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RESUMEN 

En el presente estudio se analizaron dos problemas: I,. El papel de los diferentes mecanismos que 
pueden producir, en las células endoteliales, un incremento en la [Cal, de esta manera, activar la 
sintasa del óxido nítrico; II.- Los efectos de los estrógenos en la modulación del tono vascular. 

I,- Los agonistas que inducen, en las células endoteliales, la síntesis y la liberación de óxido nítrico (NO) 
producen, en dichas células, un incremento de la [Ca2'];. Esta parte del estudio tuvo como objetivo 
analizar el papel de los diferentes mecanismos que pueden producir un incremento de la [Cal, en la 
activación de la síntesis y la liberación del NO. Para ello se utilizó como modelo para evaluar la 
liberación del NO el efecto relajante del carbacol (10' M) en anillos de aorta de rata, con endotelio 
integro, precontraidos con fenilefrina (10'3  M), el cual, contrastado con la respuesta al carbacol de 
anillos sin endotelio, es un indicador fisiológico confiable de la liberación del NO. En este modelo se 
analizaron los efectos de algunos bloqueadores del influjo transmembranal de Cae` y de algunas 
substancias que inhiben la liberación de Ca2.  desde los depósitos intracelulares. En los experimentos con 
bloqueadores de canales de Ca2' se obtuvieron los siguientes resultados: 1) ni el Ni"' (180 µM -5 mM) 
ni el Co24  (3 mM), previnieron el efecto relajante del carbacol; 2) el Col' revirtió la relajación inducida 
por el carbacol, mientras que el Ni2'.  no la revirtió. 3) en las preparaciones que habían sido expuestas al 
Co2+ o al Nili  se observó, durante las exposiciones subsiguientes al carbacol, una disminución marcada 
y duradera del efecto relajante de dicho agonista. Con las substancias que inhiben la liberación de Ca2' 
desde los depósitos intracelulares, se obtuvieron los siguientes resultados: 1) la procaina (1 mM) previno 
o revirtió la relajación inducida por el carbacol, redujo signiflcativamente la magnitud de la relajación 
inducida por la histamina y enlenteció la relajación inducida por el ATP; 2) la neomicina (5 mM), no 
incrementó la tensión basal y, tampoco, previno o revirtió la relajación inducida por el carbacol, la 
histamina o el ATP. Estos resultados sugieren que el incremento de la ICa21, inducido por el carbacol, 
la histamina o el ATP, se origina por la liberación de Cae' desde los depósitos intracelulares. y que el 
influjo a través de la membrana plastnática es indispensable para volver a llenar los depósitos. Los 
resultados sugieren, también, que en la relajación inducida por el carbacol predomina la liberación de 
Ca2" inducida por Ca2'. 

II.- Los efectos del tratamiento estrogénico crónico o agudo sobre las respuestas vasomotoras a la 
fenilefrirut y al carbacol se analizaron en anillos aórticos, con y sin endotelio, provenientes de ratas 
ovariectomizadas. El tratamiento estrogénico crónico consistió en la administración subcutánea de una 
dosis única (1 limo!) de estearato de estradiol. Para estudiar los efectos del tratamiento estrogénico 
agudo se registraron las respuestas, a la fenilefrina y al carbacol, de los anillos aórticos provenientes de 
ratas ovariectomizadas no tratadas, antes y después, de la adición de 17P-estradiol a las soluciones de 
perfusión. Para identificar las respuestas dependientes del endotelio cada experimento fue realizado 
simultáneamente en un par de anillos provenientes del mismo vaso, uno con endotelio y el otro sin 
endotelio firncional. Las respuestas contráctiles a la fertilefrina de los vasos con endotelio intacto fueron 
atenuadas por el tratamiento estrogénico crónico, dicha atenuación fue mayor en presencia de 
indometacina y fue revenida por la aplicación del metil ester de la Nre-nitro-L-arginina. Tanto el 
tratamiento estrogénico crónico como el agudo incrementaron la relajación dependiente del endotelio 
inducida por el carbacol en los anillos precontraidos con fenilefrina provenientes de ratas 
ovariectomizadas no tratadas. Los resultados sugieren que los estrógenos incrementan, en el endotelio 
de la aorta de la rata, la liberación basal tanto de óxido nítrico, como de un prostanoide vasoconstrictor 
e incrementan la liberación de NO mediada por receptor. 



iiMMARY 

Two problems were analyzed in this study: 1.- The role of the severa! mechanisins that may increase 
[Cali in endothelial cells during agonist induced endothelial-dependent relaxation of vascular smooth 
muscle. II.- The effects of estrogens in the modulation of vascular tone. 
I.- Agonists inducing the synthesis and release of NO in endothelial cells, produce, in these cells, also an 
increase in [Cabl,. The purpose of this parí of the study was to analyze the role of the severa! 
mechanisms which may increase endothelial [Ca21;  during agonist-induced endothelium-dependent 
relaxation. Carbachol-induced relaxation of phenylephrine (104  M) precontracted aortic rings having a 
functional endothelium was used to evaluate NO release. In this model, the effects of some Cab  channel 
blockers and of some inhibitors of the release of intracellular stored Caz ' were studied. Cae' channel 
blockers produced the follovving effects: 1).- Neither Ni' (180 01 - 5mM) nor Co`' (3rnM) prevented 
the relaxant effect of carbachol; 2).- Col' reverted the retaxation induced by carbachol, while Ni2' did 
not. 3).- Rings previously subjected to either Col' or Ni2' showed a marked and prolonged decrease in 
response to subsequent challenges with carbachol. Inhibition of the release of intracellular stored 
produced the following effects: 1).- Procaine (1 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 resulta suggest that the increase in endothelial 
[Cal; induced by either carbachol, histamine or ATP is caused by Ca2' released from intracellular 
atores, the carbachol-induced relaxation being predominantly caused by Cal' induced Cab  release. The 
resulta suggest firrther, that Cab  inllux across the sarcoleina is mental for replenishing intracellular 
atores alter Cab  has been released. 

The effects of either chronic or acule estrogenic treatment con the In vitro" vasomotor responses to 
phenylephrine (10-9-10-5  M) and to carbacol (10-9-10-5  M) of aortic rings excised from ovariectomized 
rata were analyzed. Chronic estrogenic treatment consisted in a single subcutancous dose of 1 µmol 
estradiol 17-stearate. Effects ofacute estrogenic treatment were evaluated by recording the responses of 
aortic rings excised liotn untreated ovarieetornized rata both before and alter the addition of 1713-
estradiol to the superfusing solutions. In orden to identify the endotheliutn-dependent responses each 
experiment was performed simultaneously on pairs of rings from the same aorta, one with ̀and the other 
without functional endothelium. The contractile responses to phenylephrine of endothelium-intact 
vessels were attenuated by chronic estrogenic treatment; ibis attcnuation was further increased by 
preíncubation of the vessels with indomethacin and was reverted by No-nitral-arginine methyl ester. 
Either chronic or acule estrogenic treatment enhanced the carbachol-induced endothelium dependent 
relaxation of phenylephrine-precontracted rings. The results may be explained by assuming that 
estrogens increase the basa! release of both nitric oxide and a cyclooxygenase-dependent 
vasoconstricting prostanoid as well as the receptor-mediated release of nitric oxide from the 
endothelium of the rat aorta. 

il 



INTRODUCCIÓN 

ANTECEDENTES 

1.- EL DESCUBRIMIENTO DE LA RELAJACIÓN DEPENDIENTE DEL 

ENDOTELIO INDUCIDA POR LA ACETILCOLINA. 

La capacidad de la acetilcolina y otros agonistas muscarinicos de producir 

vasodilatación en diferentes lechos vasculares in vivo, se conoce desde hace 

muchos años. Por esta razón se esperaba que los agonistas muscarínicos 

produjeran relajación de las contracciones espontáneas o inducidas por fármacos 

en preparaciones aisladas de vasos sanguíneos; sin embargo, tal relajación sólo 

había sido observada en una minoría de preparaciones probadas in vitro. Entre 

las preparaciones que no presentaban relajación, se encontraban las tiras 

helicoidales de aorta torácica de conejo, las cuales únicamente presentaban 

contracción dependiente de la dosis como respuesta a la acetilcolina o al 

carbacol, independientemente de si se encontraba en estado de reposo o si había 

sido contraida con algún agonista (Furchgott y col., 1953; Furchgott, 1955). La 

máxima magnitud de la contracción inducida por la acetilcolina variaba 

considerablemente, entre el 10 y el 50% de la máxima magnitud observada con la 

epinefrina (Furchgott y col., 1953). 

Cabe hacer notar que las tiras helicoidales fueron desarrolladas 

originalmente para ser utilizadas con el dispositivo de registro de esa época, es 

decir, la palanca isotónica que permitía el registro de la actividad mecánica en 

quimógrafo. Después del reemplazo de la palanca y el quimógrafo, por los 

transductores de fuerza y el osciloscopio las tiras helicoidales aún fueron usadas 

por muchos años. En 1976 en el laboratorio de Furchgott se empezaron a usar los 

anillos de aorta en lugar de las tiras helicoidales para realizar estudios sobre 

receptores ya que los anillos eran preparaciones fáciles de obtener y de montar 

en el dispositivo de registro. En 1978, durante un experimento diseñado para 

comparar la potencia de diferentes catecolaminas para activar los receptores beta 

adrenérgicos de la aorta del conejo, accidentalmente, se aplicó carbacol a un 



anillo que ya había sido contraído con norepinefrina y el anillo sufrió una parcial 

relajación. Puesto que ésta era una respuesta completamente inesperada para los 

anillos de aorta de conejo, todos los anillos de ese experimento fueron expuestos 

al carbacol o a la acetilcolina, y todos presentaron una relajación parcial. 

Rápidamente 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 únicamente la contracción esperada, mientras 

que los anillos presentaban relajación. 

