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RESUMEN

En ¢l presente estudio se analizaron dos problemas: I,. El papel de los diferentes mecanisnos que
pueden producir, en las células endotelinles, un incremento en la [(‘.a]"]-.. de esta manera, activar Ia
sintasa del oxido nitrico; II.- Los efectos de los estrogenos en la modulacidn del tono vascular.

I.- Los agonistas que inducen, en las células endoteliales, la sintesis y la liberacion de oxido nitrico (NO)
producen, en dichas células, un incremento de la [Ca”]. Esta parte de! estudio tuvo como objetivo
analizar el papei de los diferentes mecanismos que pueden producir un incremento de la (Ca®']; en la
activacion de la sintesis y la liberacion del NO. Para ello se utilizdo como modelo para evaluar la
liberacion del NO el efecto relajante del carbacol (107 M) en anillos de aorta de rata, con endotelio
integro, precontraidos con fenilefring (10* M), el cual, contrastado con la respuesta al carbacol de
anillos sin endotelio, es un indicador fisiolégico confiable de la liberacion del NO. En 'este modelo se
analizcaron los efectos de algunos bloqueadores det influjo transmembranal de Ca’ y de algunas
substancias que inhiben la liberacion de Ca?* desde los depositos intracelulares. En Ios experimentos con
bloquendores de canales de Ca®' se obtuvieron los siguientes resultados: !) ni el Ni** (180 uM -5 mM)
ni el Co* (3 mM), previnieron el efecto relajante del carbacol; 2) el Co® revintié Ia relajacion inducida
por ¢l c.arbacol mientras que el Ni*" no la revirtio. 3) en las preparaciones que habian sido expuestas al
Co2+ o al Ni’" se observo, durante las exposiciones subsiguientes al carbacol, una disminucion marcada
y duradera del efecto relajante de dicho agonista. Con las substancias que inhiben 1a liberacion de Ca®'
desde los depositos intracelulares, se obtuvieron los siguientes resultados: 1) la procaina (I mM) previno
o revirtio la relajacion inducida por el carbacol, redujo significativamente la magnitud de la relajacion
inducida por la histamina y enlentecié la relajacién inducida por ¢l ATP; 2) la neomicina (5 mM), no
incremento la tension basal y, tampoce, previno o revirtio la relajacion inducida por el carbacol, la
histamina o el ATP. Estos resultados sugieren que el mcremento de la [Ca®'}, inducido por el carbacol,
la histamina o ¢l ATP, se origina por la liberacién de Ca®* desde los depdsitos intracelulares. y que el
influjo a través de la membrana plasmética es indispensable para volver a llenar los depdsitos. Los
resultados sugieren, tamblén, que en la relajacnén inducida por el carbacol predormnn Ia liberacion de
Ca”” inducida por Ca®. . :

1L- Los efectos del tratamiento estrogemco cronico o agudo sobre las respuestas vasomotoras a la
fenilefrina y al carbacol se analizaron en anillos adrticos, con y sin endotelio, provenientes de ratas

ovariectomizadas. El tratamiento estrogémco cronico consistio en la administracion subcuténea de una
dosis dnica (1 pmol) de estearato de estradiol. Para estudiar los efectos del tratamiento estrogénico -

agudo se registraron las respuestas, a {a fenilefrina y al carbacol, de los anillos aérticos provenientes de
ratas ovariectomizadas no tratadas, antes y después, de la adicion de 17ﬂ~cstradlo! a las soluciones de
perfusién. Para identificar las respuestas dependientes del endotelio cada experimento fue realizado
simultineamente en un par de anillos provenientes del mismo vaso, uno con-endotelio y el otro sin
endotelio funcional. Las respuestas contractiles a la fenilefrina de los vasos con endotelio intacto fueron
atenusdas por el tratamiento estrogénico cronico, dicha. atenuacién fie mayor en presencia de
indometacina y fue revertida por la aplicacion del metil ester de la Ne-nitro-L-arginina. Tanto el
tratamiento estrogénico cronico como el agudo incrementaron la- relajacion dcpendleme del endotelio
inducida por el carbacol en los anillos precontraidos con fenilefrina provenientes -de ratas

~ ovariectomizadas no tratadas. Los resiltados sugieren que los estn’)gcnos incrementan, en el endotelio ~

dela aorta de Ia rata, !a liberacion basal tanto de éxido nitrico, como de un prostanoide vasoconstmtor '
e mcrementan la liberacion de NO meduada por receptor.



SUMMARY

Two problems were analyzed in this study: 1.- The role of the several mechanisms that may increase
[Ca®') in endothelial cells during agonist induced endothelial-dependent relaxation of vascular smooth
muscle. I1.- The effects of estrogens in the modulation of vascular tone.

[.- Agonists mduung the synthesis and release of NO in endothelial cells, produce, in these cells, also an
increase in [Ca*'}. The purpose of this part of the study was to analyze the role of the several
mechanisms which may increase endothelial [Ca®]; during agomst-mduc»d endotheliumnd(.pendent-
relaxation. Carbachol-induced relaxation of phenylephrine (10™ M) precontracted aortic nngs havm;, a
functional endothelium was used to evaluate NO retease. In this model, the effects of some Ca®* channel
blockers and of some inhibitors of the release of intraceliular stored Ca*' were smdled Ca®' channel
blockers produced the following effects: l) Neither Ni** (180 pM - 5mM) nor Co™ (3mM) prwented
the relaxant effect of carbachol; 2).- Co® rewmd the relaxauon induced by carbachol, while Ni*' did
not. 3).- Rings previously subjected to either Co®" or Ni*' showed a marked and prolonged decrease i in
response to subsequent challenges with carbachol. Inhibition of the release of intracellular stored Ca®',
produced the following effects: 1).- Procaine (I mM) prevented or reverted the carbachol-induced
relaxation, decreased the magnitude of the histamine-induced relaxation and slowed the ATP-induced
relaxation. 2.- Neomycin (5 mM) neither increased the basal tension nor prevented or reverted the
carbachol-, histamine- or ATP-induced relaxations. These results suggest that the increase in endothelial
[Ca®); induced by either carbachol, histamine or ATP is caused by Ca® released ﬁom intracellular
stores, the carbachol-induced rdamtmn being predominantly caused by Ca®' induced Ca’* release. The
results suggest ﬁmher that Ca®* influx across the sarcolema is essential for replenishing  intraceflular
stores after Ca®* has been released

The effects of either chromc or acute estrogenic treatnlcnt on the “in vitro™ vasomotor responses to
phenylephrine (10°-10° M) and to carbacol (10°-10° M) of aortic rings excised from ovariectomized
rats were analyzed. Chronic estrogenic treatment consisted in a single subcutancous dose of 1. umol
~ estradiol 17-stearate. Effects of acute estrogenic treatment were evaluated by recording the responses of
aortic rings excised from untreated ovariectomized rats both before and after the addition of 17B-
estradiol to the superfusing solutions. In order to ldenhfy the endothehum—dependem tesponses each
experiment was performed simultaneously on pairs of rings from the same gorta, one with and the other
without functional endothelium. The contractile responses to phenylephrine of endothefium-intact
vessels were attenuated by chronic estrogenic treatment; this attcnuation was further increased by
preincubation of the vessels with indomethacin and was reverted by No-nitro-L-arginine methyl ester.
Either chronic or acute estrogenic treatment enhanced the carbachol-induced endothelium dependent
relaxation of phenylephrine-precontracted nings. The results may be explained by assuming that
estrogens increase the basal release of both nitric oxide and a cyclooxygenase-dependent
vasoconstnctmg prostanoid as well as the receptor-mediated release of mtnc ox:de t‘mm the
endothelium of the rat aorta.

e



INTRODUCCION
ANTECEDENTES

1.- EL DESCUBRIMIENTO DE LA RELAJACION DEPENDIENTE DEL
ENDOTELIO INDUCIDA POR LA ACETILCOLINA.

La capacidad de la acetilcolina y otros agonistas muscarinicos de producir
vasodilatacion en diferentes lechos vasculares in vivo, se conoce desde hace
muchos afios. Por esta ragén se esperaba que los agonistas muscarinicos
produjeran relajacion de las contracciones espontaneas o inducidas por farmacos
en preparaciones aisladas de vasos sanguineos; sin embargo,'tal relajacién sélo
habia sido observada en una minoria de preparaciones prdbadas in vitro. Entre
las preparaciones que no presentaban relajacién, se encontraban las tiras
helicoidales de aorta toracica de conejo, las cuales unicamente presentaban
contraccién dependiente de la dosis como respuesta a la acetilcolina o al
carbacol, independientemente de si se encontraba en .estado' de reposo o si habfa
sido contraida con algin agdnista (Furchgoft y col., 1953; Furchgott, 1955)._ La
maxima magnitud de la contraccion inducida por la acetilcolina variaba
considerablemente, entre el 10 y el 50% de la maxima magnitud observada con la
epinefrina (Furchgott y col., 1953). | N “ " o o

~ Cabe hace.r_' notar que las tiras helicoidaléé fueron :deSarrolladés
 originalmente para ser utilizadas con el dispositivo de registro de esa época, es

- degir, la palanca isoténicé_que permitia el registro de la actividad mecénica en ,

quimégrafo. Después del reemplazo de la palanca y el quimégtéfo. por 'Io_s
trénsductores de fuerza y el osciloscdpio Ias tiras h_elicoidaleé aln 'fu'ercj)n_ usadas -
por 'mu‘chos'aﬁos‘. En 1976 en el laboratorio de Furchgott se empezaron a usar los -
anillos de aorta en lugar de las tiras helicoidales para realliz.é,r estudios sobre_
' receptores, ya que IOs'anillos‘e'ran preparaciones faciles de obtener y de m_ontar
~ en el dispositivo de registro. En 1978, durante'uh‘expefimentb disefiado para :
comparar la potencia de diferentes‘céteco!aminas para activar los rebeptbres beta
" adrenérgicos de fa aorta del cdnejo. accidentalmente, se ablicb-éarbaCOl a un



anillo que ya habia sido contraido con norepinefrina y el anillo sufrié una parcial
relajacion. Puesto que ésta era una respuesta completamente inesperada para los
anitlos de aorta de conejo, todos los anillos de ese experimento fueron expuestos
al carbacol o a la acetilcolina, y todos presentaron una relajacion parcial,

Rapidamente se llevaron a cabo experimentos adicionales para comparar
las respuestas de las tiras helicoidales y los anillos de la misma aorta a esos
agentes. Las tiras, presentaban anicamente la contraccion esperada, mientras
que los anillos presentaban relajacion.

Después de la observacion inicial de la relajacion inducida por el carbacol o
la acetilcolina en anillos de aorta de conejo, diferentes tipos de experimentos
indicaron pronto, que las preparaciones aditicas perdian la capacidad de relajarse
en respuesta a estos agentes si el endotelio de la preparacion habia sido frotado
excesivamente contra una superficie extraiia o, contra si mismo durante su
obtencion (Furchgott y col. 1980a; Furchgott, 1982). Una vez establecida la
relacion entre la pérdida de la capacidad de relajacién y la friccion del endotelio,
legé a ser comun observar, tanto en los anillos como en las tiras, una relajacion
del 90 al 100% desde un nivel de tono moderado {cominmente producido por
norepin_efrlha), cuando eran expueStqs a una concentracion éptima (us’ua!mente 1
LM) de acetilcolina. '

El mecanismo por el cual la friccion de la capa endotelial de una
preparacion atrtica abolla la capacidad de relajarse en respuesta ala acetn!co!tnav
no fue claro lnmedlatamente Entre los posibles mecamsmos que se consuderaron,
esta el que la friccion eliminaba las células endotehales y que la presencna de taies

células era mdlspensable para la relajac:én Sm embargo ‘estudios histoléglcos -

micna!es de secciones transversales de anillos intactos o que habian sido frotados
con alguna superficie, tefiidos con hematoxilina, no mostraron un ndmero,
signifi cativamente' diferente de-délu!as endoteliales. Désafortunadamenté' estos
estudios prehmlnares estuvieron sujetos a varios erfores técnicos, postenormente
se- obsewé can otra técnica (tincién con mtrato de plata) tanto con el mlcroscopio |
de luz (Furchgott y col. 1980a) como tamblén por medio de microscopla

ta



electronica (Furchgott y col. 1981a) que habia una relacion directa entre la
magnitud de la relajacion inducida por la acetilcolina en las preparaciones adrticas
y la fraccibn de células endoteliales presentes en dicha preparacion. Otro
procedimiento que también abolia la relajacion inducida por la acetilcolina era la
exposicion de la intima de un segmento de la aorla a la enzima colagenasa
(Furchgott y col., 19802a).

L.a eliminacion de las células endoteliales no interferia con la sensibilidad
de estas preparaciones a los agentes constrictores (por ejemplo, {a norepinefrina),
si se tenla el cuidadd de no estirar demasiado el tejido muscular liso durante ¢l
procedimiento de friccion o de no exponer la preparacién demasiado tiempo a la
colagenasa. El efecto contractit de la acetilcolina a uoncentrac:onea alta.,, era
mayor después de la eliminacion de las células endoteliales, como era de
esperarse, puesto que ya no habia actividad relajante de esas células que se
opusiera al efecto contractil.

Posteriormente, se encontrd que el papel obligatorio de las células
endoteliales en la relajacion inducida por la acetilcolina, no sdlo era aplicable al
caso de la aorta de conejo, sino también al caso de otras arterias, inCluyéndb una
variedad de arterias del conejo, del perro, de la rata del cobayo y del humano -
(Furchgottycol 1980a Furchgott, 1981b; Chenyycol 1982).

La acetllcollna era casi igualmente efechva para relajar las contracclones
de anillos adrticos del conejo inducidas por diferentes agentes-vasoconstrnctores, |
incluyendo a la norepinefrina, la fenilefrina, la“hisztamina,-"'-' la se;otcinjna‘,v la
angiotensina ll, y fa prostaglandina Fou. Por otra,parte,- en las.cbntra'cc'io'hés.por
“alto 4Kf o por la sustitucion de la solucion de Krebs o;dinariai pdr una éd!ﬂciéri de
Krebs-K,SO,, la relajacién' méxima inducida pdr la écétilcbiiha‘ siempfé'fue' |
consudarablemente menor (10 50 %), que aquella producida en las contraccnones
| If‘ldUCIddS porla norepmefrina (Furchgott, 19816). | |

Furchgot_t y col, (1980a) propuswron que las células endotehales :
estimuladas por la acetilcolina (Ach) liberaban una subatancaa que difundia al
musculo .Iiso_subyac:ente para provocar una relajacion. Esta substancia fue

fond



llamada Factor Relajante Derivado de! Endotelio (FRDE); se descartd que se
tratara de la prostaciclina, (prostaglandina vasodilatadora) puesto que la relajacion
inducida por la acetilcolina no era afectada por la adicion de indometacina que
previene la sintesis de dicha prostaglandina.

Para probar ta hipdtesis de la naturaleza humoral de la relajacion
dependiente del endotelio se desarrollo el siguiente procedimiento: a una tira
transversal de aorta, a la cual se le hablan eliminado por friccién las céluias
endoteliales, se le registraba la actividad mecanica cuando era montada
separadamente, o también cuando se montaba de tal manera que la superficie de
su intima estuviera contra la superficie de la intima de otra tira aértica longitudinal
con células endoteliales presentes (montaje en sandwich). Debido a la orientacién
‘de sus células musculares, la tira longitudinal, solo podila COntribtjir con cambios
triviales a la tension sobre e_i transductor de fuerza durahte la contraccion de la tira
transversal. La acetilcolina, que no inhibia las contracciones de la tira transversal
montada separadémente, siempre indujo una relajacion importante de la misma,
cuando era montada junto con la tira longitudinal en la forma ariba descrita
(Furchgott y col., 1980a). o | | |

Griffith y col. (1984), usando Ia técnica de bioensayo de perfusién en
| cascada, en la cual era posible variar el tsempo de trénsnto dela soluclén entre Ias
células endoteliales y la artena del bioensayo, estlmé Ia vida media del FRDE
liberado por la acetilcolina en la aorta de conejo, en 63 + 0.6 seg Vanres'
similares también fueron reportados por Cocks y col (1985) para el FRDE
liberado por la bradicinina en células endoteliales cultnvadas de aorta de bovino, y
por Rubanyi y col., (1 985) para el FRDE liberado por la acetilcohna en el endotelio
de la a_rteria femora! canin_a; Fu‘rchgott y col., (1986) encontraron que a vida media
 del FRDE de aorta de conejo era de 10.16 + 1.6 seg. Por otro Iado.Forstermanh Y
col.,(1984) estimaron una vida media mas larga "para élﬂFRDE Iibefado por la
~ acetilcolina del endotelio de la aorta de conejo (24 = 3 seg). Ellos atnbuyeron la
'vida media més larga en sus expenmentos al hecho de que - usaban una -
fconcentracnén menor de Q, en Ias soluc:ones de perfusién.



A la descripcion de la relajacion dependiente del endotelio inducida por la
acetilcolina siguieron, en poco tiempo, reportes sobre relajaciones dependientes
del endotelio inducidas por otros agentes tales como el ionéforo de Ca®* A23187,
el trifosfato de adenosina (ATP), el difosfalo de adenosin (ADP}, la histamina, la
substancia P, la bradicinina, la trombina, Ia vasopresina, el polipéptido intesiinal
vasoactivo, la colecistocinina, la melitina y los acidos grasos saturados.

En parte, debido a las observaciones con el A23187, Furchgoft (1981b),
propuso que el incrementc de los iones de calcio en cierta region de alguna
enzima clave, sensible al Ca®*, podria ser el paso inicial en las reacciones que
mediaban la liberacién del FRDE. Segun la propuesta tal incremento podia
generarse por la accion del A23187, aCtuando como iondforo, o por la acetilcolina,
al abrir canales de Ca®' acﬁoplados al receptor muscarinico en la mémbrana
plasmatica. Posterlormente, en otros laboratorios se demostrd que se requeria la
presencia del Ca’" en el medio extracelular para la estimulacién de la liberacién
de! FRDE por la acetilcolina y el A23167 (Singer y col., 1982; Griffith y col., 1986).
También se encontré que en diversos vasos sanguineos aislados, las células
endotefiales liberaban continuamente, una pequefia cantidad del F_RDE, el cual
inhibia parcialmente el desarrollo de tension en respuesta a diVer_Sos agentes

-vasoconstrictores (lL.ues y col., 1984; Godffaind'y col,, 1 985_; Martin y coi.. 1:986;
‘Bullock y col., 1986). | o |
Por otra parte, se observé que la ehmmaclbn de Ias célu!as endotelta!es no
 alteraba la senSIbllidad de dzversas preparaciones vascu!ares a una vartedad de
agentes rela;anteo tales como la nitroglicerina, el nutroprusuato de sodlo, ,l
adenosina, el monofosfatc de adenosina, el |soproterenol Ia fotorrelajacmn el
- factor natnurétlco auricular, el factor inhibitorio del musculo retractor del pene y la
prostaciclina (Furchgottyco! 1980b; 1984!))
2.- Papal del GMP cicllco enla rela]acién depandienta del endotello.

Murad y col, (1979), hablan propuesto que los llamados
| nitrovaéodi!atadores, tales comd el nitropruéiato'. los 'nit_ra‘to's organicos, la azida y
los nitritos inorgénicqs. _-activaban a la guanilato ciclasa indirectamente via la



formacién de oOxido nitrico. Con base en este antecedente se postuldo que el
FRDE, al igual que los nitrovasodilatadores, estimulaba a la guanilato ciclasa del
musculo liso vascular, causando un incremento en el monofosfato ciclico da
guanosina (GMPc), el cual de alguna manera inducia la relajacion (Furchgott y
coL.19§1b)

La hipotesis, de que el FRDE liberado por la acetilcolina y otros relajantes
dependientes del endotelio producia un incremento en el GMPc fue apoyada por
los resultados de Rapoport y col. (1983) en la aorta de la rata, de Diamond y col,,
(1983) y Furchgott y col.,(1984b), en la aorta del congjo; Holzmén‘ (1982) en la
arteria coronatria de bovino, y de Ignarro y col., (1984) en la anteria puimonar de
bovino En ninguno de estos estudios sobre la relaja(ibri dependiente del
endoteho se observdé un cambio srgmflcatwo en el contenido de monofosfato
cictico de adenosina (AMPc). | N

Por otro lado, dos grupos de investigadores, en forma independiente,
demostraron que el FRDE liberado de las células endoteliales de los vasos
sanguineos podia reaccionar diréctamente_ con la guanilato ciclasa citoptasmica y
activar la sintesis del GMPc (Forstermann y col., 1986; ignarro y col., '1986);

La produccién de GMP ciclico en anillos de ‘aotta con eh_dotélio no
estimulados disminuia, tanto en la ausencia de ca® en el medio extkac_elul_ar
~ (Rapoport y col., 1984; Spedding y col, 1986), como en .'pres'encia del
calmidazolium (inhibidor de la calmodulina) lo q'Ue sugirir.‘: que la produbcibri de
FRDE en Ias células endotellales no estlmuladas requena de Ca? y de
calmodulma '
3.- Papel del Ca** en la libaracién de! FRDE
o Furchgott y col. (1980a), demostraron que Ia hberamén de FRDE era

mcrémentada por el ionéforo del calcio A23187 y atenuada o abollda en - o

solucmnes libres de calcio. , S
| . Las celulas endotehales estlmuladas con bradlcmlna en ausencla de Ca*
_.extracelular Ilberaban FRDE de manera atenuada y transitoria, indicando que
~estaba involucrado un factor dlferente al Ca** extracelular el cual posiblemente era



el Ca® liberado desde depdsitos intracelulares. Sin embargo, no ocurrfa otra
liberacion del FRDE mientras no se hubiera reincorporado el Ca® al medio
extracelular (Peach y col., 1987). Estos resultados sugerian que el ca®
intracelular liberado al citosol no podia ser recapturado y que el Ca** de los
depdsitos intracelulares debla provenir del medio extracelular.

La presencia obligatoria del Ca®* extracelular para la liberacién del FRDE
se aplicaba tanto a los agentes vasoactivos cuyos efectos eran mediados por
receptor (Ach, ATP, substancia P, bradicinina, y trombina), como a los que no
actuaban a traves de receptores (A23187, acidos grasos saturados y timerosal).
Se postuldé que el Ca?* funcionaba como un segundo mensajero en el
acoplamiento entre la estimulacion endotelial y la secrecién del FRDE y la de PG,
(Peach y col., 1987). »

4.- Papel del intercambio Na'/Ca*

Los reportes acerca de la participacion del intercambio Na'/Ca®" han sido
contradictorios. Winquist y col. (1985) observaron que el analogo de la amilorida
(inhibidor del intercambio Na*/Ca®*, entre ofras propiedades), el diclorobenzamil,
bloqueaba selectivamente la relajacién inducida por el A23187 en la aorta de rata,
mientras que Cocks y col (1988), también utilizando los analogos de la amilorida
“sugirieron que e! blogqueo del intercambio Na‘/Ca®* esfimuléba Ia"liberacién del
FRDE. Los efectos farmacblégicos de la amilorida y sus anélogos.' distintos a la
inhibicion del intercambio Na*/Ca®*, podrian explicar la diversidad de efectos
sobre las relajaciones mducidas porvagomstas dependientes del endoteho

- Identiﬂcacidn del FRDE como éxido nitrico (NO)
| Furchgott (1987) fue el primero en proponer que el FRDE podrla ser Oxido
nitrico. Esta propuesta estaba basada en un estudio sabre las caracteristicas de la
relajacion de la aorta de conejo producida por un factor reléjante'independien{e
- del endotelio, el cual se generaba _répidamenté por la acidiﬁcacié_n de soluciones
‘de nitrito de sodio. Este factor era pfesumiblémente el éxido nitrico, el cual se
- formaba durante Ia descomposicié_n‘ espontaneé del acido nitroso. El factor era
labil, como lo indicaba la transitoriedad de la telajacién inducida por éste cuaﬁdd



era anadido a {a solucion de Krebs-bicarbonato que perfundia un anillo de aorta,
su efecto relajante era completamente blogueado por la hemoglobina y sélo
parcialmente por la metahemoglobina;, su efecto relajante era inhibido por
generadores de anicnes superdxido y se prolongaba por la superdxido dismutasa.
Todas estas caracteristicas también las tenia el FRDE.

La identificacién del FRDE como dxido nitrico (NO) o come una molécula
que contenia un compuesto nitroso fue realizada tanto por pruebas gquimicas
como por experimentos de bioensayn. al demostrar que el NO podia detectarse
en el efluente de células endoteliales en cultivo y que el NQ podia imitar las
acciones del FRDE en el musculo liso y en las plaquetas (Palmer y col., 1987,
Ignarro 1989; Myers y col., 1990). | '

Otros estudios hablan sugerido que el nitrito y el NO producido en las
células endoteliales de mamifero eran‘derivados de la L-arginina (Palmer y col,,
1988). En homogenizados de células endoteliales porcinas-se' identiticd un
sistema enzimatico dependiente del NADPH que convertla la L-arginina en NO‘ y
L-citrulina, el cual requerfa de un cation metalico divalente para su actlvauén
(Palmerycoi 1989).

MECANISMOS CELULARES QUE CONTROLAN LA FORMACION DEL.
FRDE/NO EN LAS CELULAS ENDOTELIALES.

La formacnén del FRDE/NO ha sido demostrada eh el endotello y en otros |
tipos celulares de mamifero mciuyendo a los macréfagos actlvados (Hauschlldt Y
| I 1990 lyengar y col., 1987) neutréflos (anht 1989) células neuronates,
(Knowless y col., 1989), célulasepltellales. de rtﬁén, (Schroder y col., 1989), v
células carcinomatosas (Amber y col., 1988). | | | . '

Otros estudios ha‘n'most:rado\que elNOyla L~c_itr‘ulina son sintetizados por
la oxidacion del grupo guanidino de la L~argininé p‘o'r'l‘a'sintasa del NO (Adams y
col., 1989; Amber y col, 1988; Ando y col., 1988). Por medio de técnicas de
biologla molecular se han identificado al menos tres isoenzimas, tanto en términos



de su estructura como de la especificidad tisular de la expresién de su mRNA
(Bredty col., 1991; Sessa y col., 1992, Xie y col., 1992).

