamina 1,25 (OH), D,.
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En sujetos con hipertension esencial se ha descrito un aumento de PTH
(Gennari y col., 1986; Young y col., 1988: Brickman y col., 1990). También se ha
observado un aumento de PTH en ratas de la cepa SHR, presumiblemente como
respuesta secundaria a un nivel bajo de Ca** ionizado plasmatico (McCarron y col .,
1981; Stern y col., [984; Young y col., 1988; Resnick, 1990). Ademds, la
extirpacion de la glandula paratiroides disminuye la presion arterial en ratas
genéticamente hipertensas (Berthelot y Gairard, 1980; Pernot y col., 1990: Schleiffer
y col., 1991), y el trasplante de esta glindula de la cepa SHR induce el desarrollo
de hipertension en las WKY (Neuser y col., 1991).

Pang y col. (1990) han citado la existencia de una nueva sustancia,
denominada factor hipertensivo del paratiroides (PHF), segregado por la glandula
paratiroides procedente de otro tipo de células distintas a las que segregan la PTH.
Este factor parece actuar: 1°) Directamente estimulando la captacién de Ca®* en el
tejido vascular. 2°) Aumentando la reactividad vascular a sustancias

vasoconstrictoras. 3%) Produciendo hipertensién en animales normotensos.

La calcitonina es secretada durante periodos de hipercalcemia de las células
¢ parafoliculares de la gldndula tiroides. No se conoce muy bien como participa en
la patogénesis de la hipertensién, pero se ha comprobado que altos niveles de

calcitonina preceden al comienzo de la hipertensién (Bindels y col.,1987).

lLa vitamina 1,25 (OH),D, originada a partir de la vitamina D produce un
aumento en la absorcién de Ca’' por las células intestinales. Se han descrito
alteraciones en el metabolismo de la vitamina D en varios sindromes hipertensivos.
Schedl y col. (1988) encontraron que los niveles de vitamina 1,25 (OH), D, podrian
ser los mismos, mayores o menores en ratas de la cepa SHR en comparacién a sus

controles normotensos. Existen receptores para la vitamina 1,25 (OH),D, en el
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muasculo cardiaco, liso y esquelético (Walters y col., 1986; Merke y col., 1987).
En miisculo liso la vitamina 1,25 (OH), D, origina:  19) Aumento directo de la
captacion de Ca’* en las células. 2°) Potenciacidn de las respuestas contractiles a

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

5.2.2.- Papel del Ca?* libre intracelular en el desarrollo de la

hipertensién

Se han descrito perturbaciones en la membrana plasmdtica y sistemas de
segundos mensajeros en modelos experimentales de hipertension, los cuales
originarian un aumento del Ca®* intracelular con el consiguiente aumento de la

contraccion.

Mediante el uso de técnicas con quelantes de Ca** fluorescentes (Quin 2,
Fura 2, Indo 1) y, midiendo la captacién de “*Ca’* | se ha observado un aumento de

[Ca®*, ] tanto en la hipertensién humana como en la hipertension experimental.

Esta [Ca’*,,] es el primer responsable de la actividad contrdctil del misculo
liso vascular, de manera que un aumento de la [Ca®*. ] origina un aumento del tono
vascular, elevacion de la resistencia periférica y un aumento de la presion sanguinea.
Este Ca** citoplasmdtico también estd implicado en el crecimiento celular y la
hipertrofia vascular, la cual origina a su vez un aumento de la resistencia periférica
(Dominiczak y Bohr, 1990). En la hipertensiéon humana este aumento de [Ca**,,] se
ha descrito en plaquetas (Erne y col., 1984; Lindner y col., 1987) y linfocitos
(Oshima y col., 1988) y en la hipertensién experimental, utilizando las cepas SHR
y WKY, en plaquetas (Baba y col., 1990; Oshima y col., 1990}, linfocitos (Furspan
y col., 1989) y musculo liso vascular (Bukoski y col., 1987; Bukoski, 1990;
Sugiyama y col., 1990; Jelicks y Gupta, 1990).

Tanto en pacientes con hipertensién esencial como en ratas de la cepa SHR,
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se han observado pocos lugares de unidn a los iones Ca™* en la membrana
plasmatica de distintos tipos de células, debido probablemente a una disminucion en
la proporcién de protefnas en la misma para fijar iones Ca®* (Postnov y col., 1979;
Devynck y col., 1982; Kowarski y col., 1986). Parece ser que esta alteracion en
la unién del Ca** al interior de la membrana plasmdtica es una caracteristica
genética de la cepa SHR, ya que este fenémeno se ha observado en la membrana
plasmatica de los eritrocitos, higado, corazén y tejido neuronal de esta cepa
hipertensa comparado con sus controles normotensos (Devynck y col.,1983; Biihler
y col.,1986; Zemel y Sowers, 1990).

Es interesante recordar la existencia de tres procesos importantes que regulan
la concentracion de [Ca**,, ] en el muisculo liso vascular: entrada de Ca** del espacio
extracelular, movilizacion de los lugares intracelulares de acumulacion y la salida
de Ca** del espacio intracelular al extracelular (Wuytack y Raeymaekers, 1992;
Chen y Van Breemen, 1992).

5.2.2.1- Entrada de Ca®* del espacio extracelular

Se ha comprobado que la entrada de **Ca*" tanto en situacién basal como
inducida por agonistas, estd aumentada en vasos de ratas de la cepa SHR (Cauvin
y col., 1987). Igualmente en células musculares lisas cultivadas de aorta, la
captacién de **Ca’* estd aumentada comparada con la obtenida en células de ratas

normotensas (Bukoski y col., 1987).

Se han encontrado anormalidades en la entrada de Ca®' al interior celular a
través de las dos vias mds importantes de entrada, los CDR y CVD (Khalil y col.,
1990; Wadsworth, 1990). Sin embargo, algunos autores han encontrado sélo

+

anormalidades en la entrada de Ca®* a través de los canales CDR (Mulvany y

Nyborg, 1980; Van Breemen y col., 1987), al comprobar que el aumento de la
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entrada de Ca** inducido por NA en arteria caudal o mesentérica era superior en
los animales hipertensos y no se modificaba la producida por una solucién
despolarizante de K* (Aqgel y col., 1987. Por el contrario, otros autores indican que
la sensibilidad de los CVD también estd modificada en la cepa SHR, ya que el BAY
K 8644 produce respuestas contrictiles mayores en segmentos de arteria femoral de

la cepa SHR en comparacién a su control (Aokt y Asano, 1986).

Mediante técnicas de "patch-clamp” se ha comprobado la existencia de dos
tipos distintos de CVD en musculo liso de vena azigos, los canales tipo L y los tipo
T (Sturek y Hermsmeyer, 1986; Hermsmeyer y Rusch, 1989). En células
musculares lisas aisladas de la vena azigos de la cepa SHR, hay una predominancia
(62%) de los canales tipo L, mientras que en células aisladas de la cepa WKY,
predominan los canales de tipo T (58%) (Rusch y Hermsmeyer, 1988; Hermsmeyer
y Rush, 1989; Hermsmeyer, 1991). Este incremento en la relacién canales L.
/canales T en las SHR con respecto a las WKY aparece incluso en animales recién
nacidos (Hermsmeyer, 1991). La corriente total de Ca®* parece ser que es la misma
en c¢lulas musculares lisas de la cepa SHR y en la WKY (Rusch y Hermsmeyer,
1988). Si esto mismo sucediera en el muisculo liso arterial, se podria explicar el
hecho de que los antagonistas de Ca®* tengan una potencia mayor en la cepa SHR,
ya que estos compuestos especialmente los de naturaleza dihidropiridinica, presentan

mayor afinidad por los canales de tipo L (Wadsworth, 1990).

Las alteraciones mds importantes originadas en el proceso fisiopatolégico de
la hipertension en relacién a los movimientos de Ca** a nivel celular son: aumento
de la [Ca®*,,] libre, disminucién del Ca®>" unido a la membrana plasmatica,
reduccion de la recaptacion de Ca** por el reticulo sarcopldsmico y mayor

predominio de los CVD tipo L frente a los T (Fig. 5).

_47 -



oAt CONIROL HIPERTENSION

Membrana
| Canales de ca’y

Lspacio .
exiracelular Intracelular TCal;aleS de Cal
2+ tca  libre intracelular oy
. 9
Ca N ‘Ca unido a 13 membrana Ca
g+

CDR +
\A(}tinﬂ ;insina‘/"//’_ c 62/ CSJV D

2+ * Al 24
Ca —® (7 - - - R“-S_ -—— Ca
cvb N J(Z‘ CyD

Barrera superficial | Recaptacion de Ca
Célula muscular lisa Célula muscular lisa

Fig.5.- Representacion esquemdtica de las alteraciones observadas en el
proceso fisiopatolégico de la hipertension en relacién con los movimientos de Ca**
en musculo liso vascular (Marin, 1993). CDR: canales dependientes de receptores.
CVD: canales voltaje-dependientes. RS: reticulo sarcopldsmico.

_ 48 -



5.2.2.2.- Liberacién de Ca’" intracelular

Cuando un agonista se une a un receptor especifico, la senal es transmitida
a través de las proteinas G, produciendo la activacion de la fosfolipasa C, enzima
que hidrohza el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato formando dos productos que actian
de segundos mensajeros: el IP;, el cual entra en el citosol, originando [a liberacton
de Ca** del reticulo sarcopldsmico y DG que aumenta la afinidad de la proteincinasa

C por el Ca*>” (Johns y col., 1987; Dominiczak y Bohr, 1990).

El metabolismo de los fosfoinositoles estd aumentado en las membranas de
los eritrocitos, plaquetas (Koutouzov y col., 1983 y 1988), muisculo liso vascular de
la cepa SHR (Uehara y col., 1988; Turla y Webb, 1990) y plaquetas de pacientes
hipertensos (Biihler y col., 1986).

El contenido de DG estd aumentado en aortas de ratas jévenes antes de
establecerse el proceso hipertensivo, mientras que en ratas viejas procedentes de la
cepa SHR, la hidrélisis de los fosfatidilinositoles es menor que en su cepa control
(Heagerty y col., 1986; Okamura y col., 1990}, lo cual parece sugerir la existencia
de un defecto en el acoplamiento a los receptores del IP; en el reticulo
sarcopldsmico del misculo liso vascular (Turla y Webb, 1990) a medida que

aumenta la edad de las SHR.

L.a acumulacién de DG en el tejido es responsable de la activacidn de la
proteincinasa C, enzima que tiene muiltiples sustratos y es un elemento de regulacién
de distintas funciones celulares, en particular la diferenciacion y proliferacién celular
por expresion del RNA mensajero mediado por el protooncogén c-myc (Armelin
y col., 1984; Nishizuka, 1984). Por ello, se puede decir que la proteincinasa C
juega un importante papel en el mantenimiento de las contracciones en el misculo
liso vascular (Danthuhuri y Deth, 1984; Rasmussen y col., 1984). Se ha demostrado

que las arternias de la cepa SHR producen respuestas contrdctiles mayores a los
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ésteres de forbol, compuestos que activan directamente de la proteincinasa C

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

5.2.2.3.- Actividad de la ATPasa cdlcica de la membrana plasmdtica

La ATPasa Ca®>*-Mg**-dependiente presenta baja actividad en la hipertensién,
probablemente por un defecto de esta bomba o por activacidn inadecuada, facilitando
la acumulacion de Ca*' intracelular (Webb y Bhalla, 1976; Twietmeyer y col.,

1978; Resnick y col., 1986; Vizenci y col., 1986; Postnov y col., 1988).

Se han observado defectos en esta ATPasa en la membrana de las plaquetas
de pacientes hipertensos (Resink y col.,1986; Biihler y col., 1986; Zemel y Sowers,

1990) y en eritrocitos de pacientes diabéticos (Zemel y col., 1987).

5.2.2.4.- Actividad de la ATPasa Na*/ K”-dependiente en la membrana

plasmatica.

Antes del asentamiento de un proceso hipertensivo, el tiibulo renal de manera
anormal retiene Na* (Bianchi y col., 1975; Mullins y col., 1982), dando lugar a una
expansion del volumen sanguineo (De Wardener y McGregor, 1983), que origina
tres fenémenos desde el punto de vista fisiolégico:

1. Inhibicién de la ATPasa Na*/ K*-dependiente.

2. Natriuress.

3. Aumento de la sensibilidad de los vasos sanguineos a sustancias

vasoconstrictoras.

La inhibicién de la ATPasa Na*/K*'-dependiente aumenta la [Na*]

intracelular, ya que esta ATPasa origina la salida de 3 Na* y entrada de 2 K*. Esta
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inhibicion da lugar a : 1) Despolarizacion. 2°) Aumento de la entrada de Ca** a
través de los canales de Ca**. 3V) Disminucion de la salida de Ca’* a través del

mecanismo de intercambio Na*t / Ca**.

En los procesos hipertensivos se produce la liberacion al torrente sanguineo
de una sustancia enddgena de naturaleza digitdlica liberada quizds del hipotdlamo o
de células de la glandula adrenal que origina la inhibicién de la ATPasa Na*/ K*-
dependiente (Haber y Haupert, 1987 ; Aviv y Lasher, 1990). La inhibicién de la
bomba de Na* por este factor digitilico da lugar a natriuresis en los mibulos renales,

restaurando el volumen del fluido extracelular a su nivel normal.

Aunque la bomba de Na' es la via mds importante de salida de Na* del
citoplasma celular, existen otras dos, como son el cootransporte Na*/ K* y el

intercambio Na*t-Na* que no modifica la concentracion intracelular neta de Na*

(Aviv y Lasher, 1990)

El cotransporte Na*/K*, se encuentra aumentado en células musculares lisas
de ratas de la cepa SHR en comparaciéon con la cepa normotensa incluso en un

medio deficiente en Ca** (Tokushige y col., 1986; Shiffman y Bose, 1988).

5.2.3.- Regulacién del pH intracelular en Ia hipertension

El H* parece tener una especial importancia en el desarrollo de los procesos
hipertensivos, al comprobarse que el pH plasmatico afecta al tono del misculo
vascular de los lechos de resistencia, asi como a la regulacion de los movimientos
de Na* en el riién. Igualmente se ha observado que ¢l pH es un eslabon en el

estimulo del crecimiento celular (Moolenaar y col., 1982; Ponyssegur, 1982).

El principal sistema para mantener el pH celular es el mecanismo de
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intercambio Na*-H™ sensible a amiloride. Este sistema permite la salida de Na™ al
medio extracelular y puede estar regulado por agentes mitogénicos y hormonas
vasoactivas. Asi, en segmentos vasculares de resistencia, la angiotensina 11, NA y

vasopresina pueden disminuir el pH intracelular (Aalkjaer y Gragoe, 1988; Aalkjaer
y Mulvany, 1988).

Otro sistema de mantenimiento del pH intracelular es el sistema de transporte
de COH que opera originando la salida de iones CI al espacio extracelular y la
entrada de iones CO;H ~ (Aalkjaer, 1990).

Se ha comprobado en la hipertension esencial un aumento del sistema de
intercambio Na*-H* en eritrocitos (Canessa y col., 1980; Postnov y col., 1988) y

en céluias musculares lisas cultivadas de ratas SHR frente a sus controles (Kuryyama
y col., 1988).

Debido a que el metabolismo del Ca®* es sensible a los cambios en el pH
intracelular, es posible que una alteracién en la regulacion de éste forme parte de
los mecanismos involucrados en los movimientos de Ca**, los cuales se encuentran
alterados en los procesos hipertensivos (Dahl y col., 1967; De Wardener y
McGregor, 1983; Haddy y Pammani, 1985; Aalkjaer, 1990).

5.2.4.- Modificaciones de la reactividad vascular en la hipertensién

fa hipertension origina cambtos variables en las respuestas vasculares a
diferentes agentes que dependen de varios factores como el pretratamiento de los
vasos, el tipo de vaso y el modelo de animal hipertenso. En la mayoria de los

estudios de reactividad vascular, el animal prototipo utilizado es la cepa SHR que

se compara con su control WKY.

En hipertensién, en general, se observa una mayor sensibilidad a los
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estimulos vasoconstrictores (Liischer y Vanhoutte, 1986; Lischer y col., 1988;
Shirasaki y col., 1988), mientras que las respuestas vasodilatadoras se encuentran
atenuadas. Asi, se ha descrito que las respuestas vasoconstrictoras originadas por la
NA y el K* son mayores en la cepa SHR que WKY (Pang y Sutter, 1981; Holck,
1988; Bolzon y Cheung, 1989). Estos cambios a menudo preceden o son paralelos
al desarrollo de la hipertension, aungue no son el producto de un aumento de la
presion sanguinea "per se” (Mulvany y Nyborg, 1980; Konishi y Su, 1983; Winquist
y col., 1984; De Mey y Gray, 1985).

Las relajaciones dependientes de endotelio producidas por vasodilatadores
como la acetilcolina, A 23187 e histamina estin disminuidas tanto en vasos de
resistencia como en arterias de gran didmetro en animales hipertensos en relacién
a sus controles normotensos. Este hecho ha sido descrito en vasos de modelos de
animales con hipertension genética, renal o inducida por mineralcorticoides. Por otro
lado, los vasodilatadores como el nitroprusiato sédico o la adenosina que originan
relajaciones independientes de endotelio no modifican su respuesta en los procesos
hipertensivos. Esto hace suponer que las alteraciones originadas en el endotelio
vascular como consecuencia de la hipertensién, tienen una importancia relevante en
las respuestas vasculares inducidas por distintos agentes vasodilatadores (Nakamura

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

Los antagonistas de Ca®* como nifedipina, verapamil y diltiazem originan
mayores efectos en anmimales de la cepa SHR (Hulthen y col., 1982; Takata y
Hutchinson 1983; Narita y col., 1983), ratas hipertensas renales (Kubo y col., 1981)
y ratas DOCA (Arvola y col., 1992) en relacién a sus animales controles. En
segmentos de aorta o de arteria mesentérica de SHR, la contraccién inducida por
NA fue mds sensible a los efectos inhibidores de nifedipina, nimodipina, nicardipina,
diliazem, verapamil o gallopamil en comparacion a sus controles (Kazda y col.,

1985; Asano y col., 1988; Atkinson y col., 1988; Boonen y De Mey, 1990).
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El BAY K 8644 origina una contraccién mayor en segmentos de la arteria
femoral de la cepa SHR que en sus controles (Aoki y Asano, [986), mientras que
no se observan cambios en segmentos de arteria aorta, mesentérica y arteria de la

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

Huang y col. (1987) han aislado un péptido de los eritrocitos de ratas
pertenecientes a la cepa SHR. Este péptido aumenta la captacion de Ca™ en los
segmentos adrticos, dando lugar a un incremento prolongado de la presién sanguinea
cuando es inyectado en animales normotensos (McCumbee y Wright, 1985;
McCumbee y col., 1987). Este péptido estd también presente en la sangre de
animales normotensos, pero a concentraciones significativamente menores que ias
obtenidas en ratas hipertensas. Se ha observado que este péptido tiene efectos
similares al BAY K 8644, y se ha sugerido que puede actuar como modulador

endogeno de los canales de Ca**.