Después de la observación inicial de la relajación inducida por el carbacol o 

la acetilcolina en anillos de aorta de conejo, diferentes tipos de experimentos 

indicaron pronto, que las preparaciones aórticas perdían la capacidad de relajarse 

en respuesta a estos agentes si el endotelio de la preparación había sido frotado 

excesivamente contra una superficie extraña o, contra sí mismo durante su 

obtención (Furchgott y col. 1980a; Furchgott, 1982). Una vez establecida la 

relación entre la pérdida de la capacidad de relajación y la fricción del endotelio, 

llegó a ser común observar, tanto en los anillos como en las tiras, una relajación 

del 90 al 100% desde un nivel de tono moderado (comúnmente producido por 

norepinefrina), cuando eran expuestos a una concentración óptima (usualmente 1 

piM) de acetilcolina. 

El mecanismo por el cual la fricción de la capa endotelial de una 

preparación aórtica abolla la capacidad de relajarse en respuesta a la acetilcolina 

no fue claro inmediatamente. Entre los posibles mecanismos que se consideraron, 

está el que la fricción eliminaba las células endoteliales y que la presencia de tales 

células era indispensable para la relajación. Sin embargo, estudios histológicos 

iniciales de secciones transversales de anillos intactos o que hablan sido frotados 

con alguna superficie, teñidos con hematoxilina, no mostraron un número 

significativamente diferente de células endoteliales. Desafortunadamente, estos 

estudios preliminares estuvieron sujetos a varios errores técnicos, posteriormente, 

se observó con otra técnica (tinción con nitrato de plata), tanto con el microscopio 

de luz (Furchgott y col. 1980a) como también por medio de microscopio 



electrónica (Furchgott y col. 1981a) que había una relación directa entre la 

magnitud de la relajación inducida por la acetilcolina en las preparaciones aórticas 

y la fracción de células endoteliales presentes en dicha preparación. Otro 

procedimiento que también abolía la relajación inducida por la acetilcolina era la 

exposición de la intima de un segmento de la aorta a la enzima colagenasa 

(Furchgott y col., 1980a). 

La eliminación de las células endoteliales no interfería con la sensibilidad 

de estas preparaciones a los agentes constrictores (por ejemplo, la norepinefrina), 

si se tenla el cuidado de no estirar demasiado el tejido muscular liso durante el 

procedimiento de fricción o de no exponer la preparación demasiado tiempo a la 

colagenasa. El efecto contráctil de la acetilcolina a concentraciones altas, era 

mayor después de la eliminación de las células endoteliales, como era de 

esperarse, puesto que ya no había actividad relajante de esas células que se 

opusiera al efecto contráctil. 

Posteriormente, se encontró que el papel obligatorio de las células 

endoteliales en la relajación inducida por la acetilcolina, no sólo era aplicable al 

caso de la aorta de conejo, sino también al caso de otras arterias, incluyendo una 

variedad de arterias del conejo, del perro, de la rata, del cobayo, y del humano 

(Furchgott y col., 1980a; Furchgott, 1981b, Cherry y col., 1982). 

La acetilcolina era casi igualmente efectiva para relajar las contracciones 

de anillos aórticos del conejo inducidas por diferentes agentes vasoconstrictores, 

incluyendo a la norepinefrina, la fenilefrina, la histamina, la serotonina, la 

angiotensina II, y la prostaglandina F20c. Por otra parte, en las contracciones por 

alto K o por la sustitución de la solución de Krebs ordinaria por una solución de 

Krebs-K
2 4.  SO la relajación máxima inducida por la acetilcolina siempre fue 

considerablemente menor (10-50 %), que aquella producida en las contracciones 

inducidas por la norepínefrina (Furchgott, 19816). 

Furchgott y col., (1980a) propusieron que las células endoteliales 

estimuladas por la acetilcolina (Ach) liberaban una substancia que difundía al 

músculo liso . subyacente para provecar una relajación. Esta substancia fue 



llamada Factor Relajante Derivado del Endotelio (FRDE); se descartó que se 

tratara de la prostaciclina, (prostaglandina vasodilatadora) puesto que la relajación 

inducida por la acetilcolina no era afectada por la adición de indometacina que 

previene la síntesis de dicha prostaglandina. 

Para probar la hipótesis de la naturaleza humoral de la relajación 

dependiente del endotelio se desarrolló el siguiente procedimiento: a una tira 

transversal de aorta, a la cual se le hablan eliminado por fricción las células 

endoteliales, se le registraba la actividad mecánica cuando era montada 

separadamente, o también cuando se montaba de tal manera que la superficie de 

su íntima estuviera contra la superficie de la intima de otra tira aórtica longitudinal 

con células endoteliales presentes (montaje en sandwich). Debido a la orientación 

de sus células musculares, la tira longitudinal, sólo podía contribuir con cambios 

triviales a la tensión sobre el transductor de fuerza durante la contracción de la tira 

transversal. La acetilcolina, que no inhibía las contracciones de la tira transversal 

montada separadamente, siempre indujo una relajación importante de la misma, 

cuando era montada junto con la tira longitudinal en la forma arriba descrita 

(Furchgott y col., 1980a), 

Griffith y col. (1984), usando la técnica de bioensayo de perfusión en 

cascada, en la cual era posible variar el tiempo de tránsito de la solución entre las 

células endoteliales y la arteria del bioensayo, estimó la vida media del FRDE 

liberado por la acetilcolina en la aorta de conejo, en 6,3 ± 0.6 seg. Valores 

similares también fueron reportados por Cocks y col., (1985) para el FRDE 

liberado por la bradicinina en células endoteliales cultivadas de aorta de bovino, y 

por Rubanyi y col., (1985) para el FRDE liberado por la acetilcolina en el endotelio 

de la arteria femoral canina. Furchgott y col., (1986) encontraron que fa vida media 

del FRDE de aorta de conejo era de 10.16 ± 1.6 seg. Por otro lado, Forstermann y 

col.,(1984) estimaron una vida media más larga para el FRDE liberado por la 

acetilcolina del endotelio de la aorta de conejo (24 ± 3 seg). Ellos atribuyeron la 

vida media más larga en sus experimentos al hecho de que usaban una 

concentración menor de 02  en las soluciones de perfusión. 



A la descripción de la relajación dependiente del endotelio inducida por la 

acetilcolina siguieron, en poco tiempo, reportes sobre relajaciones dependientes 

del endotelio inducidas por otros agentes tales como el lonóforo de Ca2+  A23187, 

el trifosfato de adenosina (ATP), el difosfato de adenosin (ADP), la histamina, la 

substancia P, la bradicinina, la trombina, la vasopresina, el polipéptido intestinal 

vasoactivo, la colecistocinina, la melitina y los ácidos grasos saturados. 

En parte, debido a las observaciones con el A23187, Furchgott (1981b), 

propuso que el incremento de los iones de calcio en cierta región de alguna 

enzima clave, sensible al Ca2+, podría ser el paso inicial en las reacciones que 

mediaban la liberación del FRDE. Según la propuesta tal incremento podía 

generarse por la acción del A23187, actuando como ionóforo, o por la acetilcolina, 

al abrir canales de Ca2+  acoplados al receptor muscarinico en la membrana 

plasmática. Posteriormente, en otros laboratorios se demostró que se requerla la 

presencia del Cae}  en el medio extracelular para la estimulación de la liberación 

del FRDE por la acetilcolina y el A23187 (Singer y col., 1982; Griffith y col., 1986). 

También se encontró que en diversos vasos sanguíneos aislados, las células 

endoteliales liberaban continuamente, una pequeña cantidad del FRDE, el cual 

inhibia parcialmente el desarrollo de tensión en respuesta a diversos agentes 

vasoconstrictores (Lues y col., 1984; Godfraind y col., 1985; Martin y col., 1986; 

Bullock y col., 1986). 

Por otra parte, se observó que la eliminación de las células endoteliales no 

alteraba la sensibilidad de diversas preparaciones vasculares a una variedad de 

agentes relajantes tales como la nitroglicerina, el nitroprusiato de sodio, la 

adenosina, el monofosfato de adenosinal  el isoproterenol, la fotorrelajación, el 

factor natriurético auricular, el factor inhibitorio del músculo retractor del pene y la 

prostaciclina (Furchgott y col., 1980b; 1984b). 

2.- Papel del GMP cíclico en la relajación dependiente del endotello. 

Murad y col., (1979), hablan propuesto que los llamados 

nitrovasedilatadores, tales corno el nitroprusiato, los nitratos orgánicos, la anida y 

los nitritos inorgánicos activaban a la guanilato ciclasa indirectamente via la 



formación de óxido nítrico. Con base en este antecedente se postuló que el 

FRDE, al igual que los nitrovasodilatadores, estimulaba a la guanilato ciclasa 

músculo liso vascular, causando un incremento en el monofosfato cíclico de 

guanosina (GMPc), el cual de alguna manera inducía la relajación (Furchgott y 

col., 1981b). 

La hipótesis, de que el FRDE liberado por la acetilcolina y otros relajantes 

dependientes del endotelio producía 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 conejo; Holzman (1982) en la 

arteria coronaria de bovino, y de Ignarro y col., (1984) en la arteria pulmonar de 

bovino. En ninguno de estos estudios sobre la relajación dependiente del 

endotelio se observó un cambio significativo en el contenido de monofosfato 

cíclico de adenosina (AMPc). 

Por otro lado, dos grupos de investigadores, en forma independiente, 

demostraron que el FRDE liberado de las células endoteliales de los vasos 

sanguíneos podía reaccionar directamente con la guanilato ciclasa citoplásmica y 

activar la síntesis del GMPc (Forstermann y col., 1986; Ignarro y col., 1986), 

La producción de GMP cíclico en anillos de aorta con endotelio no 

estimulados disminuía, tanto en la ausencia de Cal" en el medio extracelular 

(Rapoport y col., 1984; Spedding y col., 1986), como en presencia del 

calmidazolium (inhibidor de la calmodulina), lo que sugirió que la producción de 

FRDE en las células endoteliales no estimuladas requería de Ca2+  y de 

calmodulina. 