En las células endoteliales existe una enzima constitutiva, esta enzima ha
sido clonada y su peso molecular es de 135 kDa (Lamas y col., 1992). La
activacion de esta enzima requiere de la elevacién de la concentracion intracelular
de Ca® libre (Palmer y col., 1989; Mayer y col., 1989; Busse y col., 1990;
Forstermann vy col., 1991}, sin importar si esta elevacion es inducida por un
estimulo dependiente de un receptor (como la acetilcolina, e! ATP, o la
bradicinina, entre otras), o por substancias que no actiian a través de receptor
como los ionéforos de Ca®*, o el timerosal (Luckhoff y col., 1988; Mayer y col.,
1989).

Una caracteristica de esta iscenzima es un sitio de N-miristoilacion, que
causa su localizacion en la membrana celular (Sessa y col. 1992). La relevancia
funcibnal de las formas membranales versus citosdlicas es desconocida, Sin
embargo, existen diferencias entre los mecanismos que inducen la formacién
espontanea del NO y la estimtilada por agonistas, esto sugiere que en cada una
de ellas, el origen del Ca** activador podrla ser diferente (es decir, influjo a'través
dela membrana plasmatica versus liberacion desde depésitos mtracelulares)

La activacion de la sintasa constitutiva del 6xido nitrico parcialmente
~ purificada es potenciada por la calmodulma. esto llevb ala concl_uslén de que la
dependencia del Ca’* de la sintesis del'éxido nitrico en el citosol endotelial es
mediado por fa calmodulina (Busse y col 1990, Forstermann y col 1991) »
La enzima constltutwa ademés de ser regulada por cambios en la [Ca”]‘ hbre y
por la calmodulma también es dependlente de la presencla de un cofactor el
dinocledtido fosfato de nicotinamida y adenina en su forma reduclda (NADPH)
~(Mayery col., 1989; Busse ¥ col., 1990; Forstermannydol '1991)' |

Durante el embarazo la actividad de la sintasa del NO endotelial (NOS) se‘. -

_ mcrementa en la arteria uterina y en muchos drganos, ademas se ha observado'
este efecto en animales no prefiados tratados con estradlol_.(Wemer y col., 1994).



El aumento en la produccion de NO podria contribuir en la redistribucidn del gasto

cardiaco que ocurre durante el embarazo.

INCREMENTO EN LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE CALCIO EN
LAS CELULAS ENDOTELIALES INDUCIDO POR AGONISTAS.

La hipotesis de que el Ca** funciona como un mensajero intracelular =n la
liberacion del NO surgid de ia observacion de que el iondforo de calcio, A23187
liberaba al’ NO mientras que la eliminacién del Ca®' extracelular inhibla tal
liberacién (L.ong y col. 1985; Griffith y col., 1986, Peach y col., 1987).

Cuando las células endoteliales son estimuladas por la unién de agonistas
a su receptor respectivo, se genera una elevacion en la concentracion intracelular
de calcio libre, la 'cual es considerada un mecanismo clave que dispara diferentes
respuestas celulares, tales como la formacion de dos autacoides, el NO y la PGl,.
La medicion del incrémento. en la concentracibn‘ de Ca*' citcséliéo.- ha sugerido
que este incremento precede a la liberacién del NO o de la prostaciclina, inducida
por diferentes vasodilatadores dependientes del endotelio (Hallam y col., 1988,
Luckhoff y col., 1988). | |

Las mediciones de la concentracion citoplasmética de Ca®" en células
endoteliales vasculares muestran un valor de reposo cercano a 107 M (Schilling y

col., 1988; Hallam y col., 1986; Hallam y col 1988, 'Luckhoff Yy cdl' 1988). La
estimulacidén con agomstas capaces de estlmular la llberacién tanto del NO como
de {a PGlz, mduce un incremento blfas:co en la [Ca *], cuya magnitud. depende-
" tanto de la preparac!én como de la concentracién del agonlsta El incremento
inicial transstono de la [Ca® ], es atribuido a una liheracién de Ca desde depésltos | |
mtracelulares (Colden -Stanfi eld y col. 1987 Luckhoff y col., 1986) medsada por el
segundo mensajero IP4, (Denan y col 1986,‘ Pa‘rotton y col, 1QB?a) Estev_'_
incremento inicial es insensible a la ellmma'ciéh del Ca extrace!ular y ala
A.'Adepolanzac:én y es seguudo por un lncremento sostenldo de la [Ca ],, cuya'_
magmtud es intermedia entre el pico del aumento transitorio y los nlve!es de‘
'reposo y se mantiene mlentras se encuentre presente el agonlsta Esta fasse del
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incremento depende de la presencia de Ca®* extracelular y, al parecer, esta
asociada con un influjo transmembranal de Ca** (Colden-Stanfield y col., 1987,
Hallam y col., 1988, 1989; Jacob y col., 1988; Jacob 1990; Luckhoff y col., 1986
Liberacion del calcio desde los depdésitos intracelulares. Papal de log
segundos mensajeros.

la fase inicial de la elevacion 'en la {Ca*'], inducida por agonistas, es
debida a la liberacion de Ca®" de depésitos intracelulares y esta acompariada de
un incremento rapido de los fosfatos de inositol (Jaffe, y col., 1987; Resink, y col.,
1987; Lo y col., 1987, Pollock y col., 1988).
Formacién de fosfatos de inositol y diacilglicerol

En muchos tipos celulares la activacion de una fosfolipasa C (PLC)
hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-disfosfato (PIP;) para producir los segundos
mensajeros 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP,) y diacilglicerol (DAG). Una proteina G
~ transductora aéopla los receptores para la activacion de la PLC y en algunos
- casos, este paso es sensible a la inhibicién por la toxina pér'tussis.‘ Una vez
formado, el IP, causa liberacibn de Ca®' desde dep6sitos intracelulares; el
diacilglicerol activa a la proteincinasa C (Berridge, 1987) -

En las células endotel'iales se ha reportado la formacién de lPS: en

respuesta al ADP y ATP (receptores P,) (Forsberg y col., 1887; Pirotton y col.,
1987), a la bradicinina (ret_:eptores B,) (Larﬁbert ' col.,-1986;'D'erian 1986), al
factor endotelial de 'c_re’cimien'to celular (Moscat y col., 1'_9'88),_' a _Ia" histamina
(receptores H,) (Lo y col., 1987; Pollack y col., 1 9_88i 'Resink y col;v,; 1987).’ 'a,l:_{l.
trombina (Hallam y col., 1988; Moscat J., y col., 1987; Pollock W.K., y col., 1988),
~ yalameltina, un activador directo de fa PLC (Loeb y col., 1988). También se ha
encontrado una disminucién simulténea en el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y un
incremento en el diacilglicerol (Lambert y col., 1986; Moscat y col., 1987). La
evidencia de que el _diacilglicerol puede_'activar a la proteincinasa C pu_ede ser
_inferido de las acciones de los ésteres de forbol en las células endoteliales {De
Nucci y col., 1988; Demolle, y col., 1983ﬁ Demolle y col., 1988b; Lewis y ¢ol., .
1987). La formacién de (P, no depende de la elevacion de 'calcio intracelular o de

H



la presencia del calcio extracelular (Hallam y col., 1988), sino que probablemente
involucra una proteina G, puesto que la formacion de 1P, en respuesta al ATP
(Pirotton y col.,, 1987) (aungue no a la bradicinina, Lambert y col., 1986) es
inhibida por la toxina pertussis.

E! papel del 1,34, 5-tetrakisfosfato (IP4) como segundo mensajero en el
control de la entrada de Ca®' permanece en controversia. Experimentos en
huevos de erizo de mar condujeron inicialmente a lrvine y col. (1986) a proponer
que el IP, actia sinergisticamente con el IP,, en la liberacién de Ca®* de depositos
intracelulares. Este sinergismo, reflejarla un acoplamiento entre canales de Ca**
activados por IP, en la membrana plasmatica, y canales de Ca2+ sensibles a 1P,
en ¢l reticulo endopldsmico, de manera semejante al acoplamiento, en el musculo
esquelético, entre los canales de Ca** del tipo L en la membrana plasmatica v, los
receptores a la ryanodina en el reticulo sarcoplésmico' (los cuales muestran
homologia con los feceptores al 1P,) (Irvine, 1990). Aunque el control sinergistico
de la entrada de Ca* porel IP, y el 1P, fue apoyado por experimentos realizados
en células lagrimales de raton (Morris y col. 1987) y en Ovocitos de XEhop_us (De
Lisle y col. 1992; Cros.::ley y col., 1988), otros investigaddres 'Vno, pudieron
reproducir esos efectos (Bird y col., 1991). Luckhoff y col. (1992), obt_uvie_rbn
evidencia directa de que el IP,, pero no el IP,, modula la actividad de.un‘ canal
permeable a cationes divalentes y dependiente de Ca ~en :j_la :hiembr’ana
plasmatlca de células endoteliales. o o ,k , o |
Papo! de las comentes iénicas enla esﬁmulaclén de Ia hiosintesis del 6xido
E nitrico. | ‘ )

El componente sostenido del incremento en la concentracibn mtrac.elular de B
Ca? es abolido por la ehmmacién_ del Ca” extracelular o por la adlc_lbn de

b!oqueadorés de los canales del Ca™, tales como el Coz* yel Mn®', Io que Sugiere

que esta fase_resulta del ihf__ldjo de Ca®* (Carter y col., 1988; Hallam y col., 1986;
Hamilton y col., 1987; M_organ-Boyd'y'cdl., 1987; Pollock y col., 1988; Rotrosen y

col., 1986)'.' El mecanismo del ihﬂujo de (}:s("+ inducido por agonistas no es claro.

12



Se observd que Ia liberacion del FRDE por las células endoteliales in vitro
inducida por agonistas, disminuia en un medio con elevada concentracion de K’
(Furchgott, 1983b), y no era inhibida por antagonistas del Ca®, lo que sugeria que
los canales del Ca®* dependientes del valtaje no estaban involucrados en el
acoplamiento estimulacion-secrecion (Spedding y col.,1986; Jayakodi y col, 1987).
Las evidencias de la ausencia de canales de Ca®" dependientes de voltaje en las
células endoteliales cultivadas pueden resumirse de la manera siguiente:

1. Whorton y col. (1984), encuentran que en celulas endoteliales cultivadas los
influjos de **Ca*" inducidos por bradicinina eran insensibles al verapamil. Ademas,
observaron que los antagonistas de los canales de Ca® no tenian efecto sobre los
cambios en {a fluorescencia del fura-2. inducida por ef ATP y la bradicinina, en
células endoteliales cﬁultivadas de aortz de cerdo. Sin embargo, como muchos
blbqueadores organicos de los canales de Ca®* presentan dependéncia del uso y
del voltaje, estos investigadores pensaron que podia no haber sido alcanzada una
adecuada inhibicion en ausencia de la depolarizacién.
2. La despolarizacién de la membrana por la elevacion de la _' conce_ntracibh
extracelular de K', producia una disminucion en la captacién de “*Ca® (Johns y
col., 1987) y una disminucion del influjo de Ca?" asociado a la fase sostenida del
incremento en fa [Ca®], inducida por agomstas (Morgan -Boyd y col., 1987, Laskey
Y col 1990). | | o |
3. No se habla dletect'ado una cnr,riente ehtraﬁte__neta en réspués’ta ala
despalarizacion de la membrana en las células enddteliales cultivadas ain
durante la perfusnén con solucuones isoténicas de Ca 0 de Ba ,0en presencia
de los agomstas del canal de Cd " del tipo | L como el BAY K8644 (Jahns y col., |
1987, Colden Stanfield y col., 1987). ’ |

Para explicar el influjo de Ca®' se cdns’ideramn' 'entohcr..s otras ‘tres
| poSibles vias a través de laé cuales el Ca** extracelular podria entrar a la célula
endotehal a) canales de ca® operados por recuptor b) canales cati6nicos no
' '_selectwos o de fuga y¢) canales de Ca** activados por etes_tlramlento._ El influjo

de Ca® a través de ca_nales opgrados por receptor se propuso porque se



incrementaba el influjo de Ca®* por el efecto de diferentes agonistas, incluyendo a
la bradicinina, la histamina, y la trombina (Johns y col., 1987; Hallam y col., 1986).
En células endoteliales cultivadas y con la técnica de fijacion de voltaje, la
trombina y la bradicinina producian una corriente idnica, correspondiente a un
incremento en la conductancia de la membrana plasmatica (Johns y col 1987,
Hallam y col., 1988). Cuando el Ca® intracelular era amortiguado (1»16 miM EGTA)
esta corriente, inducida por tales agonistas, solo se obsérvaba en algunaé de las
células examinadas. La retacion 1V de la corriente inducida por estos agonistas,
era lineal, con un potencial de inversion cercano a 0 mV. Este Iiecho, y la
variacién de la amplitud de la corriente, al variar la concentracion del Na oia del
Ca®" extracelular, sugerian que los agonistas activaban canales calidnicos no
selectivos. Los resuitados nbtenidds con registros de canales tnicos apoyaban
esta hipotesis (Johns y col,, 1987; Lodge y col., 1988).

Sin embargo, surgia un gran numero de interrogantes:
1. ¢ Qué mecanismo (o mecanismos) estaba involucrado en 2| acoplamiento de la
activacion del receptor a ia apertura del canal y el influjo de Ca*'?
2. ¢ Podia el influjo de ca’ vy de ofros cationes divalentes - ocurrir |
independientemente de la estimulacién continua del réceptor-por agonistas? Es
decir, iexistla participacion de los segundos mensa]eros en la madmcnén del
influjo de Ca**? | | |
3. Aunque se observaba un incremento en la [Caz*]i en todas las céluieis |
endoteliales Integras y sanas, ¢por qué la corriente -_de' r'n‘e'fhbra‘na inducida por
agonistas vasoactivos era observada unicamente en una pequea poblacion de
células aisladas? ;Se. relacionaba esto con una hetéroge'neidad' de las
pobiacione celulares o con la existencia de una. altemcibn en las prop:edades de
la membrana (perdlda funcional de canales) durante el prnce‘dlmuento de
aislamiento o de cultivo de las células? | |

Con respecto a la entrada de Ca por el eshramlento Lans mah y col.

' (1987), reportaron un canal permeable al Ca® con una conductanma de 40 pS en -

células endotehales aorticas porcinas en so.l_uctén salina fisiologica. La frecuenc;a S
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de apertura de estos canales, se incrementaba cuando se estiraba
mecanicamente un segmento de la membrana al aplicar una presion negativa al
interior de la pipeta. Estos investigadores estimaron una permeabilidad relativa
(PCa/PNa) de 1.2 - 8.4 compatible con un canal catibnico relativamente no
selectivo. Estos experimentos confirmaron la presencia de una corriente activada
por el estiramiento, que se invertia aproximadamente 20 mV por arriba del
potencial de reposo, con una conductancia de 45 pS y con una probabilidad de
apertura que se incrementaba con la depolarizacion. Las caracteristicas de los
canales activados por el estiramiento eran definitivamente diferentes a los canales
operados por receptor. No se han encontrado este tipo de canales activados por
estiramiento en otro tipo de células endoteliales.

Bregestovski y col. (1989), con la técnica de fijacién de voltaje en
microareas, encontraron que las células endoteliales cultivadas provehientes de
vena umbilical humana, tenfan un potencial de membrana en reposo de -27 £1.4
mV, no observaron corrientes dependientes de voltajé ni a nivel mariroscépico. ni
a nivel de canales tnicos con potenciales de mantenimiento d_é -20 a 40 mV. Con.
la modalidad de célula completa, obsewaroh que la histamina producia un
aumento lento y prolongado de uné corriente - entrante, esta ccrriente estaba
asociada con la despolarizacién y _cdh'una disminucién de‘_ la resiSténcia de
entrada. El iondforo de calcio A23187, también inducia corrientés entran{és
similares. En registros de canales tnicos, también observaron corrientes mducndas
tanto por la hlstamlna como por el A23187 La conductanma deI canal umco era
cercana a 20 pS con un tiempo medio de apertura de 5 ms y un potencsal de
“inversion de 0 mV, en solumones con concentracuones simétricas de polasuo El»
sodio intracelular bloqueaba las corrientes sallentes. La actividad del canal
dependiente de histamina requeria de caicio axterno.i Co'ncluye:ro_n que la corrienté :
entrante dependiente de histamina parecia involucrar 'Ia_'activacibn de canales "
cationicos dependientes de calcio. | |

Olesen y col. (1988) y Busse y co! (1989) reportaron que Ia ‘estimulacion
de células endoteliales con Ach (3 pM) producia una hiperpolanzacuo_n de’la
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membrana plasmatica que alcanzaba su pico entre los 3 y 5 segundos y disminuia
subsecuentemente con un curso temporal similar. La hiperpolarizacién era
causada por una corriente saliente transitoria dependiente de Ca®* (I ), la cual
era acarreada principalmente por K*. La Ach (1 uM y 10 M) también producia
incrementos en la concentracion intracelular de Ca®*, dependientes de la dosis. En
presencia de atropina (1 y 3 pM) se abolian ambas respuestas a la Ach.
Concluyeron que lal . vy el incremento en la [Ca®'}; eran dos manifestaciones de
la estimulacion de los receptores muscarinicos, y que el incremento en la [Ca®"},
podria ser el evento primario, que conducia a una hiperpalarizacion secundaria de
la membrana. |

Canneil y col. (1989), en celulas endoteliales cultivadas de arteria pulmonar
bovina, con la técnica de fijacion de voltaje, y medicion simultanea de [a
concentracion intracelular de calcio con el indicador ﬂUorescente de calcio, indo-1,
encontraron una relacién corriente-voltaje no lineal, con una marcada rectificacién
entrante cercana al potencial de reposo. Este resultado no dependia de la
presencia de agonistas. La [Ca®'], en reposo era sensible al potencial de
membrana, disminuia con la depolarizacion. | Para estos irWestigadores los
resultados eran consistentes con un- mndelo de una bomba sm1ple de fuga y
sugerian que en estas células no existlan canales de calc:o dependlentes de

*} la cual alcanzaba su

voltaje. La bradicinina (10 pM) incrementaba la [Ca
méximo en aproximadamente 3 seg., y disminufa grédualmehte deépué&s de varios
mmuto., Durante ¢l incremento en [a [Ca ! producudo por ia bradlclnma no habia
"camblos en la relacién corriente voltaje de la céiula Estos- resultados
'cuestlonaban el papel de un canai cat:énlco no especif co operado por receptor

como mediador del mcremento en la [Caz’],. Esta observamén acoplada con el
- retardo observado en la ‘reSpuesta producnda por el agomsta-sugerla que estaba |
involucrado un sistema de. segundos mehsajerés, en 'él-incrememo de fa [Ca®"},
Los camblos en la rélacién corriente voitaje empezaban a ocuriir cerca de 30 seg.
después de la aplicacion de(agbniéta. 'Para los autores estos cambioé podian ser |
| explicados por la activacién de canales 'potasio‘ d_e conductancia grande y de
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canales cationicos inespecificos, con un potencial de inversion de 0 mV. El
segundo tipo de canales podia mediar la fase de meseta de la respuesta
producida por el agonista.

Hallam, (1989), encontré que la estimulacion de células endoteliales de
vena umbilical humana, por agonistas fales como la hislamina o la trombina,
promovia un influjo de Ca?", que causaba un incremento en la [Ca*'}; que era
dependiente de la presencia continua tanto del agonista como del Ca*
extracelular. Para este investigador, estos resultados implicaban que Ila
estimulacion de un influjo de cationes divalentes podia ser una consecuencia
directa de la descarga de depobsitos internos de Caz" mas que una consecuencia
directa de la presencia del agonista. Apoyaban su propuesta en los resultados de
experimentos en los cuales utilizaron Mn** como indicador para analizar la entrada
de Ca**, con el siguiehte diseﬁd experimental; descargaban los depési‘tos internos
con una estimulacion breve cori histamina (100 pM) en una solucién
nominalmente libre de Ca® y si se bloqueaba tal estimulaéién con la adicion del
- antagonista H,, la mepiramina (20 pM), ain podia ser detectado un infiujo de
| cationes divalentes. _ _

Pos terlormente Jacob (1 990), con un disefio experlmental snmllar y en el
mismo tipo de células endoteliales, encontr6 que si en una soluclén sin Ca*', una
célula era estimulada con histamina (100 HM) por un periodo de 120 seg, con el
propdsito de descargar los depbsltos internos de Ca® .'y se expon!a dicha célula"
a Mn"" (50 pM) después de retlrar la histamina, se obsewaba una entrada de
| Mn? *. Este influjo- no era afectado por una nueva adicién de hsstamma y no se
observaba si los depasitos eran Ilenadoa por la exposicrén de la célula al Ca® ‘(1‘
| :mM) extracelular durante 180 seg, antes de la expos:cnén al an‘ Et llenado de

los depésttos internos por la exposicién a 1 mM de Ca yla entrada de Mn** eran '
bloqueados por Ni** (2 mM) Si los depésutos lnternos eran descargados por
exposicién a la hlstamma en una soiumbn libre de Ca y después eran llenados
nuevamente por la exposiclén a Ca , durante periodos v_ar_lables el llenado de los
depésltos internos d_ependia de la duracién del perfodo de llenado, es decir del



tiempo de exposicion al Ca®™*. En estas condiciones la velocidad de entrada de
Mn?* variaba inversamente con el grado de llenado de los depdsitos internos de
Ca®". Con estos resultados, concluyeron que el Mn** entraba a las células
endoteliales de la vena umbilical de humano, después de la estimulacion por
agonisias por una via, que era c:ontrolaéia por el grado de llenado de los depdasitos
internos. Aunque, probablemente la entrada del Mn®* no fuera exactamente por ta
misina ruta utilizada por el Ca®, propusieron que el Mn?* entraba por una via que
era en parte la misma via utilizada por el Ca 2 para Henar los depositos intermos; y
que el elemento comin de estas dos vias contenla el sitio en el cual, la entrada de
cationes divalentes era controlada por el grado de llenado de los depésitos
internos, |

En células endoteliales aisladas, la histamina causa incrementos
transitorios (“espigas”) en la [Ca®") hasta a casi 1 pM, la frecuencia pero no la
magnitud de estas espigas se incrementdcon la concentracién del agonista. En
ausencia de Ca®" extracelular las espigas decrecen progresivamente en magnitud
y en frecuencia, cesando, aparentemente, antes de que los depdsitos sean
depletados (Jacob y col., 1988). Esto sugiere que el Ilenado de los depdsitos
intracelulares hasta un nivel critico pudiera ser necesario antes de que estos
puedan ser descargados. | | | o | |

Moritoki y col. (1994b), observaron que el éCIdO ciclopiazdnico ((‘PA
inhibudor de la ATPasa del Caz"). en anillos de aorta de la rata contraldos con
fenllefrina produce una rela;amén dependlente del endateho Propusueron que el
| CPA podia estimular la sintesis de NO, al mhlbtr la ATPasa de Ca mdlspensabie '
‘para el llenado de los depésltos intracelulares, que la deplemén de los depo..ltos -
mtracelulares de Ca® podta d|sparar un mflulo de Ca . el cual contnbuia al
incremento en la concentracién - intracelular de Ca? libre en las (.éluh'-:
endoteliales, y que  tal incremento activaba' a la sintasa del NO y
consecuentemente la formacién de NO. | B |

Mehrke y col. (1990). en cultwos pnmanos de céiulas endotellales
obtenidas por dispersién enznméhca de artenas coronanaa de cobayo enc:ontraron
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que el promedio del potencial de reposo de las monocapas era de -35 £ 9 mV. La
aplicacion de bradicinina (0.1 - 20 nM) durante 2 min induce una hiperpolarizacion
transitoria de hasta 40 mV la cual es seguida por una despolarizacion sostenida
de hasta 28 mV. La magnitud de la hiperpolarizacion disminuia cuando se elevaba
la concentracién extracelular de K'. La hiperpolarizacién producida por la primera
exposicion a la bradicinina, después de que habla sido eliminado el Ca®" del
medio externo, tenia la misma amplitud que en presencia de dicho ion, pero su
duracion se reducla hasta aproximadamente un 72 %. La segunda aplicacién, en
ausencia de Ca®* extracelular, sélo producia depolarizacién. Se 'podia volver a
obtener la respuesta hiperpolarizante a la bradicinina al exponer transitoriamente
(2 min) la preparacién a una solucion con Ca’. La hiperpolarizécién transitoria
inducida pbr la bradicinina fue inhibida por la d-tubocurarina, un bloqueador de
canales de K' activados por Ca**. La apamina (10 pM) también redujo la
hiperpolarizacién en un 15 %, aproximadamente. El ATP (1 pM)' produjo una
hiperpolarizacion de am'plitud similar a aquella inducida por la bradicinina, pero
coh una duracién menor y una despolarizacibn muy pequefia (< 5 mV) y no
sostenida. La mayoria de las monocapas de células endoteliales coronarias .
respondia a la adenosina en forma similar a la bradicinina. Estos resuitados
sugieren que los vasodilatadores dependiehtes del ehdotelid '_inducen una
liberacién de Ca?* de depésitos intracelulares, mediada por 'segu'ndos menéajeros,-
seguida por un incremento en el influjo de Ca?* desde el espacio extr'acelulér.‘La
hlperpolarizacidn tranSitofia probablemente estaba relaclit_}nad‘ei cdn la apertura de
canales de K’ activados por Ca® y la despolarizacion s'GSténida'pod.ri;avéstar
. relaci'onada ¢on'el cierre de carialés de K* operados por segundos mensajeros.
Chen y col. (1990), en células musculares lisas v_ascdlares,énco.nt’raron
que la ACh (>10® M), induce una hiperpolarizacién con _dos'componéntes_ (uno
transitorio, seguido por uno éostenido),.pero sélo si estaba "prese'nt.e el ehdotelio
intacto, Una reduccién de la [Ca™], inhibié el componente sostenido. En
soluciones sin ca? (adicionada con'EGTA). sblo se p_roduce'el componente
transitorio de Ia_hiperpolarizacién, pero con una amplitud muy reducida. La
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procaina (10°° M) inhibi6 Ia hiperpolarizacion inducida por la ACh en una manera
dependiente de la concentracion; y con una concentracién mayor de procaina
(10° M) que causd una despolarizacion substancial de la membrana, la ACh no
produjo cambios detectables del potencial de membrana. La cafelna (10°-107 M)
produce una hiperpolarizacion transitoria, independients de la presencia o
ausencia del endotelio, e inhibe el componente sostenido de Ia hiperpotarizacian
inducida por la ACh mas que el componente inicial. También el A23187 (10° M)
hiperpolariza la membrana del musculo liso en una manera dependiente de la
concentracion, y esta hiperpolarizacion no es generada en soluciones libres de
Ca® 0 en ausencia de células endoteliales. Estos investigadores concluyeron que,
al parecer, en la arteria carétida de conejo, 1a hiperpolarizacién dependiente del
endotelio inducida por la ACh tiene compenentes independientes y dependientes
del Ca®* extracelular y que, cada uno esta relacionado con un incremento en la
[Ca®], inducido respectivamente por la liberacién de Ca? de depésitos
intracelulares y por el influjo de ca® desde el espacio extracelular. Propusieron
ademads, que el incremento en la [Ca®’]; podria provocar la liberacién de un factor
hiperpolarizante deri\iad'o del endotelio (FHDE). | |
-Sakai (1990)‘, encontré que la ACh producia hiperpolarizabién de la
membrana de las células endoteliales de la aorta del conejd._ Con la técnica de
fijacion de voltaje en la modalidad de célula completa, observé que fa ACh (10
M) induce una corriente saliente que es blogueada por la atropina. La aplicacion
de pirenze’pina” (antagbnista de los receptores M) o de AFDX 116 (a:nta'gbnista '
de los receptores M) inhibié levemente la corriente, mientras que la aplicacion
simulténea de estos dos bloqueadores la inhibié marcadamente. La aplicacion de |
céfeiné.(z X 10 M), ryanodina (10° M) o heparina ('1‘0‘“‘5‘g[ml), también reduce la
amplitud de esta corriente y el azul de matilénoria inhibe completamente. El
registro de canales finic'os reveld que la ACh abre 'ca'halga_s de K* dependientes de
Ca® con una -c'onduc{ancia de 9 pS. Estds fésu_ltados indican q'ue'léé células :
endoteliales de Ia aorfa del conejo' ptesentan los _subtipbs de rece’ptores'
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muscarinicos M, y M,y que la ACh activa canales de K* dependientes de Ca** via
la liberacion de Ca** de depésitos intracelulares.