5.3.- Endotelio vascular e hipertensién

Los vasos de animales con hipertension experimental sufren cambios
morfoldgicos que afectan a la capa intima del endotelio y a las células del muisculo
liso vascular. Las células endoteliales sufren alteraciones en su tamano, forma y

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

Los procesos hipertensivos han sido relacionados con un aumento del
recambio de las células endoteliales permitiendo un incremento de la permeabilidad
de las moléculas (Wu y Bohr, 1990). Se produce un aumento en la adhesion de
monocitos al endotelio, asi como una migracién de estas células a capas
subendoteliales (Chobanian y col., 1989 ; Clozel y col., 1991). En la ateroesclerosis
experimental, se observan interacciones similares entre las células mononucleares
y la pared del vaso (Chobanian y col., 1986). Se ha comprobado experimentalmente

que la hipertension acelera el desarrollo de cambios ateroesclerdticos vasculares
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(Chobanian y col., 1989), en donde ademds de mmgracion de monocitos y
macréfagos, se produce liberacion de factores de crecimiento endotehales junto a
una contribucion plaquetaria (Heistad y col.,1991). Los cambios estructurales y
bioquimicos sufridos por la intima y media producen hipertrofia e hiperplasia de las
células correspondientes (Haudenschild y col., 1979; Bachmann y col., 1992; Peir6
y col., 1992). Shepherd (1990) propuso que estas anormalidades en las células
endoteliales son causantes del aumento en la resistencia vascular sistémica, que

origina un incremento de la presidn arterial.

En pacientes hipertensos y en distintos modelos de hipertensién, se ha
descrito una disminucion en las relajaciones dependientes de endotelio (L.ockette y
col., 1986; Van de Voorde y Leusen, 1986; Liischer y Vanhoutte, 1987; Jameson
y col., 1990; Panza y col., 1990; Nakamura y col., 1991; Shimamura y col.,1991;
Yang y col., 1991) y un aumento en las contracciones inducidas por agonistas
(Liischer y Vanhoutte, 1986; Liischer y col., 1988; Shirasaki y col. 1988). Algunos
autores han descrito que en arterias de la resistencia de la cepa SHR las relajaciones
dependientes de endotelio no siempre van a estar disminuidas sino que van a

depender del agente vasoconstrictor utilizado (Li y Bukoski, 1993).

La reduccién de las relajaciones dependiente de endotelio parece ser
secundario a la hipertensién mantenida. Esta reduccion se origina como resultado
de una produccién anormal de EDRF, una difusion alterada a través de la pared
anormal del vaso (Van de Voorde y col.,1988) o una respuesta menor del EDRF en
el musculo liso vascular (Rau, 1991). Algunos autores han descrito la existencia en
la hipertensién de una disminucién en la produccién de EDRF y GMPc (Otsuka y
col., 1988; Shirasaki y col., 1988; Angus y Cooks, 1989; Nakamura y Prewitt,
1991), aunque otros autores (Angus y col. 1988) no han encontrado disminucién en
la Iiberacién basal del EDRF en la cepa SHR. Este hecho se corrobora con los
estudios llevados a cabo por Yamazaki y col. (1991) con L-NMMA, un inhibidor

de la sintesis de NO, que origina un efecto hipertensivo mayor en ratas viejas SHR



que en sus controles.

Se ha supuesto que cambios genéticos en la hipertension pueden generar la
formacion de factores contrdctiles y mitdgenos, los cuales aumentan las respuestas
vasoconstrictoras y disminuyen la luz del vaso (Lee y col., 1987; Liischer y col.,
1989; Sanchez-Ferrer y Marin, 1990). En pacientes con hipertensién se ha descrito
un ligero aumento de los niveles plasmaticos de endotelina 1 (Shichiri y col., 1990),
aunque la concentracion plasmadtica estuvo disminuida en la cepa SHR y no
modificada en las ratas hipertensas DOCA (Suzuki y col., 1990; Bolger y col.,
1991).

5.4.- Disfunciones adrenérgicas en la hipertension

En base a estudios realizados en modelos de amimales con hipertensién
genética, asi como en pacientes hipertensos, se han descrito cuatro hipdtesis que han
puesto de manifiesto el papel importante de la actividad adrenérgica en la

patogénesis de las elevactones de la presion sanguinea de tipo genético:

.- La actividad simpética estd aumentada, tanto en pacientes hipertensos
como en distintos modelos de hipertension (Goldstein, 1983; Westfall y col., 1984),
como refleja el aumento de los niveles de NA en el sistema nervioso central y en la
liberacion de catecolaminas.

2.- La denervacién de los nervios simpdticos renales puede prevenir o
disminuir el comienzo de la hipertension (Norman y Dzielak, 1982).

3.- Los agentes simpaticoliticos como el propanolol (antagonista §-
adrenérgico no selectivo) pueden prevenir o dismimuir la hipertension (Weissinger,
1984; Borkowski y Quinn, 1985).

4.- La inhibicién de sintesis de catecolaminas por tratamiento con un
inhibidor de la dopamina 3-hidroxilasa puede atenuar el desarrollo de la hipertensién

y disminuir la presidn sanguinea en animales hipertensos (Ohlstein y col., 1987).



Estudios farmacologicos, fisiologicos y bioquimicos indican que en los
procesos hipertensivos, la actividad de los adrenoceptores o postsindpticos estd
aumentada tanto en ratas hipertensas (Mulvany y Nyborg, 1980; Katovich y col.,
1984) como en pacientes hipertensos (Philipp y col.. 1978; limura y col., 1984),
mientras que la actividad de los adrenoceptores 8 estd disminuida. En la hipertension
experimental, este fendmeno estd asociado a una reduccién en el nimero de
receptores 3-adrenérgicos (Michel y col., 1990) y en la produccién del segundo
mensajero asociado, el AMPc, mientras que el nimero de receptores «, adrenérgicos
permanece constante o incluso estd aumentado, asi como la sintesis de los segundos
mensajeros asociados [P, y DG (Okamura y col., 1990; De Champlain, 1990). Estas
observaciones indican que esta alteracion en el balance de las actividades de estos

receptores adrenérgicos postsindpticos, promueven los efectos presores del sisterna

SIMPAtico.

Por otra parte, la activacién del mecanismo de formacién de fosfoinositoles,
produce una accidn tréfica potente en los miocitos cardiacos y vasculares que junto
al predominio del sistema o-adrenérgico favorece el desarrollo de hipertrofia

cardiaca y vascular observada en la hipertensién (De Champlain, 1990).

El aumento del metabolismo de fosfatidilinositoles puede explicar el
incremento de la reactividad vascular a varios agentes vasoconstrictores como NA,
angiotensina y vasopresina, permitiendo al estar aumentado el metabolismo de estos
compuestos, un incremento en la formacidn de los segundos mensajeros IP; y DG
(Mila y col., 1990; Okamura y col., 1990; Turla y Webb, 1990). Por otro lado, la
produccién crénica de IP, podria favorecer un aumento de la [Ca**, ] libre, dando
lugar a una estabilizacién de la hipereactividad del tejido vascular y cardiaco. Esta
situacién también puede promover el desarrollo y mantenimiento de la hipertension

por un aumento de la resistencia periférica y contractilidad cardiaca {(Berridge, 1989;

De Champlain, 1990).
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LLa produccion crénica de DG puede producir un aumento del pH intracelular,
activando el intercambio Na'-H", al ser estimulada la proteincinasa C. Este
mecanismo podria favorecer el desarrollo de hiperplasia celular del misculo liso
vascular y cardiaco, favoreciendo un aumento de la sintesis de proteinas, de
protooncogenes facilitando asi el desarrollo de la hipertrofia que aparece en la

hipertension .

5.5.- Sistema renina-angiotensina en la hipertensién

El sistema renina-angiotensina parece jugar también un papel importante en
los procesos hipertensivos debido a su implicacién en el control de la presion arterial
y el volumen del fluido corporal (Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Thind, 1990;
Admiraal y col., 1990).

Este sistema estd formado por renina, angiotensindgeno, angiotensinas (I y
II), enzima convertidor de angiotensina que cataliza la conversion de A [ en A IL.
La liberacidén de renina, controlada por el aparato yuxtaglomerular renal, inicia una
serie de acontecimientos que dan lugar a la formacién de A I que se transforma en
A Il y ésta a su vez en A Ill, compuesto menos potente que el anterior (Ferrario,
1990; Thind, 1990; Antonaccio y Wright, 1990).

El sistema renina-angiotensina estd regulado por distintos factores como la
isquemia renal, alteraciones de la presion y volumen sanguineo, asi como por la
disminucién la concentracién sanguinea de Na*. Estos factores facilitan la liberacién
de remina con la consiguiente formacion de A 1y A II. L.a A II es un potente
vasoconstrictor que estimula la sintesis y liberacién de aldosterona de la gldndula
adrenal, sustancia capaz de retener iones Na* (Antonaccio, 1982; Antonaccio y
Wright, 1990).

El sistema renina-angiotensina parece que no sélo estd presente en el rinon,
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sino también en tejidos extrarrenales como corazdn, glandulas adrenales, cerebro y
vasos (Corvol y col., 1989; Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Antonaccio y Wnight,
1990). En los vasos presenta una localizacidon adventiciomedial, pudiendo tener un
papel importante en la regulacion de la funcidén simpdtica. Ademas, la A II estimula
el crecimiento y proliferacion celular vascular y cardiaca , dando lugar a hipertrofia

e hiperplasia (Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Antonaccio y Wright, 1990).

El enzima convertidor parece estar mvolucrado en el tono vascular
dependiente de endotelio (Levy y col., 1990). Los inhibidores del sistema renina-
angiotensina han sido utihizados en el tratamiento de la hipertensién, ya que
disminuyen la presién arterial tanto en personas normotensas como hipertensas
(Brodgen col., 1988; Thind, 1990; Antonaccio y Wright, 1990). El mecanismo de
accion de estos compuestos parece ser que no estd sélo relacionado con el nivel de
actividad basal de renina plasmdtica, sino con acctones a nivel tisular y en los
centros nerviosos simpdticos con disminucién de su actividad dando lugar a una
reduccion de la sintesis local de A II (Becker y col., 1989; Unger y Gohlke, 1990;
Ferrario, 1990; Antonaccio y Wright, 1990; Bottari y col., 1993).

6.- CAMBIOS CARDIOVASCULARES ASOCIADOS CON LA EDAD

LLa edad esta asociada a cambios marcados en el sistema cardiovascular,
especialmente en la estructura y funcién de las arterias. La pared arterial acumula
coldgeno, lipidos y minerales (Masero y col., 1981), dando lugar a una disminucién
de su elasticidad. Este aumento de rigidez vascular origina un aumento de la presién
sistélica a lo que probablemente también contribuye la disminucidn de la sensibilidad
de los barorreceptores (Julius, 1988). Jackson (1989) postulé que un defecto en el
sistema cardiovascular originado por una reduccién de las prostaglandinas
endégenas, podria contribuir a un empeoramiento de la hipertensién y a

complicaciones cardiovasculares a medida que aumenta la edad del individuo.
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En amimales de laboratorio, las vasoconstricciones inducidas por NA
disminuyen con la edad (Docherty, 1986; Fleisch, 1980; Vanhoutte, 1988; Murohara
y col., 1990). Se ha observado una disminucion en la sensibilidad y en Ia
contraccion maxima debido a una reduccidn del nimero de receptores adrenérgicos
de reserva (Wanstall y O’Donnell, 1988). Otras respuestas contrdctiles mediadas por
receptores, muestran pequenos cambios o no modificacién con la edad (Fleisch,
1980; Vanhoutte, 1988; Wanstall y O’Donnell 1989). Las relajaciones
independientes de endotelio también estin disminuidas con la edad (Fleisch, 1980;
Tsujimoto y col.,1986; Toda y col., 1987; Hongo y col., 1988; Mayhan y col.,
1990). Sin embargo, el efecto de las respuestas relajadoras mediadas por el endotelio
varfan con la especie y el lecho vascular (Vanhoutte, 1988; Hynes y Duckles, 1987).
Asi, mientras algunos autores han demostrado que las relajaciones dependientes de
endotelio mediadas por receptores muscarinicos, disminuyen progresivamente con
la edad (Konishi y col., 1983; Shimizu y Toda, 1986; Toda y col., 1987), otros
muestran que éstas se incrementan en animales viejos (Hynes, 1987; Dohi y col.,
1990). Por el contrario, las contracciones dependientes de endotelio mediadas por
receptores muscarinicos estin aumentadas tanto en ratas normotensas como
hipertensas viejas, debido a la liberacion de productos de las células endoteliales por

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

En las ratas viejas, el Ca®* almacenado en los lugares intracelulares tiene
especial importancia en las contracciones inducidas por NA (Carrier y col., 1979).
La sensibilidad al efecto depresor de los antagonistas de Ca’*, es probablemente alta
debido a una disminucién en la reserva de los receptores a-adrenérgicos, (Wanstall
y O’Dounnell, 1988; Holck, 1988; Kojima y col., 1989), hecho que ha favorecido el
tratamiento de la hipertensién en pacientes de edad avanzada con firmacos
bloqueantes de la entrada de Ca** (Wei, 1989; Calvo-Gémez y col., 1992). Sin
embargo, cuando se estudié el efecto del diltiazem en segmentos contraidos con 5-
HT o altas concentraciones de K*, no se incrementé a medida que aumentaba la

edad del animal, lo que hace suponer que la edad también puede causar una
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disminuciéon en la potencia de los antagonistas de Ca**, posiblemente por una

disminucion de la afinidad de estos farmacos a sus sitios de unidn en los canales de

Ca™ (Wanstall y O’Donell, 1989).

Por otra parte, las respuestas contrdctiles inducidas por K™, Cl Ca, o BAY
K 8644, estan disminuidas en aortas de ratas viejas (Wadsworth, 1990). Ademds,
el BAY K 8644 sélo es capaz de originar contraccién en aortas de ratas viejas,
cuando se ha producido una despolarizacién parcial de éstas (Wanstall y O’Donnell,
1989). En otros vasos, la respuesta de este agonista de Ca** no varia con la edad
(Sakai y col., 1992). Estos dos hechos demuestran que el potencial de membrana en
estado de reposo en la aorta puede ser mas negativo en preparaciones de ratas viejas.
De esta manera, las respuestas vasculares en la aorta de rata a farmacos
vasoactivos (contractiles o relajantes), que actiian a través de mecanismos mediados

por activacién de CVD o CDR, pueden ser dependientes de la edad.
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OBJETIVOS




Para que el proceso de contraccidn tenga lugar en el muisculo liso vascular,
es necesario que exista un aumento de {Ca**,]. Este aumento de [Ca**, ] se produce
por distintas vias, dependiendo del lecho vascular y del agente vasoconstrictor

utilizado .

Cuando la contraccién del midsculo liso vascular se origina mediante
despolarizacion con K*, se ha postulado que la entrada de Ca** del espacio
extracelular se efectia a través de los canales de Ca** voltaje-dependiente (CVD)
{Hurwitz, 1986), mientras que en la respuesta producida por la NA esta entrada se
realiza, principalmente a través de los canales dependientes de receptores (CDR)
(Khalil, 1987). Se ha de indicar que algunos autores han sugerido la posibilidad de
que la apertura de estos ultimos canales estaria asociada en una segunda fase a la
apertura de canales voltaje-dependientes, a través de los cuales se produciria la
entrada de Ca®* del medio extracelular (Nelson y col., 1990). Asimismo se ha
descrito que el efecto vasoconstrictor de la NA, produce ademds la liberacién de
Ca** secuestrado en los depésitos intracelulares, que participa en la contraccién
inducida por este agonista (Berridge, 1989; Abdel-Latif, 1986; Rasmussen, 1986;
Chiu y col., 1987; Marin, 1988; Abkar y col., 1989).

El objetivo de este trabajo es analizar la influencia de 1a edad, 1a hipertensién
y el endotelio sobre las respuestas vasculares inducidas por dos moduladores de la
entrada de Ca’*, nifedipina y BAY K 8644, que la inhibe y la favorece
respectivamente. Para ello se se ha utilizado la arteria aorta con y sin endotelio de
ratas procedentes de las cepas SHR y WKY de animales de diferentes edades (5
semanas, 3 meses, 6 meses, | ano y 1,5 afios). Se opt6 por la utilizacién de la cepa
SHR y su control WKY por ser uno de los modelos de hipertensiéon genética mds

utilizado en la experimentacién animal.
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Los objetivos concretos fueron analizar la influencia de Ia hipertension, la

edad y el endotelio sobre:

| .- La respuesta vasodilatadora inducida por nifedipina en segmentos adrticos

procedentes de las cepas SHR y WKY precontraidos con NA 107 M o K* 50 mM.

2.- La respuesta vasoconstrictora inducida por BAY K 8644 en segmentos
adrticos, en situacién basal y después de una despolaracion parcial con K* 15 mM,

procedentes de las cepas SHR y WKY.
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MATERIAL Y METODOS




En la realizacién de este trabajo, se han empleado como antmales de
experimentacion, ratas de ambos sexos pertenecientes a dos cepas, SHR (ratas
espontineamente hipertensas de Aiko-Okamoto) y WKY (Wistar-Kyoto), utilizada
como control de las anteriores. La cepa SHR es el modelo de hipertension genética

mejor conocido.

El peso de los amimales fue variable, ya que el estudio se realizé a distintas
edades, utilizdndose animales de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | aito y 1,5 anos,
los cuales han sido suministrados por el animalario de la Facultad de Medicina de

fa Universidad Auténoma de Madrid.

Las ratas se sacrificaron mediante inhalacion de éter etilico y posterior
sangria por seccion de la carétida. A continuacién, se disecé cuidadosamente la
aorta, tanto su porcién tordcica como abdominal, y posteriormente se seccioné en
segmentos de 4 mm de longitud en una cdpsula de Petri que contenia una solucién
Krebs-Henseleit (K-H) a 4° C, y se eliminaron los posibles restos hemadticos y la

grasa adherida a los vasos.

Estos segmentos arteriales permanecieron en esta solucién hasta su utilizacién
en ¢l mismo dia o el dia siguiente, después de haberse comprobado que su respuesta
vascular no sufria modificacion alguna en su reactividad vascular frente a una

solucién despolarizante de CIK 75 mM.

[.a composicién del K-H, expresada en concentracidn mM, fue la siguiente:

= C[Na .....-..------.-......-..-...115
S &1 | QPR X
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SPOH, K e, 1,2
-SO,Mg.7TH, O .covvnnannenen. 1,2
- CO,HNA ccvvvnrnrccinnnecennnses 2,5
- Glucosa ..ovvvvveviiiinnieniiinenen. 1,1
- EDTA Na, ........ reremearisaneans 0,01

El1 EDTA Na, se afiadié con el fin de retrasar la oxidacién de! grupo catecol.

La solucién K-H se prepard diariamente a partir de soluciones concentradas,
excepto la glucosa que se anadid la cantidad necesaria en ¢l momento de la

preparacion del K-H.

1.- ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR

Con el objeto de estudiar Ia reactividad vascular en estos vasos, se empleé
el método descrito por Nielsen y Owman (1971). Para ello, se introdujeron por la
luz de los segmentos cilindricos de aorta de rata dos alambres rigidos de acero (600
pm de didmetro), uno de los cuales estaba fijo a la pared del baiio y el otro, que se
podia desplazar paralelamente al anterior estaba unido a un transductor de fuerza
{Grass FT 3C o Letica TRIO11). Este transductor se conectaba a un poligrafo (Grass
7D o Letica 4000) en donde se registraban los cambios de tension (Fig.6).

Los segmentos arteriales se introdujeron en un bafio de 6érganos que contenia
5 ml de la solucién K-H a 37°C burbujeada constantemente con carbégeno (95% 0,
y 5% CQ,), proporcionando éste al medio un pH entre 7,3 y 7,4. A dichos
segmentos se les aplicd una tension inicial de 1,5 g, que se reajusté peridédicamente
cada 15 minutos hasta conseguir su estabilizacion, o que se consiguié al cabo de

unos 90 min.
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Posteriormente y para verificar la presencia o ausencia de endotelio vascular,
se adiciond al bafio NA 107 M y una vez alcanzado un techo de contraccion estable,
se adiciond acetilcolina (ACh) 10° M. Se consideré que los segmentos tenian
endotelio, cuando la contraccién residual obtemida en presencia de ACh fue menor
del 50% del tono alcanzado por la NA. En aquellas arterias, en las que la
contraccion residual era mayor del 50% se procedid a la elimnacién del endotelio
residual. Para ello, se sometieron los segmentos arteriales a la accion de una
solucién de saponina (0,3 mg/ml K-H) (Samata y col., 1986), durante 15 min y
después, se comprobd la ausencia de endotelio por el procedimiento anteriormente
descrito. Se investigd previamente, que este procedimiento de desendotelizaciéon no

alteraba las respuestas vasoconstrictoras mdependientes de endotelio.