3.- Papel del Ca2+  en la liberación del FRDE 

Furchgott y col. (1980a), demostraron que la liberación de FRDE era 

incrementada por el ionóforo del calcio A23187 y atenuada o abolida en 

soluciones libres de calcio. 

Las células endoteliales estimuladas con bradicinina, en ausencia de Ca2+  

extracelular, liberaban FRDE de manera atenuada y transitoria, indicando que 

estaba Involucrado un factor diferente al Ca2+  extracelular el cual posiblemente era 



el Ca2+  liberado desde depósitos intracelulares. Sin embargo, no ocurría otra 

liberación del FRDE mientras no se hubiera reincorporado el Ca2+  al medio 

extracelular (Peach y col., 1987). Estos resultados sugerían que el Ca2+  

intracelular liberado al citosol no podía ser recapturado y que el Ca24  de los 

depósitos intracelulares debla provenir del medio extracelular. 

La presencia obligatoria del Cae}  extracelular para la liberación del FRDE 

se aplicEtba tanto a los agentes vasoactivos cuyos efectos eran mediados por 

receptor (Ach, ATP, substancia P, bradicinina, y trombina), corno a los que no 

actuaban a través de receptores (A23187, ácidos grasos saturados y timerosal). 

Se postuló que el Ca2+  funcionaba como un segundo mensajero en el 

acoplamiento entre la estimulación endótelial y la secreción del FRDE y la de PG12  

(Peach y col, 1987). 

4.- Papel del intercambio Na./Ca2+  

Los reportes acerca de la participación del intercambio NailCa2+  han sido 

contradictorios. Winquist y col. (1985) observaron que el análogo de la amilorida 

(inhibidor del intercambio Na+/Ca2+, entre otras propiedades), el diclorobenzamil, 

bloqueaba selectivamente la relajación inducida por el A23187 en la aorta de rata, 

mientras que Cocks y col (1988), también utilizando los análogos de la amilorida 

sugirieron que el bloqueo del intercambio Na+/Ca2+  estimulaba la liberación del 

FRDE. Los efectos farmacológicos de la amilorida y sus análogos, distintos a la 

inhibición del intercambio NallCa2+, podrían explicar la diversidad de efectos 

sobre las relajaciones inducidas por agonistas dependientes del endotelio. 

5.- Identificación del FRDE como óxido nítrico (NO) 

Furchgott (1987) fue el primero en proponer que el FRDE podría ser óxido 

nítrico. Esta propuesta estaba basada en un estudio sobre las características de la 

relajación de la aorta de conejo producida por un factor relajante independiente 

del endotelio, el cual se generaba rápidamente por la acidificación de soluciones 

de nitrito de sodio. Este factor era presumiblemente el óxido nítrico, el cual se 

formaba durante la descomposición espontánea del ácido nitroso. El factor era 

lábil, como lo indicaba la transitoriedad de la relajación inducida por éste cuando 
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era añadido a la solución de Krebs-bicarbonato que perfundía un anillo de aorta, 

su efecto relajante era completamente bloqueado por la hemoglobina y sólo 

parcialmente por la metahemoglobina; su efecto relajante era inhibido por 

generadores de aniones superóxido y se prolongaba por la superóxido dismutasa. 

Todas estas caracterlsticas también las tenía el FRDE. 

La identificación del FRDE corno óxido nítrico (NO) o corno una molécula 

que contenía un compuesto nitroso fue realizada tanto por pruebas químicas 

como por experimentos de bioensayo, al demostrar que el NO podía detectarse 

en el efluente de células endoteliales en cultivo y que el NO podía imitar las 

acciones del FRDE en el músculo 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 mamífero eran derivados de la L-arginina (Palmer y col,, 

1988). En homogenizados de células endoteliales porcinas se identificó un 

sistema enzimático dependiente del NADPH que convertía la L-arginina en NO y 

L-citrulina, el cual requería de un catión metálico divalente para su activación 

(Palmer y col., 1989). 

MECANISMOS CELULARES QUE CONTROLAN LA FORMACIÓN DEL 

FRDEINO EN LAS CÉLULAS ENDOTELIALES. 

La formación del FRDE/NO ha sido demostrada en el endotelio y en otros 

tipos celulares de mamífero incluyendo a los macrófagos activados (Hauschildt y 

col., 1990; lyengar y col., 1987), neutrófilos (Wright 1989), células neuronales 

(Knowless y col., 1989), células epiteliales de riñón (Schroder y col., 1989), y 

células carcinomatosas (Amber y col., 1988). 

Otros estudios han mostrado que el NO y la L-citrulina son sintetizados por 

la oxidación del grupo guanidino de la L-arginina por la sintasa del NO (Adams y 

col., 1989; Amber y col., 1988; Ando y col., 1988). Por medio de técnicas de 

biología molecular se han Identificado al menos tres isoenzimas, tanto en términos 



de su estructura como de la especificidad tisular de la expresión de su mRNA 

(Bredt y col., 1991; Sessa y col., 1992; Xie y col., 1992). 

En las células endoteliales existe una enzima constitutiva, esta enzima ha 

sido donada y su peso molecular es de 135 kDa (Lamas y col., 1992). La 

activación de esta enzima requiere de la elevación de la concentración intracelular 

de Ca2#  libre (Palmer y col., 1989; Mayer y col., 1989; Busse y col., 1990; 

Forstermann y col., 1991), sin importar si esta elevación es inducida por un 

estimulo dependiente de un receptor (como la acetilcolina, el ATP, o la 

bradicinina, entre otros), o por substancias que no actúan a través de receptor 

como los ionóforos de Cal', o el timerosal (Luckhoff y col., 1988; Mayer y col., 

1989). 

Una característica de esta isoenzima es un sitio de N-miristoilación, que 

causa su localización en la membrana celular (Sessa y col. 1992). La relevancia 

funcional de las formas membranales versus citosólicas es desconocida, Sin 

embargo, existen diferencias entre los mecanismos que inducen la formación 

espontánea del NO y la estimulada por agonistas, esto sugiere que en cada una 

de ellas, el origen del Ca2#  activador podría ser diferente (es decir, influjo a través 

de la membrana plasmática versus liberación desde depósitos intracelulares). 

La activación de la sintasa constitutiva del óxido nítrico parcialmente 

purificada es potenciada por la calmodulina, esto llevó a la conclusión de que la 

dependencia del Ca2#  de la síntesis del óxido nítrico en el citosol endotelial es 

mediado por la calmodulina (Busse y col., 1990; Forstermann y col., 1991), 

La enzima constitutiva, además de ser regulada por cambios en la (Ca2li  libre y 

por la calmodulina, también es dependiente de la presencia de un cofactor, el 

dinocleótido fosfato de nicotinamida y adenina en su forma reducida (NADPH) 

(Mayer y col., 1989; Busse y col., 1990; Forstermann y col., 1991) 

Durante el embarazo, la actividad de la sintasa del NO endotelial (NOS) se 

incrementa en la arteria uterina y en muchos órganos, además se ha observado 

este efecto en animales no preñados tratados con estradiol (Weiner y col., 1994). 
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El aumento en la producción de NO podría contribuir en la redistribución del gasto 

cardiaco que ocurre durante el embarazo. 

INCREMENTO EN LA CONCENTRACIÓN INTRACELULAR DE CALCIO EN 

LAS CÉLULAS ENDOTELIALES INDUCIDO POR AGONISTAS. 

La hipótesis de que el Ca2+  funciona como un mensajero intracelular en la 

liberación del NO surgió de la observación de que el ionóforo de calcio, A23187 

liberaba al NO mientras que la eliminación del Ca2*  extracelular inhibía tal 

liberación (Long y col. 1985; Griffith y col., 1986; Peach y col., 1987). 

Cuando las células endoteliales son estimuladas por la unión de agonistas 

a su receptor respectivo, se genera una elevación en la concentración intracelular 

de calcio libre, la cual es considerada un mecanismo clave que dispara diferentes 

respuestas celulares, tales corno la formación de dos autacoides, el NO y la PGI2. 

La medición del incremento en la concentración de Caz}  citosólico, ha sugerido 

que este incremento precede a la liberación 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 concentración citoplasmática de Ca2+  en células 

endoteliales vasculares muestran un valor de reposo cercano a 10.7  M (Schilling y 

col., 1988; Hallam y col., 1986; Hallam y col 1988; Luckhoff y col., 1988). La 

estimulación con agonistas, capaces de estimular la liberación tanto del NO como 

de la PGI2, induce un incremento bifásico en la [Ca211, cuya magnitud depende 

tanto de la preparación como de la concentración del agonista. El incremento 

inicial transitorio de la [Cali  es atribuido a una liberación de Ca24  desde depósitos 

intracelulares (tolden-Stanfield y cola 1987; Luckhoff y col., 1986) mediada por el 

segundo mensajero IP3, (Derian y col., 1986; Pirotton y col., 1987a). Este 

incremento inicial es insensible a la eliminación del Ca24.  extracelular y a la 

depolarización, y es seguido por un incremento sostenido de la [Ca2+];, cuya 

magnitud es intermedia entre el pico del aumento transitorio y los niveles de 

reposo, y se mantiene mientras se encuentre presente el agonista Esta fase del 
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incremento depende de la presencia de Cae* extracelular y, al parecer, está 

asociada con un influjo transmembranal de Cae` (Colden-Stanfield y col., 1987; 

Hallam y col., 1988, 1989; Jacob y col., 1988; Jacob 1990; Luckhoff y col., 1986 

Liberación del calcio desde los depósitos intracelulares. Papel de los 

segundos mensajeros. 