Bossu y col. (1989 y 1992), utilizaron células endoteliales recién aisladas
de capilar de bovino para examinar la entrada de Ca® dependiente de voltaje.
Utilizaron la modalidad de registro en célula completa para analizar los procesos
de activacién e inactivacién, y las modalidades de registro de parches no
desprendidos y parches desprendidos evertidos (inside ouf) para analizar las
conductancias elementales. Encontraron que todas las células mostraban
actividad de canales de Ca®* de bajo umbral, con las principales caracteristicas de
una corriente transitoria del tipo T y cuya conductancia unitaria fue de 8 pS. El
25% de las células mostraban una corriente adicional de tipo sostenido en
~ presencia de 5 mM de CaCI2 por arfiba de -40 mV, la cual, se incrementaba por la
aplicacién de BAY K 8644 pero era insensible a la nicardipina. Se observaron dos
tipos de canales sensibles al BAY K 8644 con una conductancia de 2.8 y 21 pS,
respectivamente, (con 110 mM “de BaCl,, en la pipeta). Los canales con
conductancia mayor eran canales del tipo L. Los de menor conductancia se
activaban a potenciales mas negativos‘ y en promedio pefmaneclan abiertos
durante 16 mseg en condiciones control. En presencia de BAY K 8644, se
observaron aperturas adiclonales prolongadas (hasta de 100.ms, en Comparaclén
con la constante de tiemkpo de sélo 7.8 ms del modo lento de los canales tipo L).
Estos investigadores designaron a este tipo de cana]gs. 'cdmo _canalés SB: de
conductancia baja y sensibles a BAY K 8644. En preSericia-de nicardipina, la-
actividad de los canales SB no se modific ndtablemérite, en contraste con los
canales tipo L, en los cuales fue abolida la actividad. Tampdco_ée‘rﬁbdiﬁcéb’;m las
duraciones de las aperturas y de los cierres de Ios‘.'canales SB cuando se _agregé
nicardipina, después de una aplicacion de BAY K 8644. Los autores propusieron
'q'ue con -cbnbentraciones ~ﬁsio|égicas de cationes divalentes, por arribé de
potenciales de membrané de -40 mV, se‘induce una actividad del tipo SB que
“genera la corriente sostenida de bajo umbral. | |
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Yamamoto y col. (1992), propusieron que en la membrana de células
endoteliales de la arteria pulmonar de la rata, existe un canal cationico, selectivo
al Ca®*, pero también permeable al Na* y al K*, el cual tiene propiedades de
rectificacion entrante, posiblemente debido al Mg” intracelular; estos autores
también propusieron que la histamina, pero no la acetilcolina, activa dicho canal
cationico y eleva la [Ca*'].

Mendelowitz y col. (1992), utilizaron grupos de células endoteliales
acopladas eléctricamente para estudiar, con la técnica de fijacién de voltaje, una
posible via de infiujo de Ca®* activada por la bradicinina. Encontraron que la
bradicinina activa una corriente entrante acarreada tanto por Na' como por Ca®,
cuando el potencial de membrana es mantenido a un nivel de -60mV. La corriente
es activada dentro de los primeros 3 seg de la aplicacion de la bradicinina, y
alcanza su maximo durante el primer minuto. Con el Ca®" como ibnextracelular
permeante, la corriente permanece estable durante 1 a 3 min y después declina
en un periodo de 5 a 8 min, én presehcia continua del agonista. Sin embargo,
cuando la corriente es acarreada por el Na’, se mantiene constante durante los 10
min que durd la observacion. El potenciai de inversion de la corriente activada por
la bradicinina es cercano a OmV, lo que sugiere la activacion de un canal catiénico
inespecifico. La corriente entrante a -60 mV es en promedio 1314.5 pA (n=9) en
presencia de Ca** y122+9, 3 pA (n=5) en presencia de Na+. Tanto la cornente'
de Ca®, como la de Na’, son bloqueadas por 200 #M de lantano.

Hosoki y col, (1994) reportaron que en células endotehales Ia reduccubn
enla concentracubn extracelutar de C ‘hasta 40 mM, 0 la expoalclbn al antagomsta»
del canal de CI el acido N- femlantranihco previno selectwamente Ia elevacién
sostenida de la [Caz’], mducnda por la histamina o el ATP y que estas mamobras -
no afectaron la elevacién sostenida de la [Caz*],, inducida por-el conéforo de Ca v
conomlcma La elevacnén de Ia concemrac:én extracelular de K hasta 90 mM no |
tuvo mﬂuencta sobre lé respuesta sostemda a la htstamma o al ATP. Estos- ’
 autores propusneron que la elevacion sostenida de l_a [Caz’]i. en respuesta ala



histamina o al ATP, era debida a la entrada de Ca** desde el espacio extracelular
y que era sensible a la [CI],..

Graier y cal. (1992) demaostraron que el incremento en la [Caz*]-, inducido
por la histamina en células endoteliales de vena umbilical de humano es debida
principalmente a la activacion de una corriente de membrana que permite la
entrada de Ca®’. Esta corriente es sensible al inhibidor de la entrada de Ca*’
inducida por agonistas, el SK&F 86365, el cual bloquea el incremento sostenido
en la [Ca®'}; inducido por la histamina, asi como también la captacion de Bca’ty
las corrientes de membrana. L.a inhibicidn de dichas respuestas a ia histamina 'se
acompaiia de una reduccion considerable en la formacion y liberacidn del NO.
Esto sugiere que en estas células, la biosintesis y liberacién del NO depende de la
entrada de Ca®* inducida por agonistas e involucra canales permeables al Ca®’
operados por receptor. |

Groschner y col, (1994), estudiaron las respuestas dé la membrana, a la
estimulacion con histamina en células endoteliales vasculares humanas, con la
técnica de fijacion de voltaje en las modalidades de parche perforado y de célula
~ completa tradicional. En experimentos con parche perforado, la corriente inicial
inducida por la histamina (10 pmol/L) se invirtié en la cercania del pdtencial de
equilibrio del K' y fue bloqueada por el tetrabutitamonio (TBA, 10 mmollL').'
Ademas, tegistraron una corriente insensible al TBA que se desafrollaba
lentamente en presencia de histamina, Esta corriente retardada; inducida por la
histamina, se invirtié en la cercania delvpoter‘tciallo,y‘fue inhi.bid_a por el SK&F
96365 (25 pmol /L), un bloqueador de los canales de Ca” operados por réceptor.
Observaron efectos similares con [a histamina con la modalidad 'c':om'ré;ncidnal de
célula completa. El componente retardado de ia corriente indilc_ida por la
histamina, fue inhibido marcadamente por el bloque_ador de canales de Cl, el
4cido N-fenilantraniico (NPA, 100 umoliL), y. un cambio de ocho veces en el
gradiente de Ci‘, cambio el potencial de inversian de esta corriente en 30 mV. 'En
soluciones sin CI', la khistamina' indujo uné corriente que era resistente aI'NF’A vy
~ sensible al SK&F 06365, lo cual, de acuerdo'con las mediciones del potencial de
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inversion determinado con 20 mmol/. de Ca® extraceluiar, correspondié a una
conductancia catiénica con una selectividad para el Ca** de 13 a 25 veces mayor
que para el K*. Tanto el SK&F 86365 como el TBA, suprimieron marcadamente
los incrementos en la concentracion intracelular de Ca®* libre, y los niveles de
GMPc celular inducidos por 1a histamina, mientras que el NPA no modificd dichas
variables. Estos resultados proporcionaron, segln los autores, la primera
demostracién de que en las respuestas de la membrana de las células
endoteliales, inducidas por la histamina, participaban tres distintas conductancias
idnicas, es decir, que la histamina inducia una conductancia al CI' que
aparentemente no estaba involucrada en la homeostasis del Ca®" y la regulacion
de la biosintesis del NO, mientras que, en paralelo, producia la activacién
simultanea de otras dos permeabilidades, una al K’ inducida rapidamente vy otra
que se desarrollaba lentamente que mediaba la entrada de Ca®* y la estimulacion

de 1a sintesis de NO endotslial.
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LA PARTICIPACION DE FACTORES HORMONALES EN LA MODULACION
DEL TONO VASCULAR DEPENDIENTE DEL ENDOTELIO.

La presencia de hormonas femeninas estd asociada con una incidencia
menor de padecimigntos cardiovasculares. En la mujer premenopausica existe un
retraso en e¢i desarrollo de padecimientos areriales coronarios de
aproximadamente 10 afios con respecto a los hombres con caracteristicas
socioecondmicas similares (Becker 1992), pero la diferencia entre los hombres y
las mujeres se estrecha después de los 50 afios de edad (Bush, 1990). Ademas,
las mujeres con hipertension sistemica tienen una morbilidad y mortalidad mas
baja en comparacién con los hombres hipertensos (Anastos y col., 1991; Sokolow'
y cal., 1961). Estad bien documentado, que las mujeres gue reciben terapia
substitutiva con estrégenos tienen una reduccion del 40 al 50 % en el riesgo de
presentar padecimientos arteriales coronarios (Henderson y col., 1986, Barrett-
Connor y t:ol.._1989; Ross y col., 1981). Aunque una parte importante de estos
efectos ha sido atribuida al incremento en las lipoproteinas de alta densidad y a
una disminucion en las lipoproteinas de baja densidad (Bush y col., .1990;
Gruchow y col., 1988; Walsh y col., 199'1).7 se ha encdntradb que el perfil lipidico
~sblo se modifica aproximadaménte en.un 50% en las mujeres 'tratad_as "_cpn
estrégenos, sugiriendo que estan involucrados otros mecanismos (Bush y col,,
1987). Por otro lado, se ha observado que las mujeres hipertensas presentah_ una
presion sanguinea mas baja ’en'réspuesta al ejercicio 'is"omé‘t‘rico. con respecto a
los hombres con caracteristicas similares (raza, edad y valores de presién arterial
media) y se ha sugerido que esto es debido a alteraciones en la reactividad |
vascular (Messerli y col., 1987), - | | _. |

La térapi_a con estrégenos parece ser benéfica en mujeres que‘ padecen el
. sindrome cardiaco X, un padéclmiento reconocido récien’temente,'r que se
caracteriza por una anginé. seVera‘ en la presencia de arterias coronarias
no_rn'ial_es, Este padecimiento es.‘té'asociado._a una insuficiencia ovarica (Sa_frel y
| col.."-1992_) y a una deficiente respuesta hiperémica dependiente del endotelio
(Sax y col.,, 1987). La admini‘stracién de 178-estradiol por un perlodo de 2 meses,
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restaura ta respuesta hiperémica a sus valores normales y mejora marcadamente
los sintomas (Sarrel y col., 1992).

Varios estudios han reportado que, la administracion de eastradiol,
incrementa las relajaciones dependientes del endotelio, de las arterias coronarias
en respuesta a la estimufacion con acetilcolina. Williams y col., (1980) utilizaron la
técnica de angiografia cuantitativa en monos alimentados con una dieta rica en
colesterol y demostraron que la infusion de acetilcolina constreiia las arterias de
animales ovariectomizados, pero dilataba aquellas de un grupo de animales
tratados con estrogenos. Aunque en el grupo de animales tratados con
estrogenos estaba reducida la formacion de placas aterosclerdticas, la
modificacion en la vasorreactividad no se correlacionaba con la magnitud del
desarrolio de dichas placas. Estos hallazgos,'h'an sido apoyados por estudios
realizados en mujeres postmenopausicas, en las cuales la administracion de
acetilcolina prbduce vasoconstriccion, esto sugiere que existe una disfuncion |
celular endotelial, La adminiétracién de concentraciones fisioldgicas de 1783-
estradiol o de esteroides sintéticos, como el etinil estradiol, por infusion
intraarterial o intracoronaria potencia la vasodilatacion inducida por la acetilcolina
en las arterias coronarias, asi como en la circulacién del antebrazo (Gilligén y col.,
1984; Reis y col..' '1994).- El e.s;tradiol. también incrementa |a .-'-'respuesta‘
vasodilatadora al nitroprusiato de sodio en e anfebraib, peto no en fa circ‘ulac,ibn'
coronaria (Gilligan y coI. 1994), esto sugiere que el eStradio! ‘modula_la
sensubllldad del musculo liso vascular sélo en dlgunos Iechos vasculares

Exlsten ewdenclas de que los estrégenos y la progesterona modulan ia
| produccion 0 la actividad de las substanmas derivadas del endoteho el NO la
~endotelina-1 (ET—1), y los elcosanoldes entre otros |
Los anuilos aérhcos aislados, precontraldos con femlefnna provementes de
conejas-comparados con aquel!os provementes de conejos, muestlan una mayor
relajactbn en respuesta al Inhlbldﬂf de ia mactwamén del NO, la superéxldo-
d:smutasa y una contraccin mayor despues de la inhibicién de la sintesis del NO
por la mtro-m_etyl-L—argmma (Hayashl y col, 1992) La ovanectomia anula esta |
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diferencia, sugiriendo que los niveles fisiologicos de las hormonas femeninas,
estimulan la liberacién basal del NO.

l.a arteria uterina de cobayo y los anillos adrticos de la rata muestran un
incremento en la relajacién inducida por la acetilcolina durante el embarazo (Bell,
1973; Weiner y col., 1891; Goetz y col., 1984). Estos efectos del embarazo son
similares a aquellos observados con el tratamiento agudo y cronico con el
estradiol, lo que .sugieré que los cambios asociados con el embarazo estan
mediados, al menos en parte, por el estradiol.

El tratamiento cronico con 17#-estradiol también incrementa las
relajaciones inducidas por la acetilcolina en anillos de artefia femoral de conejo y
de aorta de ratas hipertensas espontaneas (Wi‘uiams y col., 1988, Gisclard y col.,
1988). Sin embargo, no todos los estudios apoyan que la vasodilatacion inducida
por el estradiol sea mediada por el NO; sélo en a'lgunos estudios se ha reportado
que en los anillos de arteria coronaria precontraidos, la relajacion inducida por ef
estradiol se revierte por la inhibicion del NO mientras que en otras estudios no se
ha observado dicha reversion (Collins y col., 1994; Jlang y col., 1992) -

Los hallazgos en diferentes especues qugieren que el estradiol modula las
relajaciones dependientes de!,endoteho en un gran nimero de‘lech_o., vasculares
a través del incremento en la liberacion del NO, que padria ser dcasiohada'pbr un
incremento en la expresién de la sintasa del NO II! (NOS ). Sin embargo los
efectos observados durante el embarazo no se reproducen complatamente porel
 tratamiento con estradiol, y los efectos del estradml no son tan generahzados”
como los observados durante el embarazo Por lo tanto, al’ parecer estan
mvolucrados otros mecanlsmos, tales como el mcremento en la sensubllidad oen
lla at" nidad de los receptores endotehales o efectos sobre los pasos mtermedlos ,
mvolucrados en la. liberacién del NO medlada por receptores, tales como Ia"
modulacién de la actlvamén de las proteinas G |
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el presente estudio se analizaron basicamente dos problemas. |.- El
papel que juegan los diferentes mecanismos que pueden elevar la [Ca*) en las
células endoteliales en las relajacionas dependientes del endotelio inducidas por
diversos agonistas. Il.- Los efectos de los estrogenos en fa modulacion dal tono
vascular dependiente del endotelio.

Analisis experimentai del papel del Ca*' en las respunstas vasomotoras
dependientes del endotelio.

La activacion de la isoforma endotelial de la sintasa de NO, requiere de la
elevacion de la concentracion intracelular de Ca libre ([Caz*}i) (Palmer y col.,
1989, Mayer y col., 1989; Busse y col, 1990, Forstermann y col, 1991), sin
importar como se origina dicha elevacion. Se ha demostrado que la_estimulacién
de las. células endoteliales con agonistas que inducen la sintesis/liberacion del NO
produce un incremento bifasico en la [Ca®'], (Luckhoff y col., 1988; Haltam y cof.,
1986; Colden-Stanfield y col., 1987, Morgan-Boyd y' c:dl_.. 1987, Schilling y col,,
1988; Hallam y col., 1988). EI compaonente inicial tranéitorio refleja la liberacion de
Ca®* desde depdsitos intracelulares, mién'tras que &l componente sostenido de
este incremento, refieja un influjo transmembranal de Ca™ desde el espacio
extracelular (Co‘ldén~Stanﬁeld y col., 1987; Luckhoff y Col.. 1986, Schilling y col,,
1988) Aunque los mecanismos involucrados en Ia liberabién' dé Ca* desde
depositos mtracelulares han sido ampliamente estudmdos en una gran varledad
de células no excitables, la identifl cacién electrof:sloléglca y la caractenzacnon de
las vias del influjo transmembranal de Ca permanecen en. controversua Se han
identificado algu_na_s caracteristicas de estas vias a part_lr de e_studlos_ mdnmctos.

- Primero, el influjo puede ser bloquéado por | algunos cationes ihorgénicbs' |
incluyendo al Ni** y al La**, los cuales producen una inhibicién a concenta acmnes

- del orden mM y pM respectwamente (Colden-»Stanf' eld y col., 1987, Pandol y col

-' 1987; Schlihng y col., 1988; Kwanycol 1990 Buchany col., 1991). Segundo fa-
depolanzaclén de la membrana plasmétlca por elevacion del K* extracelular. 0 por
aplicacién de corriente con Ila tecmca de fi ;aclén de voltaje producen una
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disminucion del influjo de C:az‘~ inducido por diversos agonistas en las celulas
endoteliales (Sauvé y col., 1988; Schilling y col., 1989; Schilling, 1989; Luckhoff y
col., 1990a,c). Tercero, algunos autores han reportado que el influjo de Ca’* es
insensible a los inhibidores o activadores organicos de los canales de Ca®*
dependientes del voltaje derivados de las dihidropiridinas (nitrendipina o BAY K
8644) (Colden-Stanfield y col., 1987; Schilling y col., 1988). Sin embargo, tambien
se ha reportado que en células endoteliales provenientes de capilares de la
médula suprarrenal, el influjo de Ca®* es sensible a dichos compuestos (Bossu y
col., 1992). Cuarto, se ha reportado que el compuesto sintetico SKF 96365
(bloqueador de canales de Ca® operados par receptor), inhibe los cambios en la
[Ca®'}, inducidos por agonistas en las células endoteliales, en las plaguetas y en
los neutréfilos (Merrit y col., 1990). Quinto, estudios recientes en ceélulas acinares
pancredticas (Muallem y col., 1989) y en celulas endoteliales aorticas de bovino
(Thuringer y col., 1991) han mostrado que la alcalinizacion del medio extracelular
estimula el influjo de Ca®* inducido par agonistas. Y sexto, la via del inﬂujo
inducido por agonlstas, en las células endoteliales es permeable tanto al Ca \
como al Mn?*, y al Ba®* (Schilling y col., 1989; Kwan y col., 1990).

Estudios en neutrdfilos (Smith y col., 1980) y células endoteliales (Schlllmg
y col, 1991) sugieren que la inhibicién de la fosfolipasa C atenta, tanto Ia
liberacion de Ca®* inducida por agonistas desde depésstos mtracelulares como el )
influjo de Ca®* desde el espacio extracelular. La estlmulactén del influjo de Ca*
paodria mvolucrar tanto una activacion dsrecta de los canales de Ca* en la
membrana plasmética por el 1P, y/o por el IP,,. 0 podrla reﬂejar SImpIemente la
capacidad de estos segundos mensajeros_para deplet_ar los‘ depésstos mternoa de
Ca®", como ha sido sugerido por el mddelo capacitativo de Putney (1986, 1987,
1990). Los efectos de varios agentes, especlf‘ camente la 2,5-di- t-butllhldroqumona
(BHQ), la taps&gargma y el acido ciclopiazénico, apoyan esta ultima htpétesm
Estos agentes son inhlbldoras selectivos de la ATPasa de. Ca®* del retlculo
endOplésmlco y/o del reticulo sarcoplésmlco y parecen depletar los depés:tos'j
mtracelulares de Ca* sin producir un incremento  en la hldrélism de los



fosfainisitidos (Goeger y col., 1888; 1989; Seidler y col,, 1989, Takemura y col.,
1989; Foder y col, 1989; Kass y col,, 1989, 1990; Oldershaw y col., 1990).
Diferentes estudios han mostrado 'que estos compuestos estimutan el influjo de
Ca”* en'algunas células no excitables (Takemura y col., 1989; Foder y col., 1989,
Kwan y col., 1990; Mason y col., 1991). Sin.emb'argo, en otros estudios no se ha
encontrado este efecto (Kass y col., 1989; Luckhoff y 'col 1990b; LlOpIS y col.,

1991). Por otro lado, no hd sido identificada uonvmcentemente la via de entrada
de Ca®*" activada por la deplecuon de los depé.altos intracelulares inducida por
agonistas. ' | | _ |

En relacion al componente lruua! transitono de la elevacubn de la [Ca®},
inducida por divers 08 agonistas, é.:,to se ha atnbundu fundamentcalmente ala |
liberacion de Ca** desde depositos intracellares lnduuda por IP,. Sm embalgo
recientemente se demostré en células endotehales la exustenma de receptores a la |
ryanodina (Lesh y (_:ol 1993) y ta existencia de depésttcs de Ca® funcnonales"
B sensibles a este 'cdmpuesto (Zlegelstem y rot 1994) Esto- suglere que la

_Iibéraciéh dé ca* mducuda por Ca® pudlera partlcipar tambzén en la hberacuén
‘de Ca®* desde los deposnos mtracelulares de Ca lndu‘mda por - dwers__os_ B
agomstas ) | E | o S

Por otro fado, aunque se acepta generalmente que Ia deplemén de Ios |
- depésltos lntracelulares de Ca2 induce el InﬂUJO de Ca a través de la membrana
plasméhca, aun no es claro cual es la sefial que desencadena dicho influjo, ni cual
es la_i v_f_a'de entrada del Ca®* desde el espacio extracelular al citoplasma. Por otro

lado, tampoco ha sido dilucidado cual es el papel de cada uno de los diferentes
| mecamsmos que pueden producir un mcremento de'la [Ca"“], enla actwucnén del
la sintesis y hberacuén del NO. | ,

F malmente aunque se han estudlado los mecanlsmos gue producen el
inbremento en la [Ca*'} en las células endotehales recien alsladas 0 cultwadas _
hasta el momento no se ha reahzado la correlacuén entre dlChOS mecanismos y las
re!ajacmnes dependlentes del endotelio mducldas por Ios dwersos agomstas



Por lo anterior esta parte del estudio se propone contestar las siguientes
interrogantes:

1.- 4Cual es el papel de los diferentes mecanismos que pueden originar en las
células endoteliales el incremento de la [Ca®'], responsable de la activacion de la
sintasa del NO y de {a relajacion producida por el NO?.

2.- ¢Activan los diversos agonistas que producen las relajaciones dependientes
del endotelio los mismds mecanismos que producen el incremento en la [Caz*]i
indispensable para activar [a sintesis del NO?

Andlisis de la participacion de factores hormonales en la modulacion del
tono vascular dependiente del endotelio. ,

Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que las mu;eres en edad
reproductiva tienen, en comparacién con los hombres de la misma edad y con
caracteristicas socicecondmicas similares, un menor friesgo de padecer
hipertensién arterial e infartos del miocardio (Kannél y CO_l., 1 976, Young y col.,
1993). Esta diferencia tiende a desaparecér después de la menopausia 0 dé la
ovanectomia y las mujeres posmenopéusucas tienen un nesgo _mayor de
desarrollar padecimientos vascu!ares coronarios que  las mu1eres.
premenopéusmas de edad similar (Coldntz y col., 1987, Kannel y col., 1892). Por
otro- lado, la terapia hormonal substltutwa dlsmmuye la incidencia de dichos
padecimientos en mujeres poslmenopéuéicas 0 con ovariectomia _(Batrét?Connor y

1991 Stampfer y col., 1991). Los efectos benef c'os'de los 'eStrbgencié son
‘aln mayores en las mu;eres con padecimientos’ cardlovasculares preexistentes
'(Sulhvan y col., 1988) Con base en estas observacuones epldem:oléglcas se ha
) propuesto que log estrégenos tienen un papel protector que prewene ‘ciertos |
padecimientos cardiovasculares. En los ultlmos afos se ha obsewado que el
~ control vascular dependlente del endotelto se altera en etapas. tempranas de fa
‘ateroscle_rosns (Ludmer y col., 1983; Forsterman Y col.,_ 1988) vy, por lo tanto se ha
sugerido que el endotelio pudiera _pariliéip’ar_ en el efec'to protectd_r de .los -
estrégénos (Gisclard y col.; 1988; Williams y col., 1'988_).2.Los éfectds..'de__ los

~estrégenos sobre las respuestas dependientes del endotelio de arterias aisladas
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se han analizado en diferentes modelos experimentales (Gisclard y col., 1988;
Miller y col., 1991; Keany vy col., 1994). Las evidencias mostradas por dichos
estudios apoyan la hipdtesis de que los estrogenos modulan la liberacion (y/o la
accion) de substancias vasoactivas del endotelio.