En algunos casos, para confirmar la presencia o ausencia de endotelio, se
usaron métodos histologicos segun la técnica de tincidn descrita por Caplan y col.,
(1974). Para ello, al final del experimento, los segmentos se abrieron
longitudinalmente, fijdndose a un soporte, de manera que quedara visible su
superficie interna. Los segmentos se lavaron en una solucién de glucosa al 5% y se
sometieron durante 40 seg a una solucién de nitrato de plata. Mds tarde, se lavaron
varias veces con glucosa al 5%, para eliminar el exceso de nitrato de plata, y se
revelaron por exposicion durante 12 min a luz ultavioleta. L.a observacion de los
vasos con un microscopio optico, mostré un mosaico de células poligonales si las
arterias tenian endotelio, debido al depésito de nitrato de plata en las membranas de

las células endoteliales.

Después de comprobar la presencia o ausencia de endotelio, se realizaron las
correspondientes curvas concentracion-respuesta del farmaco a estudiar, no
sobrepasando el volumen afiadido el 5% del volumen inicial del bafio. En cada
segmento arterial se realizé una Unica curva concentracién-respuesta a los
moduladores de la entrada de Ca** debido a que sus efectos se mantenian durante

largo tiempo.
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Poligrafo

I1iR

Transductor

Krebs

Fig.6.- Esquema de la preparacién experimental para el estudio de la
contraccidn isométrica de los segmentos vasculares.
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1.1.- Estudio de las respuestas al antagonista de Cat” nifedipina

Para estudiar los efectos vasodilatadores de este farmaco en los distintos
grupos experimentales, se efectuaron curvas concentracion-respuesta en segmentos
adrticos previamente contraidos con una solucién de K* 50 mM o con NA 107 M
con objeto de estudiar el efecto de la nifedipina sobre las respuestas inducidas por

activacion de los CVD o los CRD, respectivamente.

Las curvas concentracidn-respuesta a nifedipina se realizaron administrando
concentraciones crecientes y acumulativas una vez alcanzado el techo de
concentracién estable con K* 50 mM o NA 107 M. El intervalo de administracién

de cada concentracidn fue de 20 a 25 min.

Las respuestas vasodilatadoras se expresaron en porcentaje de la contraccion

inducida por el tono previo con NA 107 M o K* 50 mM.

Para profundizar en el estudio del papel del endotelio sobre las respuestas
vasodilatadoras de este antagonista de Ca**, se eligié como grupo experimental a
ratas que tuvieran 6 meses de edad, al considerarse que era un grupo de edad
intermedio. En cada experimento los segmentos arteriales se dividieron en varios
grupos, unos segmentos arteriales se trataron con L-arginina 10* M, precursor
fisiolégico del 6xido nitrico (Palmer y col. 1988), otros con L-NAME 10° M (N®-
nitro-L-arginina metil-éster), inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico (Rees y col.,
1990) y otros con L-arginina 10* M mds L-NAME 10° M, ademds del
correspondiente grupo control. La L-arginina se administré 15 min antes de inducir
el tono contractil con K* 50 mM, el L-NAME 25 min antes de la administracién de
K* 50 mM o NA y cuando se utilizaron los dos agentes conjuntamente, primero se
administré la L-arginina y 10 min después L-NAME. En todos los casos, después

de obtener el techo de contraccién con NA o K*, se efectuaron las correspondientes
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curvas concentracion-respuesta a nifedipina.

1.2- Estudio de las respuestas al agonista de Ca’' BAY K 8644

Las curvas concentracion-respuesta a este fairmaco en los distintos grupos de
segmentos arteriales se efectuaron de forma creciente y acumulativa en situacion
basal o con una previa despolarizacion de la membrana con una solucién de K* 15
mM. El intervalo de administracién de cada concentracién de farmaco fue de 20 a
25 min.

Las respuestas contrictiles se expresaron en porcentaje de la contraccidon

previa inducida por una solucién de K* 75 mM.

2.- MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL EN LAS RATAS

Para analizar si la presion arterial de las ratas era la misma a lo largo de la
edad y y su variacion en funcidn del tipo de cepa, se utilizaron ratas de 5 semanas,

3 meses, 6 meses, 1 aio y 1,5 afos de las cepas SHR y WKY.

Los animales se anestesiaron con una solucién de pentobarbital (50 mg/Kg
peso del animal). Una vez anestesiado el animal, se situ6é en una mesa en posicion
deciibito supino. Posteriormente se efectud una incision en la zona ventromedial del
cuello, procediéndose a separar y cortar la piel dejando visible la arteria cardtida.
Se pasaron dos hilos por debajo de ésta, ligando la parte distal y dejando iciado
un nudo en la parte proximal para la posterior ligadura de una cdnula. tUna vez
preparada la arteria cardtida de esta manera, se cortd la circulacién por la parte
superior. Se seccioné parcialmente en la arterta carétida, a través de la cual se
introdujo una cdnula de plastico conectada a un transductor de presion (Viggo-
Spectramed), unido éste a un poligrafo (Grass 7 E). A través de una toma lateral,
se administré previamente una solucién de heparina sédica disuelta en K-H (50 ul/

50 ml) con el fin de evitar la posterior coagulacidn sanguinea.
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3.- FARMACOS EMPLEADOS

Los farmacos empleados en este trabajo fueron los siguientes:

- Acetilcolina, cloruro de {Sigma)

- L-arginma (Sigma)

- N-nitro-L-arginina metil éster, clorhidrato de (L-NAME) (Sigma)
- BAY K 8644 (Bayer)

- Nifedipina (Bayer)

- Noradrenalina, clorhidrato de (Sigma)

- Saponina (Sigma)

Las soluciones de todos estos firmacos se prepararon cada dia a partir de
soluciones madre (102 M) que estaban en el frigorifico a -20°C. El disolvente
utilizado para preparar las soluciones madre fue agua destilada, excepto 1la NA que
se prepard en una solucién salina (0,9 %) conteniendo dcido ascérbico (0,01 %
peso/volumen), para evitar la oxidacion del grupo catecol, y la nifedipina y el BAY
K 8644 que se disolvieron en etanol (99,5 %). El BAY K 8644 y la nifedipina son
sustancias fotosensibles, por lo que fue necesarto trabajar con ambos firmacos bajo

luz de sodio para evitar su degradacién.

4.- ANALISIS ESTADISTICO

f.os porcentajes, las medias y los errores estiandar se calcularon con el

programa Statworks de Appel Computer.
La significancia entre grupos se determiné por el andlisis de la t de Student,

considerandose significativo el valor de p< 0,05. Para estudiar la influencia de 1la

cepa, el endotelio y la edad, en Ias respuestas a los moduladores de la entrada de
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Ca** se realizé, ademds, un analisis de la varianza (ANOVA). Considerandose
igualmente significativo el valor de p<< 0,05. Para realizar este estudio se utilizé

el programa Statview de Apple Compuler.

Se realizaron dos tipos de ANOVA, uno de dos factores y el otro de tres. En
el andlisis de dos factores, uno de ellos fue siempre la concentracién del firmaco y
el otro fue o bien el estado del vaso (presencia o no de endotelio), la cepa o la edad
del amimal. En el ANOVA dec tres factores los datos de las dos cepas, los
correspondientes a las cinco edades y los de los segmentos con y sin endotelio se

combinaron y analizaron para cada concentracién de farmaco.
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RESULTADOS




1.- EVOLUCION DE LA PRESION SANGUINEA

Antes de efectuar el estudio en las ratas WKY y SHR de 5 semanas, 3 meses,
6 meses, | afo y 1,5 anos, se procedid a medir la presion sistdlica, con el objeto
de comprobar si realmente existian diferencias entre la cepa hipertensa y
normotensa. L.os datos obtenidos muestran que la presion de las ratas de la cepa
SHR de 3 meses, 6 meses, | afio y 1,5 afos es significativamente superior a las

correspondientes de las ratas WKY (Fig. 7).

Para analizar si a medida que aumentaba la edad se modificaba la presién
sist6lica, en cada una de las cepas y si entre ellas existia una diferencia significativa
en funcién de la edad, se realizé una t de Student. En la cepa SHR se observaron
diferencias entre cada una de las edades y la de 5 semanas. Por el contrario, en la
cepa WKY solo se obtuvieron diferencias significativas entre las ratas de 3 meses

y 5 semanas (Fig. 7).

~72 -



200 A ~+
© + + T
X
E
E
* * *
oI
)
-
S 100 - * 0 sty
0 W wxy
n
=
o
[72)
w
[+
o 0 r r ~
58 aM 6M 1A 1,5 A
EDADES

Fig. 7.- Valores medios de la presion arterial obtenidos en ratas de 5 semanas
(S), 3 meses (M), 6 meses, | ano (A) y 1,5 anos de las cepas SHR y WKY. Las
barras verticales indican el error estandar para cada valor medio. El nimero de ratas
utilizadas en cada caso estuvo comprendido entre 3 y 5.

*Representa la significancia entre los valores en la cepa SHR y WKY y +
la significancia con respecto al correspondiente grupo de 5 semanas . p< 0.05.
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2.- CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A NIFEDIPINA

Con el fin de estudiar la influencia de los distintos factores analizados en este
trabajo sobre la respuesta vasodilatadora inducida por el antagonista de Ca**
nifedipina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a este firmaco en segmentos
cilindricos de aorta, procedentes de ratas WKY o SHR de 5 semanas, 3 meses, 6

meses, 1 afio y 1,5 afios con o sin endotelio, previamente contraidos con NA 107
M o K* 50 mM.

Los valores de las contracciones inducidas por NA 10" M y K* 50 mM, en

los diferentes grupos experimentales se indican en la Tabla 1.

2.1.- Influencia de la cepa sobre las curvas concentracién-respuesta a
nifedipina

Para analizar s1 se observaba un comportamiento distinto de la nifedipina en
funcién de que los amimales presentaran o no hipertensién, se efectué un estudio
comparativo de los efectos vasodilatadores producidos por este antagonista entre

arterias procedentes de ratas de las cepas SHR y WKY.

2.1.1.- Arterias precontraidas con K' 50 mM

En segmentos arteriales con o sin endotelio de 5 semanas no se observaron
diferencias importantes entre las SHR y WKY (Fig. 8). Cuando se efectud el andlisis

de la varianza de dos factores, tampoco se observaron diferencias en funcién de la

pertenencia a una u otra cepa (Tabla 2).
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A los 3 meses, los segmentos con endotelio de las ratas SHR presentaban un
efecto relajante mayor a nifedipina que los de WKY, existiendo diferencias
significativas a concentraciones bajas (107 a [0* M). Sin embargo, en los
segmentos sin endotelio, la relajacidon fue mayor en las WKY que en SHR a
concentraciones aftas (10° y 10® M) (Fig. 9). Cuando se realizé el andlisis de la
varianza de dos factores, no se observaron diferencias en la respuesta vasodilatadora
originada por la nifedipina entre la cepa SHR y WKY, probablemente por la
direccion opuesta de las variaciones en los segmentos con y sin endotelio cuando se
analiz6 solo el factor cepa, pero esta diferencia se convirtié en significativa cuando

el factor cepa se analizé con la concentracidn de nifedipina utilizada (Tabla 2).

A los 6 meses el efecto vasodilatador de la nifedipina se incrementd
significativamente en los segmentos con endotelio de la cepa SHR a concentraciones
10"1-107 M, mientras que en segmentos sin endotelio la relajacién fue mayor en las
WKY aunque sélo fue significativa a la concentracion de 10° M de nifedipina (Fig.
10). El andlisis de la varianza no di6 significativo por la misma razén que a los tres

meses.

Al ano de edad (Fig. 11), el efecto vasodilatador producido por
concentraciones altas de nifedipina (10°-10° M) tanto en segmentos con endotelio
como sin endotelio, fue significativamente mayor cuando las ratas pertenecian a la
cepa WKY en comparacién a las SHR. El andlisis de la varianza mostré claramente

(p= 0,018) Ias diferencias en funcién de la cepa estudiada (Tabla 2).

En ratas mds viejas (1,5 afios) las relajaciones a nifedipina fueron menores
en arterias de ratas WKY que en SHR sdlo cuando los segmentos presentaban
endotelio (Fig. 12). El andlisis de la varianza de dos factores, dio como resultado
un valor de p = 0,001, de manera que a esta edad el comportamiento vasodilatador

de la nifedipina dependié también del tipo de cepa (Tabla 2).
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Ll andlisis de la varianza de dos factores, mostré que tanto en los segmentos
que presentaban endotelio como en los que carecian de éste, las respuestas
vasodilatadoras producidas por la nifedipina eran significativamente distintas entre
las SHR y WKY (Tabla 2). Sin embargo, en presencia de endotelio este efecto de

la cepa depende de la concentracién del farmaco y en ausencia de endotelio no.

De estos resultados obtenidos se puede concluir que el efecto depresor
producido por la nifedipina depende de la cepa en segmentos arteriales con o sin

endotelio contraidos con K* 50 mM.
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-50' T T 1 | 1) 1 1 1 |
K50 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -8
NIFEDIPINA (log M)

log M SHR E(+) SHR E(-) WKY E(+) WKY E(-)
-12 90,1 * 4 100 * 4 87,1 1+ 6 80,8 ¢+ 3
-1t 84,4 t ¢ 95,8 t 6 73,0 £ 9 74,1 3+ 8
-10 69,9 t 7 86,5 t 7 68,5 ¢ 12 60,5 3 8
-9 57,2 t 9 783 * 8 46,8 ¢ 9 445 4+ T
-8 48,8 t g 69,1 % 8 33,1 + 9 258 ¢+ T
-7 39.6 * 7 55,5 t 8 258 3z 7 -1,3 : 14
-6 -7,3 t g -13,0 £ 6 1,1 + 4 -7,7 + 18

Fig. 8.- Curvas concentracién-respuesta a nifedipina (10" -10° M) en
segmentos aodrticos con (E4) y sin (E-) endotelio procedentes de las cepas SHR y
WKY de 5 semanas de edad. La nifedipina se administré en concentraciones
crecientes y acumulativas, una vez alcanzado un tono de contraccién estable con K*
50 mM. Los resultados estin expresados en % de la respuesta vasoconstrictora
inducida por K* 50 mM cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla
I. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contraccion
residual (%) y el error estindar para cada una de las concentraciones de nifedipina.
Entre paréntesis el niimero de segmentos arteriales utilizados.
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3 MESES
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-75 - T T T T L ] T
Kso-12 -11 -10 -9 -8 -7 -8
NIFEDIPINA (log M)
log M SHR E(+) SHR E(-) WKY E(+) WKY E(-)
-12 36,5 + 1N 77,0 t 8 96,1 £ 2 4 96,6 t »
-11 236 + 7 58,6 * 7 83,4 + 9 .. 7.5 t g
-10 125 + 9 450 * ¢ 729 t 11 47,0 t 7
-9 10,0 + 4 375 £ 5 47,5 * 12 . 250 t 7
-8 50 + 6 30,0 * 10 35,7 £ 15 . 1,3 7
-7 -10,1 &+ 11 36,4 * 10 25,6 + 15 81 1 7
-6 71 1+ 8 12,7 t 9 7,3 1N -13,0 t 7

Fig. 9.- Curvas concentracién-respuesta a nifedipina (10> -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 3 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solucion despolarizante de K* 50 mM. La expresidn de los resultados es igual a los
de la Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contraccién residual (%) y el error estdndar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis ¢l mimero de segmentos arteriales utilizados. Los

asteriscos representan la significancia estadistica (t de Student) entre las cepas WKY

y SHR cuando los segmentos arteriales tenfan endotelio o no.
*p< 0.05 **p< 0,02,
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6 MESES
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NIFEDIPINA (log M)

iog M SHR E(+) SHR E(+) WKY E{+) WKY E{-)
-12 956 3 93,3 + 0,9 100 = 0 97,7 +9
-1 723 7 85,4 + 4,2 98,7 + 0 66,1 + 11
-10 47,5 * 8 67,1 + 7,2 89,0 + 3 + | 40,8 & 20
-9 16,2 £ 6 51,7 + 7,6 68,5 I 10 ** 22,6 1 17
-8 -47 £ 5 16,4 + 6,7 43,3 + B -5,8 28
-7 -30,0 + 16 3,6 7.4 143 + 8 + -20,9 + 36
-6 -37,3 + 18 -16,5 + 10,9 -12,4 t 17 -27,4 % 35

Fig. 10.- Curvas concentracién-respuesta a nifedipina (10> -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solucién despolarizante de K* 50 mM. La expresion de los resultados es igual a los
de la Fig. 8. En la tabla inferior se especifican los valores medios de contraccion
residual (%) y el error estandar para cada una de las concentraciones de nifedipina.
Entre paréntesis el mimero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos
representan la significancia estadistica (t de Student) entre las WKY y SHR cuando
los segmentos arteriales tenian o no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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NIFEDIPINA (log M)

log M SHR E{+) SHR(E-) WKY{(E+) WKY(E-)

-12 97,8 4 86,8 + 7 78,2 * 11 70,4 + B8

-11 90,6 * B 73,5 + 11 61,0 =+ 12 441 x 12
-10 83,9 * 11 64,1 t 15 45,7 + 9 19,0 + 13

-9 76,6 t 14 53,8 £ 16 30,7 6 « 10,1 £ 13 »
-8 B0,2 t 15 41,2 + 18 -0,7 +9 « 27,6 & 15 =
-7 73,4 % 15 321 + 117 -33.8 + 22 w» -65,7 & 20 **
-6 250 % 9 -1.6 % 12 -52.8 + 27 ww 78,6 & 21 4=

Fig. 11.- Curvas concentracién-respuesta a mifedipina (10-10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1 ano de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una solucién
despolarizante de K' 50 mM. La expresion de los resultados es igual a los de la
Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contraccion residual (%) y el error estandar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el ndmero de segmentos arteriales utihzados. Los
asteriscos representan la significancia estadistica (t de Student) entre las WKY y
SHR cuando los segmentos arteriales tenian o no endotelio.

*p< 0,05 **p< 0,02,
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1,5 ANOS

100 4

50

——#@— SHR E{+) (5}
-50+4 —0O— SHRE(-)(14)
—&—  WKYE() (5)
—A—  WKY E() (6)
-100 -"— T T T T T H T
K 50 -12 -1t -10 -9 -8 -7 -6

NIFEDIPINA (log M)

% CONTRACCION
[a]
1

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

-i2 55,87 & 14 80,4 99 100 + 0 * 100 + 0
-1 -11,0 + 11 66,0 * 10,7 100 + Q0 ** 93,5 + 3
-10 -16,2 t 32 654 1 9,7 100 £+ Q ** 82,8 + 5
-9 -18,2 % 12 51,5 + 9,8 95,9 & 2 68,5 t 6
-8 -18,7 * 12 18,4 % 133 94,1 1 2 * 60,8 % 7
-7 -19,9 % 13 -19,9 £ 20,7 58,4 & 10 ** 279 + 9
-6 22,7 £ 13 -26,4 + 219 7,2 + 14 -13,8 + 14

Fig. 12.- Curvas concentracién-respuesta a nifedipina (107'* -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1,5 afos de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solucion despolarizante de K* 50 mM. La expresién de los resultadoses es igual a
los de la Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios
de contraccion residual (%) y el error estdndar para cada una de las concentraciones
de nifedipina. Entre paréntesis el namero de segmentos arteriales utilizados. L.os
asteriscos representan la significancia estadistica (t de Student) entre las WKY y
SHR cuando los segmentos arteriales tenian o no endotelio.