La fase inicial de la elevación en la [Ca21, inducida por agonistas, es 

debida a la liberación de Cae 1  de depósitos intracelulares y está acompañada de 

un incremento rápido de los fosfatos de inositol (Jaffe, y col., 1987; Resink, y col., 

1987; Lo y col., 1987; Pollock y col., 1988). 

Formación de fosfatos de inositol y diacilglicerol 

En muchos tipos celulares la activación de una fosfolipasa C (PLC) 

hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-disfosfato (PIP2) para producir los segundos 

mensajeros 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG). Una proteína G 

transductora acopla los receptores para la activación de la PLC y en algunos 

casos, este paso es sensible a la inhibición por la toxina pertussis. Una vez 

formado, el IP3  causa liberación de Ca21  desde depósitos intracelulares; el 

diacilglicerol activa a la proteincinasa C (Berridge, 1987) 

En las células endoteliales se ha reportado la formación de IP3  en 

respuesta al ADP y ATP (receptores P2) (Forsberg y col., 1987; Pirotton y col., 

1987), a la bradicinina (receptores B2) (Lambed y col., 1986; Derian 1986), al 

factor endotelial de crecimiento celular (Moscat y col., 1988), a la histamina 

(receptores H1) (Lo y col., 1987; Pollock y col., 1988; Resink y col., 1987), a la 

trombina (Halla«) y col., 1988; Moscat J., y col., 1987; Pollock W.K., y col., 1988), 

y a la melitina, un activador directo de la PLC (Loeb y col., 1988). También se ha 

encontrado una disminución simultánea en el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y un 

incremento en el diacilglicerol (Lambed y col, 1986; Isiloscat y col., 1987). La 

evidencia de que el diacilglicerol puede activar a la proteincinasa C puede ser 

inferido de las acciones de los ésteres de forbol en las células endoteliales (De 

Nucci y col., 1988; Demolle, y col., 1988; Demolle y col., 19881); Lewis y col., 

1987). La formación de IP3  no depende de la elevación de calcio intracelular o de 



la presencia del calcio extracelular (Hallam y col., 1988), sino que probablemente 

involucra una proteína G, puesto que la formación de IP3  en respuesta al ATP 

(Pirotton y col., 1987) (aunque no a la bradicinina, Lambert y col., 1986) es 

inhibida por la toxina pertussis. 

El papel del 1,3,4,5-tetrakisfosfato (IP4) como segundo mensajero en el 

control de la entrada de Ca2f  permanece en controversia. Experimentos en 

huevos de erizo de mar condujeron inicialmente a Irvine y col. (1986) a proponer 

que el IP4  actúa sinergísticamente con el IP3, en la liberación de Ca2+  de depósitos 

intracelulares. Este sinergismo, reflejarla un acoplamiento entre canales de Ca2+  

activados por IP4  en la membrana plasmática, y canales de Ca2+ sensibles a 1P3  

en el retículo endoplásmico, de manera semejante al acoplamiento, en el músculo 

esquelético, entre los canales de Ca2+  del tipo L en la membrana plasmática y, los 

receptores a la ryanodina en el retículo sarcoplásrnico (los cuales muestran 

homología con los receptores al IP3) (Irvine, 1990). Aunque el control sinergistico 

de la entrada de Ca2÷  por el IP4  y el IP3  fue apoyado por experimentos realizados 

en células lagrimales de ratón (Morris y col. 1987) y en Ovocitos de Xenopus (De 

Lisie y col. 1992; Crossley y col., 1988), otros investigadores no pudieron 

reproducir esos efectos (Bird y col., 1991). Luckhoff y col. (1992), obtuvieron 

evidencia directa de que el IP4, pero no el IP3, modula la actividad de un canal 

permeable a cationes divalentes y dependiente de Ca2+  en la membrana 

plasmática de células endoteliales. 

Papel de las corrientes fónicas en la estimulación de la biosíntesis del óxido 

nítrico. 

El componente sostenido del incremento en la concentración intracelular de 

Ca2+  es abolido por la eliminación del Ca2+ extracelular o por la adición de 

bloqueadores de los canales del Ca2+, tales como el Co2+  y el Mn2+, lo que sugiere 

que esta fase resulta del influjo de Cal'.  (Carter y col., 1988; Hallan" y col., 1986 

Hamilton y col, 1987; Morgan-Boyd y col., 1987; Pollock y col., 1988; Rotrosen y 

col., 1986). El mecanismo del influjo de Ca2+  inducido por agonistas no es claro. 
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Se observó que la liberación del FRDE por las células endoteliales in vitro 

inducida por agonistas, disminuía en un medio con elevada concentración de K*  

(Furchgott, 1983b), y no era inhibida por antagonistas del Cal*, lo que sugería que 

los canales del Ca`}  dependientes del voltaje no estaban involucrados en el 

acoplamiento estimulación-secreción (Spedding y co1.,1986; Jayakodi y col., 1987). 

Las evidencias de la ausencia de canales de Ca2+  dependientes de voltaje en las 

células endoteliales cultivadas pueden resumirse de la manera siguiente: 

1. Whorton y col. (1984), encuentran que en células endoteliales cultivadas los 

influjos de 45Ca2+  inducidos por bradicinina eran insensibles al verapamil. Además, 

observaron que los antagonistas de los canales de Cal*  no tenían efecto sobre los 

cambios en la fluorescencia del fura-2 inducida por el ATP y la bradicinina, en 

células endoteliales cultivadas de aorta de cerdo. Sin embargo, como muchos 

bloqueadores orgánicos de los canales de Ca2+  presentan dependencia del uso y 

del voltaje, estos investigadores pensaron que podía no haber sido alcanzada una 

adecuada inhibición en ausencia de la depolarización. 

2. La despolarización de la membrana por la elevación de la concentración 

extracelular de K4, producía una disminución en la captación de 45Ca2+  (Johns y 

col., 1987) y una disminución del influjo de Ca2+  asociado a la fase sostenida del 

incremento en la [Ca211  inducida por agonistas (Morgan-Boyd y col., 1987; Laskey 

y col., 1990). 

3. No se habla detectado una corriente entrante neta en respuesta a la 

despolarización de la membrana en las células endoteliales cultivadas, aún 

durante la perfusión con soluciones isotónicas de Ca2+  o de Ba2*, o en presencia 

de los agonistas del canal de Ca
2+ 
 del tipo L como el BAY K8644 (Johns y col., 

1987; Colden-Stanfield y col., 1987). 

Para explicar el influjo de Ca2+  se consideraron, entonces, otras tres 

posibles vías a través de las cuales el Ca2‘.  extracelular podría entrar a la célula 

endotelial: a) canales de Cal*  operados por receptor, b) canales catiónicos no 

selectivos o de fuga y c) canales de Ca2+  activados por el estiramiento. El influjo 

de Caz*  a través de canales operados por receptor se propuso porque se 
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incrementaba el influjo de Ca24.  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 fijación de voltaje, la 

trombina y la bradicinina producían una corriente jónica, correspondiente a un 

incremento en la conductancia de la membrana plasmática (Johns y col 1987; 

Hallara y col., 1988). Cuando el Ca2F  intracelular era amortiguado (1-10 rnivt EGTA) 

esta corriente, inducida por tales agonistas, sólo se observaba en algunas de las 

células examinadas. La relación 11V de la corriente inducida por estos agonistas, 

era lineal, con un potencial de inversión cercano a O mV. Este hecho, y la 

variación de la amplitud de la corriente, al variar la concentración del Na ola del 

Cae" extracelular, sugerían que los agonistas activaban canales canónicos no 

selectivos. Los resultados obtenidos con registros de canales únicos apoyaban 

esta hipótesis (.lohns y col., 1987; Lodge y col., 1988). 

Sin embargo, surgía un gran número de interrogantes: 

1. ¿ Qué:: mecanismo (o mecanismos) estaba involucrado en el acoplamiento de la 

activación del receptor a la apertura del canal y el influjo de Ca2+? 

2. ¿Podía el influjo de Ca24  y de otros cationes divalentes ocurrir 

independientemente de la estimulación continua del receptor por agonistas? Es 

decir, ¿existía participación de los segundos mensajeros en la mediación del 

influjo de Ca2+? 

3. Aunque se observaba un incremento en la [Ca21 en todas las células 

endoteliales íntegras y sanas, ¿por qué la corriente de membrana inducida por 

agonistas vasoactivos era observada únicamente en una pequeña población de 

células aisladas? ¿Se relacionaba esto con una heterogeneidad de las 

poblaciones celulares o con la existencia de una alteración en las propiedades de 

la membrana (pérdida funcional de canales) durante el procedimiento de 

aislamiento o de cultivo de las células? 

Con respecto a la entrada de Ca2+  por el estiramiento, Lansman y col. 

(1987), reportaron un canal permeable al Cali' con una conductancia de 40 pS, en 

células endoteliales aótlicas porcinas en solución salina fisiológica. La frecuencia 
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de apertura de estos canales, se incrementaba cuando se estiraba 

mecánicamente un segmento de la membrana al aplicar una presión negativa al 

interior de la pipeta. Estos investigadores estimaron una permeabilidad relativa 

(PCa/PNa) de 1.2 - 8.4 compatible con un canal catiónico relativamente no 

selectivo. Estos experimentos confirmaron la presencia de una corriente activada 

por el estiramiento, que se invertía aproximadamente 20 mV por arriba del 

potencial de reposo, con una concluctancia de 45 pS y con una probabilidad de 

apertura que se incrementaba con la depolarización. Las características 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 fa técnica de fijación de voltaje en 

microáreas, encontraron que las células endoteliales cultivadas provenientes de 

vena umbilical humana, tenían un potencial de membrana en reposo de -27 ± 1.4 

mV, no observaron corrientes dependientes de voltaje ni a nivel macroscópico, ni 

a nivel de canales únicos con potenciales de mantenimiento de -20 a -40 mV. Con 

la modalidad de célula completa, observaron que la histamina producía un 

aumento lento y prálongado de una corriente entrante, esta corriente estaba 

asociada con la despolarización y con una disminución de la resistencia de 

entrada. El ionóforo de calcio A23187, también inducía corrientes entrantes 

similares. En registros de canales únicos, también observaron corrientes inducidas 

tanto por la histamina como por el A23187. La conductancia del canal único era 

cercana a 20 pS con un tiempo medio de apertura de 5 ms y un potencial de 

inversión de O mV, en soluciones con concentraciones simétricas de potasio. El 

sodio intracelular bloqueaba las corrientes salientes. La actividad del canal 

dependiente de histamina requería de calcio externo. Concluyeron que la corriente 

entrante dependiente de histamina parecía involucrar fa activación de canales 

catiónicos dependientes de calcio. 