En el presente estudioc se intentaron contestar principalmente dos
interrogantes:
1.- ¢Madifica el tratamiento agudo o créonico con estrogenos las respuestas
contractiles de la aorta aislada de rata a la fenilefrina, agonista selectivo de los
receptores «, adrenérgicos ? |
2.- ¢ Modifican fos estrégenos la relajacion dependiente del endotelio inducida por

el carbacol en dicho vaso?



IR

OBJETIVOS

El objetivo general del presente estudio fue analizar algunos aspectos del
papel del endotelic en la modulacién de! tono vascular. Para lograr dicho objetivo
el estudio fue dividido en tres partes:
Parte |
Caracterizacion de las respuestas vasomotoras inducidas por diversos
agonistas,

En esta parte se repitieron algunos experimentos descritos en la literatura.
Los objetivos de esta fase fueron: 1o.- confirmar que con el dispositivo
experimental utilizado era posible reproducir los resultados reportados.
20.- De_términar tas condiciones experimentales Optimas para el tipo de
preparacion bioldgica utilizada.
Parte I
Analisis experimental del papel del Ca2* en las respuestas vasomotoras
dependientes del endotelio. |
Esta parte fue dividida en dos fases:

1.- Caracterizacion de las contracturas inducidas por la fenilefrina

El objetivo de esta fase fue anallzar el posmle origen del Ca2* responsable
del desarrollo de tensién inducido por la femlefrma
2.- Anéllsls de las relajaciones dependientes del endotello mediadas por los
receptores a diversos agomstas | |

El objetwo de esta fase del proyecto fue anahzar los posnbles mecanlsmos

2+]i

que producen el mcreme_n_to de la [Ca**), necesario para inducir la Ilb‘eraclén'del :

'NO, y consecuentemente, la relajacion.

Parte lll , & .
Anilisis de la partlclpacién de factores hormonales en Ia modulaclén'
del tono vascular depend!enta del andotelio
" Los objetlvos de esta parte fueron:

1 Analrzar los efectos de la exposmlén crénica o aguda a los estrbgenos sobre.

las respuestas contracttles inducidas por la fenllefrma
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2.- Estudiar los efectos de la exposicion aguda o cronica a los estrogenos sobre la

relajaciéh dependiente del endotelio inducida por el carbacol.
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MATERIAL Y METODOS
1.- Preparacién bioldgica

Los experimentos fueron realizados en anillos de aorta de ratas Wistar,
macho o hembra, con pesos comprendidos entre 250 a 300 g.

Los animales fueron sacrificados por distocacién cervical e inmediata
exsanguinacion. Después de hacer una toracotomia, la aoria toracica fue extraida
y colocada en una cadmara de diseccidon con solucién de Tyrode aereada
continuamente. El tejido conectivo adherido al vaso, fue eliminado bajo
observacion con un microscopio de diseccidon. Se tuvo extremo cuidado de no
tocar la intima del vaso con el fin de evitar dafar el endotelio. De la parte ce.ntral
de la arteria se obluvieron anillos de aproximadamente 2 mm de ancho. Para cada
experimento se seleccionaron dos anillos, a uno‘ de los cuales se [e dané
mecanicamente el endotelio. Los anillos fueron trasladados a una camara de
perfusion continua, donde cada uno fue montado verticalmente entre dos ganchos
de acero inoxidable; de cada par de estos ganchos, uno estaba fijo a la camara de
perfusion, mientras que el otro estaba unido a un transductor isométrico de fuerza
(Grass FT03). Montadas las preparaciones en dicho dispositivo, se les aplicé una .
tension basal de 2 g. En estas condiciones se dejaron, para su estabilizacion, por
un periodo de 60 min., a una temperafura de 379C. La tenéién era registrada
"contlnuamente Y €n caso necesario reajustada nuevamente a2g. |

El dlsposstwo experimental utilizado permitié exponer a los dos anlllos a las
mi‘smas condiciones experimentales e ldentsfcar los efectos producidos sobre el
musculo liso vascular y aquellos donde estaba mvolucrado el endotelio.

Como modelo para estudiar la liberacion de NO se utshzé el efecto relajante |
del carbacol (10 M) en los anillos’ con endotello integro precontraidos con
fenilefrina (10 M}, el cual contrastado con la respuesta al carbacol de los amllos'
sin endotelno es un mdicador fisiolagico conﬂable de la hberacién del NO.

En los expenmentos donde se analizaron los efectos del tratamlento
estrogémco se utilizaron ratas hembras no praﬁadas a !as cuales se les practico
una ovariectomia bilateral, bajo aneslesua con pentobarbltal sédico (32
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mg/Kg.i.p.). Después de la cirugla se les administré penicilina cristalina (400,000
U/kg i.m.) como profilaxis y se dejaron recuperar por un periodo de ocho dias.
Después de esto los animales se distribuyeron al azar en dos grupos, animales
tratados y animales no tratados. Las ratas del grupo de animales no tratados
fueron utilizados 10 a 14 dias después de la cirugla. lLas ratas del grupo de
animales tratados recibieron una dosis Unica por via subcutanea de 1 ymol de 17-
estearato de estradiol disuelto en 0.3 mi. de aceite de ricino. Estudios previos han
mostrado (Vazquez-Alcantara y col, 1985 1989) que tres dias después de
administrar como dosis Unica (0.1-1.0 pymol) estearato de estradiol a ratas
ovariectomizadas, los niveles séricos de 170-estradiol se restablecen a valores
cercanos a aquellos medidos durante el estro en ratas no prefiadas, vy
permanecen en estos niveles por 30 a 60 dias. Las ratas de este grupo fueron
utilizadas 11-13 dias después del tratamiento. Todos los ammales fueron
colocados en cajas individuales con libre acceso al alimento y al agua y expuestos
a ciclos de 12 h de |uz-obscuridad.
2.- Sistema de perfusion y control de la temperatura

' La cémara de perfusion consistia en un cilindro de plastico con un volumen
de aproximadamente 0.5 mil. Las soluciones de perfusion flegaban a la camara por
gravedad desde reservorios colocados a una altura de aproxim'adamente 60 cm, a
través de tubos de pohetdeno los cuales después de atravesar un bario
termostatico, desembocaban en el fondo de la cémara Este método de perfusnén
reduce los artefactas mecanicos producldos durant_e los cambios de solucion. La. -
solucion se drenaba, por rebosamiento hacia un Canal unido al borde superior de
la camara y dentro del cual se colocaba una mecha de ce!ulosa esto permltla
‘mantener constante el nivel de Ia solucion en la cémara La velocudad de ﬂulo fue
de aprommadamente 2 ml por min,, lo que aseguraba un recamblo répldo de Ia
solucnbn '
3. Soluc:iones

Las solucnones de perfusion utlhzadas fueron preparadas el dia del

| experimento a partir de soluclones_ ma_dre. preparadas con sales de grado.
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analitico. La composicion milimolar de {a solucion de Tyrode normal fue: NaCl:
137; KCl: 2.7; MgCl,: 0.69; NaHCO,: 11.9; NaH,PO,: 0.4; CaCl,: 1.8; Glucosa: 10.

En algunos experimentos se modificé la concentracién de Ca®* en la
solucién de Tyrode entre nominaimente 0 mM (es decir, sin adicion de CaCl,) vy
1.8 mM. Las soluciones fueron aereadas con una imezcla de 95% de O, y 5% de
CO, hasta alcanzar un pH de 7.4 y se mantuvieron continuamente aereadas
durante la perfusion

En los experimentos en los cuales se utilizd Co** o Ni** se substituyo el
amortiguador (NaHCO, y NaH,PQ,) por 5 mM de Tris-Hidroximetil Amino~Metaho
(THMAM) o por 10 mM de HEPES. Estas soluciones fueron aereadas con O, al
100 %, y el pH se ajustd con HCl o NaOH, respectivamente.,

Cuando se utilizd indometacina, ésta fue disuelta previamente en una
solucion madre de carbonato de sodio al 4%; de dicha solucién se tomd el
volumen requerido para alcanzar la concentracnén deseada en Ias soluciones de
perfusion (generalmente 10° M),

Cuando se utilizdé 17R-estradiol, éste fue disue!to previamente con
| dtmetu!sulféxudo Esta substancia no provocaba efecto alguno sobre las respuestas
contractiles de las preparacuones
4.- Sistoma de registro | |

La respuesta mecanica de los anillos aém cos fue medida mediante un
transductor electromecanico de tipo isométrico (Grass Modelo FTO3- C),
amplificada con un preampllf cador de DC (Grass Modelo 7P1) Y graf cada en un
sistema pol:grafco (Grass Modelo 790)

5. Anélisls de resuitados ,

Las respuestas contractiles mducadas por los dwersos vasocunstnctores.

son expresadas como &l mcremento en gramos de la tensu’m por arriba de la

o 'tensu')n basal Cuando se reahzaron curvas dosis respuesta a dlferentes'

vasoconstrlctores la magnitud de las respuestas contrécttles fue expresada como
el porcentaje de la tensién maxima desarrollada por los amllos sin endotelio en
respuesta a dicho a farmaco. |
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La relajacién inducida por los diferentes vasodilatadores es expresada
como el porcentaje de la disminucién de la tensién con respecto a la tension
maxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina (10°° M).

Todos los datos son expresados como la media £ E.S. El PD; (-Log de la
concentraciébn molar promedio del agonista que produce el 50 % de la respuesta
maxima), fue determinada con el programa computacional Graph Pad Prism. Para
el andlisis estadistico de los resultados, se utilizé la prueha de t de Student para
grupos pareados y no pareados. El namero de experimentos para cada grupo fue
como minimo de 4.

Con excepcion de los experimentos en [os cuales se analizaron 10s efectos
del tratamiento cronico con estrogenos, en este estudio cada preparacion fungio
como su propio control para evaluar los efectos de una determinada maniobra
experimental. Ademas al final de cada experimento (y después de un perfodo de
lavado de por lo menos 30 min en so’!.ucién de Tyrode) se exploraban las
respuestas de 'Id_s anillos a la fenilefrina (10° M), y al carbacol (10° M). La
magnitud de estas respuestas se comparé con la magnitud dé'las_ respuestas a
estos farmacos al inicio del experimento coh la finalidad de éor‘foborar la
reversibilidad de los efectos de las diferentes maniobras y de evaluar el grado de

deterioro de la preparacion.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Todos los experimentos se iniciaron con la siguiente secuencia de
maniobras:

Después de colocar los anillos en el dispositivo de registro se perfundieron
con solucion de Tyrode, por un periodo minimo de 60 min. Durante este periodo,
si era necesario, se ajustaba la tensiéon a 2 g. Este periodo servia para asegurar la
estabilizacion de las preparaciones.

Después del periodo de estabilizacion, las preparaciones eran expuestas
secuencialmente a la fenilefrina y al carbacol. Para tal efecto, se cambiaba la
perfusidn con solucioén de Tyrode, durante un periodo de 10 min, a una perfusion
con solucion de Tyrode que cbntenia, fenitefrina (10 M) y, después de estb, a
una perfusién con solucion de Tyrode que contenia ademas de f[a fenilefrina,
carbacol (10 M). La relajacidn, hasta casi la tensién basal, inducida por el
carbacol en los anillos contraidos previamente con fenilefrina, era tomada como
evidencia de la preservacién de un endotelio »funcionalmente intacto, mientras que
la falta de dicha relajacion, confirmaba la ausencia de un endotelio funcional.

Al terminar el perlodo de exposicion al carbacol, la preparacién era
perfundida nuevamente cbr} solucién de Tymde por-un periodo de 30 min. para

‘asegurar la eliminacion de los agonistas y sus efectos. - |

Parte | | | o

Caracterizacion de Ias reSpuestas vasomotoras inducidas por dlvorsos”
agonlstaS' | | U |

En esta serie de expenmentos se anallzaron los efectos de dlferenteq
substancuas sobre las respuestas contractiles de los amllos En general los
experlmentos consnsﬂeron en la determmaclén de Ias curvas dos:s respuesta
acumu!atlvas a cada una de las substancias utilizadas.

- 1.- Efectos de fla noradrenahna (NA) - Para estudiar los efectos de la

noradrenalma se determinaron las curvas doms-reSpuesta acumulatwas de los .

- anillos adrticos con y sin endotelio a este agomsta de los receptores adrenérgucos .

v"x1Y°C2 B
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2.- Efectos de la fenilefrina. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta a este
agonista selectivo de los receptores adrenérgicos «..

3.- Efectos del carbaccl. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta al carbacol,
agonista no selectivo de los receptores muscarinicos, en los anillos contraidos
previamente con fenilefrina (10°° M).

4.- Efectos def nitroprusiato de sodio. Se determinaron curvas dosis-respuesta
a este farmaco en los anillos precontraidos con fenilefrina (10 M).

5.- Efectos de la histamina, Se delerminaron curvas dosis-respuesta a este
farmaco en los anillos precontraidos con fenilefrina (10°° M).

6.- Efectos del ATP.- Se determinaron curvas-dosis respuesta a este agonista
purinérgico en los aniflos precontraidos con fenilefrina (10° M).

7.- Efectos de la hemoglobina (Hb) y del azul de metileno. Para corroborar su
efecto inhibitorio sobre las respuestas dependientes del endotelio, en esta serie
de experimentos se aplic 1a Hb o el azul de metileno a una concentracion de 107
M, en ambos casos, durante la perfusién con solucion de Tyrode y, se realizaron,
en presencia de estas substancias, curvas dosis-respuesta a diversos agentes
vasoconstrictores y al carbacol.

Parte Il

Analisis exparimental del papel del Ca®* en las respuastas vasomotoras
depondientes del endotelio |

1.- Caracterizacion de la contracturas inducidas por la fenilefrina.

Para analizar los posibles mecanismos que inducen el'incremento de la
[Ca*", necesario para actwar fa contraccion del musculo liso vascular se utitizé
- como modelo expersmental la respuesta contractll a la L-fent!efrlna. (agomsta
selectivo de los receptores «y), consnderando que ésta activaria la contracctén del
musculo liso vascuiar sin inducir snmulténeamente en las células endoteliales, la
lnberacuén (mediada por receptores) de substanclas vasoactwas Esta
consideracién se basé en los reportes que demostraron la ausencia de receptores
'adrenérgucos «, en el endotello.(Cocks,- y col., 1983). Los posibles mecanismos
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que inducen el incremento de la [Ca®'], se analizaron en experimentos en los
cuales se detemﬁnaron los efectos sobre la respuesta contractil a la fenilefrina de
diversos farmacos que bloquean en forma selectiva uno de dichos mecanismos.
Los resultados de esta parte del estudio se utilizaron, ademas, como punto de
referencia para la interpretacion de los efectos producidos por estos mismos
farmacos sobre la relajacion inducida por el carbacol, la histamina y e:l ATP,

a.- Papel del influjo de Ca*":

Para analiiar el papel del influjo de Ca’" se realizaron los siguientes
experimentos:

i).- Analisis de los efectos de la modificacién de la [Ca®] en el medio
externo. |

Se estudio el efecto de la modificacion de la [Ca*’), (entre nominaimente 0
y 1.8 mM) sobre la magnitud y el curso temporal de la contractura inducida por
fenilefrina.

n) Anélisis de los efectos del Co®'

Para analizar la pasubie pamclpdmén dei mﬂu10 de Ca® a través de los
canales de Ca®" se utilizé el Co® (3 mM), porque se ha reportado que a esta
concentracion dicho i6n bloquea en forma reversible diferentes tipos de canales
de Ca?* en una gran variedad de tejidos, diferentes al endotelio (Hagiwara y col.,
1967; Kohlhardt y col., 1973). | |
iii).- Analisis de los efectos del MI**

Para analizar la posible partncupac:én de los canales de Ca dependlentes ‘
del volta]e del tlpo T en el influjo de Caz* se utilizo el Nuz* (180 y 360 pM)) Se ha '
demostrado que el Nl en concentraclones dei orden mtcromolar bloquea
: selectwamente los canales de Ca*" del tipo T (Fox y col., 1987 Blacbum y col
- 1990). A concentraclones mayores el Ni%* bloquea ademas otros canales de Ca
tales como los del t:po L (Narahashl y col., 1985).

b.- Papel de la liberacmn de Ca®’ desde dapésltos intracalulares -
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La liberacion de Ca®* desde depésitos intracelulares puede llevarse a cabo
por dos mecanismos: 1a liberacion de Ca®* inducida por IP; y 1a liberacion de Ca®’
inducida por Ca®".

Liberacion de Ca®* inducida por IP,,

Muchas moléculas extracelulares al unirse a sus receptores en la
membrana, producen respuestas intracelulares al activar a la fosfolipasa C (PLC)
(Rana y col., 1990, Majerus y col., 19592). La PLC activada cataliza la hidrdlisis del
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP,) lo que genera inositol 1,4, 5-trifosfato (IP.) y
diacilgliceroi. El diacilglicerol es el activador fisiologico de la proteincinasa C
(PKC), v el IP; induce la liberacion de Ca*' desde depdsitos intracelulares, Esta
bifurcacic’m de la sefal constituye la piedra angular de un mecanismo de
transduccion transmembranal que regula una gran cantidad de procesos
celulares. El aislamiento directo de las proteinas y los estudios de clonacion han
revelado la existencia de miltiples isoenzimas de la PLC en los tejidos de
mamiferos. Las diferentes formas de PLC parecen ser activadas por diferentes
receptores y diferentes mecanismos, e interactuar diferenteinente cen
mecanismos inhibitorios, tales como aquellos mediados por la proteincinasa
dependiente de AMPc (PKA) y par la F’KC
Liberacion de Ca inducida por Ca**. _

La capacidad del .'calcio'_para abrir canales de liberacidon en el reticulo
sarcoplésrﬁicc, via liberacién de calcio inducida por calcio (CICR), ha 'sido
demostrada en el musculo esquelético en fibras denudadas (Ford ‘y col., 1970;
Endo y col., | 1870), en veslcﬂlas.de reticulo sarcoplésmico‘(Miyamoto y col. 1982)
y en canales de liberacién de calcio del reticulo sarcoplésmlco mcorporados a
bicapas celulares (Smith Y col 1986); en el musculo liso (Chen, y. col 1993 -
‘Khoyl y col, 1993, Salag y col., 1994) en el musculo cardiaco {Vites, y col.,, 1994)
yen neuronas (Usachev y col,, 1993) ' '

En la siguiente sene de expenmentos se reahzaron maniobras dlsenadas
para analizar el papel de los diferentes mecanismos que pueden ||berar Ca*
desde depositos mtracelu!ares en el desarrollo de tensién inducido por la



fenilefrina. Para este fin, se utilizaron como herramientas experimentales dos
farmacos, la neomicina y la procaina que inhiben respectivamente la liberacion de
Ca*" inducida por IP, y la mediada por Ca**

i).- Analisis de los efectos de la neomicina.

Para analizar el posible papel de la liberacion de Ca** inducida por IP; se
utilizo la neomicina (5 mM). Se ha demostrado que este farmaco inhibe a la
fosfolipasa C (PLC) y por lo tanto, al bloquear la formacion de [P, impide
indirectamente la liberacion de Ca®* inducida por IP; (Balda y col., 1991; Suyama
y col., 1994, Hamada y col., 1993).

L.a neomicina fue aplicada de acuerdo con los siguientes protocolos: i): 10
min antes de la aplicacién de la fenilefrina en solucion de Tyrode con 1.8 mM de
Ca**, ii); 10 min antes de la aplicacién de la fenilefrina en una solucion de Tyrode
nominalmente sin Ca®* y iii): durante el desarrollo de la contractura inducida por la
fenitefrina. | '

il).- Analisis de los efectos de la procaina.

En esta serie de experimentos se analizé la participacion de Ja liberacién de
Ca®', inducida por Ca®*. Para este fin se utilizd la procaina (1 mM). Se ha
‘demostrado que este farmaco, es un bloqueador efectivo de la liberacién de Ca**
inducida por Ca®* al bloquear los canales de liberacién de Ca®* ‘en el reticulo
sarcoplasmico del musculo esquelético (Oyamada y col., 1993; Takahashi, 1994;
Sukhareva y col., 1994; D. Zacharova y col., 1993; Adachi y col., 1994), del
- musculo liso (Chen, y col,, 1993, Khoyi y'qol., 1993. Saiag Y co_l'.,‘ 1994) y del
musculo cardiaco (Vites, y col., 1994) y en neuronas (Usachev y col., .1993). |

- Se 'utilizaron los mismos protocolos de aplicacién que para la neomicina. |

2.- Analisis de las relajaciones dependientes del endotelio mediadas por los
receptores a diversos agonistas, L T

| Se ha reportado que las relajaciones dependientes del endotelio réquieren |

de la presencia de Ca® en el medio extracelular ((Peabh y col., 1987). Sin

embargo, no se :ha aclarado el pape! que juegan los diferentes mécanismc)s que

pueden generar el incremento de la [Ca®} que es necesario para inducir la
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sintesis/iiberacion del NO. Para analizar los posibles mecanismos que participan
en dicho incremento de la [Ca®'); se realizo la siguiente serie de experimentos.

a.- Papel del influjo de Ca*’.

i).- Analisis de los efectos de la modificacién de la [Ca*'] en el medio
externo,

Para analizar el papel del Ca” en el medio extracelular en las relajaciones
inducidas por el carbacol, en los anillos precontraldos con fenilefrina (10° M) se
disminuy6 progresivamente la concentracion de dicho i6n en la solucion relajante
una vez que la relajacidon habia alcanzado su valor maximo.

ii ).- Analisis de los efectos del Co™".

Para analizar el papel del inflyjo transmembranal de Ca™ a través de
canales de Ca”* en las relajaciones dependientes del endotelio se utilizo el Co™ (3
mM). Se estudio el efecto de este ibn sobre las relajaciones inducidas por el
‘carbacol (10° M), fa histamina (10° M) o el ATP (10 M) en los anillos
precontraidos con fenilefrina (10 M) de acuerdo con los siguientes protocolos: *).-
aplicacion simultanea del Co® y el agonista relajante, **).- aplicacién del Co®
cuando la relajacién inducida por el agonista habia alcanzado aproximadamente
el 50% de su valor maximo y ***).- aplicacién del Co?* cuando la rela]acubn habia
alcanzado su valor maximo,

iii).- - Analisis do los efectos del Ni*".

La posible participacion de canales de Ca* del tipo T se anallzé mediante
“la aplicacién de Ni** (180 y 360 pM) con los mismos protocolos uhhzados con el
Co®. EI N, a concentraciones del orden micromoalar, - es un bloqueador
 especifico de ese tipo de canales. -

b.- Papel de la hberacién de ca* desde los dapositos lntracelulares

i).- Analisis de los efectos ‘de la neomicina. | .

Para analizar la posible parti't:ipacién de la iiberacibn de Ca® indumda por
IP-_. en las relajacmnes dependientes- del endotelio, mductdas por e} carbacol la
histamma o el ATP se utilizé la neomicina (5 mM). Los efectos de este bloqueadqr |
se estudiaron de acuerdo con los siguientes protocolos _") aplicacion de la



neomicina cuando la relajacion inducida por el agonista habia alcanzado a su
valor maximo; **) aplicacidn simultanea del agonista relajante y de ia neomicina y
***) Aplicacion del agonista relajante en presencia de la neomicina.

ii).~ Andlisis de los efectos de 1a procaina.

Para analizar la participacion de la liberacion de Ca** inducida por Ca®
fas relajaciones dependientes del endotelio inducidas por el carbacol, 1a histamina
o el ATP, se estudid el efecto de la procaina sobre dichas relajsciones, La
procaina fue aplicada con el mismo protocolo utilizado con la neomicina.

Parta ili
Analisis de la participacién de factores hormonales en la modulacidn el
tono vascuiar dependiente del endotelio.

En esta harte del estudio se analizaron los efectos del tratamiento
estrégenico, cronico, o agudo, sobre las curvas dosis respuesta & la f&nilefrihzﬁ y al
carbacol, en anillos adrticos provenientes de ratas ovariectomizadas.
| En cada experimento se registré mncnalmente la respuesta wntr&ctsl de los
“anilios a dosis acumulativas crecientes del agonista adrenérg:cu o, (curva dosis
respuesta a la fenilefrina), una vez que el desarrollo de tension en respuesta a la
concentracion mas alta de fenilefrina habla alcanzade ‘su valor maximo, se
cambiaba ia solucic’)n de perfusion por una que 'ademés de fén.ilefrina. contenla
dosis crecientes (10° - 10°® M) de carbacol (curva dosis respuesta al carbacol).

1. Andlisis de los efectos de la exposicién crénica a los estrégenos sobre
las respuestas contractiles mducidas porla fﬁmlefrma y al z.arbacol | |

" En esta sane de expenmentos se determinaron Ias dos cuwas dosi
respuesta suceswas ala femlefnna y al carbacol (10 - 10° M en ambos casos)
tanto en ausencia como en presencua del inh:bidor de la mclooxlgemsa l2
.mdometacma(m M), en anillos extraldos de ratas del grupo de ammales tratados
o del grupo de ammales no tratados (n-6 pam cada grupo).