*p< 0,05 **Fp< 0,02.
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Tabla 1.- Respuestas vasoconstrictoras inducidas por NA 10’ M y K*

50 mM vy su variacion en funcién del endotelio, la cepa y la edad.

5 SEMANAS

3 MESES

6 MESES

1 ANO

1,5 ANOS

NA K

E(+) 6254247 (4) 650+ 113 (4)
SHR

E(-) 300467 (5) 1020+ L12 (5)

E(+) 488479 (11) 550+ 147 (5)
WKY

E(-) 737467 (7) 512483 (9) &

E(+) 1282+223 (10) 1918+211 (8) #
SHR

E()  966+150 (4) # 2190+ 149 (8) #

E(+) 10374197 (10) # 16714315 (7) #
WKY

E(-) 1048+ 142 (6) 958+120 (6)

E(+) 683+182 (9) 878490 (7)
SHR

E(9 12064192 (7) # 12184301 (11)

E(+) 7944109 (12) # 1420+333 (10) &
WKY

E(-)  1204+150 (8) # 893+124 (15) %

E(+) 8954125 (17) 19054246 (9) #
SHR

E(-) 964+106 (17) # 1416+ 110 (6) #

E(+) 15334276 (1) 9 #  13124213(5) @ #
WKY

E() 850+151 (7) 850+160 (5) ¥

E(+) 11194169 (13) 833+74  (9)
SHR

E()  1450+380 (7) 20944292 (14) *

E(+) 520425 (5) & 730+ 186 (5)
WKY

E() 11254138 (6) & # 1108+ 145 (6)® #

Entre paréntesis se indica el mimero 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.
# p< 0,05 entre cada una de las edades y la de 5 semanas.
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Tabla 2.- Valores de p obtenidos en el andlisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (cepa y concentracién de nifedipina) para cada una de las edades y en
segmentos con E(+) y sin E(-) endotelio y contraidos con NA 107 M o K* 50 mM.

LEFA CONCERRATION
NAOI M| K"50mM | NAO,1 pM | K" 50 mM

E(+) 7798 0010 , 9480 , 0050
E(-) i 0001 , 0048 ;2845 ;3043
5 semanas | 2131 (1071 , 6528 8589
3 meses | ,0010 ;5064 ;1933 ,0018
6 meses ! 9922 ;1016 ,0253 ;7264
1 aifto ] ,0010 (0185 , 6840 1967
1,5 afios I ;9806 ,0010 1,000 , 0886

Los valores de p< 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina. El factor
concentracién siempre dio significativo.

- 83 -



2.1.2.- Arterias _precontraidas con NA 107 M

La relajaciéon producida por la nifedipina en segmentos de aorta procedentes
de ratas de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | ano y 1,5 anos fue, en general, mayor
en los procedentes de la cepa SHR que de la WKY, tanto en presencia como en

ausencia de endotelio.

En segmentos procedentes de ratas de 5 semanas y utilizando la t de Student,
se observaron diferencias entre una cepa y otra a concentraciones altas de nifedipina
(10° a 10° M), independientemente de la presencia o ausencia de endotelio (Fig.
13). Sin embargo, el andlisis de la varianza de dos factores dio como resultado que

la cepa no influia en las curvas concentracién-respuesta a nifedipina en esta edad
(Tabla 2).

En segmentos arteriales con endotelio de ratas de 3 meses se observaron
diferencias estadisticamente significativas (t de Student) entre ambas cepas en toda
la curva éoncentracién—respuesta. Sin embargo en los segmentos sin endotelio, las
diferencias solo se obtuvieron a las concentraciones entre 10'* a 10" M de
nifedipina (Fig. 14). Al efectuar el andlisis de la varnanza de dos factores, se
observaron diferencias entre una cepa y otra con valor de p de 0,001 (Tabla 2).
Ademds, estas diferencias fueron independientes de la concentracién (p< 0,1933).
Estos valores confirman que a los 3 meses, las respuestas vasodilatadoras de la

nifedipina dependen de la cepa a la que pertenecen los segmentos.
A diferencia de lo que ocurre a los 3 meses, a los 6 meses, el efecto relajante

de la nmifedipina era pricticamente el mismo en las dos cepas con o sin endotelio

(Fig. 15}, siendo el valor de p en el anilisis de la varianza de 00,9922 (Tabla 2).
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En ratas de | ano, sélo se observaron diferencias en los segmentos sin
endotelio, siendo a concentraciones altas (10®a 10° M) mayor el efecto relajante en
las ratas WKY que en fas SHR (Fig.16). El analisis de la varianza de dos factores
didé como resultado un valor de p< 0.05 (Tabla 2). Por lo tanto, a esta edad, el
efecto vasodilatador de la nifedipina estd modulado por el tipo de cepa al que

pertenezcan los segmentos arteriales.

A la edad de 1,5 afhos no se observaron diferencias significativas entre ambas
cepas (Fig. 17). Igualmente el andlisis de la varianza de dos factores ratificé este

dato (Tabla 2).

Cuando se efectud el andlisis de la varianza, teniendce en cuenta toda la
poblacién de segmentos con o sin endotelio, se observd que el efecto vasodilatador
de la nifedipina fue significativamente distinto en la cepa SHR y WKY sélo en los

segmentos que estdn desprovistos de endotelio (Tabla 2).

Se realizé tambien un andlisis de la varianza para comprobar si las respuestas
relajantes a nifedipina del conjunto de arterias WKY o SHR, eran distintas en
funcién del agente vasoconstrictor utilizado, obteniendo en la cepa WKY un valor
de p= 0,0697 y en la cepa SHR p= 0,1667, lo que indica que las respuestas
vasodilatadoras de la nifedipina tanto en la cepa SHR como WKY son

independientes del agente vasocostrictor utilizado.
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Fig. 13.- Curvas concentracion-respuesta a nifedipina (10"'? -10° M) en
segmentos aodrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 5 semanas de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solucién de NA 107 M, Los valores medios de dichas contracciones y el error
estandar aparecen en la Tabla 1. Los resultados estdn expresados en % de la
respuesta vasoconstrictora originada por NA 107 M. En la tabla inferior de la figura
se especifican los valores de contraccion residual (%) y el error estindar para cada
una de las concentraciones de nifedipina. Entre paréntesis el mimero de segmentos
arteriales utilizados. lLos asteriscos representan la significancia estadistica (t de
Student) eatre las WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenian o no

endotelio. * p< 0,05

** p< 0,02,
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Fig. 14.- Curvas concentracién-respuesta a nifedipina (10"2- 10° M) en
segmentos adrticos de ratas con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas
SHR y WKY de 3 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con
una solucién de NA 107 M. La expresioén de los resultados son iguales a los de la
Fig. 13. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contraccion residual (%) y el error estdndar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el mimero de segmentos arteriales utilizados. Los
asteriscos representan la significancia estadistica (t de Student) entre las WKY y
SHR cuando los segmentos arteriales tenfan o no endotelio.

*p< 0.05, **p< 0,02.

- 87 -




100'\

50 -

-50 -

% CONTRACCION
o

1 —f&— WKY E({-)(8)

6 MESES

SHR E{+) (9)
—0— SHRE()(7)
—h— WKY E(+) (12)

-100 T T Y T T T T T
NA-7 12 11 10 -9 -8 -7 -6
NIFEDIPINA (log M)
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Fig. 15.- Curvas concentraciéon-respuesta a nifedipina (10> -10° M), en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solucién de NA 107 M. La expresién de los resultados son iguales a los de la
Fig.13. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contraccidn residual (%) y el error estindar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el mimero de segmentos arteriales utilizados. Los

asteriscos representan la significancia estadistica (t de Student) entre Jas WKY vy
SHR cuando los segmentos arteriales tenian o no endotelio.

*p< 0,05

* p< 0,02.
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Fig. 16.- Curvas concentracién-respuesta a nifedipina (10 -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1 afio de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una solucion
de NA 107"M. La expresion de los resultados son iguales a los de la Fig .13. En la
tabla infertor de la figura se especifican los valores medios de contraccion residual
(%) y el error estindar para cada una de las concentraciones de nifedipina. Entre
paréntesis el mimero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadistica (t de Student) entre las WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenian o no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02,
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Fig. 17.- Curvas concentracién-respuesia a nifedipina (107" -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1,5 anos de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solucién de NA 107 M. La expresion de los resultados son iguales a los de la Fig.
13. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contraccién
residual (%) y el error estdndar para cada una de las concentraciones de nifedipina.
Los asteriscos representan la significancia estadistica (t de Student) entre las WKY
y SHR cuando los segmentos adrticos tenian ¢ no endotelio.

*p< 0,05 **p< 0,02.
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2.2.- Influencia de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a
nifedipina

Con el fin de estudiar la influencia de la edad sobre las respuestas
vasodilatadoras inducidas por nifedipina, se analizaron las respuestas obtenidas en
las diferentes edades por andlisis de la varianza y por la t de Student. En este
tltimo caso, se compararon las respuestas de todas las edades con las de las arterias
procedentes de animales de 5 semanas. El andlisis de la varianza se hizo teniendo

en cuenta los factores, edad y concentracién del farmaco.

2.2.1.- Arterias precontraidas con K™ 50 mM

La Fig. 18 muestra el efecto de la edad sobre la relajacién inducida por
nifedipina en segmentos de la cepa SHR. Como se puede observar en dicha figura
su eficacia fue mayor en aortas de ratas de 1,5 anos, seguidas por las de 3 meses,
siendo las de 1 ano las que mostraban menor respuesta relajadora. La dilatacién en
aortas de 6 meses fue de tipo intermedio sobre todo a concentraciones bajas. La
supresion del endotelio redujo la respuesta dilatadora de la nifedipina en las arterias
de la cepa SHR a todas las edades estudiadas, aunque a dosis altas (107 y 10°) se
observaron respuestas similares a las obtenidas en presencia de endotelio. Las

arterias de 3 meses parecen ser las mas sensibles a nifedipina (Fig. 18).

En arterias WKY de diferentes edades con endotelio, la sensibilidad a
nifedipina fue mayor en las de 1 ano y la menor la de 1,5 anos, al compararla con
las de 5 semanas (Fig. 19). A 3 meses y 6 meses, las respuestas son similares que
los de 5 semanas. Similar fenémeno se observé en las arterias sin endotelio con
respecto a la edad (Fig. 19), aunque la sensibilidad a la nifedipina parece

incrementarse al suprimir este componente vascular.
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Cuando se analizaron de forma global los resultados obtemidos a todas las
concentraciones de nifedipina en cada uno de los grupos de arterias precontraidas
con K 50 mM mediante el andlisis de la varianza (Tabla 3), se observo que la edad
influye en las respuestas a este farmaco tanto en las arterias hipertensas como

controles con y sin endotelhio.

En el caso de la cepa SHR con y sin endotehio, la interaccion entre la edad
y la concentracion dié un valor de p< 0,05, lo que hace suponer que la influencia
de la edad en las respuestas originadas por la nifedipina en este tipo de cepa van a

depender ademds de la concentracién de farmaco utilizada (Tabla 3).

En la cepa WKY, cuando los segmentos tienen endotelio, la edad del animal
puede modificar las respuestas vasculares de la nifedipina de forma similar a todas
las concentraciones. No sucede lo mismo en los segmentos sin endotelio, donde en
este caso la influencia de la edad depende de la concentracién de nifedipina utilizada

(Tabla 3).
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Fig. 18.- Efecto de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a
nifedipina (10"*- 10° M) en segmentos aérticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afio y 1,5 anos de edad. Los
segmentos previamente se contrajeron con una solucion despolarizante de K* 50
mM. Los resultados estdn expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida
por el K™ 50 mM, cuyos valores medios y el error estdndar aparecen en la Tabla 1.
Cada histograma representa la media aritmética, las barras verticales el error
estandar de la media. El mimero de segmentos arteriales utilizados en la realizacion
de los experimentos estuvo comprendido entre 4 y 14. Los asteriscos representan la
significancia estadistica (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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Fig. 19.- Efecto de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a
nifedipina (102-10° M) en segmentos aérticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afio y 1,5 anos de edad. Los
segmentos previamente se contrajeron con una solucién despolarizante de K* 50
mM. Los resultados estan expresados en % de la respuesta vasoconstrictora mmducida
por la solucién de K* 50 mM, cuyos valores medios y el error estindar aparecen
en la Tabla 1. Cada histograma representa la media aritmética y las barras verticales
el error estdndar de la media. El mimero de segmentos arteriales utilizados en la
realizacion de los experimentos estuvo comprendido entre 5 y 15. Los asteriscos
representan la significancia estadistica {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 3.- Valores de p obtenidos en el analisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (edad y concentracion de nifedipina) para cada una de las cepas con
(E+) y sin (E-) endotelio y contraidos con NA 107 M o K* 50 mM.

EDAD EDAD +
CONCENTRACION
NA O, yM | K" 50mM | NA 0,1 pM | K" 50mM
SHR (+) ] ,0010 , 0010 ,0010 ,0090
SHR (-) | ,0683 ,0001 ,0967 ,0325
WwkY (+) | 0001 ,0010 ,0001 , 7141
Wwey (-) || .0001 ,0010 ,0009 ,0029

Los valores de p< 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina en la poblacién
experimental. El factor concentracién dio siempre significativo
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2.2.2.- Arterias precontraidas con NA 107 M

Cuando se efectuaron las curvas concentracion-respuesta en arterias
precontraidas con NA 107 M, el estudio realizado en funcién de la edad, dio los

siguientes resultados para cada una de las cepas:

En los segmentos arteriales con endotelio de la cepa SHR, se observo que los
procedentes de ratas de 3 meses, 6 meses, | ano y 1,5 anos presentaban una
tendencia a relajar mas que los de 5 semanas especialmente a partir de 10° M de
nifedipina y sobre todo los de 6 meses y 1,5 anos (Fig. 20). Un fenémeno similar
se observé en segmentos de la cepa SHR sin endotelio, siendo los segmentos de 1,5

anos los que presentaron mayor respuesta vasodilatadora a nifedipina (Fig. 20).

Cuando los segmentos adrticos procedian de ratas WKY de diferentes edades
y estaban provistos de endotelio, las respuestas a nifedipina se redujeron a las
concentraciones bajas con respecto a las obtenidas en segmentos de 5 semanas. Sin
embargo, a partir de 107 M de nifedipina esta tendencia parecid invertirse
fundamentalmente en los segmentos de 6 meses y | ano (Fig. 20). En segmentos sin
endotelio, se observé una tendencia a mayor relajacion con nifedipina a todas las
edades comparada con la obtenida en los segmentos de 5 semanas. Los segmentos

de 1 ano y ano y medio presentaron mayor respuesta relajadora (Fig. 21).

El andlisis de la varianza de dos factores dié como resultado que tanto en las
ratas hipertensas con endotelio como en las normotensas con y sin endotelio, la edad
influfa de manera significativa en las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina
(Tabla 3). Igualmente los valores de la interaccidn de la edad y concentracién, son

consecuencia de que la influencia de la edad es dependiente de la concentraciones

de fdrmaco.
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Se puede decir, por tanto, que la edad del animal es un factor que modifica
las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina en ratas SHR y WKY cuando los

segmentos se contraen tanto con NA 107 M como con K* 50 mM.
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Fig. 20.- Efecto de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a
nifedipina (102 - 10 M) en segmentos aérticos con (E+) y sin (E-) endotelio de
la cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | afio y 1,5 anos de edad. Los
segmentos se contrajeron previamente con una solucién de NA 107 M. Los
resultados estdn expresados en % de contraccién residual de la respuesta
vasocontrictora originada por la solucién de NA 107 M, cuyos valores medios y el
error estindar aparecen en la Tabla |. Cada histograma representa la media
aritmética y las barras verticales el error estindar de la media. El ndimero de
segmentos arteriales utilizados en la realizacién de los experimentos estuvo
comprendido entre 4 y 17 . Los asteriscos representan la significancia estadistica (t

de Student) entre cada una de las edades respecto a la de 5 semanas.
*p< 0,05 **p< 0,02,

- 98 -



WKY

E(+)

AR

25
pd
9 -5
& %
(&) .75 . v y v . r
o S1D 11 10 -9 -8 -7 -6
E NIFEDIPINA (log M) B s SEMANAS
8 E() 3 MESES
o 6 MESES
°% 100 q 2 1 ANO
'g 1.5 ANOS
g
Z
Z
Z
Z
Zi
0 - S
100 .

12 11 10 -9 -8 -7 -6
NIFEDIPINA (log M)

Fig. 21.- Efecto de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a
nifedipina (107>~ 10°®* M) en segmentos adrticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | afio y 1,5 afios de edad. Los
segmentos previamente se contrajeron con una solucion de NA 107 M. Los
resultados se expresaron en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 107
M, cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada histograma
representa la media aritmética, las barras verticales el error estdndar de la media.
El numero de segmentos arteriales utilizados en la realizacién de los experimentos
estuvo comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia

estadistica (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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2.3.- Influencia del endotelio en las curvas concentracién-respuesta a

nifedipina.

Para anahizar la influencia del endotelio en las respuesta producidas por la
nifedipina, se compararon las respuestas vasodilatadoras inducidas por dicho farmaco
en segmentos adrticos con y sin endotelio procedentes de ratas WKY y SHR de las
edades mencionadas anteriormente. La comparacion entre los segmentos con y sin
endotelio se hizo en cada caso mediante la t de Student para cada concentracién y
mediante el andlisis de la varianza de dos factores, en el que uno de los factores fue

la presencia o no de endotelio y el otro la concentracién de farmaco.

2.3.1.- Arterias precontraidas con K* 50 mM

El efecto relajante de la nifedipina en segmentos de ratas pertenecientes a la
cepa SHR era mayor, en general, en los segmentos arteriales que presentaban
endotelio que en los que no lo tenian. Se observaron diferencias significativas a los

3 meses (102-10"Y M), 6 meses (10° M) y 1,5 afios (10" a 10 M) (Fig. 22).

Al efectuar el analisis de Ia varianza de dos factores, se observé que la
presencia de endotelio en la cepa SHR influia en la respuesta de este antagonista al
dar un valor de p= 0,001. Sin embargo, este efecto también estd mediado por la
concentracion de nifedipina utilizada, ya que al analizar la mteraccién del endotelio

con la concentracién se obtuvo un valor de p= 0,021 (Tabla 4).

En las ratas WKY, ocurrié lo contrario, siendo la tendencia de la nifedipina
a relajar mas 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 anos de edad (Fig. 23).
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El andlisis de la varianza de dos factores dio como resultado que la presencia
0 ausencia de endolelio 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 andlisis mostré que el efecto del endotelio no era dependiente de la

concentracion de farmaco.

Al efectuar el andhsis de la varianza de dos factores para cada una de las
edades, se comprobé que a la edad de 5 semanas, | ano y 1,5 anos las respuestas
de Ia nifedipina podian estar modificadas en funcién de la presencia o ausencia de

endotelio (Tabla 4).

Estos resultados, permiten concluir que el endotelio, tanto en la cepa SHR
como WKY, es un factor que influye positivamente en la respuesta vasodilatadora

de la nifedipina en la cepa SHR y negativamente en la WKY.