Olesen y col. (1988) y Busse y col. (1989) reportaron que la estirnulación 

de células endoteliales con Ach (3 pM) producía una hiperpolarización de ' la 
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membrana plasmática que alcanzaba su pico entre las 3 y 5 segundos y disminuía 

subsecuentemente con un curso temporal similar. La hiperpolarización era 

causada por una corriente saliente transitaría dependiente de Cae* (10Ach),  la cual 

era acarreada principalmente por k+. La Ach (1 pM y 10 pM) también producía 

incrementos en la concentración intracelular de Ca2+, dependientes de la dosis. En 

presencia de atropina (1 y 3 pM) se abolían ambas respuestas a la Ach. 

Concluyeron que la loAch  y el incremento en la [Ca21, eran dos manifestaciones de 

la estimulación de los receptores muscarinicos, y que el incremento en la [Ca211  

podría ser el evento primario, que conducía a una hiperpolarización secundaria de 

la membrana. 

Carmen y col. (1989), en celdas endoteliales cultivadas de arteria pulmonar 

bovina, con la técnica de fijación de voltaje, y medición simultánea de la 

concentración intracelular de calcio con el indicador fluorescente de calcio, Indo-1, 

encontraron una relación corriente-voltaje no lineal, con una marcada rectificación 

entrante cercana al potencial de reposo.. Este resultado no dependía de la 

presencia de agonistas. La [Ca2+ji  en reposo era sensible al potencial de 

membrana, disminuía con la depolarización. Para estos investigadores, los 

resultados eran consistentes con un modelo de una bomba simple de fuga y 

sugerian que en estas células no existían canales de calcio dependientes de 

voltaje. La bradicinina (10 pM) incrementaba la [Ca2+11  la cual alcanzaba su 

máximo en aproximadamente 3 seg., y disminula gradualmente después de varios 

minutos. Durante el incremento en la [Cali  producido por la bradicinina no habla 

cambios en la relación corriente voltaje de la célula. Estos resultados, 

cuestionaban el papel de un canal catiónico no específico operado por receptor 

como mediador del incremento en la [Cali, Esta observación, acoplada con el 

retardo observado en la respuesta producida por el agonista sugería que estaba 

involucrado un sistema de segundos mensajeros en el incremento de la [Calli. 

Los cambios en la relación corriente voltaje empezaban a ocurrir cerca de 30 seg. 

después de la aplicación del agonista. Para los autores estos cambios podían ser 

explicados por la activación de canales potasio de conductancia grande y de 
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canales catiónicos inespecificos, con un potencial de inversión de O mV. El 

segundo tipo de canales podía mediar la fase de meseta de la respuesta 

producida por el agonista. 

Hallarn, (1989), encontró que la estimulación de células endoteliales de 

vena umbilical humana, por agonistas tales como la histamina o la trornbina, 

promovía un influjo de Ca2+, que causaba un incremento en la [Ca2+1;  que era 

dependiente de la presencia continua tanto del agonista como del Caz* 

extracelular. Para este investigador, estos resultados implicaban que la 

estimulación de un influjo de cationes divalentes podía ser una consecuencia 

directa de la descarga de depósitos internos de Ca24  más que una consecuencia 

directa de la presencia del agonista. Apoyaban su propuesta en los resultados de 

experimentos en los cuales utilizaron Mn2#  como indicador para analizar la entrada 

de Ca2+, con el siguiente diseño experimental: descargaban los depósitos internos 

con una estimulación breve con histamina (100 pM) en una solución 

nominalmente libre de Ca2#  y si se bloqueaba tal estimulación, con la adición del 

antagonista H1, la mepiramina (20 pM), aún podía ser detectado un influjo de 

cationes divalentes. 

Posteriormente Jacob (1990), con un diseño experimental similar y en el 

mismo tipo de células endoteliales, encontró que si en una solución sin Ca21, una 

célula era estimulada con histamina (100 pM) por un periodo de 120 seg, con el 

propósito de descargar los depósitos internos de Ca2#, y se exponia dicha célula 

a Mn24  (50 pM), después de retirar la histamina, se observaba una entrada de 

Mn2#. Este influjo no era afectado por una nueva adición de histamina y no se 

observaba si los depósitos eran llenados por la exposición de la célula al Ca24 (1 

mM) extracelular durante 180 seg, antes de la exposición al Mn2#. El llenado de 

los depósitos internos por la exposición a 1 mM de Ca24 y la entrada de Mn24  eran 

bloqueados por Ni2#  (2 mM). Si los depósitos internos eran descargados por 

exposición a la histamina en una solución libre de Ca2#  y después eran llenados 

nuevamente por la exposición a Ca2+, durante periodos variables el llenado de los 

depósitos internos dependía de la duración del periodo de llenado, es decir del 
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tiempo de exposición al Ca2+. En estas condiciones la velocidad de entrada de 

Mn2+  variaba inversamente con el grado de llenado de los depósitos internos de 

Ca2'. Con estos resultados, concluyeron que el Mn2+  entraba a las células 

endoteliales de la vena umbilical de humano, después de la estimulación por 

agonistas por una vía, que era controlada por el grado de llenado de los depósitos 

internos. Aunque, probablemente la entrada del Mn2+  no fuera exactamente por la 

misma ruta utilizada por el Ca2+, propusieran que el Mn2+  entraba por una vía que 

era en parte la misma vía utilizada por el Ca2' para llenar los depósitos internos; y 

que el elemento común de estas dos vías contenía el sitio en el cual, la entrada de 

cationes divalentes era controlada por el grado de llenado de los depósitos 

internos. 

En células endoteliales aisladas, la histamina causa incrementos 

transitorios ("espigas") en la [Ca2li  hasta a casi 1 pM, la frecuencia pero no la 

magnitud de estas espigas se incrementa con la concentración del agonista. En 

ausencia de Ca2+  extracelular las espigas decrecen progresivamente en magnitud 

y en frecuencia, cesando, aparentemente, antes de que los depósitos sean 

depletados (Jacob y col., 1988). Esto sugiere que el llenado de los depósitos 

intracelulares hasta un nivel critico pudiera ser necesario antes de que estos 

puedan ser descargados. 

Moritoki y col. (1994b), observaron que el ácido ciclopiazónico (CPA, 

inhibidos de la ATPasa del Ca2+), en anillos de aorta de la rata contraídos con 

fenilefrina, produce una relajación dependiente del endotelio. Propusieron que el 

CPA podía estimular la síntesis de NO, al inhibir la ATPasa de Ca2+  indispensable 

para el llenado de los depósitos intracefulares, que la deplecián de los depósitos 

intracelulares de Ca2+  podía disparar un influjo de Ca2+  el cual contribuía al 

incremento en la concentración intracelular de Ca2+  libre en las células 

endoteliales, y que tal incremento activaba a la sintasa del NO y 

consecuentemente la formación de NO. 

Mehrke y col. (1990, en cultivos primarios de células endoteliales, 

obtenidas por dispersión enzimática de arterias coronarias de cobayo, encontraron 

18 



que el promedio del potencial de reposo de las monocapas era de -35 ± 9 mV. La 

aplicación de bradicinina (0.1 - 20 nM) durante 2 min induce una hiperpolarización 

transitoria de hasta 40 mV la cual es seguida por una despolarización sostenida 

de hasta 28 mV. La magnitud de la hiperpolarización disminuía cuando se elevaba 

la concentración extraceiular de K. La hiperpolarización producida por la primera 

exposición a la bradicinina, después de que habla sido eliminado el Ca2+  del 

medio externo, tenía la misma amplitud que en presencia de dicho ión, pero su 

duración se reducía hasta aproximadamente un 72 %. La segunda aplicación, en 

ausencia de Caer  extracelular, sólo producía depolarización. Se podía volver a 

obtener la respuesta hiperpolarizarite a la bradicinina al exponer transitoriamente 

(2 min) la preparación a una solución con Ca2+. La hiperpolarización transitoria 

inducida por la bradicinina fue inhibida por la d-tubocurarina, un bloqueador de 

canales de le activados por Cah. La apamina (10 pM) también redujo la 

hiperpolarización en un 15 %, aproximadamente. El ATP (1 pM) produjo una 

hiperpolarizacion de amplitud similar a aquella inducida por la bradicinina, pero 

con una duración menor y una despolarización muy pequeña (< 5 mV) y no 

sostenida. La mayoría de las rnonocapas de células endoteliales coronarias 

respondía a la adenosina en forma similar a la bradicinina. Estos resultados 

sugieren que los vasodilatadores dependientes del endotello inducen una 

liberación de Cae' de depósitos intracelulares, mediada por segundos mensajeros, 

seguida por un incremento en el influjo de Ca2+  desde el espacio extracelular. La 

hiperpolarización transitoria probablemente estaba relacionada con la apertura de 

canales de le activados por Cal+  y la despolarización sostenida podría estar 

relacionada con el cierre de canales de le operados por segundos mensajeros. 