2. Anahsw de los efectos de la exposicion aguda a los estrégenos sobra lm‘,
& respuestas contractiles inducidas por la fenllefrina y al carbacol.
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En esta serie de experimentos se obtuvieron curvas dosis respuesta a la
fenilefrina y al carbacol, en la presencia de indometacina (10° M), en vasos
exfraidos de animales no tratados, tanto antes como después (40-60 min.) de la
adicion de 17R-estradiol (10”° M) a la solucion de perfusion.

En ambas series de experimentos las curvas dosis respuesta también
fueron obtenidas en la presencia tanto de indometacina como del inhibidor
competitivo de la sintasa del oxido nitrico, el metil éster de la w-nitro-L-arginina (L-
NAME, 300 uM; n=6 para la primera serie de experimentos y 4 para la segunda

serie).
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RESULTADOS
Parte !
Caracterizacion de las respuestas vasomotoras inducidas por diversos
agonistas,
Efectos de la noradrenalina

En los anillos aérticos con endotelio intacto, asi como en aquelios donde
habia sido removido mecanicamente el endotelio, la noradrenalina (NA), produjo
un desarrolio de tensidn, cuya magnitud era dependiente de la dosis. Se ohservd
que en los anillos sin endotelio, la curva dosis respuesta a dosis crecientes
acumulativas (3 X 10°%-10° M) era desplazada significativamente (p<0 05), hacia
la izquierda en relacion a la curva correspondnente de los anillos con endotelio
- {Fig. 1). El PD, fue de 8.19 £ 0.10 (n=8) en preparaciones sin endotelio y du 7.65 |
* 0.08 (n=8) en preparaciones con endotelio intacto. Esta diferencia se explica por
la presencia de receptores o, en el endotelio cuya activacion induce la liberacion
del NO. La tension maxima desarrollada por los anillos sin endotelio Siempre fue
~ mayor que la desarrollada por los anillos con endotelio. La indometacina (10’7" M).
“no alterd las respuestas a la NA de Ios anillos con o sin endoteho
Efectos de la fenilefrina '

La fenilefrina produio un desarrollo de tansibn dependi_ehte de la dosis,
similar a aquel producido por la noradrenalina (Fig. 2). Sin 'em‘bargo,. aunque la
curva dosis respuesta ala fenilefrina de los alhillos sin endotelio‘también'esté |
desplazada sugmﬂcatwamente (p<0 05) hacia la izqunerda con respec!o a !a de los>r
~anillos con endotelio, no huba dlferencza significativa (p<0 05) en la tensibn, |
 maxima (aproximadamente 2-3 g) desarrollada por ambos grupos de anmos El

PD, fue de 7.70 + 0.04, (n=10) para las preparaciones con e_ndolelltq y-8.07 + 0.01
(n=10) para las preparaciones sin endotello. La indometacina (10° .M)_ no alteré las
respuestas' a la fenilefrina de las preparaciones con o sin endotelio.
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Figura 1.- Curva dosis respuesta a la notadrenalina (NA) (3 X 10'?e 3x 10° M) de
anillos aérticos con (0) y sin endotelio (). Los datos son expresadds como el
porcentaje de la tension méaxima desarroliada en respuesta a la NA a la
- ~concentrac§én de 3 x 10 Mrpor los anillos sin endotelib. _C:‘ada punto repre;'sehta ',Ia: -
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Figura 2.- Curva dosis respuesta a la fenilefrina (10-° - 3 X 10° M) en anillos

aorticos con (T} y sin endotello (). Los datos son expresados como el porcentaje

_de la tensién méaxima desarroliada por los anillos sin endotelio en respuesta ala '

fenllefnna a una concentramén de 3 X 10° M. Cada punto representa la medla :t'f ,

. .'ES n=10.
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En el desarrollo de tensidon inducido por la fenilefrina se pudieron identificar,
generaimente, dos fases. Durante 1a primera fase el incremento de la tension fue
rapido, de tal manera que en un periodo breve (5 - 10 seq) se desarrollé de 60 a
80 % del total de la tension inducida por una determinada dosis de fenilefrina.
Durante la segunda, la tension siguié aumentando lentamente hasta alcanzar el
valor maximo para la dosis correspondiente (Fig. 3). En algunos casos esta fase
duré hasta 16 min. y una vez alcanzada la tension maxima, ésta permanecid
estable mientras estuviera presente el agonista (hasta por varias horas). Por otra
parte, cuando se suspendié la exposicidn al agonista y se lavo la preparacion en
solucion de Tyrode se observd una refajacion lenta hasta el valor de la tension
basal. Cuando después del lavado con solucion de Tyrode, durante un periodo de
por lo menos 30 min., se expuso la preparacién otra vez a la fenilefrina ésta indujo
una respuesta contractil muy similar en curso temporal y magnitud, a la observada
preViamente._Este comportamiento se repetia con cada exposicién' (y subsecuente
lavado) a la fenilefrina (Fig. 16A).

Efectos del carbécol

En los anillos con endotelio contraidos previamente'coh fenilefrina, el
carbacol produjo una respuesta relajante, cuya' magnitud fue dépendiente tanto
del grado de integridad funcional del endotelio, como de la concentracnon del
agonista. En promedio la relajacion maxima observada fue de! 95 & 0.33% (n-—10)
de la tension maxima producida por la fenilefrina. En las preparaciones a las
cuales se les habia lesionado el endotelio no se observo re!ajacién alguna en
respuesta al carbacol (Figura 3). La Figura 4 muestra las curvas dosis respuesta
al carbacol en amllos convy sin endotelio precontratdos con femlefrma (10 M) El
-PD,, fue de 6.84 + 0.16 (n'-10) La relajacnén inducida por el carbacol era lnhiblda'
por la atropina, de una manera que dependia dela dosns

La relajacién inducida por ol carbacol (10° M) en amllo.a con endotello
precontraldos con fenilefrma (10 M) tuvo, generalmente, un curso temporal
'blfasico Se |n|cua con una dlsmmumén rapida de la tensién, hasta un valor
equivalente al 70 % de la tension méxlma inducida por la fenilefrina, Esta fase
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inicial durd de 30 seg a 1 min. aproximadamente, y fue seguida por una
disminucion mas lenta de la tension hasta valores muy cercanos a los de la
tension basal. Esta (ltima fase se completd en aproximadamente 2-5 min. y el
anillo permanecia subsecuentemente relajado mientras duraba la exposicion al
carbacol (Fig. 3). Si el carbacol era vetirado del medio, la preparacion comenzaba
a desarroliar nuevamente tensién, y al cabo de varios min (aproximadamente 2-5)
ésta alcanzaba el nivel que tenia antes de la aplicacion de dicho farmaco.

En la Figura 16A se puede observar que la relajacion inducida por el
carbacol es muy reproducible cuando después de un periodo de lavado en
solucion de Tyrode de por lo menos 30 min., se induce nugvamente una

contractura con fenilefrina.
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Figura 3 Efectos de la fenilefrina (F) (1 0’ M) y del_carbacbl (C) (f‘lO'sM) en aniilos
aérticos con (+) y sin (-) endotelio. Calibracion: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min.
Los registros son represe_ntativos de 10 experimentos. |
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Efectos de la histamina y del ATP

La histamina y el ATP también tuvieron un efecto relajante en los anillos
con endotelio contraidos previamente con diferentes vasoconstrictores. La
magnitud de tal relajacion dependia tanto del grado de integridad funcional del
endotelio como de la dosis del agonista (resuitados no mostrados). La retajacion
maxima en respuesta a la histamina se observd con una concentracion de 10° M,
mientras que la relajacion maxima en respuesta al ATP se produjo con una
concentracion 10 M.

La relajacién inducida por [a histamina, a diferencia de aquella inducida por
el carbacol, sélo alcanzd, como maximo, entre el 50 y el 80 % de la tension
maxima desarrollada en respuesta al vasoconstrictor aplicade. Ademas, la
relajacion fue transitoria, de tal manera que al cabo de varios minutos (2 - 5) la
tensién regresaba nuevamente al valar maximo. |

La relajacién inducida por el ATP (10™ M) en los anillos con endotelio,
alcanz6 como regla general, el 100 % de la tension maxima desarrollada en
respuesta al vasoconstrictor aplicado, y, en contraste con el caracter transitorio de
~ la relajacién observada con la histamina, se mantenia mientras estuviera presente
el agonista. En las preparacioh_es sin endotelio, el ATP prodljcia una relajacion
cuya amplitud no sobrepasaba el 30 % de Ia tension _Méxima _desar_rollada en
-respuesta al vasoconstrictor aplicado. Los trazos superiores de la Figura 5.ilu5tran
las relajaciones inducidas por el carbacol, la histamina y el ATP en un'mismo
anillo con endotelio precontraido con fenilefrina (10> M). | |
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Figura 5.- Respuesfas relajantes inducidas por el carbacol (A, 1’0’5'M) la histamina._‘

(B 10 M), y el ATP (c, 10" M) en anillos aértlcos con endoteho (+) y sin ()
endotelio, contraldos prewamente con femlefnna (10 M) Las ﬂechas mducan el
momento en que fueron aphcados los farmacos: F, femlefrma C carbacol hist,
“histamina; ATP, trifosfato sédico de adenosina. Calibracion: vemcal, 571 mg ;
~horizontal, 2 min. ' ' o



Efectos del nitroprusiato de sodio

El nitroprusiato de sodio (NP) produjo una respuesta relajante dependiente
de la dosis en ios anillos con o sin endotelio contraidos previamente con
diferentes vasoconstrictores. La curva dosis respuesta al NP (10° -10° M) de los
anillos sin endotelio se encontrd desplazada hacia la derecha de la de los anillos
con endotelio (resultados no mostrados). El PD, fue de 7.76 £ 11 (n=8) para los
anillos sin endotelio y de 8.61 + 18 (n=8) para los anillos con endotelio. La
magnitud de la relajacion de los anillos sin endotelio en respuesta a las
concentraciones mas elevadas de NP fue muy variable. En los anillos con
endotelio 1a relgjacion inducida con la cdncentracién de 10° M fue det 100 %
mientras que, en las preparaciones sin endotelio alcanzaba en promedio el 80 %
de la tensidon maxima desarroltada en respuesta al vasoconstrictor aplicado.
Efectos de la hemoglobina |

La hemoglobina (Hb) (107 M) causo inhibicic’m de las respuestas relajantes
dependientes del endotelio atribuidas a la liberacion del NO. La adicion de Hb a la
solucion de Tyrode, generd en los anillos con endotelio integro, un desarrollo de
tension equivalente a aproximadamente el 15% de la tension maxuma desarroilada -
por dichos anillos en respuesta a la fenilefrina (10 M). En las preparaciones con
~ endotelio Ja Hb desplazé la curva dosm respuesla ala NA, o a la serotonina (5 '_
HT), hacia la izquierda e incrementoé la tensién maxima, de tal manera que las
respuestas contréctlles se asemejaban a aquellas de las preparaczones sin
endoteho (no llustrado) Cuando la Hb era aphcada durante una contractura
mducuda por NA o por 5-HT, los anillos con endotello desarrollaban )
aprommadamente un 20 % de tensubn adicional (no |Iustrado) Por otra parte la
 Hb s6lo produjo un desp!azam:enta no sagnlﬂcatlvo hacia Ia |zqmerda de |a curva ‘A
dosis respuesta. a la femlefrlna en los anillos aorticos. con endotello (Fig. 6). En
| presencia de Hb los anillos con endotelio precontraldos con NA, 5-HT o femlefrma_
| respondleron al carbacol con .una rela;ac:én de magnitud mucho menor que la
observada en ausencia ‘de Hb (10 + 1.4% n=10 de la tension méxnma
desarrollada en respuesta a los diferehtes vasoconstnctores). Los efectos
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inhibitorios de la hemoglobina sobre las respuestas dependientes del endotelio
eran reversibles y después de 30 min de lavado de la preparacion en solucidn de
Tyrode, la recuperacion era completa (resuitados no mostrados).

Efectos del azul de metileno.

La adicién de azul de metileno (107 M) a la solucién de Tyrode produjo en
jos anillos con endotelio un desarrollo de tension equivalente al 20 £ 2.9 % (n=8)
de la tensién maxima desarrollada por los anillos Sih endotelio en respuesta a la
noradrenalina (10 M). El azul de metileno produjo en los anillos con endotelio un
desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis respuesta a la NAy a la 5-HT.
En los anillos con endotetio contraidos previamente con NA (10°° M) o 5-HT (10°
M) el azul de metileno indujo un desarrollo de tension adicional del 34.3 £ 6.2 %
(n=8) de la tensién maxima desarrollada en respuesta a dichos vasoconstrictores.
En presencia de azul de metileno se inhibié casi por completo la relajacion
inducida pof el carbacol en los anillos con endotelio. Los efectos del azul de
metileno fueron esencialmente irreversibles ya que per_éistierorj aun después de |
periodos prolongados de lavado con solucion de Tyrode (resultados no

mdstr’ados_).
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'Figura 6 .- Efectos de la hemoglobma (Hb) (10 ‘M) sobre la curva doms respuesta

a la fenilefrina (10 - 10®° M) de anillos aértlcos con endotelio (m) y sin endoteho |

(@), Los datos son expresados como el porcenta;e de . la tensnén méxima'
| desarrollada en respuesta a la femlefnna a una concentrac:én de 10 M por Ios :
‘amllos sin endotelio Cada punto representa la medla + F S n= 10 '

58



Parte Il

Anadlisis experimental del papel del Ca2+ en las respuestas vasomotoras
dependientes del endotelio.

1.- Andlisis del posible origen del C‘az‘ en las contracturas inducidas por la
fenilefrina.

Papel del influjo de Ca** ‘

a).-_Efectos de la modificacion de la concentracion extracelular de Ga®*

Como se ilustra en fa Figura 7, la modificacion de la concentracion de Ca®*
en el medio extracelular (entre nominalmente 0 y 1.8 mM), modificé tanto la
magnifud como el curso temporal de la -réspuesta contractil a la fenilefrina.
Ademas, s obsérvé una gradual disociacién de las dos fases del desarrollo de
tensién inducido por la fenilefrina. Esta disociacién se hacia més aparente a
medida que disminula mas la Cbncentracién extracelular de este ion. Al eliminar
"nominalmente” el Ca® del medio, solo se observd el compo'nente inicial
transitorio del desarrollo de tension (véase también Figuras 10, 11, y 12). Tal
efecto inhibitorio fue revertido cuando se reincorporé el Ca’* a las soluciones de
~ perfusidn. | |
b).- Efectos del blogueo de los canales de Ca™ |

Los resultados descritos en el inciso previo mostraron que tanto el,
~ desarrollo como el mantemmsento de la tensién inducida por |a femlcfrma"

dependian de la presencua de Ca* en el medlo extracelular Estos. hallavgos '

"suglet en que un mﬂuxo de Ca a través de la membrana cuoplésmica participa de
manera importante en las contracturas mdumdas por la femlefnna |
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Figura 7.- Efectos de la modificacion de la concentracion extraceiular de calcio
sobre el desarrollo"de tension in'duci'do por fenilefr'ina (10 'M) eri un anillo adrtico

con endotello Ala izquierda se indica el porcentaje de la concentracuﬁn de Ca |
en el medlo de perfusmn en relaclén ala concentramén de Ca en el control (1 8

'mM) Las ﬂechas indican eI momento en que se apllcb la fenllefrlna (F)

Cahbracubn vertlcal 1142 mg, honzontal 2 min.
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i).- Efectos def Co™

La adicion de Co®* (3 mM) a la solucion de Tyrode produjo en las
preparaciones con endotelio un desarollo de tension equivalente a
aproximadamente el 15 % de la tensién maxima desarrollada en respuesta a la
fenilefrina. Por otro lado, se observo (tanto en los anillos con endolelio como en
los anillos sin endotelio) que en presencia de Co™* (3 mM) la fenilefrina (10° M),
s6lo indujo un desarrollo transitorio de tension, similar a aguel producido por la
fenilefrina en un medio sin Ca®* (Fig. 8). La aplicacién de Co®' durante el
desarrollo de la contractura inducida por la fenilefrina, predujo una relajacién lenta
hasta el nivel de la tensidn basal que no depende de la presencia del endotelio
(véase Figura 14C). Estos efectos de! Co®* fueron revertidos después de un
periocdo de lavado de 30 min aproximadamente.
ii).- Efectos del Ni**: |

La respuesta contractil a la fenilefrina no se modificé por la presencia de
Ni?* a concentraciones de 180 y 360 uM. Por otra parte, a concentraciones de 3 y
5 mM, el Ni?* tuvo efectos similares a aquellos observados en presencia de Co
(3 rnM) (resultados no mostrados)
Papel! de Ia liberaciéon de Ca* desde deposltos intracelulares

En la sngunente serle de experimentos se realizaron maniobras dlsenadas
para analizar el papel de los diferentes mecamsmos que _pu_eden‘ liberar Ca?'
desde depbsitos intracélulares en_ el desarrdllo _dé tension in’dhcido pdr la
fenilefrina. Para este fin, se utilizaron 'cbmo hérramieﬁtas- e'x'periméntales"dos
farmacos, la neomlcma y la procaina que inhiben respectlvamente la Ilberamén de
Ca® lnduclda por IP; y la meduada por Ca®*
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Figura 8 Efectos ‘_del Co** (3 mM) sobre el desarrolio déftensién inducido por la
fenilefrina (10° M) en un anillo con endotelio. -A') - Control, B).- Res;)uesta’ ala
fenilefrina en preséncia del Co* 'C)- Recuperacmn después de lavado
prolongado con solucién de Tyrode. Las flechas mdlcan el momento en que fueron
aplicados los férmacos F, femlefnna C, carbacal, TYR, Tyrode Cahbracron |
~ vertical, 571 mg; honzontal 2 min. Los reglstros llustrados qon un. ejempio |
representdtwo de 4 expenmentos '



a).- Efectos de |la neomicina:

Cuando la neomicina fue aplicada durante la fase tonica de la contractura,
se produjo una relajacién de aproximadamente el 70 %, de la tensién maxima
desarrollada, la cual no fue dependiente de la presencia del endotelio y persistid
mientras estuviera presente este farmaco (véase Figura 21); al retirar la neomicina
de las soluciones de perfusién, las preparaciones desarrollaban nuevamente
tension hasta el nivel previo a su adicion (Fig. 9). En presencia de neomicina (5
mM) la fenilefrina (10° M), produjo un desarroflo de tensiéon sostenido, cuya
magnitud alcanzaba solo aproximadamente el 80 % de la tension maxima
alcanzada en ausencia de neomicina (véase Figura 22). El desarrollo transitorio
de tensién inducido por la fenilefrina, en ausencia de Ca®' externo, fue inhibido
importantemente por la neomicina (5 mM), (Fig. 10). Estos efectos fueron
revertidos después de un periodo de lavado de 30 min.

b).- Efectos de la procaina | |

La procaina (1 mM) no produjo efectos significativos sobre la contractura
inducida por la fenilefrina (10° M) cuando se adicionaba a las soluciones de
- perfusion antes (10 min) de la aplicacién del agonista. Sin embérgo, en algunas
preparaciones con o sin endotelio, cuando la procaina era aplicada durante la fase
sostenida de la contractura inducida por: la fenilefrina, se observé una relajacion
equivalente a aproximadamente el 30% de a tension 'desarrollada'. Esta.reléjaCién R
no fue sostenida sino que presentaba oscilaciones. Estos efectos fueron
'reve}tidos" al. retirar el farmaco fdel mediof Por otro ‘Iado,""la_ procaina inhibi6
parcialmente el desarrollo transitorio de tension indUCid_d por Ia fé’nile'f_rinaf en
. ause:ncia' de Ca® (Fig. 11)‘. _Esia inhibicién fue reﬁertida despinés_de un pevric':do d_e
lavado de 30 min. o
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Figura 9.- Efectos de la neomicina (NEOM) (10°® .M) y el carbacol (C) (10" M)

'sobre el desarrollo de tension mducndo por la femlefnna (F) (10° M) en anmos de‘ |

: aorta con (+) y sin (-) endoteho Las flechas hacia amba lndlcan el momento en

que fueron aphcados los farmacos y las flechas mvertldas mdtcan el momento en B

que fueron retlrados del medio. Calibracion:. verhcal 571 mg honzontal 2 mm
Los reg|stros llustrados son un ejemplo representativo de 4 expenmentos |
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thura 10.- Efectos de Ia neonmcma (5 mM) sobre el desarrollo de tensgén mductdof "
~ por la fenilefrina (10° M) en un medio sin Ca* en anillos con (+) y sin (-) endotelio o

L A) efectos producados por la feni!efnna (10° M)y el carbacol (10 M) en presencfa

de Caz* en la solucnén de Tyrode B) desarrollo de tensién mducido por la
femlefnna en una solumén de Tyrode sm Ca C) respuesta ala femlefnna en

. 'presencra de. neom:cma ‘en un medro sm Ca Y D) desarrollo de tensibn mducado :
N por la femiefnna en un medlo sin Ca después de retlrar Ia neomtcma Las ﬂechas‘._'

‘hama arnba mdtcan el momento en que fueron aplncados los férmacos F,

" '”.femlefrma C, carbacol neom neomucma Las ﬂechas mvemdas mdlcan el';'

: momento en . que se retlraron los férmacos Cahbracién vertical 571 mg,-

honzontai 2 min. Reglstro representatwo de 4 expenmentos L

65



PRJERPIR SRR

v s i

c).- Efectos de la aplicacion simultanea de neomicina y procaina.

L.a adicién simultanea de neomicina (6 mM) y procaina {1 mM) abolid en los
anillos con endotelio y sin endotelio la respuesta contractil transitoria inducida por
la fenilefrina (10 M) en ausencia de Ca?. Después de eliminar la neomicina y la
procaina del medio y lavar durante un perlodo de 30 min con una solucion de
Tyrade con Ca®’, la respuesta contractil transitoria a ia fenilefrina en ausencia de
Ca®*, se recuperd (Fig. 12). |
2.- Analisis de las relajaciones dependientes del endotelio mediadas por los
receptores a diversos agonistas. | , |

Con el fin de analizar el papel de los posibles mecanismos que contﬁbuyen
al incremento en la [Ca®'], necesario para la sintesis del NO en las celulas
endoteliales, se realiz6 la siguiente serie de,experiment_os. En éstos, se analizo,
por una parte, el papel del influjo de Ca®* a través de la membrana plasmatica, y
por la otra el papel de la liberacion de Ca* inducida por el IP,, o por la liberacidn
de Ca®' inducida por Ca*". | |
Papel del influio de Ca®*

a).- Efectos de la modificacién en la concentracion extracelular de Ca®’ cuando la

| retajamén inducida por el carbacol habla aicanzado su valor méxtmo Ia reducctén

gradual en la concentracién de Ca?” en el medio externo produ;o una mhlbncnén de

~dicha ' relajacion. - Esta inhibicion fue tanto mayor cuanto menor fue la

concentracnén del ca® externo (Flg 13). Estos efectos fueron revemdos al |
mcrementar la [Ca " del medio externo a su valor prevno |
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Figura 11.- Efectos de la pfocalna (1 mM) saobre el deéarro_ilo de tensién inducido
por fenilefrina (10> M) en anillos adrticos cohv(+) y sin () éndotelio en un medio
“sin Ca® . A) Efectos de Ia femlefrma (10°® M) y del carbacol (10 M), en una

solucnén de Tyrode normal B) desarrollo de tensién mducudo por la femlefnna en
una solucibn de Tyrode sm Ca , C) aphcaclbn de la fenilefrma en presencta de
procaina. en un medio sin Ca y. D) desarrollo de ten516n inducido por la
- fenilefrina en un medio sin Ca** después de retirar la procaina. Las ﬂechas mdlcan
‘el momento en que fueron aphcados los farmacos: F, femlefnna C, carbacol

'»Cahbracu'.)n vertical, 571 mg. honzontal 2 min Los registros son representatwosr'
de 4 expenmentos e |
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Figura 12.- Efectos de la aplicacién réonjunta de la pi"ocalna (1 mM) y'- de la

‘neomicina (5 mM) sobre el desarrollo de tensuén mducudo por femlefrma (10° M)
en anillos con (+) y sin () endoteho en un medlo sin Ca®*. A) efectos de. Ia o
" fenilefrina y del carbacol (10 M) en una soluc:on de Tyrode normal B) desarrollo .
 de tension mducndo por la femlefnna en una solucuén de Tyrode sin’ (‘a"'* C) .

aphcacnén de la fenilefrina en presencna de procaina y de neomlcma en un medlo

' sin Ca , D) desarrollo de tensién mducndo por la femlefrina en un medio sin’ Ca
3 después de retlrar Ia procaina y la neomicina. Las ﬂechas mdlcan el momento en
_une fueron aphcados Ios férmacos F, fenilefrma C. carbacol PROC procaina :

'NEOM, neomtcma Cahbrac:én vertical, 571 ‘mg; honzontai 2 min. Reglstro o
; representatwo de 4 experlmentos (n-4) '
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b) - Efectos de! Co**:

Para analizar el posible papel de los canales de Ca®* en la relajacion
dependiente del endotelio, se analizaron los efectos del Co*" (3 mM) sobre este
proceso. La aplicacidn de Co®* cuando Ia relajacion inducida por el carbacol (107
M) en los anillos con endotelio habia alcanzado su valor maximo, produjo un
desarrollo transitorio de tension, cuya amplitud fue similar a la tensién maxima
inducida por la fenilefrina (10° M) (Fig. 14B ). La adicién de Co® durante la fase
sostenida de la contractura inducida por la fenilefrina, produjo una relajacién lenta
(Fig. 14C). La aplicacién de carbacol cuando la relajacion inducida por el Co**
habia alcanzado aproximadamente el 50%, no produjo cambio alguno ni en Ia
maghnitud ni en el curso temporal de dicha relajacion (Fig. 158).