- 101 -



% CONTRACCION

=50 -

SHR

5 SEMANAS 3 MESES & MESES
1oo-| 100
* 50 1
504 *%
4 *% o
—=— E+)4)
“—o— E{-}¥5) 0 —e— E) (D
| = enm 0] —o— E (1)
—o— E{){#)
- T T T T T v 50 Y Y T T T T T T -100 1 ] T T T T T T
K50 12 11 10 9 -8 -7 -6 Kso-12 41 10 -8 8 -7 8 K50 12 11 10 -9 -8 -7
NIFEDIPINA (log M) NIFEDIPINA{log M) NIFEDIPINA (log M)
1 ANO 1,5 AROS
100 - 100
z
4] 50
8 7
=
0-
&
3 0
—— E(+)(9) 50 A
* —o— E() {6} —=— E{+){9)
o E{)(14)

-50 L T T T T T T
Ksx 42 11 10 9 -8 7 -§
NIFEDIPINA (log W)

100 + L r————y
KSO 12 11 10 -9 8 -7 6
NIFEDIPINA (log M)

Fig. 22.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentracidn-respuesta a nifedipina en segmentos adrticos procedentes de las
cepas SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afio y 1,5 afios. La nifedipina se
administré en concentraciones crecientes y acumulativas (107%- 10° M}, una vez
alcanzado un tono de contraccién estable con K 50 mM. Los resultados estin
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 estdndar de la media. Entre paréntesis
el nimero de segmentos arteniales utilizados y los asteriscos la sigmficancia
estadistica (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 concentracion-respuesta a nifedipina en segmentos adrticos procedentes de las
cepas WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 aiio y 1,5 anos. La nifedipina se
administré en concentraciones crecientes y acumulativas (10>~ 10° M), una vez
alcanzado un tono de contraccion estable con K* S0 mM. l.os resultados estdn
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 estindar de la media. Entre paréntesis
el nimero de segmentos arteriales utilizados y los asteriscos la significancia

estadistica (t de Student). * p< 0,05

= p< 0,02,
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Tabla 4.- Valores de p obtenidos en el andlisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (endotelio y concentracién de nifedipina) dentro de la misma cepa y
para cada una de las edades y contraidos con NA 10" M o K* 50 mM.

ENDOTELIO ENDOTELIO -+
CONCENTRACION
| NA 0,1 oM | K *50mM | NA 0,1,M | K ' 50 mM
SHR 0002 0010 7959 0210
WKY 0010 0010 7017 4352
S semanas || ,0010 0223 9140 6532
Imeses | 0010 2611 2901 0007
|G meses || 0010 072 8812 8899
1 afio 1961 0007 8660 4834
15005 | .29m 0081 6528 1929 |

Los valores de p< 0,05 indican que el factor o factores de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina en la
poblacién experimental. El factor concentracién siempre dio significativo.
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2.3.2.- Arterias precontraidas con NA 107 M

La tendencia de las respuestas relajadoras producidas por mifedipina en
segmentos procedentes de la cepa SHR contraidos con NA 107 M era mayor en
presencia de endotelio. Como se observa en la Fig. 24, a los 3 y 6 meses, la
existencia de endotelio influyé significativamente en la respuesta a nifedipina. Sin
embargo, a las edades de 5 semanas, | ano y 1,5 anos, el efecto de la nifedipina no

fue dependiente de la presencia o no de endotelio.

Al realizar el andlisis de la varianza de dos factores, se comprobd que la
presencia o no de endotelio en la cepa SHR influia en la respuesta vascular de este

antagonista de Ca®*, siendo el valor de p= 0,0002 (Tabla 4).

En los segmentos arteriales de la cepa WKY de 5 semanas y 6 meses, se
observé un efecto relajante mayor a nifedipina en aquellos segmentos que
presentaban endotelio, mientras que el efecto contrario se obtuvo a edades superiores
(1 afio y 1,5 afios). Al determinar la t de Student, se comprobdé que a 5 semanas y
6 meses (Fig. 25), habia diferencias significativas entre una curva y otra en todos
los puntos, mientras que a las edades de 1 ano y 1,5 afos, sélo se observaron

diferencias a las concentraciones altas del farmaco (10® -10° M).

Al efectuar el andlisis de la varianza de dos factores, dié como resuitado que
la presencia o no de endotelio en la cepa WKY 1nfluia en las respuestas a nifedipina,

dando un valor de p= 0,001 (Tabla 4).

Al tener en cuenta en el andlisis de Ia varianza cada una de las edades, se
comprobé que la presencia de endotelio influfa 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 concentracion-respuesta a nifedipina en
segmentos arteriales de ratas SHR y WKY de diferentes edades precontraidos con

NA 107 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 concentracién-respuesta a nifedipina en segmentos adrticos procedentes de la
cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afio y 1,5 anos. La nifedipina se
administré en concentraciones crecientes y acumulativas (107 -10° M), una vez
alcanzado un tono de contraccién estable con NA 107 M. Los resultados estdn
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 107 M, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estdndar de la media. Entre paréntesis
el mimero de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia estadistica (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 concentracion-respuesta a nifedipina en segmentos adrticos procedentes de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afo y 1,5 afios. La nifedipina se
administré en concentraciones crecientes y acumulativas (107'2-10° M), una vez
alcanzado un tono de contraccién estable con NA 107 M. Los resuliados estdn
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 107 M, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estdndar de la media. Entre paréntesis
el nimero de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia estadistica (t de
Student). * p< 0,05 ** p< 0,02

- 108 -



2.3.3.- Papel del 6xido nitrico_en las respuestas vasodilataderas a

nifedipina.

Los resultados mostrados anteriormente sugieren que el endotelio puede ser
un factor determinante en la respuesta a los antagonistas de Ca**. Furchgott y
Zawadzki demostraron en 1980 que las células endoteliales tenian capacidad para
liberar un factor vasodilatador celular que denominaron EDRF. Este EDRF ha sido

quimicamente identificado como 6xido nitrico (NO) y parece originarse a partir del

aminoacido L-arginina.

Para estudiar si la liberacion endotelial de éxido nitrico modulaba las
respuestas vasodilatadoras a los antagonistas de Ca™*, se eligid como grupo
experimental ratas WKY y SHR de 6 meses de edad. En estas ratas se realizaron

los siguientes experimentos:

2.3.3.1.- Efecto del L-NAME

El L-NAME 10 M (Nnitro-L-arginina metil éster) es un inhibidor de la
sintesis de 6xido nitrico (Rees y col., 1990). Con el fin de comprobar si la
inhibicién de dicha sintesis modificaba la respuesta vasodilatadora a nifedipina, se
realizaron curvas concentracidn-respuesta en segmentos de ratas WKY y SHR

preincubados durante 25 min con este inhibidor y contraidos posteriormente con K*

50 mM o NA 107 M.

Los valores en mg de las contracciones inducidas por NA 107 M y K+ 50
mM en los diferentes grupos experimentales estan reflejados en la Tabla 5. En esta
tabla se puede observar que el L-NAME incrementa la respuestas a NA en

segmentos adrticos de ambos tipos de arterias y las repuestas a K* sélo en la cepa
SHR.
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Tabla 5.- Valores en mg (media + error estindar) de las contracciones
inducidas por NA 107 M o K* 50 mM en segmentos aérticos de ratas WKY o SHR
de 6 meses en situacidn control y en presencia de L-NAME 10° M, L-arginina 10*
M o L-arginina + .- NAME 107 M.

SHR | 683 + 182
CONTROL NA WKY | 794 4+ 109
SHR | 878 + 90
K+
WKY | 1420 4+ 330
SHR { 1775 + 297 *
NA
WKY | 1470 + 215 *
L-NAME SHR | 1039 + 207
K* |
WKY | 720 + 40 *
SHR | 880 + 144
_ lD“Di +
L-ARG A K WKY | 950 + 350
L-NAME SHR | 1380 + 217 *
+ K"
L-ARGININA WKY | 1675 + 242

* p< 0,02 entre cada situacién experimental y su control.
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2.3.3.1.1.- Arterias precontraidas con K' 50 mM v NA 107 M

En segmentos con endotelio de las cepas SHR o WKY precontraidas con NA,
la administracion previa de L-NAME 10° M no modificé la respuesta a nifedipina,
mientras que en los precontraidos con K' se produjo un incremento de la relajacion
a determinadas concentraciones en este antagonista de calcio (Fig. 26)

2.3.3.1.2.- Efecto de la L-arginina y [L-arginina mds i -NAME

Para investigar el efecto del precursor de la sintesis 6xido nitrico sobre las
respuestas vasodilatadoras a nifedipina, se incubaron los segmentos arteriales de
ambas cepas con L-arginina 10* M y precontraidos con K* 50 mM. Los resultados
obtenidos indican que este aminodcido no modificéd las respuestas vasodilatadoras
a nifedipina en vasos de ratas WKY y SHR. La admunistracién conjunta de L-
arginina y L-NAME 10° M, indujo un incremento de la respuesta dilatadora
obtenmida con nifedipina en la cepa SHR simular al obtenido en presencia sélo de L.-
NAME (Fig. 27). En la cepa WKY la asociacion tampoco no modificé la
vasodilatacion obtenida en presencia de L-NAME.
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Fig. 26.- Efecto del L-NAME 10 M sobre la curva concentracion-respuesta
a nifedipina (10 - 10° M) en segmentos adrticos con endotelio (E+) de las cepas
SHR y WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con
una solucién de K* 50 mM o NA 107 M, cuyos valores para los distintos casos
estan reflejados en la Tabla 5. Los resultados estdn expresados en % de contraccidn
respecto a la originada por una solucion de K* 50 mM o NA 107 M. Cada punto
representa la media aritmética, las barras verticales el error estindar. FEntre
paréntesis el mimero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan

la significancia estadistica (t de Student). * p< 0,05

**p< 0,02,
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Fig. 27.- Efecto de L-NAME 10° M, L-arginina 10* M y L-NAME 10° M
+ L-arginina 10* M sobre la curva concentracién-respuesta a nifedipina en
segmentos aorticos procedentes de ratas SHR y WKY de 6 meses de edad con E(+).
Los segmentos se¢ contrajeron con una solucién de K* 50 mM previamente a la
realizacion de la curva concentracién-respuesta a nifedipina. Cada histograma
representa la media aritmética de la concentracion residual respecto a la originada
por la solucién de K* 50 mM vy las barras verticales el error estdndar. El niimero
de segmentos arteriales utilizados en la realizacion de los experimentos estuvo
comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia estadistica (t
de Student) entre cada caso y su control. * p< 0,05  ** p< 0,02
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3.- CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A BAY K 8644

Para analizar el efecto de la cepa, la edad y el endotelio sobre las respuestas
contréctiles inducidas por el agonista de Ca®*, BAY K 8644, se realizaron curvas
concentracién-respuesta (10'* -10° M) a este farinaco en segmentos adrticos con y
sin endotelio procedentes de ratas SHR y WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses,
| ano y 1,5 anos. Las curvas concentracidon-respuesta se realizaron en segmentos en
situacién basal o parcialmente despolarizados con K* 15 mM. Esta concentracion
de K™ apenas modificé el tono contractil. Los resultados se expresaron en porcentaje
respecto a la contraccidn previa inducida por K* 75 mM, cuyos valores medios

para cada cepa y edad aparecen en la Tabla 6.

3.1.- Influencia del grado de despolarizacién de las arterias sobre las
curvas concentracién-respuesta a BAY K 8644

Cuando los segmentos arteriales poseian endotelio, los resultados fueron
distintos si se trataba de la cepa SHR o WKY. Asi, en las SHR no se observaron
diferencias significativas en la respuesta contrictil del BAY K 8644 a ninguna de las
edades entre los segmentos en situacion basal y los parcialmente despolarizados con
K* 15 mM. Sin embargo en la cepa WKY, la exposicién a K* 15 mM incrementd
el efecto contriactil del BAY K 8644 que fue significativo a todas las edades ,

excepto a las 5 semanas (Figs. 28,29,30,31 y 32).

En ausencia de endotelio no se modificé bdsicamente la respuesta observada
en presencia de endotelio en Ia cepa SHR. Sin embargo, en arterias desendotelizadas
de ratas WKY, la despolarizacion previa con 15 mM de K* incrementé la respuesta
del BAY K 8644 sélo en los segmentos de 6 meses y | ano y provocé una reduccion
a los 1,5 anos (Figs. 28,29,30,31 y 32).
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Fig. 28.- Efecto de la despolarizacién previa con una solucién de K 15 mM
sobre la curva concentracién-respuesta a BAY K 8644 (102-10° M) en segmentos
adrticos de las cepas SHR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 5 semanas de
edad. Los resultados estin expresados en % de la contraccién originada por una
solucién de K* 75 mM, cuyos valores para los distintos casos estdn reflejados en la
Tabla 6. Cada punto representa la media aritmética, las barras verticales el error
estdndar de la media y entre paréntesis el mimero de segmentos utilizados.
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Fig. 29.- Efecto de la despolarizacién previa con una solucién de K* 15 mM
sobre la curva concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10'%-10° M) en segmentos
adrticos de las cepas SHR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 3 meses de
edad. Los resultados estin expresados en % de la contraccidn originada por una
solucion de K* 75 mM, cuyos valores estin reflejados en la Tabla 6. Cada punto
representa la media aritmética, las barras verticales el error estidndar de la media,

entre paréntesis el mimero de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadistica (t de Student). ** p< 0,02.
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Fig. 30.- Efecto de la despolarizacién previa con una solucién de K™ 15 mM
sobre la curva concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10'2-10°M) en segmentos
aodrticos de las cepas SHR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 6 meses de
edad. Los resultados estan expresados en % de la contraccién originada por una
solucion de K* 75 mM, cuyos valores estin reflejados para los distintos casos en la
Tabla 6. Cada punto representa la media aritmética y las barras verticales el error
estandar de la media entre paréntesis el nimero de segmentos utilizados y los
asteriscos la significancia estadistica (t de Student). * p< 0,05 ,** p< 0,02.
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Fig. 31.- Efecto de la despolarizacién previa con una solucién de K* 15 mM
sobre la curva concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10'2-10°M) en segmentos
adrticos de las cepas SHR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 1 afio de edad.
Los resultados estdn expresados en % de la contraccién originada por una solucién
de K* 75 mM, cuyos valores para los distintos casos estdn reflejados en la Tabla 6.
Cada punto representa la media aritmética, las barras verticales el error estindar de
la media, entre paréntesis el mimero de segmentos utilizados y los asteriscos la
significancia estadistica (t de Student). * p< 4,05 ** p< 0,02.
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Fig. 32.- Efecto de la despolarizacion previa con K* 15 mM sobre la curva
concentracion-respuesta a BAY K 8644 (10'%-10°M) en segmentos adrticos de las
cepas SHR y WKY con (E+) y sin (E-) endotelio de 1,5 afios de edad. Los
resultados estdn expresados en % de la contraccién originada por una solucién de
K* 75 mM, cuyos valores para los distintos casos estdn reflejados en la Tabla 6.
Cada punto representa la media aritmética, las barras el error estdndar de la media,
entre paréntesis el nimero de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadistica (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 aorticos procedentes de ratas de la cepa SHR Y WKY de diferentes
edades .

SHR E(+) 700 + 158 (7)
- 2
5 SEMANAS E() 1250 £ 191 (7)
E(+) 712 & 240 (6)
WKY .
E() 750 + 362 (6) &
E(+) 1950 + 100(7) #
SHR 22 5(13
3 MESES E() 2200 + 135 (13) #
E(+) 1750 + 210 (8) #
WKY
E() 1100 + 135 (13) &
E(+) 973 + 87 (14)
SHR E( 32 : 5
6 MESES () 1327 + 103 (15)
E(+) 1550 + 236 (7) &
WKY
E{-) 972 + 165 (15) #
E{(+) 2100 + 100 (%) #
SHR E( 15 0 :
1 ARO (-) 17 + 11011 #
E(+) 1410 + 156 (7) ¥ #
WKY
E() 960 + 174(5) &
E(+) 930 + 136 (10
SHR (+) . + : ( )*
1,5 ANOS E(-} 2100 £ 232 (9)
E{(+) 820+ 111 (%)
WKY
E(-) 11213 + 138(3) ® #

Entre paréntesis se indica el nimero 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.

# p < 0,05 entre cada una de las edades y la de 5 semanas.
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3.2.- Influencia_de la_cepa sobre las curvas concentracion-respuesta a
BAY K 8644.

Para analizar la influencia de la cepa (WKY o SHR) 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.- Arterias en situacion basal

No se observaron diferencias entre las curvas concentracidn-respuesta a BAY
K 8644 en segmentos de ratas WKY y SHR de 5 semanas, tanto en segmentos
arteriales con o sin endotelio (Fig. 33). Sin embargo, a los 3 meses, 6 meses y 1
afo, el efecto contractil de BAY K 8644 en las SHR con y sin endotelio fue mayor
que en las ratas WKY, observiandose esta mayor respuesta practicamente a lo largo

de toda la curva (Figs. 34,35 y 36).

En las ratas de 1,5 afos de edad, se observé un incremento de la respuesta
a BAY K 8644 en segmentos de SHR con endotelio y en segmentos de ratas WKY
sin endotelio, aunque en el primer caso el incremento ocurrid a concentraciones altas

y en el segundo a concentraciones bajas (Fig. 37).

Al efectuar el andlisis de la varianza de dos factores en funcién de la edad,
se observo que a las de 5 semanas, 3 meses, 6 meses y | ano la respuesta
vasoconstrictora inducida por el BAY K 8644 varié en funcién de la cepa. No
ocurrié lo mismo al 1,5 afios de edad, en donde no influyé el tipo de cepa en la
respuesta inducida por el BAY K 8644, debido probablemente al cardcter inverso
de las diferencias en presencia y ausencia de endotelio (Tabla 7). Cuando se realizé
el andlisis de la varianza en los segmentos con y sin endotelio por separado, se

observé que en ambos casos el efecto de este agonista de Ca’* era distinto en
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funcion de la cepa (Tabla 7).

Por otra parte, a las edades de | ano y 1,5 anos y en la poblacién completa
de segmentos con endotelio, se observé una interacion con la concentracién de
farmaco, lo que indica que las variaciones encontradas en funcién de la cepa, son

dependientes de la concentraciéon de fairmaco (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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BAY K (log M)
log M SHR E(+) SHR E(-) WKY E(+) WKY E(-)
-12 11,5 + 11 28,0 17 72,2 t 37 26,4 t 10
-1 45,4 + 22 23,4 + 15 109,3 * 56 38,1 % 20
-10 45,9 + 21 30,4 + 16 92,2 * 45 35,7 t 19
-9 56,6 1+ 25 19,3 + 13 856 t 43 342 t 19
'g 67,9 + 26 21,1 £ 16 104,7 £ 43 34,7 + 18
- 91,6 + 28 61,2 + 23 149,8 £ 58 42,1 t 16
-6 102,3 + 30 93,6 + 24 174,4 t 52 64,9 t 16

Fig. 33.- Curvas concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10" -10° M) en
segmentos adrticos de ratas con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas
SHR y WKY de 5 semanas de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican
los valores medios de contraccién en % de los inducidos por K* 75 mM vy el error
estindar para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contraccidén y el error estandar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el mimero 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 26,4 t 7 0 + 0 0 +0 * 06 * 0
11 60,8 18 52,7 + O 0 £ 0 k= 06 * 0 =
-10 99,8 + 34 57,2 + 12 0 %0 bl 14 = 0w
9 130,8 * 46 69,6 + 12 2 2 87 + 5 «
-B 151,3 £ 51 62,9 + 11 4 + 4 o 206 * 9
7 172,1 + 49 854 % 10 8 8 ** 450 + 17 =
s 188,8 + 44 883 % 10 38+ 26 ** 76,2 * 21

Fig. 34.- Curvas concentracion-respuesta a BAY K 8644 (102 -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 3 meses de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de cada contraccidon en % de los inducidos por K* 75 mM vy el error
estandar para cada uno de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contraccion y el error estdndar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el mimero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadistica (t de Student) entre ia cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenian o no endotelio. * p< 0,05 **p< 0,02
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-8 97,7 it 21 107,3 £ 15 13,7 £ 8 =+ 31,9 £ 20 *
-7 177,6 t 47 120,2 * 21 31,9 t 18 63,3 1 20 »+
-6 217,3 + 71 1755 * 55 83,3 t 21 31,9 £ 20 =

Fig. 35.- Curvas concentracidn-respuesta a BAY K 8644 (10%-10° M) en
segmentos adrticos 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 contraccién en % de los inducidos por K* 75 mM vy el error estindar
para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contraccién y el error estandar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el mimero de segmentos arieriales utilizados. Los asteriscos representan la
significancia estadistica (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenfan o no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02
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Fig. 36.- Curvas concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10'*-10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1 afio de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de contraccién en % de los inducidos por K 75 mM vy el error estindar
para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contraccién en cada caso aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el
nimero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia
estadistica (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales
tenian o no endotelio. * p< 0,05
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-6 1144 £ 21 55,2 £ 15 58,6 16 * 61,4 % 15

Fig. 37.- Curvas concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10%-10° M) en
segmentos aorticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1,5 anos de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los
valores medios de contraccién en % de los inducidos por K™ 75 mM y sus errores
estandar para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contraccion y el error estindar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el nimero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadistica (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenfan o no endotelio. * p< 0,05  **p< 0,02.
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Tabla 7.- Valores de p obtenidos en el andlisis de la varianza (ANOVA)
de dos factores (cepa y concentracion de BAY K 8644) para cada una de las edades
y en segmentos con (E+) y sin (E-) endotelio en situacidon basal o previamente
expuestos a K* 15 mM.