Chen y col. (1990), en células musculares lisas vasculares, encontraron 

que la ACh (>10'8  M), induCe una hiperpolarización con dos componentes (uno 

transitorio, seguido por uno sostenido), pero sólo si estaba presente el endotello 

intacto. Una reducción de la [Callo, inhibió el componente sostenido. En 

soluciones sin Cal" (adicionada con EGTA), sólo se produce el componente 

transitorio de la hiperpolarización, pero con una amplitud muy reducida. La 
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procaina (10.6  M) inhibió la hiperpolarización inducida por la ACh en una manera 

dependiente de la concentración; y con una concentración mayor de procaina 

(104  M) que causó una despolarización substancial de la membrana, la ACh no 

produjo cambios detectabies del potencial de membrana. La cafeína (10-6-10-3  M) 

produce una hiperpolarización transitoria, independiente de la presencia o 

ausencia del endotelio, e inhibe el componente sostenido de la hiperpolarización 

inducida por la ACh más que el componente inicial. También el A23187 (10-6  M) 

hiperpolariza la membrana del músculo liso en una manera dependiente de la 

concentración, y esta hiperpolarización no es generada en soluciones libres de 

Ca24  o en ausencia de células endoteliales. Estos investigadores concluyeron que, 

al parecer, en la arteria carótida de conejo, la hiperpolarización dependiente del 

endotelio inducida por la ACh tiene componentes independientes y dependientes 

del Ca24  extracelular y que, cada uno está relacionado con un incremento en la 

(Ca2+1i, inducido respectivamente por la liberación de Cae*  de depósitos 

intracelulares y por el influjo de Ca2+  desde el espacio extracelular. Propusieron 

además, que el incremento en la [Ce% podría provocar la liberación de un factor 

hiperpolarizante derivado del endotelio (FHDE). 

Sakai (1990), encontró que la ACh producía hiperpolarización de la 

membrana de las células endoteliales de la aorta del conejo. Con la técnica de 

fijación de voltaje en la modalidad de célula completa, observó que la. ACh (116  

M) induce una corriente saliente que es bloqueada por la atropina. La aplicación 

de pirenzepina (antagonista de los receptores Mi) o de AF-DX 116 (antagonista 

de los receptores M2) inhibió levemente la corriente, mientras que la aplicación 

simultánea de estos dos bloqueadores la inhibió marcadamente. La aplicación de 

cafeína (2 X 10-2  M), ryanodina (10 M) o heparina (10-5  g/m1), también reduce la 

amplitud de esta corriente y el azul de metileno la inhibe completamente, El 

registro de canales únicos reveló que la ACh abre canales de le dependientes de 

Caz+ con una conductancia de 9 pS. Estos resultados indican que las células 

endoteliales de la aorta del conejo presentan los subtipos de receptores 
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muscarínicos M1  y M2  y que la ACh activa canales de K+  dependientes de Caz` vía 

la liberación de Ca2+  de depósitos intracelulares. 

Bossu y col. (1989 y 1992), utilizaron células endoteliales recién aisladas 

de capilar de bovino para examinar la entrada de Ca2+  dependiente de voltaje. 

Utilizaron la modalidad de registro en célula completa para analizar los procesos 

de activación e inactivación, y las modalidades de registro de parches no 

desprendidos y parches desprendidos evertidos (inside out) para analizar las 

conductancias elementales. Encontraron que todas las células mostraban 

actividad de canales de Cae 1  de bajo umbral, con las principales características 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 CaCl2  por arriba de -40 mV, la cual, se incrementaba por la 

aplicación 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 BaCl2, en la pipeta). Los canales con 

conductancia mayor eran canales del tipo L. Los de menor conductancia se 

activaban a potenciales más negativos y en promedio permaneclan abiertos 

durante 16 mseg en condiciones control. En presencia de BAY K 8644, se 

observaron aperturas adicionales prolongadas (hasta de 100 ms, en comparación 

con la constante de tiempo de sólo 7.8 ms del modo lento de los canales tipo I). 

Estos investigadores designaron a este tipo de canales, como canales SB: de 

conductancia baja y sensibles a BAY 1< 8644. En presencia de nicardipina, la 

actividad de los canales SB no se modificó notablemente, en contraste con los 

canales tipo L, en los cuales fue abolida la actividad. Tampoco se modificaban las 

duraciones de las aperturas y de los.cierres de los canales SB cuando se agregó 

nicardipina, después de una aplicación de BAY K 8644. Los autores propusieron 

que con concentraciones • fisiológicas de cationes divalentes, por arriba de 

potenciales de membrana 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 catiónico, selectivo 

al Cae", pero también permeable al Na+  y al 	el cual tiene propiedades de 

rectificación entrante, posiblemente debido al Mg2  intracelular; estos autores 

también' propusieron que la histamina, pero no la acetilcolina, activa dicho canal 

catiónico y eleva la (Ca21,. 

Mendelowitz y col. (1992), utilizaron grupos de células endoteliales 

acopladas eléctricamente para estudiar, con la técnica de fijación de voltaje, una 

posible vía de influjo de Ca24-  activada por la bradicinina. Encontraron que la 

bradicinina activa una corriente entrante acarreada tanto por Na+  como por Cae", 

cuando el potencial de membrana es mantenido a un nivel de -60mV, La corriente 

es activada dentro de los primeros 3 seg de la aplicación de la bradicinina, y 

alcanza su máximo durante el primer minuto. Con el Ca24.  como iónextracelular 

permeante, la corriente permanece estable durante 1 a 3 min y después declina 

en un período de 5 a 8 min, en presencia continua del agonista. Sin embargo, 

cuando la corriente es acarreada por el Nao, se mantiene constante durante los 10 

min que duró la observación. El potencial de inversión de la corriente activada por 

la bradicinina es cercano a OmV, lo que sugiere la activación de un canal catiónico 

inespecífico. La corriente entrante a -60 mV es en promedio 13±4.5 pA (n=9) en 

presencia de Ca24.  y 12.2 ± 9.3 pA (n=5) en presencia de Na+. Tanto la corriente 

de Ca24', como la de Na`', son bloqueadas por 200 pM de lantano. 

Hosoki y col., (1994), reportaron que en células endoteliales la reducción 

en la concentración extracelular de Cr hasta 40 mM, o la exposición al antagonista 

del canal de Cl" el ácido N-fenilantranilico previno selectivamente la elevación 

sostenida de la [Ca241 inducida por la histamina o el ATP, y que estas maniobras 

no afectaron la elevación sostenida de la [Ca241, inducida por el ionóforo de Ca24  

lonornicina La elevación de la concentración extracelular de le hasta 90 mM no 

tuvo influencia sobre lá respuesta sostenida a la histamina o al ATP. Estos 

autores propusieron que la elevación sostenida de la [Ca241, en respuesta a la 



histamina o al ATP, era debida a la entrada de Ca2+  desde el espacio extracelular 

y que era sensible a la [ale, 

Graier y col. (1992) demostraron que el incremento en la (Cali  inducido 

por la histamina en células endoteliales de vena umbilical de humano es debida 

principalmente a la activación de una corriente de membrana que permite la 

entrada de Ca24.. Esta corriente es sensible al inhibidor de la entrada de Ca`* 

inducida por agonistas, el SK&F 96365, el cual bloquea el incremento sostenido 

en la [Ca2+1, inducido por la histamina, así corno también la captación de 45Ca24' y 

las corrientes de membrana. La inhibición de dichas respuestas a la histamina se 

acompaña de una reducción considerable en la formación y liberación del NO. 

Esto sugiere que en estas células, la biosíntesis y liberación del NO depende de la 

entrada de Ca2+  inducida por agonistas e involucra canales permeables al Ca2+  

operados por receptor. 

Groschner y col, (1994), estudiaron las respuestas de la membrana, a la 

estimulación con histamina en células endoteliales vasculares humanas, con la 

técnica de fijación 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 invirtió en la cercanía del potencial de 

equilibrio del K+  y fue bloqueada por el tetrabutilamonio (TBA, 10 mmoliL). 

Además, registraron una corriente insensible al TBA que se desarrollaba 

lentamente en presencia de histamina. Esta corriente retardada, inducida por la 

histamina, se invirtió en la cercanía del potencial O y fue inhibida por el SK&F 

96365 (25 limo' /L), un bloqueador de los canales de Ca2+  operados por receptor. 

Observaron efectos similares con la histamina con la modalidad convencional de 

célula completa. El componente retardado de la corriente inducida por la 

histamina, fue inhibido marcadamente por el bloqueador de canales de cr, el 

ácido N-fenilantranilico (NPA, 100 pmol/L), y, un cambio de ocho veces en el 

gradiente de CI-, cambió el potencial de inversión de esta corriente en 30 mV. En 

soluciones sin Cl', la histamina indujo una corriente que era resistente al NPA y 

sensible al SK&F 96365, lo cual, de acuerdo con las mediciones del potencial de 
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inversión determinado con 20 mmolit. de Ca2+  extracelular, correspondió a una 

conductancia catiónica con una selectividad para el Ca2+  de 13 a 25 veces mayor 

que para el K. Tanto el SK&F 96365 como el TBA, suprimieron marcadamente 

los incrementos en la concentración intracelular de Ca2+  libre, y los niveles de 

GMPc celular inducidos por la histamina, mientras que el NPA no modificó dichas 

variables. Estos resultados proporcionaron, según los autores, la primera 

demostración de que en las respuestas de la membrana de las células 

endoteliales, inducidas por la histamina, participaban tres distintas conductancias 

iónicas, es decir, que la histamina inducía una conductancia al Cl" que 

aparentemente no estaba involucrada en la homeostasis del Cae;  y la regulación 

de la biosíntesis del NO, mientras que, en paralelo, producía la activación 

simultánea de otras dos permeabilidades, una al le inducida rápidamente y otra 

que se desarrollaba lentamente que mediaba la entrada de Ca2  y la estimulación 

dula síntesis de NO endotelial. 