Por otro lado, se observé que los anillos con endotelio que habian sido
expuestos prevlamenté al Co® presentaban una disminucién marcada de la
respuesta relajante al carbacol. Este efecto inhibitorio residual del Co®* fue muy
duradero, y sblo revertio parcialmente después de periodos niuy prolongados
(mas de 2 horas) de lavado (Fig. 16C). o

La aplicacién de Co*' durante la '_relajacién ,Vméxima' inducida pbr la
histamina (10° M) produjo un desarrollo transitorio de tension similar a aquél
observado cuando el Co®* fue aplicado du'r_ante' las relajaciones' inducidas por el
carbacoi (Fig. 17). En los anillos con endofe'lio que hablan sido 9xpuest_o.§
previamente al Co®* se observé una inhibicién muy duradera _(dé_varia_s horas) de
la respuesta relajante a la histamina‘, tal y como sé describi6 para la rélaj'ac:ibh |
inducidé poi' el carbacol. Por otra parte, el Co®* rio tuvo eféctds signiﬁcativos sobre
las relajaciones inducidas por el ATP (Fig. 18). R B
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Figura 13.- Efectos de la modificacion de la cdnéentracibn de calcio en el medio
extracelular sobre la relajacién_ inducida por ellca'rbacolﬂ (C, 10° | M'), en anillos
adrticos con endotelio, cohtréldos previamente con fenilefiina (10° M). Las '_
ordenadas representan el porcentaje de la tensnén méx:ma desarrollada y las
absctsas representan el porcentaje’ de la concentracuon extracelular de calcno en
| ,relaclén a su- concentracién en la soluczén de Tyrode (1 8 mM) Los datos','
Qrepresentan la medla:hES n=4, | | R
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Figura 14.- Efectos del Co®* (3 mM) sobre la relajacion inducida por el carbacol
(10° M) en un anillo con endotelio contraido: previamente con fenilefrina. (10‘5 M).
A) control B) efectos del Co** sobre ia relajacion: mduclda por el carbacol y C)
efectos .de[ Co?' sobre el desarrallo de tensuén mducudo por Ia femlefnna Las .
ﬂechas‘ indican el momento en que fueron aphcados los farmacos: F, fenilefrlna C,
carbacol. Callbracuén vertical, 571 mg. honzontal 2 min. Los reglstros son
representatwos de 4 experimentos. | |
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Figura 15.- Ausencia de efectos del carbacol (1 0% M) sobre Ia relaj'a'ciéh' inducida
~por Co (3 mM) en un anilfo con endoteho c.ontmido prewamente con fenllefnna -
(10°® M). A) Efeotos dela femlefrma (10 M) y dc:l carbacol (10 M) en solucnén de

o Tyrode B) apllcamén del carbacol cuandc 1a rela;acnén mdumda por el Co

'-alcanzo el 50 % de la tensién méxlma C) Aphcacnbn de Co duran_te la

: ‘contractura inducida por la femlefnna Las ﬂechas mdtcan el momentde’n que

o fueron aphcados los férmacos F femlefnna C carbacol Cahbramon vertacal 571 e

'mg. honzontal 2 min. Reg|stros representatwos de 4 expenmentos



La aplicacion de Co?* (3 mM) durante fa relajacién maxima inducida por el
nitroprusiato de sodio (107 M), produjo un desarrollo transitorio de tensidn similar
al observado cuando se aplicd durante la relajacién inducida por el carbacol, pero
de menor magnitud (equivalente al 50 % de la tensidn maxima desarrollada en
respuesta a la fenilefrina) (Fig. 19B). Este efecto sélo se observé en los anillos con
endotelio, y Unicamente durante la primera exposicion al Co** (véase Fig. 19C).
c).- Efectos del Ni*":

La aplicacion de Ni** a concentraciones bajas (180 - 360 uM) v elevadas (3
- 5 mM), durante la relajacion méxirna inducida por el carbacol en los anillos con
endotelio contraldos con fenilefrina no modificé dicha relajacion (Fig. 20). Sin
embargo. tal y como se observé después de la exposicion al Co*', los anillos con
endotelio expuestos al Ni** mostraron también, una inhibicién muy marcada y
prolongada de la respuesta relajante al carbaco! (Fig. 16B). |

Papel de la liberacién de Ca?* desde depésitos intracelulares
a)-Efeclos de la neomicing |

Con ninguno de los esquemas de aplicacion utilizados é.;e obsewé efecio
. alguno dé_ la neomicina (5 mM) sobre la relajaCién"inducida' por el carbaéﬁl (10° _M)'
en los anillos con endotelio precoritraidos con fenilef_rina (10"5 M), ('F_ig.'f2'1 y 22).
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Figura 16.- Efectos res_iduales-del Co®* (3 mM) y del Ni#* (360 |jM) sobre la
relajacion inducida por el carba_col'(m“" M) en anillos adrticos con endotelio -
precontraidos con fenilefrina (10°° M). A) ilustra la reproducibitidad "del.-desarrollo

de tension inducido por la fen_i'_l'efrina y de la relajacion _induéidé por el'carbaml,- |

" B).- llustra los efectos producidos por fa expo’éiciéri de las preparacimes al Ni2+
‘(360 uM) y C).- llustra los efectos producidos por la exposmlén de Ias

preparaciones al Co** (3 mM). Las ﬂechas mdncan el momento en’ que fueron. :

7 aphcados los farmacos: F, femlefnna C carbacol C'ada contractura fue precedlda

- de un periodo de lavado en sofucion de Tyrode de por lo menos 30 min. Los

regtstros corresponden a lres dtferentes preparacmnes Cahbracion vertical 571"
'_-'mg. honzontal 2 min, Los reglstros A B, y C son representatwov de 4
"expenmentos en cada caso ' ' o B
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thura 17 .- Efectos del Co‘“ sobre las. reia]acuones mducldas por la hlstamlna en

| anillos adrticos con My sin {-) endotelio, precontraldoq con’ femiefnna (10 M). '
A). Relajacion inducida por la histamina (10 M) en. solucidn de Tyrode B) |
'Apltcaclén def Co** durante la relajacuén mducnda por la hlstamlna y C) aphcacuén:
de Ia histamuna en anillos adrticos precontraidos con fenilefnnﬂ que habian sido

~ expuestos al Co® , entre el final del registro |Iustrado en B y la aphcac16n de la
fenllefflna en C los anillos fueron Iavados con solucu’m de Tyrode durante por lo
menos 30 min. Las ﬂechas indican el momento en: que fueron’ aphcados los
frmacos: F, femlefrma hlst hlstamma Callbracién vemcal 571 mg, horizontal 2‘ -
min, Los registros son representatwos de 4 expenmentos ‘ '
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_F'igura 18.- Efectos del Co** (3 mM) sobre ia-re!aj_aqién inducida por el ATP (10*
M) en un anillo aértico cdn endotelio pre‘cohtraido: con feﬁileffina (10°° M) _A)'
~ aplicacién del Co®* durante |a' ,relajacidﬁ'_'rn'éxima \inducida pof el ATP,_ B)
aplica'cién de ATP en el mismo a'ni:l'lo d’u’rante la' contractura indu'c'idé pof' la
fenilefrina, después de retirar 'él-Co_""’yflava'r la preparacién durante 30 min. en
solucion 'de-Tyrdd'e.' Las flechas indican el momento en qu_é'a _fu'erdn apiicé_doé los

fArmacos: F, feniiefri'na; ATP, 'adendsi_n' _tribefato de rsodié._-:_Calibr_aCi_én: 'v_ert_k_:al,- o

571 mg; horizontal.}‘z min. Los registros lfsq'__n represéntativo_s;.déé _expérinientos'. -
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- Figura ‘19.-. Efectos del Co®* (3 mM) sobrc, la relajauon mdumda por mtroprubuato
.Ade sddic (NP) (107 M), en un aniflo con nndoteho integro prevnamente contraidc :
- con fenilefrina (10® M) A): Efe('to de la aphcac:én de femiefnna Y carbacol en
’.soluclén de Tyrode, B): efectos del Co®" °obr(, la relajacton inducida por Ni? y C) |

f - efectos del Co** sobre Ia rela}aclon mducuda por NP en la prepamm()n que habia

~ sido expuesta prevnamente al Co Cahbracaon vertlcal 571 mg hcnzontai 2 min,

Los reglstros s0Nn representatwm da 4 Wpenmentos
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~ la relajacion inducida por la histamina en presencia de neomicina (5 mM),
fue enteramente sinmilar a la inducida en su ausencia (Fig. 23).

Con ninguno de los esquemas de aplicacion utilizados se observé efecto
alguno de la neomicina (56 mM) sobre las relajaciones inducidas por el ATP en los
anillos precontraldos con fenilefrina (10-5 M) (Fig. 24).

b).- Efectos de la procaina:

La aplicacion de procaina (1 mM) cuando [a relajacion inducida por el
carbacol habia alganzado su maximo. en los an4i|los con endotelio precohtraldos
con fenilefriha. produjo una 'inhibib.ion completo de esta relajacion (Figura 25A).
Cuando la procaina fue aplicada simultineamente con el carbacol, se observo
sclamente una relajacion transitoria y de menor magnitud que la inducida por el
carbacol sélo (Figura 25[3). La procaina aplicada 10 min antes de la adicion del
carbacol (10 M) previno totalmente el efecto relajante de ésté farmaco ('F ig. 25C).
Todos estos efectos fueron completamente. revertidos después de un periodo de |
Iavado de 30 min (Figura 25D). o

~ En los anillos con endotelio precontraidos con fenilefrina (107 M)
aplicacién de procalna durante el desarrollo de la relajaclon mduolda por la
histamina (10 M), no tuvo efecto alguno (th ZBA) La aphcacuén sumulténea de

la procaina con la histamina produ;o una disminucién en Ia magnltud de la S

relajacnon (th 268) sin embargo de acuerdo al anéltsus estadlstnco estos efectos
no fueron svgmf icativos. La re!a;acnén mducida por hlstamma en presencia de la
| procalna fue mhiblda en 39.68 + 537 % (n"4) (Flg 260) Este efecto fue
evert:do después de un periodo de lavado de 30 min.
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Figura 20.- Efectos del Ni** (360 M) sobre Ia relajacion induc'idé por el carbacol
(10'5 M) en Ia'nill'os con (+) y Sih endotelio (-), precontraidos con femlefnna ( 10 M)
Las ﬂechas lndacan el momento en que fueron aphcddos los férmacos F,
femlefnna C carbacol Cahbraclbn vemcal 571 mg._ honzontal 2 min. Los :
: _reglstros son representatwos de 4 expenmentos |
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Figura 21.- Efectos de la neomicina (5mM) sobre el desarrollo de tensién mduudo |
_por la femlefruna (10° M) y Ia relajambn mducuda por carbacol (10 M) en amllos.

con (+) y sin ( -) endoteho A) efectos de la femlefnna y del ‘carbacol en solucmn de

Tyrode B) aplicacion de la neomxcma durante la ccntractura mduclda por Ia_ “
- fenilefrina y la aphcacuﬁn de carbacol en presencla de la neomucma Las ﬂechas..“
'mdlcan el momento en que fueron aphcados los férmacos F, femlefnna C
| f.carbacol NEOM neomlcma Cahbrac:bn vertical, 571 mg, honzontal 2 mln Los'_ |
- _reglstros son representatwos de 4 expenmentos
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- Figura 22 Efectos de la neomicina (5 mM) sobre Ias rela;ac;ones, indumdas por el
carbacol (10° M) en anlllos con (+) y sin (-) endoteho precontraidoa con fem!efnna"
| :(10_ M). A) efectos de la fenilefrina y del c;a_rbacol en_ sol_ucn_dn__de,'_ryrode. B)

aplicacién del carbacol en preoencia de la neomicina y C) control. Las flechas |

o ndlcan el momento en que fueron aphcados ios férmacos F femtefrma C,

~ carbacol; NEOM, neomicina. CaI*bracnén vemcal 571 mg, honzontal 2 min. Los

B reglstros son representatwos de 4 expenmentos
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~ Figura 23 Efectos de la neomicma (3 X 10° M) sobre la relajacuén mducnda por )

: h|stamma (10 M) en amlios aémcos con (+) y sin ) endoteho precontraidos con |

~fenilefrina (10 M). A) efectos de Ia femlefnna v de la h|stamma en solumén de

 Tyrode B) aphcacnén de Ia h|stam|na (hlst) en presencla de la neomlcina Las
'ﬂechas |nd|can el momento en que fueron aphcados los farmacos F femlefrma
k hnst hnstamma NEOM neomlcma Cahbracnén vertical 571 mg, honzontal 2 mm

'Los reglstros son representatwos de 4 expenmento** . -' | o
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Figura 24.- Efectos de Ia heomiciné sobre la felajacién ‘ihduc&idak'pér 'éi ATP '('10“" |
M) en amllos de aorta con (+) y sin ( ) endoteho precontrafdoa ccm femlefrma (10 "’_'

| M). A} efectos de la femlefnna y el ATP en so!uclon de Tyrode B) efectos del ATP‘-_' o
| "en presencna de la neormcma Las ﬂechas mdlcan el momento en que fueron |
(aphcados los férmacoe. F femlefrma ATF’ adenosm tnfosfato de sodao NEGM:': |
'neom!cina Cahbracnén vemcal 571 mg. honzontal 2 mm Los regsstms son:‘
__-'representatwos de4experlmentos o | ' '
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En fos anillos con endotelio precontraldos con fenilefiina (10° M), la
aplicacion de procaina (1 mM) durante |a relajacién maxima inducida por el ATP
(10* M), no tuvo efectos significativos (27A). La aplicacién simultanea de la
procaina y el ATP no tuvo efectos significativos alguno sobre la ma'gnitud' o el
curso temporal de la relajacion en los anillos con endotelio. En los anilles sin
endotelio, el efectb relajante directo del ATP sobre el musculo liso, fue mayor en
presencia de la procaina, produjo una disminucién de aproximadamente el 50 %
de la tensién maxima desarrdllada en respuesta a la fenilefrina (107 M) (Fig. 27B).
La presencia de la procalna no previno la relajacién inducida por el ATP, aunque
si enlenteci6 dicha relajacién, (Fig. 27C).
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Figura 25.- Efectos de la procaina (1 mM) sobre la. reta;acnon lnducuda por el

' carbacol (10 M) en anillos aértlcos con (+) y. sin () endoteilo contraidos t,on-'
| femlefnna (10 M) A) Aphcacuon de la procaina durante la re|ajac:|én mducnda por |
- el carbaco! B) Aphcacnén de la procaina srmulténeamente con e! carbacol C)

aphcacnén de carbacol en presencna de procama y D) apllcaclén de Ia femlefnna y" -

| del carbacol 30 min. después de lavado en squcuén de Tyrode Las ﬂechas o
mdtcan e momento en que fueron aplicados Jos férmacos F, fenllefnna H!ST |
| hlstamlna PROC procatna Cahbrac:lén vertlcal 571 mg; honzontal 2 min. Los"
_reglstros son representatwos de4expenmentos - L
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Figura 26.- Efectos de Ia procaina (1 mM) aobre la relajacibn mduc;da por. Ia '
histamina (10° 'M) en ansllos con (+) y sin (=) endotelto, contraldos con fenllefnna _'
(10°® M) A) aphcambn de la procaina durante la fase de rela;acnén inducuda por la

| hlstamlna B) aphcaclén dela procaina en forma smulténea con'la hlstamma y C)' B

aphcacuén de histamma en. presencia de la procalna Las ﬂechas mdlcan el .
_-._momento en que fueron aphcados los férmacos F, femlefrina C, carbacol PROC_

~ procaina. Cahbramén vertlcal 571 mg, honzontal 2 min, Los reglstros son

) representauvos de4 experimentos '
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- anura 27 .- Efectos de la procaina sobre la relajacmn mdumda por el ATP (10 M).

A) aphcacu’m de la procalna durante Ia rela]acmn mducnda por el ATP, B)
’aplicacnén de la procaina en forma sumultanea con el A‘fP y C) apllcactén del ATP
en presenma de la procaina Las ﬂechas mdlcan el momentc en que fueron

1'_aplicados los férmacos F, femlefnna ATP adenosmtnfosfato de sodlo PROC

_:' procaina Cahbracién vemcal 571 mg, en A)y B) y 1142 mg en C) honzontal 2' -
. 'mm Los reglstros son representatwos de 4 expenmento... o o
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Parte lil

Anélisis de la participaciéon de factores hormonales en la modulaciéon del
tono vascular dependiente del endotelio. _

1.- Analisis de los efectos de la exposicion cronica a los estrégenos sobhre
las respuestas contractiles inducidas por la fenilefrina y al carbacol.

A).- Curva dosis respuesta a la fenilefrina

a).~ Anillos con endoteliq.

Los anillos adrticos con endotelio provenientes de las ratas que habian
recibido el tratamiento estrogénico desarrcltaron menos tensién en respuesta a
cada una de |4as dosis de fenilefrina probadas, que los anillos provenientes de los
animales no tratados (comparar circulos llenos y circulos abi_értos, Fig. 28A). El
analisis estadistico mostrd que la diferencia fue significativa (p<0.05) para las
respuestas a 107, 10%, y 10° M de fenilefrina. La tension desarrofiada por ia
aplicacién de la dosis méxima de fenilefrina (respuesta contractil maxima) fue de
- 1.69 + 0.23 g para los anillos provenientes de las ratas tratadas y de2.21£0.13 g
~ para los anillos provehiehtes de las ratas no~tratadas La tabla | resume el PD,
- calculado para cada una de estas series de experimentos, puede observarse que |
el tratamiento estrogénico desplazé el PD, mgmﬁcatwamente (p<0 05) de 8. 82 +
0.042642+001. S .

Ademas, se observé que en los anlllos de aorta de las ratas que recubteron -
el tratam;ento hormonal el desarrollo de tenssén durante la exposzcubn a una -

- concentracion dada de femlefnna tendia a ser transnono es decu~ comenzaba a
declinar gradualmente después de alcanzar su valor ptco y en algunos_

| 'expenmentos la tens:bn cala hasta su nwel inicial después de algunos minutos a

| pesar de la presencia contmua del agonista contréctll Las respuestas transntorlas | o

de Ios vasos de los ammales tratados con estrégenos contrastan marcadamente__ o

con la respuesta contractll sostenlda obsewada en las preparacnones de aorta de )
ratas no tratadas. | ) | o |
| La atenuaclén de la respuesta contréctal ala fenllefnna observada en los_ :

3 amllos aérttcos de Ias ratas tratadas se acentué aun mas cuando la exposimén a



la fenilefrina se realizé en presencia de indometacina (comparar triangulos llenos y
circulos llenos Fig. 28 A). Bajo estas condiciones experimentales, la respuesta
contractil maxima a la fenilefrina fue de 1.11 £ 0.22 g en los anillos de ratas
tratadas y de 2.33 £ 0.17 g en aguellos de ratas no tratadas. La indometacina
también acentud la naturaleza transitoria de la respuesta contractil indtcida por la
fenilefrina de los anilios provenientes de los animales tratados. En presencia de
indometacina, la adicion de NAME (300 pM) a las soluciones de perfusion, abolid
las diferencias descritas entre las respuestas contractiles a la fenilefrina de los

anillos adrticos provenientes de ratas tratadas y no tratadas {no mostrado).

o




TABLA |
Efectos del tratamiento crénico con 17-estedrato de estradiol sobre la curva dosis
respuesta a la fenilefiina (10-9-10-5 M) de anillos de aorta de rata.

Grupo Con endotelio Sin endotelio
PD, Tension Max. PD, Tension Max.

No tratadas'.

(-indom.  6.82+004 2212013 7.60 £0.01°  2.22+0.24
(+)indom. 6.86+003  2.33+0.17 754 £0.10° 220£0.32
Tratadas

(-Jindom.  6.42%0.01*  1.6910.23 8.92+0.12° 2364023
(+)indom.  652+£0.03%  1.41£0.22*  7.16£006° 1.99£0.14
(+)indom. | _

(+L-NAME 7.11£0.08  1.9110.10 7214004 245011

PD;: -log de la concentracion molar medla que causa el 50 % de la
respuesta maxima a la fenﬂefrma (10 “M). Tensnén Max.. tensn&n (en gramos) |

| desarrollada en respuesta ala femlefnna (10 M) (~)mdom sin indometacma | B
(+)mdom con mdometacma (10- 5 M). (+)mdom (+)L-NAME con lndometaclna (10 o

5 M)y L- NAME (300 1M). Los datos son expresados como la media + SE n=6 -
para todos los grupos. . Sugmf‘ ca que las d:ferencias entre los grupos de animales--
tratados y no tratados son signifi cattvas (p<0 05) |
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Figura 28.~ Efectos del tratamiento cronico con 17-estearato de estradiol sobre las
curvas dosis respuesta a la fenilefrina en anillos adrticos con (A) o sin (B)
endotelio. Cada grafica i'lustré. las'resp’uéstas de los ahillds aorticos provehientes |
de ratas ovariectomizadas no tratadas (simbolos abiertos) o tratadas con
.estrégenos(simbolos llenos). Las curvas fueron obtemdas 'tanto e’rﬁ= ausencia
(clrculos) como en presencsa (triéngulos) de mdometacma Los datoe son

| presentados como la media + E.S. de seis ratas en cada gtupo Por clandad las o

barras del E. S fueron omlttdas enla gréﬁca B

- _9{“.



b).- Anillos adrticos sin endotelio funcional,

Cada uno de los experimentos fue realizado simultaneamente en un par de
anillos aodrticos: uno, con endotelio funcional, y el otro, sin endotelio funcional. En
cada par, la respuesta contractil a una concentracion dada de fenilefrina del anillo
sin endotelio superaba a aquella del anillo con endotelio.

La curva dosis respuesta de los anillos provenientes de las ratas no
tratadas no diferfa significativamente de aquella de los anillos de animales no
tratados (comparar circulos abiertos y cerrados, Figura 28B).

La indometacina no modificé significativamente las respuestas contractiles
a la fenilefrina de los anillos sin endotelio. |
B).-.Curva dosis-respuesta al carbacol.

Los anilles con endotelio intacto se relajaban de manera dependlente de la
dosis en respuesta a dosis crecientes de carbacol. La curva dosis-respuesta de
los anilos provenientes de los animales tratados estaba desplazada
significativamente (p<0.01) hacia la derecha con respecio a la curva
correépondiente de los anillos de los animales no tratados (comparar circulos -
abiertos y cerrados, Fig. 29). Los valores réspecti\ios del PDz-estén _tabuladds en
la tabla I | S |

La indometacina no tuvo eféciosstgniﬁéativOS sobre 'la""relajacién indu¢ida
- por el carbacol en los vasos provementes de anlmales tratados o no tratados (Fi ig.
29y Tab!a ll)

9



TABLA Il |
Efectos del tratamiento cronico con 17-estearato de estradiol sobre la relajacion
inducida por el carbacol (10%10° M) en anillos de aorta con endotelio integro,

precontraidos con fenilefrina (10 M).

Grupo PD, | Porcentaje de 1a
relajacion maxima

No Tratadas
()indom.  6.03%0.09 76.90 + 8.42
(+)indom.  6.05£0.06  75.00£10.81
Tratadas | o
(indom.  651%0.29*  89.98% 2.57
(+) indom.  6.46 £ 0.28* 8246+ 597

D,: -Log de la concantramén molar medla que causa el 50 % de la relajaccén-
- maxima inducida por el carbacol Porcentaje de la relajaclén maxnna porcentaje
o de la dlsmmucu’)n méxlma de la tens:én con respecto ala tension méxuma mducida -
o por la feniiefrma (10 M) Los valores son expresados como |a medla £ E. S., n-7

o para todos los grupos * significa que las dlferenmas entre Ios grupos tratados y no .

V.tratados son sigmﬁcatwas (p<0 01)

e
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Figura 29.- Efectos del tratamiento cronico con 17-estearato de estradiol sobre las
curvas dosis respuesta al carbacol de anillos de aorta con _ehdotelio ihteg‘r_o,
extraidos de ratas ovariectomizadas no tratadas.(_éimbolos abiertos) d.tfatadas
(simbolos cerrados) y- précontréldcjv con fenitefrina. (10'5- M)' Lo;fcir'cu!os
corresponden a la relajacién observada en ausencla de indometacina y los
triangulos corresponden ala obsewada en presencua de mdometacma Los datos

son expresados como el porcentaje de la tension méxsma mduclda por femlefnna y o
corresponde a la medla + ES. de sels ratas en cada grupo' ’ slgniﬁca que las

relajaciones de los grupos tratados con estrégenos son sngmflcatwamente
diferentes de aquellas del grupo de animales no tratados (p<0.05).

4
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2.- Analisis de los efectos de fa exposicidn aguda a los estréogenos sobre las
respuestas contractiles inducidas por la fenilefrina y el carbacol

En esta serie de experimentos se determinaron las curvas dosis respuesta
a la fenilefrina y al carbacol en presencia de indometacina en pares de anillos
adrticos provenientes de ratas ovariectomizadas (sin tratamiento estrogénico),
tanto antes como después (40 a 60 min.) de la adicién de 17R-estradiol (10° M) a
las soluciones de perfusién, Con este protocolo cada par de anillos servia como
su propio control expefimental para evaluar los efectos hormonales.
A.-Curvas dosis respuesta a la fenilefrina.

| Como se observod en los experimentos prewos (tratamiento estrogénico

cronico), la curva dosis respuesta a la fenilefrina de los anillos adrticos sin
endotelio estaba (p<0.05) desplazada significativamente hacia la 'izquierda (PD,
7.45 £ 0.08) con respe'cto a la curva correspondiénte‘de los anillos con endotelio
(PD,: 7.06 % 0,09) (Fig. 30 y Tabla lI}). - R

MNi en los anillos con endotello ni en aqueltos sin endotello funmonal Se
modlficé szgnn‘“ icativamente la curva dosm respuesta a la. fenllefrma por |2 adlcmn'
de 17i-estradiol ‘ | |
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Figura 30.- Efectos del tratamlento agudo con 17E-eslradlol sobre las curvas
dosis-respuesta a la fenilefrina de anillos de aorta con (c(rculos) o sin (cuadrados)
endotslio provenientes ‘de ratas ovanectomrzadas Y plemcubados caon

,mdometacma Las respuestas fueron reg:stradas en el mismo par de amllos antes
| (slmbolos ablertos) y después (simbolos cerrados) de la adlcién de ‘del 17!3.- -

estradiol a la solucnbn de perfusién Los datos son expresados como la medla de

_ Aamllos de s1ete ratas de cada grupo. Las barras del ES. fueron omllldas por :
o claridad | | |



TABLA il

Efecto del tratamiento agudo con 17{-estradiol (10° M) sobre la curva dosis
respuesta a la fenilefrina (10‘9-10'5 M) de anillos preincubados con indometacina

(10-5 M) provenientes de ratas ovariectomizadas.