CEPA CEPA+
CONCENTRACION
Basal K" 15 mM Basal K" 15 mM

E(+) ] ,0001 ,0819 ,0004 ,6551
E(=) ] , 0001 0001 ;7673 , 5598
.5 semanas (0189 ;1354 , 9891 ;9876
3 meses | 0001 0001 ;1063 , 9241
6 meses , 0001 0002 , 8066 ;1128
1 afio ,0001 4869 0006 , 8277
1,5 aios ,6513 0568 , 0002 ;1209

Los valores de p< 0,05 mndican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644 en la poblacion
experimental. El factor concentracién dio siempre significativo.
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3.2.2.- Arterias precontraidas con K* 15 mM

Antes de efectuar la curva concentracion-respuesta a este farmaco se

despolarizaron previamente los segmentos arteriales con una solucién de K* 15 mM.

La administraciéon de BAY K 8644 en segmentos procedentes de ratas WKY
o SHR de diferentes edades expuestos a una solucion de K' 15 mM produjo
respuestas contrdctiles que fueron en general menores en la cepa WKY sobre todo
cuando los segmentos carecian de endotelio. Las respuestas obtenmidas con las
primeras concentraciones de BAY K 8644 en segmentos arteriales con endotelio de
ratas WKY de 3, 6 meses y 1 aiio fueron menores que las de las SHR pero en
arterias de ratas de 5 semanas y 1,5 afios no hubo diferencias entre las respuesta a

éste agonista de calcio (Figs. 38,39,40,41 y 42).

Al efectuar el andlisis de la varianza de dos factores (cepa y concentracién),
en toda la poblacién de arterias, se observd que el tipo de cepa a la que pertenecian
los segmentos arteriales parcialmente despolarizados con 15 mM de K™ influia en

las respuestas vasculares del BAY K 8644 soélo en segmentos sin endotelio (Tabla
n.

Este andhsis de la varianza referido a la edad indica que sélo cuando las ratas
tenian 3 y 6 meses de edad, la cepa a la que pertenecian los segmentos arteriales
podia determinar una respuesta vascular diferente al BAY K 8644 en los segmentos

previamente despolarizados con K* 15 mM (Tabla 7).

De estos resultados se puede concluir que la respuesta del BAY K 8644 en

segmentos sin endotelio previamente expuestos a 15 mM de K * es dependiente de

la cepa a que pertenezcan.
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-7 86,4 + 23 42,4 +10 128,8 £ 52 46,7 t 8
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Fig. 38.- Curva concentracion-respuesta a BAY K 8644 (10 -10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 5 semanas de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la
realizacion de la curva concentracion-respuesta a una solucién de K* 15 mM. En
la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contraccién en %
de respuesta inducida por una solucién de K* 75 mM vy el error estindar para cada
una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contraccidn y el error estdndar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica

el nimero de segmentos arteriales utilizados.
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Fig. 39.- Curvas concentracion-respuesta a BAY K 8644 (10'%-10° M) en
segmentos adrticos 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 realizacién
de la curva concentracién-respuesta a una solucién de K* 15 mM. En la tabla
inferior de la hgura se especifican los valores medios de cada contraccidon en % de
la respuesta inducida por una solucidn de K™ 75 mM vy el error estindar para cada
una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contraccion y el error estdndar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el ndmero de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la
significancia estadistica (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenian o no endotelio. * p< 0,05 **p< 0,02.
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Fig. 40.- Curvas concentracién-respuesta a BAY K 8644 (10'2-10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realizacion
de la curva concentracion-respuesta a una solucion de K* 15 mM. En la tabla
inferior de la figura se especifican los valores medios de cada contraccidn en % de
la respuesta inducida por K* 75 mM y el error estandar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contraccion y el error
estdndar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el nimero de
segmentos artenrales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadistica
(t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenian o
no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 41.- Curvas concentracion-respuesta a BAY K 8644 (102~ 10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-} procedentes de las cepas SHR y
WKY de | ano de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realizacion
de la curva concentracién-respuesta a una solucién de K* 15 mM. En la tabla
inferior de la figura, se especifican los valores medios de contraccion en % de la
respuesta inducida por K* 75 mM y el error estdndar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contraccion y el error
estandar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el mimero de
segmentos arteriales utilizados. 1.os asteriscos representan la significancia estadistica

(t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenian o
no endotelio. * p< 0,05 **p< 0,02
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Fig. 42.- Curvas concentraciéon-respuesta a BAY K 8644 (10'%-10° M) en
segmentos adrticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1.5 afios de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la
realizacion de la curva concentracién-respuesta a una solucién de K 15 mM. En
la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contraccion en %
de la respuesta inducida por K™ 75 mM vy el error estdndar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. L.os valores medios de dicha contraccion y el error
estdndar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el nimero de -
segmentos arteriaies utihizados. Los asteriscos representan la significancia estadistica
(t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenian o
no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3.3- Influencia_de la edad sobre las curvas_concentracién-respuesta 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 concentracion de farmaco y en cada situacion experimental (cepa SHR o WKY
arterias en situacion basal o expuestas a K™ 15mM, arterias con y sin endotelio).
Ademads, se analizaron de forma global los resultados a todas las concentraciones de
BAY K 8644 en cada grupo experimental por andlisis de la varianza de dos factores

(edad del animal y concentracion de firmaco).

3.3.1.- Arterias en situaciéon basal

Las respuestas obtenidas por el BAY K 8644 en segmentos con endotelio
pertenecientes a la cepa SHR tendieron a incrementarse con la edad hasta los 6
meses. Sin embargo, no fueron estadisticamente diferentes de las observadas a las

5 semanas a ninguna de las edades (Fig. 43).

En segmentos sin endotelio, de la cepa SHR, se observé un aumento de las
respuestas contrictiles a BAY K 8644 obtenidas a los 6 meses y | afo con repecto
a las observadas a las 5 semanas (Fig. 43). El grupo de mds edad (1,5 anos),

presenté un efecto vasconstrictor muy bajo (Fig. 37).

El andlisis de la varianza de dos factores mostré 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 §).



Los resultados encontrados en la cepa WKY fueron diferentes a los
observados en la cepa SHR. Asi, en segmentos adrticos con endotelio la respuesta
inducida por el BAY K 8644 en arterias de 5 semanas fue superior (aunque en
algunos casos no estadisticamente 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 concentracidn-respuesta (Fig. 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 andlisis de la vartanza de dos factores did 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 Ca** (Tabla 8).
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Fig. 43.- Efecto de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a BAY
K 8644 (10"-10° M) en segmentos adrticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | ano y 1,5 afios de edad. Los
resultados estdn expresados en % de la contraccion originada por K* 75 mM cuyos
valores estin reflejados para los distintos casos en la Tabla 6. Cada histograma
representa la media aritmética y las barras verticales el error estdndar de la media.
El nimero de segmentos arteriales utilizados en la realizacién 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 concentracidon-respuesta a BAY
K 8644 (1072 -10° M) en segmentos adrticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | afo y 1,5 anos de edad. Los
resultados estin expresados en % de la contraccién ornginada por K* 75 mM cuyos
valores para los distintos casos estan reflejados en la Tabla 6. Cada histograma
representa la media aritmética y las barras verticales el error estindar de la media.
El nimero de segmentos arteriales utilizados en la realizacién de los experimentos
estuvo comprendido entre 4 y 14. Los asteriscos representan la sigmficancia
estadistica (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 andlisis de la varianza (ANOVA)
de dos factores (edad y concentracion de BAY K 8644) para cada una de las cepas
con (E+) y sin endotelio (E-) en situacién basal y cuando los segmentos previamente
se expusieron a K* 15 mM.

EDAD EDAD -+
CONCENTRACION
Basal 15mM K" Basal 15 mM K*
SHR (+) l 0001 0001 »9900 ,4568
SHR (-) ] ,0001 ,0001 , 7028 ,9410
WKY (+) ] ,0001 ,1911 ,9999 ,1340
WKY (-) I 0070 0001 9367 5720

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 poblacién
experimental. El factor concentracion dio siempre significativo.
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3.3.2.- Arterias_precontraidas con K™ 15 mM

Cuando se realizaron las curvas concentracion-respuesta a BAY K 8644 en
segmentos de las cepas WKY y SHR con o sin endotelio previamente expuestos a

K" 15 mM, los resultados obtenidos en funcién de la edad estin representados en

las Figs. 45 y 46.

El efecto producido por el BAY K 8644 en segmentos con endotelio de la
cepa SHR, practicamente fue igual a todas las edades. Sdélo se observaron
incrementos significativos en la respuesta al aito y a concentraciones altas (107 y 10°
M) y reducciones en arterias de 1,5 afios y a las concentraciones de 10" a 10° M
comparadas con las obtenidas a las 5 semanas (Fig. 45). En segmentos sin endotelio
de la misma cepa se observé en general un incremento de la respuesta a BAY K
8644 a los 3 meses, 6 meses y 1 ano con respecto a la de 5 semanas. También se
observo este fendmeno en las arterias de 1,5 anos, pero a concentraciones altas del

agonista de calcio (Fig. 45).

En segmentos de la cepa WKY con endotelio, pricticamente no hubo
diferencias en la contraccién originada por el BAY K 8644 en funcion de la edad.
Sélo a dosis bajas (10" a 10" M) y en segmentos de 3 meses y 1,5 afos de edad,
se observé un efecto contractil menor que al obtenido a las 5 semanas (Fig. 46).
Cuando se le suprimié 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 | afo y 1,5 afios, respectivamente, con respecio a los

segmentos de 5 semanas (Fig. 46).
El andlisis de la varianza de dos factores (edad y concentracién) muestra que

la edad influye en la respuesta vascular del BAY K 8644 en segmentos con y sin

endotelio expuestos a una solucién de K™ 15 mM (Tabla 8). Sin embargo, en la cepa
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WKY, la edad del animal sélo 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 concentracidn-respuesta a BAY
K 8644 (10'2- 10° M) en segmentos aérticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | ano y 1,5 anos de edad. Los
segmentos previamente se expusieron a una solucién de K™ 15 mM. Los resultados
estdn expresados en % de la contraccion originada por K* 75 mM, cuyos valores
para los distintos casos estan reflejados en la Tabla 6. Cada histograma representa
la media aritmética y las barras verticales el error estdndar de la media. El nimero
de segmentos arteriales utilizados en la realizacion de los experimentos estuvo
comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia estadistica (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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Fig. 46.- Efecto de la edad sobre las curvas concentracién-respuesta a BAY
K 8644 (10" -10° M) en segmentos adrticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 ano y 1,5 afos de edad. Los
segmentos previamente se expusieron a una solucién de K* 15 mM. Los resultados
estdn expresados en % de la contraccién originada por K* 75 mM, cuyos valores
estdn reflejados en la Tabla 6. Cada histograma representa la media aritmética y las
barras verticales el error estindar de la media. El nimero de segmentos arteriales
utilizados en la realizacién de los experimentos estuvo comprendido entre 4 y 16.
Los asteriscos representan la significancia estadistica (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 concentracion-respuesta a
BAY K 8644.

El estudio comparativo entre las diferentes respuestas a BAY K 8644 en

segmentos de ratas WKY y SHR de diferentes edades estd representado en las Figs.
47 y 48,

3.4.1.- Arterias en sitfuacién basal

En los segmentos arteriales procedentes de las cepas SHR o WKY no se ha
observado, en general, diferencias significativas en funcién del endotelio en la
respuesta inducida por el BAY K 8644. Tan sélo se ha observado en las ratas de 3
meses y 1,5 anos de la cepa SHR una reduccién de la contraccidn tras la retirada del

endotelio a concentraciones altas de este agonista (Figs. 41 y 42).

El analisis de la varianza de dos factores demostré que la presencia o no de
endotelio influia en los efectos contrictiles del BAY K 8644 en las arterias de la
cepa SHR pero no afectaba a las obtenidas en las de la cepa WKY (Tabla 9).
Realizando el andlisis de la varianza en funcion de la edad, se observé que el

endotelio no influia 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 concentracidon-respuesta a BAY K 8644 en segmentos adrticos procedentes de
la cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afo y 1,5 afios. El BAY K 8644
se administré en concentraciones crecientes y acumulativas (10'2-10° M). Los
resultados estdn expresados en % de la respuesta inducida por K* 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 estindar de la media. Entre
paréntesis el mimero de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadistica (t de Student). * p< 0,05  ** p< 0,02.
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Fig. 48.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentracién-respuesta a BAY K 8644 en segmentos adrticos procedentes de
la cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | afio y 1,5 anos. El BAY K 8644
se administré en concentraciones crecientes y acumulativas (10 -10° M). Los
resultados estdn expresados como contraccion respecto al % de la respuesta inducida
por K* 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 estindar de la
media. Entre paréntesis el nimero de segmentos utilizados.

- 146 -



Tabla 9 .- Valores de p obtenidos en el andlisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores {endotelio y concentracién de BAY K 8644) dentro de la misma cepa
y para cada una de las edades en situacion basal y cuando los segmentos
previamente se expusieron a K* 15 mM.

ENDOTELIO +

ENDOTELIO CONCENTRACION
Basal 15mM K* Basal 15 mM K*
SHR ] ,0292 L1070 , 1294 ,1838
WKY ] 8140 0001 2381 0076
5 semanas l ,3260 ,0010 ,8854 ,6393
3 meses ,7901 ,1921 9426 ,4234

6 meses | 1542 ,2824 7200 9913
1 afio | 1374 ,0129 ,2978 0846

1,5 afios | 2797 0128 2400 L0003

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. El factor
concentracién dio siempre significativo.
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3.4.2.- Arterias precontraidas con_ K* 15 mM

La respuesta contractil inducida por BAY K 8644 en segmentos arteriales
procedentes de la cepa SHR de todas las edades (5 semanas, 3 meses, 6 meses, |
ano y 1,5 anos) fue similar en arterias con o sin endotelio (Fig. 49). Sin embargo,
en arterias de ratas WKY el efecto contractil 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 andlisis de la
varianza de dos factores (Tabla 9). Efectuando este analisis en funcién de la edad,
se demostré que la presencia de endotelio en segmentos de 5 semanas, 1 afio y 1,5

anos 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 concentracién-respuesta a BAY K 8644 en segmentos adrticos procedentes
de la cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 ano y 1,5 anos. El BAY K
8644 se administrd en concentraciones crecientes y acumulativas (107°2-10° M),
después de la despolarizacién previa de los segmentos con una solucion de K* 15
mM. Los resultados estdn expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida
por K* 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 estandar de la
media. Entre paréntesis el nimero de segmentos utilizados y los asteriscos la
significancia estadistica (t de Student). * p< 0,05 ** p< (0,02

- 149 -



% CONTRACCION

250 1

200 4

150

5 SEMANAS

—*— E(+)(5)
—8— E()(5)

=T T

13 <12 -1t 10 -8 -8

BAY K ( log M)

% CONTRACQION
g

—&— E(+) (10}
—t— E()4

WKY

3 MESES
250 -
m -
—&— E(+)(6)
150

100 1

&= E()(18)

]
13 12 .1t

L
-10

-8

T T

-8

BAY K (log M)

1 ARO

£
-1
BAY K (log M}

T
-0 -8 -8 -7 -6

A E(+) (5}
—&— E()(5)

-12

*#*

M 10 9 8 -7 -8
BAY K (log M)

Fig. 50.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio E(-) sobre la
curva concentracion-respuesta a BAY K 8644 en segmentos adrticos procedentes de
la cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 afio y 1,5 afos. El BAY K 8644
se administré en concentraciones crecientes y acumulativas (10'*-10° M), después
de la despolarizacién previa de los segmentos con K™ 15 mM. Los resultados estdn
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por K* 75mM, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada punto representa la
media aritmética y las barras verticales el error estindar de la media. Entre
paréntesis el mimero de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadistica (t de Student). * p< 0,05

% p< 0,02
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4.- ESTUDIO ESTADISTICO DE LA POBLACION GLOBAI _POR
MEDIO DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DE TRES FACTORES (ANOVA)

Para analizar la influencia de cada uno de los pardmetros objeto de estudio
(endotelio, cepa y edad) sobre las respuestas a nifedipina o BAY K 8644 en el
conjunto de la poblacién, se realizé un andlisis estadistico de la varianza de estos
tres factores. Debido al gran volumen de datos, el andlisis se tuvo que efectuar para
cada concentracion de farmaco. 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
concentracion de nifedipina o BAY K 8644 en funcién de cada uno de los

pardmetros antes citados por separado o interrelacionando unos con otros,

4.1.- Estudio de las curvas concentracién-respuesta a nifedipina

Como en los estudios anteriores, se analizaron los valores de las curvas

concentracion-respuesta en dos casos:

1.- Cuando se realizaron bajo un tono contractil producido por una solucién

de K* 50 mM.

2.- Cuando el tono contréctil se indujo con una solucién de NA 107 M.

4.1.1.- Arterias precontraidas con K* 50 mM
La Tabla 10 muestra los valores de p obtenidos en el andlisis de la varianza

para cada una de las concentraciones y cuando las curvas concentracidon-respuesta

a nifedipina se efectuaron en arterias previamente contraidas 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 poblacién (ratas SHR o
WKY con y sin endotelio), ya que se obtienen valores de p< 0,05 para todas las
concentraciones excepto para 10” 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 endotelio no influyé de manera sigmificativa excepto a las

concentraciones de 10* y 107 M de nifedipina.

Si consideramos dos factores juntos:

.- El endotelio y 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 concentracién-respuesta a

este farmaco sean distintas.

2.- Lo mismo ocurre con la interacién entre cepa y edad, es decir, las

diferencias encontradas entre las cepas van a ser diferentes en funcién de la edad.

3.- Por otra parte, al estudiar la interacién entre endotelio y edad nos
encontramos con valores en general > 0,05, lo que indica que las diferencias

encontradas a las distintas edades no estin determinadas por la presencia o no de

endotelio.

Cuando se estudian los tres factores juntos se obtienen diferencias
significativas a las concentraciones de 10" a 10® M, lo que quiere decir, que los
efectos diferentes observados en funcidon 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 andlisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre si.