LA PARTICIPACIÓN DE FACTORES HORMONALES EN LA MODULACIÓN 

DEL TONO VASCULAR DEPENDIENTE DEL ENDOTELIO. 

La presencia de hormonas femeninas está asociada con una incidencia 

menor de padecimientos cardiovasculares. En la mujer premenopáusica existe un 

retraso en el desarrollo de padecimientos arteriales coronarios de 

aproximadamente 10 años con respecto a los hombres con caracteristicas 

socioeconómicas similares (Becker 1992), pero la diferencia entre los hombres y 

las mujeres se estrecha después de los 50 años de edad (Bush, 1990). Además, 

las mujeres con hipertensión sistémica tienen una morbilidad y mortalidad más 

baja en comparación con los hombres hipertensos (Anastos y col., 1991; Sokolow 

y col., 1961). Está bien documentado, que las mujeres que reciben terapia 

substitutiva con estrógenos tienen una reducción del 40 al 50 % en el riesgo de 

presentar padecimientos arteriales coronarios (Henderson y col., 1986, Barrett-

Connor y col., 1989; Ross y col., 1981). Aunque una parte importante de estos 

efectos ha sido atribuida al incremento en las lipoproteínas de alta densidad y a 

una disminución en las lipoprotelnas de baja densidad (Bush y col., 1990; 

Gruchow y col., 1988; Walsh y col., 1991), se ha encontrado que el perfil lipidico 

sólo se modifica aproximadamente en un 50% en las mujeres tratadas con 

estrógenos, sugiriendo que están involucrados otros mecanismos (Bush y col., 

1987). Por otro lado, se ha observado que las mujeres hipertensas presentan una 

presión sanguínea más baja en respuesta al ejercicio isométrico, con respecto a 

los hombres con características similares (raza, edad y valores de presión arterial 

media) y se ha sugerido que esto es debido a alteraciones en la reactividad 

vascular (Messerli y col., 1987), 

La terapia con estrógenos parece ser benéfica en mujeres que padecen el 

síndrome cardiaco X, un padecimiento reconocido recientemente, que se 

caracteriza por una angina severa en la presencia de arterias coronarias 

normales, Este padecimiento está asociado a una insuficiencia ovárica (Sarrel y 

col., 1992) y a una deficiente respuesta hiperémica dependiente del endotelio 

(Sax y col., 1987). La administración de 1711-estradiol por un periodo de 2 meses, 
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restaura la respuesta hiperémica a sus valores normales y mejora marcadamente 

los síntomas (Sarrel y col., 1992). 

Varios estudios han reportado que, la administración de estradiol, 

incrementa las relajaciones dependientes del endotelio, de las arterias coronarias 

en respuesta a la estimulación con acetilcolina. Williams y col., (1990) utilizaron la 

técnica de angiografia cuantitativa en monos alimentados con una dieta rica en 

colesterol y demostraron que la infusión de acetilcolina constreñia las arterias de 

animales ovariectomizados, pero dilataba aquellas de un grupo de animales 

tratados con estrógenos. Aunque en el grupo de animales tratados con 

estrógenos estaba reducida la formación de placas ateroscleróticas, la 

modificación en la vasorreactividad no se correlacionaba con la magnitud del 

desarrollo de dichas placas. Estos hallazgos, han sido apoyados por estudios 

realizados en mujeres postmenopáusicas, en las cuales la administración de 

acetilcolina produce vasoconstricción, esto sugiere que existe una disfunción 

celular endotelial, La administración de concentraciones fisiológicas de 1711-

estradiol o de esteroides sintéticos, como el etinil estradiol, por infusión 

intraarterial o intracoronaria potencia la vasodilatación inducida por la acetilcolina 

en las arterías coronarias, así como en la circulación del antebrazo (Gilligan y col., 

1994; Reis y col., 1994). El estradiol, también incrementa la respuesta 

vasodilatadora al nitroprusiato de sodio en el antebrazo, pero no en la circulación 

coronaria (Gilligan y col., 1994), esto sugiere que el estradiol modula la 

sensibilidad del músculo liso vascular sólo en algunos lechos vasculares. 

Existen evidencias de que los estrógenos y la progesterona modulan la 

producción o la actividad de las substancias derivadas del endotelio, el NO, la 

endotelina-1 (ET-1), y los eicosanoides, entre otros. 

Los anillos aórticos aislados, precontraídos con fenilefrina, provenientes de 

conejas comparados con aquellos provenientes de conejos, muestran una mayor 

relajación en respuesta al inhibidor de la inactivación del NO, la superóxido 

dismutasa, y una contracción mayor después de la inhibición de la sintesis del NO 

por la nitro-metyl-L-arginina (1-layashi y col., 1992) La ovariectomía anula esta 
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diferencia, sugiriendo que los niveles fisiológicos de las hormonas femeninas, 

estimulan la liberación basal del NO. 

La arteria uterina de cobayo y los anillos nórticos de la rata muestran un 

incremento en la relajación inducida por la acetilcolina durante el embarazo (Beil, 

1973; Weiner y col., 1991; Goetz y col., 1994). Estos efectos del embarazo son 

similares a aquellos observados con el tratamiento agudo y crónico con el 

estradiol, lo que sugiere que los cambios asociados con el embarazo están 

mediados, al menos en parte, por el estradiol. 

El tratamiento crónico con 1711-estradiol también incrementa las 

relajaciones inducidas por la acetilcolina en anillos de arteria femoral de conejo y 

de aorta de ratas hipertensas espontáneas (Williams y col., 1988, Gisclard y col., 

1988). Sin embargo, no todos los estudios apoyan que la vasodilatación inducida 

por el estradiol sea mediada por el NO; sólo en algunos estudios se ha reportado 

que en los anillos de arteria coronaria precontraldos, la relajación inducida por el 

estradiol se revierte por la inhibición del NO mientras que en otros estudios no se 

ha observado dicha reversión (Collins y col., 1994; Jiang y col,, 1992). 

Los hallazgos en diferentes especies, sugieren que el estradiol modula las 

relajaciones dependientes del endotelio en un gran número de lechos vasculares 

a través del incremento en la liberación del NO, que podría ser ocasionada por un 

incremento en la expresión de la sintasa del NO 111 (NOS III). Sin embargo, los 

efectos observados durante el embarazo no se reproducen completamente por el 

tratamiento con estradiol, y los efectos del estradiol no son tan generalizados 

como los observados durante el embarazo. Por lo tanto, al parecer están 

involucrados otros mecanismos, tales como el incremento en la sensibilidad o en 

la afinidad de 10h receptores endoteliales, o efectos sobre los pasos intermedios 

involucrados en fa liberación del NO mediada por receptores, tales como la 

modulación de la activación de las proteinas G. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En el presente estudio se analizaron básicamente das problemas. I.- El 

papel que juegan los diferentes mecanismos que pueden elevar la [Ca21, en las 

células endoteliales en las relajaciones dependientes del endotelio inducidas por 

diversos agonistas. 	Los efectos de los estrógenos en la modulación del tono 

vascular dependiente del endotelio. 

Análisis experimental del papel del Ca?  en las respuestas vasomotor as 

dependientes del endotelio. 

La activación de la isoforrna endotelial de la sintasa de NO, requiere de la 

elevación de la concentración intracelular de Ca
2+ 

libre ([Ca21) (Palmer y. col., 

1989; Mayer y col., 1989; Busse y col., 1990; Forstermann y col., 1991), sin 

importar corno se origina dicha elevación. Se ha demostrado que la estimulación 

de las. células endoteliales con agonistas que inducen la síntesis/liberación del NO 

produce un incremento bifásico en la [Ca211i  (Luckhoff y col., 1988; Flaltam y col, 

1986; Colden-Stanfield y •col, 1987; Morgan-Boyd y col., 1987; Schilling y col, 

1988; Mallan y col., 1988). El componente inicial transitorio refleja la liberación de 

Ca2+ desde depósitos intracelulares, mientras que el componente sostenido de 

este incremento, refleja un influjo transmembranal de Ca?" desde el espacio 

extracelular (Colden-Stanfietd y col., 1987; Luckhoff y col., 1986; Schilling y col, 

1988). Aunque los mecanismos involucrados en la liberación dé Ca?" desde 

depósitos intracelulares han sido ampliamente estudiados en una gran variedad 

de células no excitables, la identificación electrofisiológica y la caracterización de 

las vías del influjo transmembranal de Ca2+  permanecen en controversia. Se han 

identificado algunas caracteristicas de estas vías a partir de estudios indirectos. 

Primero, el influjo puede ser bloqueado por algunos  cationes inorgánicos, 

incluyendo al Ni?" y al La3+, loá cuales produCen una inhibición a concentraciones 

del orden mM y pM, respectivamente (Colden-Stanfield y col., 1987; Pandol y col.,' 

1987; Schilling y col., 1988; Kwan y col., 1990; luchan y col., 1991). Segundo, la 

depolarilación de la membrana plasmática por elevación del K extracelular, o por 

aplicación de corriente con la técnica de fijación de voltaje, prodUcen una 
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disminución del influjo de Ca2+  inducido por diversos agonistas en las células 

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 Ca2f  es 

insensible a los inhibidores o activadores orgánicos de los canales de Ca2+  

dependientes del voltaje derivados de las dihidropiridinas (nitrendipina o BAY K 

8644) (Colden-Stanfield y col., 1987; Schilling y col., 1988). Sin embargo, también 

se ha reportado que en células endoteliales provenientes de capilares de la 

médula suprarrenal, el influjo de Ca2+  es sensible a dichos compuestos (Bossu y 

col., 1992). Cuarto, se ha reportado que el compuesto sintético SKF 96365 

(bloqueador de canales de Ca2+  operados por receptor), inhibe los cambios en la 

[Ca2+1 inducidos por agonistas en las células endoteliales, en las plaquetas y en 

los neutrófilos (Merrit y col., 1990). Quinto, estudios recientes en células acinares 

pancreáticas (Muallem y col., 1989) y en células endoteliales aórticas de bovino 

(Thuringer y col., 1991) han mostrado que la alcalinización del medio extracelular 

estimula el influjo de Ca2t  inducido por agonistas. Y sexto, la vía del influjo 

inducido por agonistas, en las células endoteliales es permeable tanto al Ca
2+

, 

como al Mn24, y al Ba2+  (Schilling y col., 1989; Kwan y col., 1990). 