Grupo Con endotelio Sin endotelio n
PD, PD,
No tratados 7.06 + 0.09 7.45%0.08" 7
Tratados  6.89 + 0.05 721010 7
Trétados o |
(+)NAME  7.09 1 0.11 7.332013° 4

PD,. -Ldg t E.S. de la c_oncentracién molar n{edia.'que causa el 50 % de la
respuesta méaxima a la fenilefrina (10> M). * significa que la diferencia entre el PD,
de los anillos con endotelio y sin endotelio es'signiﬁcativa (p<0.05).
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- Curva dosis-respuesta al carhacol.

La curva dosis respuesta a concentraciones crecientes acumulativas de
carbacol de los anillos con endotelio intacto y precontraidos con fenilefrina (107
M), delerminada en presencia del 17R-estradiol, éstaba desplazada
significativamente (p<0.05) hacia la izquierda con respecto a la cuiva
correspondiente obtenida antes de la exposicion a la hormona (comparar
triangulos abiertos y cerrados en la Fig. 31). Los valores calculados para los
respectivos PD, estan listados en [a tabla V.



TABLA 1V
Efectos del tratamiento agudo con 178- estradiol (10° M) sobre la relajacién
inducida por el carbacol (10%10° M) en anillos de aorta con endotelio

preincubadas con indornetacina (‘I(}'5 M) provenientes de ratas ovariectomizadas.

Grupo PD, - Porcentaje de la

relajacion maxima
No tratados 6.04 £ 0.05 75.86 £ 5.51
Tratados 6.64 + 0.14" 87.58 £ 4.44~

PD,: -Log de la concentracion molar media que causa el 50 % de la relajacion
maxima inducida por el carbacal. Porcentaje de la relajacion méxima: porcentaje
dela ,diSminucién maxima de la ténsiéh 'con respet:to a la tensidn méxima inducida
por fenilefrina (10°° M). Los valores son expresados como la media  E.S., n=7
para todos los grupos. * significa que las diferencias entre los valares observados
antes y después del trétamiento'es_t'rdgéni’co son significativas (p<0.056). o

9
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Fugura 31.- Efectos del tratamuento agudo con 17B—estrad|ol (10°® M) sobre las
curvas doms respuesta al carbacol de anillos abrtlcos con endoteho integro y
’. premcubados con mdometacma (10 M) provementes de ratas ovariectomlzadas _ |
Las respuestas al carbacol fueron obtemdas en el mlsmo amllo antes (tnéngulos' -
- abnertos) y después (tnéngulos Ilenos) de Ia aduc:én de 17G-estrad|ol ala solumén
gf_de perfusnén Los amllos fueron precontraldos con femlefrma (10 M). Los datosf |

- son. expresados como el porcentaje de fa tens:bn méxlma mduclda por la

" femlefnna y corresponden ala medna tE. S. de Ios vasos de siete ratas en cada'
| grupo sngmﬁca que la relajaclbn en presenc:a del estradtol es ssgmﬂcatwamente
mayor (p<0 05) que enla ausenma dela hormona | o |
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DISCUSION

Los resultados de las tres partes en que se dividio el estudio s¢ discuten por

separado.

Parte §

Caracterizacion de las respuestas vasomotoras inducidas por diversos
agonistas.

La curva dmsis respuesta acumulativa a la noradrenalina (agoenista de los
receptores adrenérgicos «, o, y ) de los anillos sin endotelio estaba desplazada
hacia ta izquierda con regpecto a la curva cornrespondiente de los anillos con
endotelio. La tension maxima desarrollada por los anillos sin endotelio siempre fue
mayor que la desarrollada por los anillos con endotelio. La fenilefrina, agonista
selectivo de los receptores adrenérgicos o, produjo un desarrolio de tension
dependiente de Ia'd_osis, similar a aquel producido por la noradrenafina, sin
embarqo, aunqué la curva dosis respuesta a la feniiefriné de los aniilos sin
endotelio tambien estaba'desplazada signiﬁcati\)amente_hacia la izquierda con
respecto a la da los anillos con endotelio, no se observo una diferencia
significativa en la tension maxima. desarrollada por ambos tipos de anillos.

Se ha demostrado que hay smtesm y hberacnbn esponténea de NO en e!
, endoteho (Lues y col., 1984; Godframd y col., 1985 Martm y col. 1986 Bullock y

col., 1986) El NO asl Ilberado puede contrarrestar el desarrollo de tensnon mducudo
por los vasoconstnctores en los vasos con endoteho mtacto y esto desplaza- las- g
curvas dosis respuesta de Ios amllos aértlcos con endotello hacia la derecha. La k
mayor tension maxima desarro!!ada en respuesta ala noradrenalma en los amllos'
sin endotello con respecto a la que desarrollan Ios amllos con endoteiio puede
_ exphcarse por la presencla de receptores adrenérglcos m:2 en el endotelio cuya’ i
) -actwaclbn induce la hberacuén del NO (CocksJA ycol 1983) Esta mterpretacaéh
| esté acorde con fa observamén de que con la fenilefrma agomsta selectwo %, N0

~ ‘se observd dicha dlferenma

El carbaco! produ;o en Ios amllos con endoteho contraidos con femlefrina .
una refa;acuén cuya magmtud y cursc temporaf fueron dependlentes de la dosis y
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del grado de integridad funcional del endotelio. Se ha reportado que la
estimulacion de los receptores muscarinicos induce un incremento en la [Ca®), en
las células endoteliales lo que & su vez induce la sintesis de NO (Colden-Stanfiel y
col, 1987, Hallam y col, 1988, Luckhoff v col, 1988). En |la mayoria de ias
relajaciones inducidas por el carbace! se observan dos fases, una répida y Ia otra
lenta. La primera, podiia ser atribuida principaimente al incremento rapido en Ia
[Ca®); producida por la liberacion de Ca” desde depdsitos intracelulares, v la
segunda, que se observa en aquellas preparaciones en las cuales el endotelio
tiene una mayor integridad funcional (aparente por una relajacion mas completa),
podria atribuirse al incremento de la {Ca™'}, producida por el influjo de Ca* a través
de la membrana plasmatica. | | ' |
El ATP también prodiljo. en los anilios con endotelio contraidos con
fenilefrina, una relajacion que dependia de la dosis y de la integridad del
endotelio. Esta relajacion tenia una sola fase de desarrollo rapido. En los anillos
sin endotelio, el ATP, también prOdujo una pequefia relajacion (30%
| aproxlmadamente de la tension maxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina).
 Esta relajacién, independiente del endotelio, ha sndo atnbuuda ala accubn directa
sobre el muasculo liso de Ioo metabolltos del ATP tales como el AMP y la
“adenosina (De Mey y col., 1980, 1981) |
A La hlstamma produjo, en los amllos con endotello precontraidos con
'femlefrma una relajacion transitoria que. nunca alcanzé el 100 % de la tensnén .
méxnma desarrollada en respuesta a la femlefnna Esta relajacuén ‘transitoria
':podria ser expllcada suponiendo que la estimulacién. de los receptores'“
_hrstammérg:cos induce fundamentalmente la llberacaén de Ca"' desde depésutos |
.lntracelulares 'Y que esto ocasiona umcamente un mcremento transutorlo de Ia .;
' _' [Ca®}i actlvando sélo transrtonamente Ia sintes:s de NO N _ _
- E! nltroprusiato pl’OdUJO una relajaclén que dependia de. Ia dosls pero no de_
_Ia presencia del endotelio. Los mtrovasodulatadores mducen mcrementos en el |
o GMPc en el musculo liso (Schultz y co! 1977, Katsukl y col., 1977) al actlvar a !a '
- guanllato mclasa (Murad F y col 1978 Kukovetz y cal., 1979) La via precisa por_
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la cual los nitrovasodilatadores activan esta enzima ha sido sujeia a mucho
debate. Se ha demostrado que las concentraciongs de los nitrovasodilatadores
gue producen una estimulacion equivalente at 50% de la estimulacion maxima de
fa guaniiato ciclasé}, inducen una iberacion uniforme de NO (Feelisch y cot., 19873,
Se ha reportado que estos compuestos actiian despues da su conversion a oxido
nitrico (Feelisch M., 1991). La reaccion del NO con el i6n ferrose, del grupo
prostético hemo de la guanilato ciclasa de las celulas musculares lisas vasoulares
activa a la enzima y consecuentamente incrementa la concentracian de GMIPG,
conduciendo a ia relajacién_ vascular (Waldman y col., 1988)

La hemoglobina inhibid todas 1as respuestas dependientes del endotelio
afribuibles a la liceracion (tanto espontdnea, como inducida por agonistas) del NO.
‘La hemoglobina es un potente inactivador del NQ, éste reacciona con la
oxihemoglobina para producir metahemoglobina y nitrato inorganico de acuerdo a
la siguiente reaccion: | |

" HbO, + NO - metHb + NO', (Bloughy col., 1985). Esta reaccién del NO con la
- HbO, para producir metHb ha sido usada camo una prueha espectrofotométrica
| - para medir la liberacién de NO '(K’elm y col., 1988). B |

El azul de metileno también inhibié las respuestas depeh‘dientes del
endotefio; sin embargo, a diferencia de la Hb, sus efectos no fuefo_n reversibles. E-.l |
efecto inhibidor del azul de metileno sobre las respuestas dependientes del
“endotelio se atribuy6 ‘inici'almente a su éfec’:toiinhibidrjr- de |é guahﬂato'ciclasa[ |
(Gruétte'r y col.,-1981; Holzmann, 1982 lgnarm y col., 1984 Furchgoﬂ y col
'1984b' ‘Martin y col 1985) Sin embargo repones postenores mostraron que el
~azul de metileno lmpide la conversnbn deia L-arglmna a cntrulma y NO al inhlblr'
" dlrectamente la sintasa del NO (Shlmlzu S. y col., 1993). PR
| Fn trabajos previos se ha descnto que la activacnbn de |os receptores oy R
-adrenérglcos y de los receptores 5 HTz (Cocks y col., 1983) de las células'. |

endotehales mcluce la liberacion del NO, esto eXpllcaria Ios efectos de la Hb y el
"azul de metileno sobre las curvas dosis respuesta ala NA y la 5-HT
(derIazamianto hacaa la |zquuerda y el mcremento en la tenstén méxima -

103 -



desarrollada), en los anillos aorticos con endotelio integro, de tal manera que las
respuestas en presencia de Hb o azul de metileno se asemejan a las de las
preparaciones donde ha sido eliminado el endotelio

En conclusion, los resultados de esta primera parte del estudio estan
acordes con los resultados reportados en la literatura y dieron la certeza de que el
dispositivo y las condiciones experimantales utilizadas son adecuadas para el tipo
de investigacion que se llevd a cabo.

Parte (i

Anélisis experimental del papel del Ca*" en las respuestas vasomotoras
dependientes del endotelio.

La disminucién gradual de la concentracién de Ca* en el medio extracelular
produjo una disociacion, tambnén gradual de la contractura, inducida por la
fennlnfrma en dos componentes. En un medlo "nommalmente" sin Ca” sblo se
observé un desarrollo pequefio y transitorio de tensién en respuesta a la
fenilefrina. Estos resultados sugieren las contracturas inducidas por la fenilefrina
dependen de manera muy mportante de la presencia del Ca® extracelular. Los
resultados también sugieren que el componente mlc:lal transutono de la respuesta
contractil inducida por la fenilefrina es debido a la liberacion de Cat" des_de'- |
dépéSitos intracelulares, mientras que el segundo 'c'ompohente que determina la
magnltud maxima y la fase estable de ‘esta contractura se debe a Ca que
prowene de! medlo externo. | | o

En presencla de Co** (3mM) o de le* (3 ¢ 5 mM) los anlllos aértlcos con o

sin endotelio, s6lo respondneron a la femlefrma con un desarrollo de ten5|6n- o

'pequeﬁo y transnono muy SImllar a aquel observado en una solucu‘m sin Ca |

| Ademés cuando uno de estos bloqueadores era apllcado durante la contractura. |
mducuda por la fenilefrina se observaba una relajacion Ienta hasta alcanzar la3
tenmén basal. Esto apoya la hipétesis de que el influjo transmembranal de Ca |
.través de canales permeables al Ca paI'tICIpa de manera muy lmportante en el |
desarrollo y mantemmlento de la tensufm en estas contracturas A concentraciones'

de Ni’ de 180 y 360 pM no se ohsewé efecto alguno sobre el desarrolio de -
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tension inducido por la fenilefrina. Esta observacion permite descartar que los
canales de Ca®’ tipo T jueguen un papel imponahte en las contracturas inducidas
por la fenilefrina, ya que a estas concentraciones el Ni°* bloquea Gnicamente este
tipo de canales.

En los anillos con y sin endotelio preincubados con la neomicing, [a tension
maxima inducida por la fenilefrina fus aproximadamente 20 % menor que la
observada en ausencia de neomicina. Cuando la neomicina fue aplicada duramte
la contractura inducida por la f‘énilefrina se observo una disminucion de ta tension,
equivalente a aproximadamente el 70 % de fa tensidn maxima. Cuando, en un
medio sin Ca®', se aplico la fenilefrina en presencia de la neomicina, se observaba
una inhibicién importante del desarrollo de: tension transitorio inducido por este
agonista.

| Reportes previos han demostrado que Ia‘neomicina no obstante su caracter
altamente polar, es capaz de inhibir a la PLC, e impedir la formacién de P, en
diferentes tipos de preparaciories con la rnembrana plasmatica intacta lo que a su
vez impide indirectamente la liberacion de Ca?" inducida por el 1P, (Balda y col.,
1991; Suyama y col, 1894; Hamada y col. 1993). De acuerdo a estos

antecedentes, los presentes resultados sugieren que el Ca® proveniente de la

liberacién de Ca?" inducida por IP; participa en el desarrollo de tension inducido -

por la fenilefrina. | |
~ Estudios previos en células de musculo liso vascular han mostrado que la

fenilefrina estimula la generacién de 1P, (Morgan y 'co'l 1985) y que al parecer la
'formambn de IP; es lo suf‘ cuentemente réplda para que éste pudnera ser. el
y 'responsable de la hberamén de Ca que inicia-el desarrollo de tenmbn en este' |
tejndo Es importante seﬁalar que la formaclbn de IP3 es trans:tcna y que ésta :
regresa a sus mveles basales mlentras se alcanza la fase témca dpl desarmllo de'
'-'.tensmn (Morgan y col 1985). Este dato apoya la idea de que el IP; esta

mvolucrado fundamentalmente enla fase |mcial de la respuesta contréctii Esto
esté de acuerdo con la naturaleza transltona del cambio de la [Ca ]; observado _

durante la estnmulacuén del musculo IISO con femle'.nna (Morgan y col., 1985) Por
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otro lado, cabe mencionar que Langlands y col, (1990), reportaron que en ia aorta
de la rata, la fenilefrina (10 nM), inducia una marcada contraccién (casi 50 % de la
maxima) en una solucion con calcio normal sin ningin cambio detectable en el
contenido de IP,, sugiriendo que la contraccién podia ocurrir por un mecanismo
independiente del IP; Estos mismos autores ya habian reportado que la inhibicion
de la generacion de 1P, en el musculo traqueal de cobayo no alleraba
significativamente la respuesta contractil (Langlands y col., 1989), sugiriendo que
la formacion de 1P, podia no ser el tnico mecanismo involucrado en determinar la
magnitud de la contraccion.

La aplicacion de procaina antes de la exposicion a ia fenitefrina no modifico
significativamente el desarrollo de tension inducido por dicho agonista tanto en tos
anillos con endotelio como aquellos sin endotelio. Sin embargo, cuando la
procalna fue aplicada durante la contractura inducida por la fenilefrina, en la
mayoria de los experimentos (7 de 10) produjo una relajacion lenta, cuya
magnitud fue equivalente a aproximadamente un 30 % de la tension maxima
desarrollada. Esta relajacion no fue sostenida, es decir, revertia at cabo de varios
minutos (5 - 10). Estos resultados sugieren qiué la liberacién de Ca®* inducida por
Ca?" no es indispensable en el desarrollo de tension 'inducid_o porla fenilefrina. Sin
embargo este mecamsma de hberacuén de Ca participa, al pérecer en el
mantemm:ento de la tension. |

Al parecer, la fase inicial transitoria de las contracturas inducidas por la
 fenilefrina se origina fundamentalmente por la Iiberaciéh de Ca™ desde'depbsitds
mtraceluiares y, en dicho proceso partnccpan probablemente por lgual Ia hberacién
de Ca® Inducida por IP3 y la hberamén de ca? mduc:da por Ca ‘Esta
interpretacion se apoya en los resultados observados con la adlcmn sumulténea de
la neomicina y de Ia procafna la cua! abohé en los anlllos con o sm endoteho Ia_ f
: 'respuesta contractil transttona indumda por la fenslefnna en un medio snn ca*

o En conclusion Ios resultados de esta fase de la segunda parte del estudio
muestran que las co_ntract_uras anducya_das pqr la fenilefrina estan’ constltunda_s por
‘das componentes, uno inicial transitorio, seguido de un co_mponénte ténico que,
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en presencia de Ca®", persiste mientras esté presente el agonista. El componente
transitario se origina por la liberacion de Ca’* desde depositos intracelulares v el
ténico, por el influjo transmembranal de Ca”™ a través de canales permeables a
este ion. £l componante atribuido a la liberacion de Ca* a su vez, esta constituido
por fa liveracion de Ca®" inducida por 1P, y 1a liberacion de Ca*" inducida por Ca®".

Los presentes resuitados sugieren ademas, que aunque es probable que en
un medio sin Ca® la liberacion de Ca®* intracelular sea la responsabls de generar
la con{raccién en el masculo liso vascular, en presencia de Ca®* extracelular, el
influjo de Ca®" podria ser mas importante que la liberacion intracelutar de Ca®* (ya
sea inducida por 1P, 0 inducida por Ca®"), en mantener y regular fa magnitud de la
respuesta contractil,

En general las interpretaciones de los resultados de esta fase del estudio
concuerdan con los resultados obtenidos porA diversos investigadores con diversos
-métodos incluyendo el uso de indicadores fluorescentes para medir los cambios
en la [Ca*), producidos por diversos agonistas en el misculo liso vascular.

Los resultados de los experimentos er qu qde se redujo gradualmente la
concentraciéh de'Caz* en la solucién ielajante confirmaron las observaciones de
otros mvestsgadores (Furchgott Yy col 1980; Peach 'y col,, 1987) qUienés ya
hablan reportado que las relajamones mducsdas por el carbacol dependen de la
- presencia de Ca* en el medio extracelular. Deestas Qbservac,lone_s, se originG la
hipétesis de 'que el inﬂujo transm’embranai de Ca?’ juega un pépel im'poﬁante en
fa sintesis y liberacion del NO., Esta hipétes:s a ull vez dio lugar a la busqueda de |
“evidencias expenmentales de la exlstencia de canales permeables al Ca en la
membrana de las células endotellales B
- . Enel presente estudio se utilizaron como herrarmenlas para anahzar la
| pomble partuclpamén del mﬂu;n transmembranal de Ca a través de canales en el
.'mcremento de la [ca®y, md:spensable para actwar Ia lsoforma endotehal de la
.,mtasa del NO, dos bloqueadores lnorgémcos de canales de Ca el Co®* y el .

Nad (Hagtwaraycol 196? Kohlhardtycol 1973) o
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Como ya se discutio al analizar los resultados de la primera parte de este
estudio, la fase sostenida del desarroflo de tension inducido por la fenilefrina es
causada fundamentalmente por el influjo de Ca®' a través de canales que son
bloqueados por estos mismos cationes, los cuales consecuentemente inducen
una relajacion dc la contractura provocada por dicho agonista. Por lo tanto,
independientemente de su posible efecto sobre ef endotelio, estos cationes
previenen, por una parte, la fase ténica del desarrollo de tensidn inducido por la
fenilefrina y, por la ofra, cuando se aplican durante dicha. fase inducen una
refajacion. Estos efectos directos sobre el misculo liso vascular limitan el uso de
estos cationes y compiican la interpretacion de sus efectos.

La observacion de que ta adicién de Co®* a la solucién de Tyrode produjo un
~ ligero incrementa en la tension basal de los anillos con ehdotelio sugiere que, tal y
como ha sido propuesto en otros estu»dios (Lues y col,, 1984; Godfraihd y col.,
1985; Martin y col., 1986; Bullock y col., 1886), hay una liberacion basal del NO, y
que ésta se debe. aIUn infljo de Ca** a través d_e canales que puéden ser
blogueados por el Co?* | | | o _

El desarrollo de tensién que se observé cuando se aphcé el Co® durante la
| relajac:lon méxlma inducida por el carbacol o por la histamina puede ser. exphcadc
- proponiendo que esta relajamén requnere del mﬂuw transmembranai sostenido de
Caz* y que éste se realiza a través de canales que pueden ser bloqueados por- el -_ .
Co®. El caracter trans:tono del desarrol!o de tensibn se exphcaria por el efecto :
relajante dlrecto del Co** sobre el musculo liso Esta mterpretaclén lmpllcaria que_
la fase sostenida de la relajacnén mducnda por el ATP no requnera del influjo de
~ Ca® ya que durante esta relajaclc')n la ad:cién de Co no tuvo efectos -
| sugmﬁcatwos | - R |

El desarrollo transutono de tensién mducxdo en los anillos con endoteho, por "
Ia adicién de Co?* durante la relajacmn inducida por el mtroprusaato de sodio
' podria ser exphcado por el posmle efecto del Co sobre la hberaclén basal del NO
"por el endoteho B '
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La interpretacion precedente de los efectos observados durante la
exposicién de los anillos con endotelio al Co** se basa en la suposicion de que los
efectos del Go*" fueron causados por su accion bloqueadora de canales
permeables al Ca®*. De acuerdo con dicha suposicion, el Ni* (a concentracion
milimolar) deberia producir efectos muy similares a los observados con el Co®'
puesto que se ha demoslrado que este cation bloquea el influjo transmembranal
de Ca®* en muy diversas preparaciones endoteliales (Jacob, 1990, Graier v col.,
1995; Buchan y col., 1891; Alvarez y col., 1992; Rusko y col., 1992; Hallam y col.,
1988; 1990; Rotrosen y col., 1986, Cc;rtden&?‘;tarﬁ'ield y col., 1987; ). Sin embargo,
tal prediccidn no se cijmpli{) ya que, en presencia de Ni**, no se modificaron
significativamente las relajaciones inducidas (en anillos con endotelio) por el
carbacol, la histamina, el ATP o el nitroprusiato de sodio. Esta discrepancia
sugiere que los efectos observados durante ia expos‘icién al Co?' pudieran no
estar relacionados con el blogqueo de canales parmeables al Ca®'. A este raspecto
cahe mencionar que se ha reportado que el Co*", mas no el Ni?. incrementa
marcadamente la degradacion oxidativa def heme (Maines, 1975). Por otra 'pa-&‘te:,
el efecto relajante del NO estd mediado por el incremento en el GMPc producido |
por la activacion de la guanilato cuclasa mduclda por la unién del NO al grupo .
heme de dlcha enzima. Es, por lo tanto factlble que la- lnhlblcmn que se cbservo
con el Co*, de las relajaciones inducidas por el carbdcol la hlstamma o el
mtroprus1ato de sodio (en anlllos con endotello) pudlera estar relacnonada con una
| InhlblCIén de Ia guanilato cuclasa
Aunque en presencla de-Nl no se observaron efectos sngmf‘ catlvos sobre_.