NIFEDIPINA (log M)
H

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

CEPA(A) ,0007 |,0001 {,0107 |,0322 |,2052 |,2945 |,0136

ENDOTELIO(B) | ,1414 | 2706 |,7869 |,7736 |,0036 |,0048 |,2094

EDAD (C) ,0058 |,0004 |,0034 |.5492 |,0001 |,0001 |,0001
AB ,0494 [ ,0001 |[,0001 |,0001 |,0002 |,0123 |[,1566
AC ,0003 |,0001 11,0001 |,0001 |,000t |,0001 |,0001
BC 0899 [,0008 |,0056 |,1964 |.0964 | 3138 |.,8143
ABC |.4738 | ,0019 |,0074 |,0010 |,0286 | 4237 | 9413

El andlisis estadistico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de nifedipina empleadas en la curva concentracidn-respuesta cuando
los segmentos arteriales habian sido contraidos previamente con K™ 50 mM.

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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4.1.2.- Arterias precontraidas con NA 107 M

Los valores de p obtenidos mediante el andlisis de la varianza cuando el tono
contrdctil se indujo con NA 107 M antes de efectuar la curva concentracién-

respuesta a nifedipina, se especifican en la Tabla 11.

La edad de los animales influye en las respuestas vasculares obtenidas por la
nifedipina en el conjunto de la poblacion objeto de estudio. La presencia o no de
endotelio influye significativamente en las respuestas vasodilatadoras a algunas dosis
(10", 10", 10® y 107 M) de nifedipina. Sin embargo, la cepa no influye para nada

en los resultados obtemdos teniendo en cuenta el conjunto de la poblacidn.

Cuando se consideran dos pardmetros juntos de los anteriormente citados, se
obtuvieron los siguientes resultados:
1.- La cepa y el endotelio no modifican las curvas concentracién-respuesta

a nifedipina.

2.- La cepa y la edad, si mfluyen en las respuestas vasodilatadoras de la
nifedipina en el conjunto de la poblacién. Es decir, las diferencias que se encuentran

en funcién de la edad van a depender de la cepa.

3.- El endotelio v la edad también son pardmetros que modifican las
respuestas vasculares del firmaco. Por tanto, las variaciones que se encuentran en

funcién de la presencia o ausencia de endotelio dependen de la edad.

El andlisis de la varianza teniendo en cuenta los tres parametros juntos
(endotelio, cepa y edad) indica que éstos no repercuten en las respuestas de la
nifedipina sobre la poblacion 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 11.- Valores de p obtenidos en el andlisis de 1a varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre si.

NIFEDIPINA (log M)
i

m ] ] ] —
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
CEPA(A) ,7693 ,7693 ,I9182 ,1568 ,8216 ,4468 ,2057
ENDOTELIO(B) | ,1256 |,0170 |,0001 |,0013 .,2433 |,0467 | .3991
EDAD (C) ,0032 |,0031 |,0001 [,0001 |,0001 |,0001 |,0001
AB 1575 ,6242 | ,2919 | ,6273 | 9186 | ,4932 | ,4868
AC ,0003 |,0034 |,l1461 |[,0166 {,0079 |,0002 |,0066
BC ,0104 |,0034 |,0001 |[,0001 |,0066 |,0007 |,0049
ABC ,0730 | ,2354 | 4711 |,0892 |,1562 |,2082 | ,4246

El analisis estadistico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de mfedipina utilizadas en la curva concentracién-respuesta cuando
los segmentos arteriales habian sido contraidos previamente con NA 107 M.

Los valores de p< 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la mifedipina.
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4.2.- Estudio de las curvas concentraci(’m-resguesta a BAY K 8644

Al igual que en los casos anteriores, el andlisis de la varianza de tres
factores, se realizé en el conjunto de la poblacion para cada concentracion de BAY
K 8644 y en los dos casos experimentales siguientes:

1.- Cuando las arterias estaban en situacién basal.

2.- Exponiendo previamente los segmentos arteriales a una solucién de K*

15 mM.

4.2.1.- Arterias en situacién basal

Como se puede observar en la Tabla 12, la presencia o no de endotelio no
influyd en la respuesta vasoconstrictora del BAY K 8644. La edad sélo influyé a las
concentraciones 10" y 10! del formaco y el tipo de cepa puede hacer variar la

respuesta del BAY K 8644 a las concentraciones de 10'% a 107 M.
Al considerar dos factores juntos se obtuvieron las siguientes conclusiones:

La cepa y el endotelio no influyen en la respuesta a este fdrmaco, pero si la
cepa y la edad del animal a practicamente todas las concentraciones (107'*- 107 M),
lo que indica que las diferencias encontradas en la contraccién del BAY K 8644 en
funcién de la cepa va a depender de la edad del animal, pero no del endotelio. En
cuanto a los valores encontrados para la interaccién entre endotelio y edad
logicamente fueron > 0,05, teniendo en cuenta los valores encontrados para cada

uno de los factores por separado

Cuando se analizé la interacién de los tres factores juntos (cepa, endotelio,

y edad), no se encontrd interaccion significativa en las respuestas a este agonista de
Ca2+.
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Tabla 12.- Valores de p obtenidos en el analisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre si.

BAY K 8644 (log M)
|

12 11 10 9 -8 7 6
CEPA(A) 6930 1,6706 |,0031 |,0001 |,0001 |,0001 |,0001
ENDOTELIO(B) | ,7827 | 4731 |,4860 |,2339 |,2878 |.,1607 |,2129
EDAD (C) 0470 (,0450 |,0979 |,5507 |.5276 |,8799 |,2240
AB 5877 | 9976 | 5365 |.1631 |.1187 |.0585 |.8223
AC ,0040 |,0009 |,0000 |,0001 |,0001 | ,0496 |,0794
BC 8243 | 2160 |,1318 |,1267 |,0171 {5715 |,6343
ABC 4606|6684 |,3647 |,5237 | 2288 |,0804 |,0590

El andlisis estadistico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644 empleadas en la curva concentracién-respuesta en

situacion basal.

p< 0,05 indica que el factor o factores objeto de estudio influyen
significativamente en Ia respuesta vascular del BAY K 8644.
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4.2.2.- Arterias expuestas a una solucion de K' 15 mM

Cuando los segmentos arteriales estaban previamente expuestos a una
solucién 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 fArmaco en estas condiciones excepto a 10" y 10" M en el caso
de la cepa y 107 y 10°° M en el caso del endotelio. Sin embargo, la edad del animal,
puede modificar los valores contrdctiles del BAY K 8644 a lo largo de toda la curva

concentracion-respuesta.

Al tener en cuenta dos factores juntos, practicamente las respuestas
vasoconstrictoras del BAY K 8644 son las mismas excepto la cepa y el endotelio que
conjuntamente pueden modificar las respuestas vasculares de este farmaco. Cuando
se tienen en cuenta los tres factores juntos (cepa, edad y endotelio), €stos no

influyen de forma significativa en las respuestas vasculares del BAY K 8644.
Por tanto, en esta situacion experimental, las curvas concentracién-repuesta

a BAY K 8644 solo parecen verse afectadas en mayor grado por el edad de los

animales cuando se tiene en cuenta el conjunto de la poblacién.
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Tabla 13.- Valores de p obtenidos en el andlisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre si.

BAY K 8644 (log M)
[

Il _ _ _ I
] -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
CEPA(A) 4492 1,0384 |,0146 | .0818 3267 1304 | ,6328

ENDOTELIOB) { ,7378 |,7417 | ,4550 {,2679 (,2513 |(,0313 [,0005

EDAD (C) 0001 |,0005 |,0001 |,0002 |,0022 |,0006 |,0017
AB L0083 |.1732 |,0221 |,0259 |,0089 |.1633 |,0022
AC ,0001 {2723 | 2971 |.2041 |,5986 |,1272 |,0102
BC 4669 | 2074 | 2133 | 2777 | 2660 | 2405 |,0152
ABC ,0345 | .2340 | 2364 |,8669 |,6052, |,0799 |,9592

El andlisis estadistico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644 utlizadas en la curva concentracién-respuesta,
cuando los segmentos arteriales habian 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 musculo liso vascular, principal responsable del mantenimiento
de la presion arterial, estd regulado por miiltiples factores entre los que
mencionaremos: 1) La inervacién de los vasos, cuya densidad varia de un lecho
vascular a otro, 29) Las sustancias circulantes como catecolaminas o las liberadas
de las plaquetas como serotonina y tromboxanos, 3®) La presién parcial de oxigeno
(PO,) y el mismo fluido sanguineo al rozar o presionar las paredes de los vasos, y
49) las células endoteliales que influyen en dicho tono al liberar sustancias como
eicosanoides, ¢xido nitrico o endotelinas en respuesta a determinados estimulos

(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 fisioldgicas y del lecho vascular estudiado
y van a ser en tltima instancia los niveles intracelulares de Ca** 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 contractil tenga lugar.
Asimismo, este incremento de [Ca®*, ] es necesario para la sintesis y liberacién de

factores endoteliales como el EDRF-NO, y para la secrecién de neurotransmisores.

Los distintos agentes que incrementan el tono vascular, aumentan los niveles
de Ca** intracelular de forma diferente. La estimulacién de receptores facilita la
entrada de Ca** a la célula a través de los CDR e induce la liberacién de Ca**
secuestrado en los depdsitos intracelulares. Por otra parte, la despolarizacién de la
membrana abre fos CVD permitiendo la entrada de Ca**; estos canales pueden ser
también activados por la interaccién de un agonista con su receptor (Hurwitz, 1986;

Khalil, 1987; Nelson y col., 1990; Pelzer y col., 1990; Bertolino, y Llinds, 1992).

La entrada de Ca** a la célula puede ser inhibida o facilitada por los
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antagonistas y agonistas de los canales de Ca**, como la nifedipina (Cauvin y col.,
1983) y el BAY K 8644 (Schramm y col., 1933), que ocasionan vasodilatacién y
vaconstriccion, respectivamente. Algunos autores (Meisheri y col., 1981; Yamamoto
y col., 1984; Loutzenhinser y col., 1984; Fleckenstein, 1985) han descrito que la
nifedipina y el BAY K 8644 actdan fundamentalmente a nivel de los CVD lo que
habla en favor de la existencia de dos vias diferentes de entrada de Ca’", una a
través de los CVD y otra a través de los CDR. Sin embargo, otros autores (Cheung,
1985; Goto y col., 1985; Dong y Wadsworth, 1986; Chiu y col., 1987) han
comprobado que estos firmacos actiian con la misma efectividad en los dos tipos de

canales, sugiriendo que ambos son la misma entidad.

La hipertension es un proceso patoldgico que cursa con un aumento de la
resistencia vascular periférica (Nayler, 1988; Marin, 1993). Alteraciones en los
movimientos celulares de Ca** podrian estar involucradas en la hipersensibilidad e
hiperreactividad a sustancias vasoconstrictoras y en la hipertrofia observada en
arterias de pacientes hipertensos y de animales de experimentacion (Mulvany, 1983;
Lever, 1986; Liischer 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 funciéon de las arterias. Asi, se ha observado engrosamiento y
calcificacién en la pared vascular humana con una relacién coldgeno/elastina
incrementada (Wellan y Edwards, 1950; Harris 1975) e incremento de la resistencia

periférica lo que ocasiona el aumento de la presién arterial.

Estos cambios vasculares producidos por la edad y la hipertension pueden
verse incrementados como consecuencia de alteraciones endoteliales asociadas a
estos procesos. Asi, se ha demostrado que las respuestas vasodilatadoras
dependientes y no dependientes de endotelio estdn disminuidas en amimales viejos

(Chinellato y col., 1991).
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Los antagonistas de calcio se han utilizado en el tratamiento de la
hipertension debido a sus propiedades vasodilatadoras. Al contrario que otros
vasodilatadores estos farmacos disminuyen la presion arterial mds eficazmente en
hipertensos que en normotensos (Hulthen y col., 1982; Scriabine y Kazda, 1989).
Se ha sugerido que este fendomeno es debido a alteraciones en los canales de calcio
producidos por la hipertensién (Aoki y col., 1982; Aokt y Asano, 1986; Rusch y
Hermsmeyer, 1988; Hermsmeyer y Rusch, 1989; Hermsmeyer, 1991).

Debido a estas alteraciones vasculares asociadas a Ia hipertension, 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 Ca**, el agonista BAY K 8644 y el antagonista de Ca’* nifedipina. Para
ello, se han utilizado aortas de la cepa SHR y su control WKY de diferentes edades.
Se ha elegido este modelo de hipertension animal por ser uno de los mds conocidos,
y en el que las alteraciones en el metabolismo del Ca’' estdn estrechamente
relacionadas con las observadas en la hipertensién esencial (Young y col, 1990). La
medida de la presion arterial de estos animales confirmé que estaba elevada en las
SHR a partir de los 3 meses y se mantuvo elevada en los animales de ano y medio
de edad. Sin embargo, las ratas SHR de 5 semanas tuvieron una presion arterial

similar a las WKY por lo que se les consideré como prehipertensas.

1.- INFLUENCIA DE 1A HIPERTENSION EN LAS RESPUESTAS
VASCULARES A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca**

La hipertensién es un proceso patolégico en el que estin involucrados
distintos mecanismos que dan como resultado final un aumento de la presion
arterial. Entre los diferentes factores implicados en el desarrollo de la hipertension
estdn las modificaciones en el metabolismo del Ca** que ocupan un lugar destacado.

Asi se han descrito alteraciones en: 1%) Los canales de Ca®*, 2°) La captacién de

- 162 -



BCa** a nivel celular, 3°) La unién del Ca®* a proteinas de la membrana celular y
reticulo sarcopldsmico (Marin, 1993). Como resultado de todas estas alteraciones se
produce un aumento del Ca** 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; Dufilho y col., 1992;
Schiissler y col., 1992).

L.1.- Efectos de la nifedipina

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el K* indujo
respuestas vasoconstrictoras probablemente debidas a la entrada de Ca** 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 K™ fueron, en general, mayores en las arterias SHR que en las
WKY. Estos resultados estan 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 K* entre una y otra cepa (Lipe
y Moulds, 1985; Dong y Wadsworth, 1986). El incremento en las respuestas a K*
en arterias hipertensas puede ser debido a un aumento de la entrada de Ca®* a través

de los CVD en la cepa SHR.

En las arterias contraidas con K*, la relajacién originada por la nifedipina en
los segmentos con endotelio procedentes de animales de 3 meses, 6 meses y 1,5
anos, fue mayor en aorta de la cepa SHR que WKY. Otros investigadores han
mostrado también un aumento de la potencia de los antagonistas de Ca** en vasos
de la cepa SHR en comparacidn a sus controles (Hulthen y col., 1982; Takata y
Hutchinson 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 hipertensién
animal, el de la perinefritis de conejo, también se ha encontrado un mayor efecto

de los antagonistas de Ca’* nifedipina y nimodipina (Dong y Wadsworth, 1986). Sin
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embargo, otros resultados indican equipotencia de algunos antagonistas de Ca** en
vasos de las cepas SHR y WKY o incluso mayor respuesta en la cepa WKY
(Nghiem y col. 1982; Aoki y Asano, 1986; Cauvin y col., 1987; Cassic 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
realizacion de los experimentos. Ademds, la presencia o no de endotelio parece
también influir en la respuesta de la nifedipina. Asi 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 aio.

Cuando se analizaron estadisticamente los datos mediante el andlisis de Ia
varianza, se confirmé que la respuesta vascular de la mifedipina 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 estadisticas en funcién de la
cepa a las 5 semanas, 3 meses, 6 meses debido probablemente a la direccion opuesta
de los resultados en funcién de la presencia o ausencia de endotelio. Sin embargo,
al ano y ano y medio si se encontraron diferencias mediante este tipo de estadistica

en funcién de la cepa.

Se ha descrito que los antagonistas de Ca®* tienen mayor afinidad por el canal
de Ca** 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 Ca®* 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 Ca**. Rusch y Hermsmeyer (1988)
encontraron alteraciones de las corrientes de Ca®* en células musculares lisas
vasculares de la cepa SHR 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 investigacién (Hermsmeyer y Rusch, 1989;
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Hermsmeyer 1991) ha comprobado que en las células hipertensas hay un incremento

de la relacion canales L./canales T,

De estos resultados, se puede concluir que cuando la entrada de Ca’* se
produce solamente a través de los CVD, el efecto vasodilatador de Ia 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 funcién
del endotelio. Por tanto, las vanaciones en las respuestas vasodilatadoras de la
nifedipina no dependen exclusivamente de! 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 Ca** se discutird mas adelante.

Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por NA fueron similares en las
arterias de las diferentes edades de las cepas SHR y WKY. Existe diversidad de
resultados en cuanto al papel de Ia hipertension en la respuesta a los agonistas
vasoconstrictores. Asi, se ha descrito aumento (Bolzon y Cheung, 1989; Boonen y
De Mey, 1990), disminucién (Kazda y col., 1985; Hyland y col., 1987; Docherty,
1988; Takayanagi y col., 1989; Nielsen y col., 1992) o ningiin 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 hipertensién utilizado.

La respuesta vasodilatadora de nifedipina en segmentos precontraidos con NA
fue de similar magnitud a la observada cuando la contracién fue inducida por K.
Resultados similares han obtenido otros investigadores (Dong y Wadsworth, 1986;
Kazda y col., 1985), sugiriendo la posibilidad de que la despolarizacién con K* y
la activacion de receptores « adrenérgicos por NA provoque la apertura del mismo

canal de Ca** en la aorta de rata. Actualmente muchos autores dudan de la
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existencia de los CDR. Se ha demostrado que la unién de un agonista con su
receptor provoca apertura de los CVD (Nelson y col., 1983, 1990) y se ha sugerido
que la producién de un segundo mensajero intracelular puede modular Ia apertura
de estos canales. Existen varias posibilidades para esta modulaciéon: 19) La
fosforilacién de las subunidades «, y ,, del canal de Ca** por proteincinasa A o
proteincinasa C incrementan el tiempo de apertura del canal y por tanto mayor
entrada de Ca** y contraccion (Nelson y col., 1990; Berridge, 1992; Rembold, 1992
). 2°) La activacion de las proteinas G (probablemente a través de las subunidad 8
y 7v) puede favorecer directamente la apertura de los canales de tipo L (Nelson y
col.,1990; Berridge, 1992; Rembold, 1992). 3%) El IP, generado a partir del 1P,
favorece el estado de conformacion abierto del canal; de hecho el CVD puede ser
el receptor para el 1P, (Brown y Birnbaumer, 1990). 4°) El mismo Ca*" liberado del
reticulo sarcopldsmico puede incrementar la entrada de Ca®* por los CVD de manera
que el vaciamiento de los depdsitos del reticulo sarcopldsmico puede ser la senal que

active la entrada de Ca®* a la célula (Casteels y col., 1990).

Por otra parte, la accién vasodilatadora de este antagonista de Ca’* en
arterias contraidas con NA fue tambin en general mayor en la cepa SHR que en la
WKY, pero en este caso tanto en los segmentos con como sin endotelio cuando el
andlisis estadistico se hizo mediante la t de Student. Sin embargo, al efectuar el
analisis de la varianza de dos factores en funcién 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 poblacion, las diferencias puntuales observadas a una

determinada edad se contrarrestaron con los valores obtenidos a otras edades.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores que han
descrito que diversos antagonistas de Ca** muestran mds 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 mnhibidor de los antagonistas
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de Ca’* 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 tordctca al verapamil entre SHRSp ("stroke-prone

spontaneously hypertensive rats") y WKY (Kobayashi y col., 1992).