.Ias relajactones mdumdas por los dlferentes agentes vasodllatadores fa

2%

exposicnon al Ni depnmlé marcadamente el efecto relajante del carbacol y de la

~ _hlstamlna {y muy Ilgeramente la relajacubn mduc:da por el ATP) cuanda dicho |

efecto relajante se exploré después de retirar el Ni* "y lavar ias preparac:ones con .

solucuén de Tyrode Esta: accu‘m lnhrb:tona residual fue tamblén observada
) después de la exposncnon a| Co y en el caso de ambos catlones sélo rewrtu’)
parmalmente después de vanas horas de haber suspendtdo Id exposncuon alos -
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mismos. En contraste con esta accion inhibitoria residual y persistente del Co® y
del Ni** sobre las respuestas relajantes dependientes del endotelio, los efectos de
estos cationes sobre la contractura inducida por la fenilefrina fueron siempre
rapidamente revertidos, tanto en los anillos con endotelio como en aquellos sin
endotelio. Esta observacion permile descartar un lavado inadecuado o un la
eventual precipitacion de dichos cationes como causantes de ta inhibicion
residual. En la revision de la literatura sobre los efectos del Co*' y del Ni¥* no se
encontré mencion alguna en relacion a efectos inhibitorios residuales prolongados
de estas cationes, por lo que no es posible proponer una explicacion plausible de
este efecto. | |
Recientemente se des (,nbm que la dpplecmn de los depdsitos intracelulares

de calcio activa los canales permeables al Ca®* en la membrana plasmatica
(Gericke y col., 1993; Vaca y col, 1994; Graier y col., 1994). Existen varias
hip6tesis que podrian explicar fos mecanismos que regulan el influjo de Ca**
dependiente del grado de llenado de los depositos iniracélulafes.'

| El modelo "cap_acitativo“ de e’ntrada de Ca’* mediada por receptor (Putney y
col, 1986) proponia el contral de la. elevacién bifasica en la [Cé”]; en las
plaquetas, por un solo mensajero intracelular, el IF’3 En este modelo la union del
agomsta al receptor iniciaba a producc«én de IP,, el cual llberaba Ca®* desde
depésutos mtracelulares El vacuamnento de los depositos activaba la entrada de

- Ca* En el modelo original de Putney, el Ca entraba ala céiuia a una .zona- "
- 'restringlda entre el depéslto sensible al IP3 yla membrana plasmétwa y entonces' |
era bombeado por una ATPasa de Ca hacna la luz del depésuto El Ca podla- |
emrar unicamente al citosol después de un est[muio continuo de descarga Datos |
: més reclentes en células Iagnmales (Kwan y col, 1990), células pancreétlcas
(Muallem y col., 1990) y r,élulas:. pamtldeas (Mertz y cal., 1990) sugteren que la
- descarga de los depbsntos mtracelularea mduczda por agomstas promueve Ia
enlrada de Ca®" extracelular dnrertamente al cm::soi con el subsecuente secue,stro_ |
- hacia los depésltos sensub!e., alPy.
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La tapsigargina (TG), la 2-di-(t-butil}-1,4-benzohidroquinona (tBuBHQ),
innibidores de la captura de Ca** hacia el reticulo endoplasmico, por inhibicién de
ta ATPasa (Jackson y col., 1988, Kass, y col., 1989), se han utilizada para inducir
la deplecidn de los depdsitos, y promover asi el influjo de Ca,, en diferentes tipos
celulares (Takemura y col., 1989, Verma y col., 1990, Middleton y col., 1990, Ety y
col.,, 1991), y de esta manera analizar las rutas por las cuales entra el Ca” v log
subsecuentes mecanismos que operan para restaurar la permeabilidad al Caz+ de:
la membrana plasmatica a su nivel hasal. |

Irvine (1990) propuso un modelo, en el cual las protelnas que funcionan
como raceptores para el 1P, vy para su producto fosfarilado, el 1P, funcionarfan
como el punto de unién en el espacio comprendido entre los depositos
intracelulares y la membrana plasmatica. Estos dos receptores en las células no
excitables, podrian parecerse & Ilos receptores a la ly'modma y a las
»dihidropiridina's, a los cuales se'le:v; ha atribuido ser ‘los responsables de la
liberacion de Ca®' desde el reticulo sarcaplasmico en el acoplamiento excitacion
contraccion en el misculo esduelético. Este autor ,sugiere‘que,' el [Py, el iP4. y el

- vaciamiento de los depositos intracelulares juntos, promueven la disaciacidn de

las dos protelnas, induciendo el influjo de Ca™ Este modelo podria . e"x'p'!icar' el
aparente acoplarhia‘nto rapido entre la liberacion de Ca® vy la segunda fase del
incremento en la [Ca*] atnbulda al mﬂum de Ca observada en las plaquetas
estumuladasrcon ADP (Sage y col,, 1990) Sin embargo atn no hay ewdencua -
ex;aenmental que apoye dlrectamente esta hlpéteSis en !as plaquetas 0 en otro' |
ttpo de células. | | | |

Por otro lado, se ha sugendo recnentemente que el Ca"' hbre cutosc‘:hco Y el o
almacenado pueden controlar antagonlst;camente la fosfonlacnén de protelnas'
: _ebpeciﬂcas plaquetanas, Ias cuales pueden regular la permeabul:dad de la
| 'membrana plaamétlca al Ca® (Vostal Y. col 1991) Se ha propuesto que la
eievac:én de la [Ca ],. actlva auna tlrosinucmasa condumendo al mcremento en |
_ Ia entrada de Ca 'y que el Ilenado de los depésxtos mtmcelulares de Ca mhube
ala cunasa Io que produce una reduccuén en la permeablhdad de ia membrana
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plasmatica al Ca®". Tal sistema podria participar en la regulacion de la entrada de
ca® por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares, aunque no ha sido
probada la contribucion de tal mecanismo para eventos inducidos por agonistas.

En contraste, el grupo de Garcia-Sancho, sugiere que el punio de unién
entre la deplecién de Ca** de los depdsitos intracelulares y el incremento en la
permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca® puede ser la citocromo P-450, o
algun metabolito de eila (Alvarez y col., 1991, Montero y col., 1891, Alonso y col.,
1991). Estos investigadores propusieron que el incremento en los niveles de ca®
dentro de los depdsitos intracelulares inhibe a la citocromo P-450, a fravés de un
mecanismo dependiente de la calmodulina. La desinhibicién de la citocromo P-450
podria ocurrir cuando disminuye la concentracion de Ca®* dentro de los depdsitos
debido a la estimulacién por agonistas. La citocromo P-450 activada, o uno de sus
metabolitos, incrementaria entonces la permeabilidad de la membrana plasmatica
al Ca?*. Como el Ca®* vuelve a entrar a los depésitds,‘ la calmodulina podria fijar
Ca® una vez mas, inhibiéndo a la citocromo P-450, y conSécuentemente.
regresaria a sus niveles basales la permeabilidad de la membran_"a al Ca®',.

Se ha demostrado que la mono oxigenasa P-450 (MO P450) micms’omal
produce algunos acidos epomelcosatnenoms entre los cuales se encuentra el
acido 5,6- EET metabolito del acido araqmdémco en una via depend!ente de Ia
NADPH (Fritzpatrik y col., 1989) Graier Y col.,(1995) encontraron que el 5,6- EET
mcrementa la [Ca *},auna magmtud sum:lar a aquella induclda por la bradicmma o
por la TG. Estos autores propusieron el suguzente modelo para eXpllcar el mﬂuyo de
- Ca® activado por la deplecién de los depésstos mtracelulares la deplecién de los

 depésitos :ntracelulares de Ca por agomstas tales como la bradlcimna via .

mecanismos dependlentes de lPa, produce la actwacnén de la MO P450 esta R
- enzima utlllza acido araquidémco el cual es hberado por’ el Ca ylo por la

o _fosfohpasa A2 (actwada por-una proteina G) y a partlr de éste sintetlza écidos;

o epoxiencosatnenomos Uno de estos metabohtos el 5, 6 EET o un metabohto del-"- .

| 56 EET podria abnr d;rectamente o via un paso mtermedlano._ canales'
_ .vpermeables al Ca yquiza también canales de K* '
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Los resultadas del presente estudio, en concordancia con los antecedentes
descritos también sugieren que en las relajaciones inducidas por el carbacol, 1a
histamina, o el ATP, el influjo de Ca* no es el responsable directo del incremento
en la [C::12"]i que conduce a la sintesis/liberacion del NO, y consecuentemente a la
relajacion, y que el papel del influjo transmembranat de Ca®' es el de llenar los
depésitos intracelulares que fueron "vaciados" por la eétimulacién con los
agonistas. E! incremento de la [Ca*') que induce la sintesis de NO proviene
fundamentalme}nte de la liberacién de Ca*' desde depositos intracelulares. Esta
propuesta se basa en la ausencia de efectos inmediatos del Ni?* (sobre las
relajaciones inducidas por el carbacol,' la histamina, y el ATP.

Por ofro lado, ni el N2* ni el Co®" tuvieron efecto significativos sobre las
relajaciones | inducidas por el ATP. El Co® produjo solameht,e‘ un pequefio
desarrollo transitorio de tensién cuando fue aplicado durante Ia'relajacién'ind'ucida
por el ATP, y las preparaciones que hablan sido expuestas a este ionpresentaban
una relajacién mas lenta en respuesta al ATP. Estas observaciones sugi'eren'que
los mecanismos responsables de Ia relajacién inducida por el ATP son diferentes
a aquellos involucrados en las relajaciones inducidas por el carbaco! o por la
histamina. o _ | |
~ Con cualquiera de los esqdemas de aplit:acién utilizados la procaina inhibio '
- completamente las relajaciones inducidas po'r el carbacol. Tales efectos fuefon
rapidamente reversibles después de retirar dicho férmaco; Este efecto podria ser
eXpIicado por la sﬁposicién de que la procalna actua como un antagdnista de los
receptores muscarinicos. Sln embargo tal accion de la procalna es paco
probable, puesto que se ha demostrado (Cuevas 1964 que la procaina en células
gangllonares parasumpatlcas b!oquea los receptores nicotinicos a la acetilcolina
~ pero no los receptores muscarimcos .

En las células endoteha!es se han descrito tanto d_epééitos de Ca*" liberable
sensibles al IP3r'c_omo depésiqu sensibles a la cafelna. En contraste con los-
depésitos sensibles al -'IP3 que han sido 'anip'liamente estudiados, la liberacidn de
Ca? inducida por Ca?* (es decir, desde depésitos sensibles a la cafeina) ha sido
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~ incremento en Ia [Ca

muy poco analizada. Ademas, los reportes acerca de su existencia e importancia
en el endotelio vascular son controversiales. Schilling y col., (1992) reportaron que
la cafeina no producia incrementos en la [Ca®*}, y Chu y col, (1990) no
encontraron sitio alguno de union a la ryanodina en membranas endoteliales.
Buchan y col., (1991) encontraron que la cafeina incrementaba levemente la
[Ca®'}, en células endoteliales cultivadas
Recientemente fue demostrada la presencia del receptor a la ryanadina en et
endotelio vascular y el endotelioc endocérdico (Lesh y col, 1993). Se ha
demostrado que la ryanodina se fija a los canales de liberacidn de Ca® del
reticulo sarcoplasmico (Pessa y col., 1985, Fleischer S., y col,, 1_985) y altera las
propiedades de dicho canal. A bajés concentraciones, Ia ryanodina conserva los
canales de liberacién de Ca®* en un estado abierto (Fleischer y col., 1985, |
Meissner 1986, Lattanzio 1987, Rardon 1889) causando la liberacion del Ca?'
(Hahsford y col., 1987). R.C. Ziegelstein y col. (1984), demostraron la p}esencia
de depésitos de Ca®' funcionales sensibles a ia ryanodina en las células
endoteliales, AI parecer estos depositos, af tgual que aquellos sens*bles al IF’a, -
estan involucrados en la regulacion de los compammsentos de Ca sens&bles_a
agonistas. | o - | | R
Por otro lado, se reporté que, en' células endo.t_el_iales.fla cafeina produce una_
hiperpblarizacién causada por una corriente de K" activada por un incremento en
fa [Ca®}, v que la 'ryan'odina prevenia dit:ha hiperpolafizacién.' ihdicahdb 'qu'e el
% endotelial es deb|do a un mecamsmo de I|berac|én de |
- ,Caz* inducida por ca® (Chenycol 1992 Adamsycol 1993). |
| Grater y col., (1994) encontraron en células endoteliales coronanas de
cerdo que después de un pretratamlento breve con ryanodma ta cafelna ya no
producla un mcremento en la [Ca ]; Esto sugeria que la cafeina realmente actua'
via un mecanismo de hberactén de Ca mductda por -Ca®* en las células
.' endotehales | o | B | |
| - Los resultados del presente estudlo sugleren que en Ias re!ajacmneh ‘-
" inducidas por elcarbacol. el compon_ente _atribuido a la liberacion de Ca®* ", esta
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constituido fundamentalmente por liberacion de Ca® inducida por Ca”, ya que la
procaina (bloqueador de este mecanismo de a liberacion de Ca’’) inhibi6
completamente dichas relajaciones. En las relajaciones inducidas por la histamina,
este mecanismo de liberacién de Ca’' participa al parecer de manera parcial, ya
que la procaina inhibid tales relajaciones sélo en un 40 % aproximadamente. por
otra parte, en las relajaciones inducidas por el ATP [a liberacion de Ca* inducida
por Ca*' no parece jugar un papel impartante.

Aunque se ha demostrado que precediendo al componente inicial del
incremento en la [Ca®'} inducido por diversos agonistas que inducen Ia sintesis
del NG, hay un aumento en la concentracion de tPa, la neomicina (inhibidor
indirecto de la liberacién de Ca®* inducida por 1P5) no tuvo efecto alguno sobre las
relajaciones inducidas por el carbacol, la histamina o el ATP. Po'dr!'a pensarse que
esta ausencia de efectos de la neomicina es debida a que ésta , por su caracter
policatidnico, no puede atravesar la membrana pfasm’xtlca y que por ello no puede
inhibir la formacion de |P3 por la PLC Sin embargo se ha demostrado que la -
 neomicina inhibe a la PLC en preparactones con la membrana p!asmétnca intacta,
(Balda y col., 1991; Suyama y col., 1994, Hamada y col., 1993) Ademas, en el
| presente estudio, la neomicina produ;o una mh:btcién mportante de la tensién
| mduc:da por la fennlefrnna en los anilios abmcos | |

A | Por lo tanto, la ausencia de efectos de la neomncma sugnere que aunqua la
hberacnén de Ca® inducida por IP, pammpa normaimenta en Ias relajacmnes
~mduc|das por el carbacol la hlstamma 0 el ATP, cuando este mecamsmo esta
mhtbfdo o ausente, tanto el nnﬂu;o transmembranal de Ca como la hberacaon de
V’Ca’"‘ inducnda por ca* pueden compensar eﬁclentemente ducha ausencua de tal__'
manera que no se altera el incremento en Ia {Ca "] que: Induce la slntebls de NO.
| En conclusrén Ios resultados de esta pade del astudno sugneren que. el
_mcremento enla [Ca "l mducudo por el carbacol L hlstamma 0 ol ATP, se ongma |
‘ por la hberacxén de Ca* mducnda por Ca* ' por hberacién de Ca mdumda por -
IP:., y que el InﬂUJO de Ca a través de !a membrana p!asmética es mdlspensable
_ para volver a l!enar los depésltos después de que el ca® ha SIdO Ilberado Los

5



resultados sugieren, también, gque en la relajacion inducida por el carbacol

predomina la liberacién de Ca** inducida por Ca*".



Parte ([l
Andlisis de la participacion de factores hormonales en la modulacion del
tono vascular dependiente del endotelio.

Una de las estrategias extensivamente usada, para dilucidar fos mecanismos
responsables del efecto protector de los estrogenos realizan su papel en el
sistema vascular, ha consistido en explorar, en vasos aislados, los efectos de
estas hormonas sobre las respuestas "in vitro", a diversos agentes vasoactivos.
Los resultados de estos astudios son controversiales, lo que puede ser explicado
parcialmente por diferencias en los modelos expar\imentales‘ utilizados. Estas
incluyen el uso de diferentes especies y de diferentes vasos, la evaluacion de
diferentes agentes vasoactivos, diferencias en el método de medicién de las
respuestas vasculares "in vitro" y difetencias en los esquemas del tratamiento
estrogéhico‘ En el presente estudio se analizaron los efectos'de los estrégenos
sobre la respuesta de la aorta de la rata al vasoconstrictor—feniIefrina y al
vasodilatador -carbacol. Se selecciond la fenilefrina, un agonista selectivo de los
réce'ptdres adrenérgicos «, considerando que éste activa al mﬂséulo_!iso vascular
sin inducir simultaneamente la liberacion, mediada"por receptor, de substéncias
vasoactivas del endotelio. Esta suposncuén esté basada en la ausencua presuntlva
de receptores adrenerglcos o1 en esta estructura (Cocks y col 1_98_3) Se
selecciono el carbacol debido a que este farmaco induce consistentemente,
re!ajaciones dependientes del enddtelio-mediadas por el NO, en ua aorta 'aisl'ad'a
de la ratd y carece de efectos en los vasos sm endoteho funcional (Furchgott y

col. 1980) Ademés no hay evidencias de fa hberacnén de metabohtos del actdo |

: _araqwdomco inducida por el carbacol Con respecto a la medncnén “in vutro" de !as '

respuestas vasculares, el metodo utnhzado en este estudlo dlf ere de aquello., o

usados por otros autores. Los vasos fueron perfundldos contlnuamente en una-

“_-_pequeﬁa cémara de perfusuén en la cual fueron montados dos anlllos (con y sin -

endotelio). provementes de la misma aorta Este s:stema tenla ias .;ngunentes
_-ventajas 1. La solucuén de’ perfus:én era lenovada contmuamente Io que
"'permltla el Iavado contmuo dc-., las preparacuones. lmpldlendo Ia acumulacnén de
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productos del metabolismo de éstas o los productos de degradacion de los
farmacos aplicados 2.- El pequefio volumen de la camara de perfusion (1 mi)
permitia el recambio rapido de las soluciones. 3.- El hecho de que dos
preparaciones (con y sin endotelio) provenientes del mismo animal, estuvieran en
la misma camara de perfusion permitia someter a las mismas condiciones
experimentales, lo que permitia identificar las respuestas dependientes del
endotelio. En cuanto al tratamiento estrogénico, se utilizaron dos esquemas:
tratamiento crénico in vivo y tratamiento agudo in vitro. El tratamiento 'crrbnico
consistié en la administracién subcutanea de una sola dosis de 17-estearato de
estradiol . De acuerdo a Vdzquez-Alcantara y col. (1985, 1989), este
procedlmtento ‘asegura una actividad estrogémca prolongada evidenciada por la
cutologla vaginal, la accion uterotrbﬂca la inhibicién de las gonadotroﬂnas séricas
y los niveles séricos de 17R-estradiol. La exposicién aguda alos estrbgenos se
realizé por la adicion de 17B-estradiol a las soluciones de perfusmn |

Los anillos con endotelio provenlentes de las ratas tratadas con estrégenos R

desarrollaron menor tensién en respuesta a ,la fen_llefnna que los anillos
correspondientes, provenientes deiratas ovariet:tomi_zadas. Esta _'d_if_erencia fue
-incrementada matcadamenie en presencia de indometacina y no 'se observo
después de Ia adicion de L-NAME alas solucmnes de perfusnén Por otro lado, no
'se observaron diferencias entre las respuestas contractiles a la fem!efnna de los
anillos sin endotello-funclonal_, provenientes de rata_s tratadas o no tratadas. La
indometacina no madificé la contraccién inducida por la fenilefrina de anillos sin
~endotelio en ninguno de los grupos. Tomados en. conjunto, estos resu!téd‘os'
’sugleren que el tratamiento estrogénlco cronico de las ratas ovanectomizadas

incrementa en el endotelio de la aorta, !a sintesns yla Inberamén basal tanto de

oxido nitrico (NO) como de un metabohto vasoconstnctor del émdo araquldémco.
dependiente de ia cnclooxlgenasa | |

La suposncuén de que los estrégenos :ncrementan la Iuberacusn basal de NO
| esté de acuerdo con los resultados de Hayashl y col., (1 992) qu:enes encontraron
que la h_beraclén basal (pero dependlenta del tono) de NO es mayor en_\amllos\
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aodrticos con endotelio intacto provenientes de conejas que en aquellos
provenientes ya sea de animales ovariectomizados o de machos. Los resultados
también estan de acuerdo con el reporte reciente de Weiner y col., (1984),
quienes demostraron que el tratamiento con estradiol (y el embarazo) incrementa
tanto la actividad de la sintasa del NO dependiente de calcio, en la anteria uterina
y en diferentes drganos del cobayo, como la cantidad de mRNA de la sintasa
constitutiva (tanto endotelial como neuronal)del éxido nitrico, en el muisculo
esquelético. Este Ultimo hallazgo, sugiere fuertemente que los estrégenos ptieden
incrementar Ia fiberacion basal de NO por induccion de la enzima. Si este fuera el
caso y puesto que la induccion de Ia enzima requiere de un ti'empo relativamente
largo, esto podria explicar el hallazgo de que la exposicion ag_ud'a al 17R-estradiol
carece de efectos sobre las respuestas contractiles a la fenilefrina de los anillos
aorticos provenlenteq de ratas ovanectomlzadas no tratadas y pxemcubadas con

mdometacnna

La propuesta de que el tratamiento crénico con estfdgenov también puede
mcrementar la sinteSIs de prostanmdes vasoconstnctores dependientes de la~

cmloomqenasa concuerda con los hallazgos de Miller, y col. (1990) Estos autores
- reportaron . que Ia.. contracclones mducndas por el écldo araqmdémco y

dependientes del endoteho y de !a mclooxlgenasa de anillos aémcos provenientes_ |

de conejos ovarlectomlzados tratados con estrégenos eran mayores que aquellas

de vasos de ammales no tratados Los autores observaron ademés en el mlsmo_;_.f

.- vaso un incremento en la sensnbthdad ala noreplnefnna dependaente de Ia-"' |

| clclooxlgenasa Yy del endoteho Basados en estos resultados e!los concluyeron que .
"bajo la nﬂuencia de los estrégenos la norepmefnna deba eqttmular e!'ﬁ"

o metabollsmo del écndo araqundénlco en las células endotehales lo que a su ver; S

me]ora la contracc:én mducnda por. el agomsta adranérglco en el musculo llsoi . '

vascular" _Esta’ conclusnén tomada en conjunto con Ia evudencla ya discutida,
obtenida por Hayashl y col., (1992) podria 5|gn|f' icar que tal y como lo sugleren-'

los resultados del presente estudlo tamblén en la aorta de conejo Ios estrégenos '
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incrementan, la sintesis y ia liberacion tanto de NO como de un vasoconstrictor

dependiente de la ciclooxigenasa

El tratamiento estrogénico, ianto crénico como agudo, incrementd
significativamente la relajacién dependiente del endotelio inducida por el carbacol
en los anillos adrticos precontraidos con fenilefrina. La indometacina no tuvo
efectos sabre la relajacion inducida por el carbacol en los vasos provenientes de
animales 'tratados o no tratados. Puesto que estd bien documentado, que la
activacion de los receptores muscarinicos endoteliales induce la sintesis y
liberacion de NO (Furchgott, y col., 1980), estos resultados indican que el |
tratamiento estrogénico, incrementa en el endotelio de la aorta de la rata |a
liberacion de NO mediada por receptor. Con respecto a los efectos del tratamiento
estrogénico sobre la liberacion de NO mediada por receptor, se ha alcanzado la
misma conclusibn en varios estudiovs Vpréviosv . Gisclard, y’col (1988) reportaron
que las arterias femoraiew de conejas ‘tratadas con 17!3 estradiol, muestran un-
incremento en la relajacmn depend:ente del endotello en respuesta a bajas doms. .
de acetllcolma. Wemer, y col, (1989, 1991), observaron que tas rela;ac:ones_:
inducidas por la acetilcolina, y mediadas xpor el NO, en arterias Ut'e‘-rinas"y”
~ cardtidas del cobayo se mcrementan durante el embarazo. Wlllams y col (1990),
reportaron que las anenas coronarias aterosclerétscas "m snu" de monas"

cynomolgus ovanectomszadas respond[an a Ia mfuszén mtracoronana de L

_ acetilcolina con constnccnén paradéﬂca y que el tratamtento crémco con
"'estrogenos revertia Ia constncclén a una dtlataclén moderada Keany y. col -
(1994) observaron que el tratam:ento estrogénico crémco de cerdos mmlatura' :

hlpercolesterolémtcm ovariectomizados, preservaba la rela;aclén dependrente del[ -

'endotello de aml!os de artena coronana mducida por Ia bradlclnlna yla substancna
P, ‘mientras que los vaaos de amma!es no tratados presentaban alleractén en |as
relajaclones mducndas por estos agomstas |

Cabe menclonar sm embargo que también hay estudlos que reportan que e! '
lralamlento estrogémco crénico no t!ene efectos sobre la |Iberacu5n de NO-'



mediada por receptar, Miller y Vanhoutte (1990) no observaron diferencias entre
las relajaciones inducidas por la acetilcolina en aortas provenientes de conejas
ovariectomizados traladas con estrogenos como no tratadas. Miller v Vanhoutte
(1991) reportaron que las relajaciones mediadas por receptor de  arterias
coronarias de perras ovariectomizadas en respuesta a los vasodilatadores
dependientes del endotelio, acetifcaling, difosfato de adenosina, y bradicinina,
eran similares en vasos provenientes de animales tratados o no tratados; sin
embargo, observaron incrementos en las relajaciones dependientes del endotelio
en respuesta al agonista adrenergico «,, el BHT-QIZO, en los vasos de animales
tratados con estrégenos. Hayashi y col., (1992) no encontraron diferencias
significativas en la respuesta a la acetilcoliﬁa de anillos adrticos provenientes de

conejos, de conejas con ovarios intaclos, o de conejas ovariectomiz: ldda

Una relajacion dependlpnte del endotelio mediada por |ecepi"or después del

tratamiento estrogemco a corto plazo ha tsuja ya reportada prevnamonta, Wlllmm Y

.. (1992) observaron que las arterias coronanas ateroaclerétlcrz' "Iin sty de

monas _cyno_molgus _ovarlectomlzadas, que respo_ndlan con _c_onst_r:r.:clén a la
infusién intracoronaria de acétilcolin’a respondian con vaébd'ila'tacic’)n a este
agomsta después 20 min. de una- myerc;én LV, de etmll ("Stl‘ddlol Re:s y col.
(1994) observaron en arterias coronarlas de mu;eres postmenOpéwcas una
disminucién en el tono vasomotor basal y una atenuacion de Ia respuesta‘
vasomotora anormal a. la acetllcolma 15 min. despuéb de a admmtstracuon

mtlavenosa de etmll estradlol

| El mecanismo por el cual los estrogenos mcrementan Ia hberacnén de NO
.'medaada por receptor no es clara. En Ia mayoria de Ios estudnos arnba'
"menmonados se observé que la relajamén dependiente del endotello mducnda por"
el A23187 en los vasos no era alterada por los estrogenos (Glsclard y col 1988 .
Mitler y Vanhoutte 1991 Keany y col., 1994) Este :onéfaro de calcio eshmula Ja
| :slntesis y Ilberacién del NO por un mcremento mdependiente de recep!ores, de el
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calcio intracelular que, a su vez, activa a la sintasa endotelial dependiente de el
calcio. Por lo tanto la ausencia de efectos de los estrégenos sobre la relajacion
inducida por el A23187 sugiere que el incremento de la relajacidbn mediada por
receptar no es mediada por un incremento en la actividad de la sintasa del NO. El
incremento en la relajacion mediada por receptor observada después de Ia
exposicién durante periodos breves al estradiol tampoco apoya la hipétesis de
que los estrégenos sobre la liberacion de NO mediada por receptor sea causada
por una induccién de la enzima. Gisclard y col., (1988) y Weiner y col., (1991)
propusieron una alteracion de la actividad de los receptores muscarinicos como
un posnble mecanismo para explicar el mcremento en la respuesta relajante a fa
acetilcolina observada después del tratamiento estrogénico. Alternatwamente
podria estar involucrado el acoplamiento enfre el receptor y la actwaclén de Ia
enzima. A este respecto, podria ser de interés investigar si el tratamiento
estrogénico ‘_modifica el metabolismo de los fosfoinositoles 'y 'la liberacion de calcio
mediada por 1.4.5—trifosfato_ de inositol désde ‘depésitos intracelularés_ en las
celulas endoteliales._RéCIentemehte se reportd un incremento en la actividad de la
~enzima fosfolipasa C del 4,5-bifosfato de fdsfatidil inositol, después de la adici6n
Apor un periodo breve de tiempo de 17B-estradaol a cultlvos de células MCF-7 de -
Acéncer de mamario humanos a homogemados de dichas célula=‘
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