Se ha demostrado que la NA actia sobre receptores «; 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
disminucién en los receptores «, 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 «, (Takayanagi y col., 1989). Todo esto podria explicar esta mayor
sensibilidad a los bloqueantes de la entrada de Ca** de arterias contraidas con NA
de la cepa SHR, ya que existe una relacién inversa entre los receptores «, de reserva
y la sensibilidad al bloqueo de la entrada de Ca** en muisculo liso vascular (Holck,

1988; Kojima y col., 1989).

De estos resultados se puede concluir que la hipertension puede modificar las
respuestas vasculares a los antagonistas de Ca®* tanto cuando la entrada de Ca** del
espacio extracelular se produce por despolarizacion y apertura de los CVD (en este
caso también es dependiente de la presencia o no de endotelio) o cuando estd

mediada por el acoplamiento de una agonista « adrenérgico (NA) a su receptor.

1.2.- Efectos del 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; Trigle y Janis, 1989).

Este fdrmaco se administré a los segmentos en situacién basal o después de

una despolarizacién parcial con K* 15 mM. Se observd que en ratas de la cepa
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WKY de 6 meses, | aito y 1,5 anos, 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 anos.

Cuando la membrana se despolariza parcialmente con una soluciéon de K* 15
mM se produce la apertura de los CVD a través de los cuales entra Ca** al interior
celular (Bolton, 1979; Cauvin y col., 1983; Marin, 1988). El hecho de que en la
cepa SHR las respuestas vasoconstrictoras del BAY K 8644 en situacién basal y con
despolarizacion parcial fueran similares, hace suponer que los CVD ¢n la cepa SHR
probablemente estén ténicamente activados. Estos resultados estdn de acuerdo con
los descritos por Aoki y Asano (1986) en arterias femorales de la cepa SHR o por
Bruner y Webb (1990) en arteria carétuda de la cepa SHRSp. La necesidad de una
previa despolarizacién para que ¢l BAY K 8644 produzca una entrada adicional de
Ca’* 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; Ferndndez-Alfonso y col., 1988)

este agonista de Ca’* ejerce acciones vasoconstrictoras en condiciones basales.

Al estudiar la influencia de la cepa, sobre las respuestas al BAY 8644 en
situacion basal, a las edades de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, | ano, se¢ observo que
el efecto contrictil producido por el BAY K 8644 era mayor en las SHR que en las
WKY, tanto en segmentos con o sin endotelio. A 1,5 afios, sucedié lo mismo en
los segmentos con endotelio, pero cuando carecian del mismo, la respuesta del BAY
K 8644 era mayor en la cepa WKY. Al efectuar el andlisis de la varianza
(ANOVA), se confirmé que el tipo de cepa influia en las respuestas contrictiles del
BAY K 8644 tanto en segmentos con endotelio (que dependia ademds de la

concentracion de firmaco utilizada) como sin endotelio. A la edad de 1,5 afios, el
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andlisis de la varianza en funcién de la cepa no dio significativo a pesar de que si
lo fue mediante la t de Student debido probablemente a la aparicién de un efecto

inverso en las dos cepas en funcién del endotelio.

Cuando los segmentos arteriales se despolarizaron parcialmente con una
solucion de K* 15 mM, se comprobé que la respuesta a los 3 meses, 6 meses, | afio
y 1,5 anos era también mayor en la cepa SHR en los segmentos sin endotelio. El
andlisis de la varianza confirmé 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 adrticos de la cepa SHR a despolarizacines
parciales con bajas concentraciones de K* en comparacién a la cepa WKY (Guan
y Kwan, 1989). Por otro lado, las diferencias observadas en funcién del endotelio
pueden ser debidas a que la liberacion espontinea de EDRF tiene un efecto mds

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 amimales hipertensos que en los
normotensos (Aoki y Asano, 1986; Bolzon y Cheung,1989; Storm y col., 1990). En
la cepa SHR se ha descrito una mayor densidad de receptores dihidropiridinicos en
los CVD (Navaratnam y Khatter, 1990, 1991) en relacion a su cepa control.
Igualmente, se ha comprobado que las corrientes de Ca** a través del canal L est4n
aumentadas en células de vena azigds de la cepa SHR (Hermsmeyer y Rusch., 1989;
Erne y Hersmsmeyer, 1989; Hermsmeyer, 1991). De esta manera, ¢l BAY K 8644
al tener gran afinidad por este tipo de canal daria lugar a un efecto mayor en esta
cepa. Se ha descrito en eritrocitos de la cepa SHR, la existencia de un péptido, el
cual estd también presente en la cepa WKY, pero a concentraciones
significativamente mds bajas que en la cepa SHR, el cual podria actuar como
modulador endégeno de los canales de Ca®* y dar lugar a un aumento de Ca**
citoplasmdtico (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 relacidn a sus
controles (Dong y Wadsworth, 1986). Estas diferencias son probablemente debidas

a una variabilidad en ¢l nimero y tipo de CVD en funcién del lecho vascular.

Con estos resultados y los discutidos anteriormente en relacion con el efecto
de la nifedipina, se puede concluir que la hipertension influye en los efectos de los

moduladores de Ia entrada de Ca®" sobre los CVD .

2.- INFLUENCIA DE LA EDAD EN LAS RESPUESTAS VASCULARES
A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca®*

lLa edad puede estar asociada a cambios en el sistema cardiovascular
especialmente en la estructura y funcién 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 mas que en jévenes con la misma presién 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 Ca®*.

2.1.- Efectos de la nifedipina

Las respuestas vasconstrictoras de los segmentos arteriales de las cepas WKY
y SHR despolarizados con K* fueron similares a los 3 meses, 6 meses, 1 afio y afio
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 vasoconstriccion
inducida por el K™ fue menor en aortas ratas viejas que en jovenes. 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 mfedipina fueron variables dependiendo de
la edad del animal. Asi, en segmentos arteriales de la cepa WKY despolarizados con
K* 50 mM, el efecto vasodilatador mayor de la nifedipina se observo a la edad de
| afio, y en la cepa SHR, a la edad de 1,5 anos. Por el contrario, Wanstall y
O’Donnell (1989), no obtuvieron con el diltiazem diferencias en segmentos de aorta

de ratas jovenes y viejas.

Cassie y col. (1990) apuntan la posibilidad de que la edad produce
anormalidades en la sensibilidad al Ca®", siendo una caracteristica adquirtda no
mvolucrada en la etiologia de la hipertension. Por otro lado, la edad, causa un
aumento de los lugares de fijacion de las dihidropiridinas y un aumento de su
constante de afinidad, siendo independiente de la presencia 0o no de hipertensidn
(Dillon y col., 1989), lo que explicaria 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 dihidropiridinicos a su receptor en uréter de

conejo.

La NA, como se dijo anteriormente, actia fundamentalmente en los
receptores «, del muisculo liso vascular de la aorta de rata que se encuentran
acoplados a dos procesos de transduccién; uno produce la movilizacién del Ca**
intracelular y otro abre los canales de Ca** de la membrana plasmatica para permiitir
la entrada de Ca** del espacio extracelular, dando origen a una respuesta ténica que
es inhibida por los antagonistas dihidropiridinicos (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. Asi, no se han
encontrado diferencias en relacién 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 Hayashi,
1989). Se ha encontrado incremento de dichas respuestas con la edad en la aorta
tordcica de conejo (Hayashi y Toda, 1978) y en la arteria de la oreja de cordero
(Wyse y col., 1977). Por el contrario, disminucion en la respuesta a NA con la edad
se ha descrito en aorta tordcica 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 cardiacos (Sakai y col., 1992).

Cuando se estudié la influencia de la edad en el efecto vasodilatador de la
nifedipina en arterias contraidas con NA, éste fue diferente en funcién de la cepa y
el endotelio. Asi, en la cepa SHR el efecto mayor de 1a nifedipina se registré a los
6 meses y 1,5 afios 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 afio de edad.

El efecto dilatador del diltiazem fue mas efectivo en arteria pulmonar y aorta
de ratas viejas sobre contracciones originadas con NA que en ratas jévenes (Wanstall
y O’Donnell, 1988). Este efecto mayor de los antagonistas de Ca** en animales
vigjos puede ser debido a una disminucién en la reserva de los adrenoceptores a
partir de los 6 meses de edad, aunque no se observa una disminucién de la afinidad

de estos receptores por la NA (Hyland y col., 1987).

El analisis de la varianza de dos factores mostré que la edad es un factor
determinante en las respuestas vasodilatadoras a nifedipina en la cepa SHR y WKY,
tanto en ausencia como en presencia de endotelio y contraidas 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

i.a administracion de BAY K 8644 en situacion basal, di6 lugar a respuestas
contrictiles que fueron dependientes de la edad del amimal. De forma general se
observé que en los segmentos de ratas mds viejas (1,5 afnos) 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 pricticamente no hubo diferencias
significativas en las respuestas obtenidas a las diferentes edades. El andlisis de la
varianza de dos factores (edad y concentracién), mostré diferencias significativas en
funcion 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 SHR con
y sin endotelio y en la cepa WKY con endotelio, son mds importantes a

concentraciones bajas de farmaco.

Cuando los segmentos arteriales de las cepas SHR 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 afio 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 ademds una despolarizacién parcial de
la membrana plasmadtica 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
miocdrdicas 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 funcion de la edad apuntarian a posibles cambios
en los CVD, asi como en las propiedades de union de este compuesto al canal de
Ca**. Sin embargo, Golik y col. (1992) al efectuar un estudio de los CVD en el
cerebro de ratén CW, no observaron diferencias con la edad en el nimero de sitios

de fyjacion de las dihidropiridinas ni en su constante de afinidad.

3.- PAPEL DEL ENDOTELIO EN L.AS RESPUESTAS VASCULARES
A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca**

Esta bien establecido que las células endoteliales son capaces de sintetizar
importantes mediadores de las respuestas vasodilatadoras o vasoconstrictoras (Angus
y Cocks, 1989; Vane y col., 1990). Se han observado disminuciones en las
respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio en distintos modelos de
hipertension (Winquist y col, 1984; Liischer y Vanhoutte, 1986a; Tesfamarian y
Halpern, 1988; Pourageaud y Fresion, 1992). La liberacién de factores endoteliales
requiere como paso previo el incremento en los niveles de Ca®* libre intracelular en
las células endoteliales (Angus y Cocks, 1989). Los efectos de los moduladores de
los canales de Ca** en la liberacién de EDRF de las células endoteliales no estd
claro. Asi, Rubanyi y col. (1985) han descrito que el BAY K 8644 potencia la
liberacion de EDRF y Singer y Peach (1982) que los antagonistas de Ca** Ia
inhiben. Sin embargo, otros investigadores (Spedding y col., 1986; Vanhoutte, 1988;
Kikawa y col., 1989) han observado que los moduladores de los canales de Ca®* no
modifican la liberacion de EDRF de las c€lulas endotehales. En vista de estos
resultados conflictivos, hemos estudiado si el endotelio vascular influye en las
respuestas de los moduladores de la entrada de Ca** de la aorta de rata de las cepas

SHR y WKY.
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3.1.- Efectos de 1a nifedipina

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 obtemidos con nifedipina muestran que sus respuestas
vasodilatadoras tanto en aorta de la cepa SHR como WKY, van a depender de la
presencia o no de endotelio. En la SHR, el efecto relajante de este farmaco fue
mayor en los segmentos arteriales con endotelio y su accidon dependid de la
concentracion de nifedipina utilizada. En la cepa WKY, el efecto de la nifedipina
era mayor en los segmentos arteriales sin endotelio, no influyendo la concentracién
de nifedipina utilizada. Por tanto, la presencia de endotelio modula de forma inversa

las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina.

Al efectuar el andlisis de la varianza de dos factores se confirmé que el
endotelio de la aorta de las cepa SHR y WKY modula la relajacién inducida por
nifedipina cuando la entrada de Ca®* del medio extracelular se produce a través de

los CVD activados por K*.

Para analizar si la respuesta a nifedipina era modulada por la liberacién
endotelial de NO se admimistré un inhibidor de su sintesis el L-NAME. Este
farmaco es un derivado de la L-arginina que inhibe las relajaciones dependientes de
NO inducidas por la acetilcolina en segmentos adrticos de ratas (Rees y col., 1990;
Schultz y col., 1990). La administracién intravenosa de L-NAME a ratas
normotensas causan un aumento sostenido de la presion sanguinea y vasoconstriccion

regional (Gardiner y col., 1990).
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Los experimentos realizados en el presente trabajo con el inhibidor de la
sintesis de NO muestran que no modificé o mcluso incrementd la respuesta
vasodilatadora de la nifedipina lo que indica que el efecto endotelial observado no
esta mediado por dicho factor endotelial. Este dato se confirmé también por el hecho
de que la administracién de L-arginina 10* M, precursor de la sintesis de NO
(Palmer y col., 1988) sélo o con L- NAME 10* M no modificé las respuestas de

la nifedipina.

Nuestros resultados estin 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 EDRF (Liischer y col., 1987; Hoeffner y Vanhoutte, 1989). Igualmente la
sintesis 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
hipertension prevaleceria una liberacion de factores contrictiles (EDCFs) con una
liberacion normal de EDRF o incluso una reduccién observada en la cepa SHR

(Schieiffer y col., 1991; Pourageaud y Freslon, 1992).

La administracion de NA indujo respuestas contrictiles practicamente 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 contrdctiles 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
liberacion basal de EDRF.

Cuando las arterias se habfan contraido con NA, la presencia o no de
endotelio modificé también las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina tanto en
la cepa SHR como en la WKY, pero en la primera esta modificacion dependié de
la concentracion de nifedipina utilizada. En efecto, en la cepa SHR, la presencia de

endotelio potencid el efecto vasodilatador de la mfedipina a los 3 y 6 meses. Un
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efecto similar se encontrd en la cepa WKY en segmentos de 5 semanas y 6 meses,
mientras al afio y ano y medio se observo una disminucion del efecto vasodilatador
de la nifedipina. El estudio estadistico mediante la t de Student y el andlisis 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 mds viejas (1 y 1,5 anos) el endotelio no modificé las
respuestas de la nifedipina salvo a concentraciones altas de fdrmaco, 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 contraidas 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
liberacién de NO. Sin embargo, este farmaco incrementé las respuestas a NA

probablemente debido al bloqueo de Ia liberacién basal de NO.

Los resultados obtenidos por diferentes autores sobre la influencia del
endotelio en las respuestas a los antagonistas de Ca®* son muy variados y dependen
del tipo de vaso, del agente vasoconstrictor y del antagonista utilizado. Asi Rubanyi
y col. (1988b) no encontraron diferencias de las respuestas vasodilatadoras en
funcién del endotelio de distintos antagonistas de Ca** en arteria femoral de perro
contraida con prostaglandina F,,. 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 contractil
era NA. Vanhoutte (1986), observé en arteria coronaria de perro contraida con
agonistas « adrenérgicos que la misoldipina presentaba mayor efecto en presencia

que en ausencia de endotelio.
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3.2.- Efecto del BAY K 8644

En situacion basal, el efecto contractil del BAY K 8644 no dependié de la
existencia o no de endotelio en la cepa WKY. Sin embargo, en la cepa SHR y en
segmentos de 3 meses y 1,5 anos la presencia de endotelio aumenté la respuesta
vasoconstictora del BAY K 8644, siendo este aumento dependiente de la
concentracion de firmaco. Este dato se confirmé mediante el andlisis de la varianza,
que mostré que solo en la cepa SHR, el endotelio es capaz de modular la respuesta
contricti] del BAY K 8644. Esta respuesta moduladora del endotelio puede sugerir
que el BAY K 8644 puede ocasionar en la cepa SHR 1a liberacién de un factor o
factores endoteliales contrictiles. En aorta de SHR, se ha descrito la existencia de
un factor contrdctil endotelial, identificado como un metabolito del dcido
araquidonico capaz de originar vasoconstriccién (Liischer y Vanhoutte 1986;
Lawson y Cavero, 1989). Estos mismos resultados han sido encontrados también por
Liischer y col. (1988) en arterias renales de la cepa SHR. Es posible que el BAY
K 8644 promueva dicha liberacién al facilitar la entrada de Ca** a las células
endoteliales. Por el contrario, otros investigadores han descrito que la presencia de
endotelio disminuye las respuestas vasoconstrictores del BAY K 8644 en aorta de

rata (Spedding y col., 1986; Mikkelsen y col., 1988).

A diferencia de los resultados obtenidos en siiuacién basal, cuando los
segmentos arteriales se despolarizaron parcialmente con una solucién de K* 15 mM
no se observaron diferencias en las SHR en funcién del endotelio. Sin embargo, en
las WKY de 3 meses, | afio y 1,5 aiios de edad, la respuesta a este agonista de Ca**
fue mayor en presencia de endotelio. Este hecho se ratificé mediante el andlisis de
la varianza de dos factores. Estos resultados estdn en consonancia con los descritos
por Lawson y Cavero (1989), originando el BAY K 8644 en ratas normotensas
efectos contrictiles en aorta de rata debido a la liberacién de un factor o factores

contractiles 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 liberacion de
factores vasodilatadores y su efecto neto dependerda del balance entre el efecto
vasodilatador producido por esos factores y el vasoconstrictor propio debido a su

accion en células musculares lisas.

Por ditimo, cuando se analizaron todos los resultados anteriores en el
conjunto de la poblacién mediante el andlisis estadistico de la varianza de tres
factores (ANOVA), se obtuve que: 1) La hipertension y la edad del animal, son
dos factores que considerados independientemente o conjuntamente, modifican las
respuestas vasodilatadoras de la nifedipina en segmentos adrticos precontraidos con
K*. 2) El efecto vasodilatador de la nifedipina en segmentos precontraidos con NA
107 M, va a depender de la presencia de endotelio y de la edad del animal. 3) La
hipertension influye en las respuestas vasoconstrictoras del BAY K 8644 en situacidn
basal. 4) La edad del animal modifica los efectos vasoconstrictores del BAY K 8644

en segmentos arteriales despolarizados parcialmente con K* 15 mM.
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CONCLUSIONES




Las conclusiones del presente estudio son las siguientes:

1.- La hipertension modifica positivamente las respuestas vasodilatadoras a
nifedipina, tanto cuando la entrada de Ca** del espacio extracelular se produce por
despolarizacion con K* {(en este caso influida por el endotelio), como cuando estd

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 Ca** en la cepa SHR se encontré
a los 6 meses y 1,5 aiios de edad en segmentos con y sin endotelio, mientras que en
la cepa WKY se observd a los 6 meses en segmentos con endotelio y al afio en

segmentos sin endotelio.

3.- La presencia de endotelio modula positivamente las respuestas
vasodilatadoras en la cepa SHR mientras que en la cepa WKY las modula
negativamente en sementos preconfraidos con K* 50 mM. Esta modulacién es

independiente ¢z la liberacion endotelial de NO.

4.- Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por BAY K 8644 fueron
mayores en los segmentos adrticos de la cepa SHR que en los procedentes de la cepa
WKY sobre todo en situacién basal. Este incremento de respuesta a este agonista de
Ca** en las arterias hipertensas puede ser debido a una preactivacién de los CVD

o alteracién del potencial de membrana.

5.- En la cepa SHR y WKY cuando el musculo liso vascular ha sido
despolarizado parcialmente con 15 mM de K*, el BAY K 8644 origina respuestas
contrictiles menores en ratas jovenes (5 semanas) y ratas viejas (1,5 afnos) que en
el resto de las edades. En situacién basal, s6lo se observé esta disminucién en

segmentos sin endotelio de la cepa SHR de 1,5 anos.
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6.- La presencia de endotelio influye positivamente en las respuestas
inducidas por BAY K 8644 en arterias de la cepa SHR en situacion basal y en
arterias de la cepa WKY despolarizadas parcialmente con K* 15mM. Esto puede

ser debido a la liberacién de un factor o factores contrictiles por el endotelio

vascular.
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