Estudios en neutrófilos (Smith y col., 1990) y células endoteliales (Schilling 

y col., 1991) sugieren que la inhibición de la fosfolipasa C atenúa, tanto la 

liberación de Caz+  inducida por agonistas desde depósitos intracelulares, como el 

influjo de Cal̀ desde el espacio extracelular. La estimulación del influjo de Ca2+  

podría involucrar tanto una activación directa de los canales de Ca2+  en la 

membrana plasmática por el IP3  y/o por el IP4, o podría reflejar simplemente la 

capacidad de estos segundos mensajeros para depletar los depósitos internos de 

Ca24, como ha sido sugerido por el modelo capacitativo de Putney (1986, 1987, 

1990). Los efectos de variciagentes, especificamente la 2,5-di-t-butilhidroquinona 

(BHQ), la tapsigargina y el' ácido ciclopiazónico, apoyan esta última hipótesis. 

Estos agentes son inhibidores selectivos de la ATPasa de Ca2+  del retículo 

endoplásmico y/o del retículo sarcoplásrnico y parecen depletar los depósitos 

intraceMares de Ca24  sin producir un incremento en la hidrólisis de los 
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fosfoinisítidos (Goeger y col., 1988; 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 estimulan el influjo de 

Ca2+  en algunas células no excitables (Takemura y col., 1989; Foder y col,, 1989; 

Kwan y col., 1990; Mason y col., 1991). Sin embargo, 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 ha sido identificada convincentemente la via de entrada 

de Caz*  activada por la depleción de los depósitos intracelulares inducida por 

agonistas. 

En relación al componente inicial transitorio de la elevación de la pa - 

inducida por diversos agonistas, éste se ha atribuido fundamentalmente a la 

liberación de Ca2+  desde depósitos intracelulares inducida por 1P3. Sin embargo, 

recientemente se demostró en células encloteliales la existencia de receptores a la 

ryanodina (Lesh y col., 1993) y fa existencia de depósitos de Ca2* funcionales 

sensibles a este compuesto (Ziegelstein y col., 1994). Esto sugiere que la 

liberación de Ca2+ inducida por Ca2+  pudiera participar, también, en la liberación 

de Ca2+  desde los depósitos intracelulares de Ca2+  inducida por diversos 

agonistas. 

Por otro lado, aunque se acepta generalmente que la depleción de los 

depósitos intracelulares de Ca2+  induce el influjo de Ca2*  a través de la membrana 

plasmática, aún no es claro cual es la señal que desencadena dicho influjo, ni cual 

es la vía de entrada del Ca2+  desde el espacio extracelular al citoplasma. Por otro 

lado, tampoco ha sido dilucidado cual es el papel de cada uno de los diferentes 

mecanismos que pueden producir un incremento de la pa21;  en la activación del 

la síntesis y liberación del NO. 

Finalmente, aunque se han estudiado los mecanismos que producen el 

incremento en la (Ca21;  en las células endoteliales recién aisladas o cultivadas, 

hasta el momento no se ha realizado la correlación entre dichos mecanismos y las 

relajaciones dependientes del endotelio inducidas por los diversos agonistas. 
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Por lo anterior esta parte del estudio se propone contestar las siguientes 

interrogantes: 

1.- ¿Cuál es el papel de los diferentes mecanismos que pueden originar en las 

células endoteliales el incremento de la [Ca241 responsable de la activación de la 

sintasa del NO y de la relajación producida por el NO?. 

2.- ¿Activan los diversos agonistas que producen las relajaciones dependientes 

del endotelio los mismos mecanismos que producen el incremento en la [Ca21 

indispensable para activar la síntesis del NO? 

Análisis do la participación de factores hormonales en la modulación del 

tono vascular dependiente del endotelio. 

Diversos estudios epidemiológicos han mostrado que las mujeres en edad 

reproductiva tienen, en comparación con los hombres de la misma edad y con 

características socioeconómicas similares, un menor riesgo de padecer 

hipertensión arterial e infartos del miocardio (Kannel y col. 1976; Young y col., 

1993). Esta diferencia tiende a desaparecer después de la menopausia o de la 

ovariectomia, y las mujeres posmenopáusicas tienen un riesgo mayor de 

desarrollar padecimientos vasculares coronarios que las mujeres 

premenopáusicas de edad similar (Colditz y col., 1987; Kannel y col., 1992). Por 

otro lado, la terapia hormonal substitutiva disminuye la incidencia de dichos 

padecimientos en mujeres posmenopáusicas o con ovariectomia (Barret-Connor y 

col., 1991; Stampfer y col., 1991). Los efectos benéficos de los estrógenos son 

aún mayores en las mujeres con padecimientos cardiovasculares preexistentes 

(Sullivan y col., 1988). Con base en estas observaciones epidemiológicas, se ha 

propuesto que los estrógenos tienen un, papel protector que previene ciertos 

padecimientos cardiovasculares. En los últimos años se ha observado que el 

control vascular dependiente del endotelio se altera en etapas tempranas de la 

aterosclerosis (Ludmer y col., 1983; Forsterman y col., 1988) y, por lo tanto se ha 

sugerido que el endotelio pudiera participar en el efecto protector de los 

estrógenos (Gisclard y col., 1988; Williams y col., 1988). Los efectos de los 

estrógenos 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 y col., 1994). Las evidencias mostradas por dichos 

estudios apoyan la hipótesis de que los estrógenos modulan la liberación (y/o la 

acción) de substancias vasoactivas del endotelio. 

En el presente estudio se intentaron contestar principalmente dos 

interrogantes: 

1 ¿Modifica el tratamiento agudo o crónico con estrógenos las respuestas 

contráctiles de la aorta aislada de rata a la fenilefrina, agonista selectivo de los 

receptores cc. adrenérgicos ? 

2.- ¿Modifican los estrógenos la relajación dependiente del endotelio inducida por 

el carbacol en dicho vaso? 



OBJETIVOS 

El objetivo general del presente estudio fue analizar algunos aspectos del 

papel del endotelio en la modulación del tono vascular. Para lograr dicho objetivo 

el estudio fue dividido en tres partes: 

Parte 1 

Caracterización 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: lo.- confirmar que con el dispositivo 

experimental utilizado era posible reproducir los resultados reportados. 

2o.- Determinar las condiciones experimentales óptimas para el tipo de 

preparación biológica utilizada. 

Parte II 

Análisis experimental del papel del Ca2+ en las respuestas vasomotoras 

dependientes del endotelio. 

Esta parte fue dividida en das fases: 

1.- Caracterización de las contracturas inducidas por la fenilefrina 

El objetivo de esta fase fue analizar el posible origen del Ca2+ responsable 

del desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina. 

2.- Análisis de las relajaciones dependientes del endotelio mediadas por los 

receptores a diversos agonistas. 

El objetivo de esta fase del proyecto fue analizar los posibles mecanismos 

que producen el incremento de la [Ca2+1 necesario para Inducir la liberación del 

NO, y consecuentemente, la relajación. 

Parte III 

Análisis de la parti¿ipación do factores hormonales en la modulación 

del tono vascular dependiente del endotelio. 

Los objetivos de esta parte fueron: 

1.- Analizar los efectos de la exposición crónica o aguda a los estrógenos sobre 

las respuestas contráctiles inducidas por la fenilefrina. 
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2.- Estudiar los efectos de la exposición aguda o crónica a los estrógenos sobre la 

relajación dependiente del endotelio inducida por el carbacol. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1.- Preparación biológica 

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 dislocación cervical e inmediata 

exsanguinación. Después de hacer una toracotomía, la aorta torácica fue extraída 

y colocada en una cámara de disección con solución de Tyrode aereada 

continuamente. El tejido conectivo adherido al vaso, fue eliminado bajo 

observación con un microscopio de disección. Se tuvo extremo cuidado de no 

tocar la intima del vaso con el fin de evitar dañar el endotelio. De la parte central 

de la arteria se obtuvieron anillos de aproximadamente 2 mm de ancho. Para cada 

experimento se seleccionaron dos anillos, a uno de los cuales se le dañó 

mecánicamente el endotelio. Los anillos fueron trasladados a una cámara de 

perfusión continua, donde cada uno fue montado verticalmente entre dos ganchos 

de acero inoxidable; de cada par de estos ganchos, uno estaba fijo a la cámara de 

perfusión, mientras que el otro estaba unido a un transductor isométrico de fuerza 

(Grass FT03). Montadas las preparaciones en dicho dispositivo, se les aplicó una 

tensión basal de 2 g. En estas condiciones se dejaron, para su estabilización, por 

un periodo de 60 min., a una temperatura de 370C. La tensión era registrada 

continuamente, y en caso necesario reajustada nuevamenté a 2 g. 

El dispositivo experimental utilizado permitió exponer a los dos anillos a las 

mismas condiciones experimentales e identificar los efectos producidos sobre el 

músculo liso vascular y aquellos donde estaba involucrado el endotelio. 

Como modelo para estudiar la liberación de NO se utilizó el efecto relajante 

del carbacol (104  M) en los anillos con endotelio Integro precontraldos con 

fenilefrina (10-5  M), el cual contrastado con la respuesta al carbacol de los anillos 

sin endotelio, es un indicador fisiológico confiable de la liberación del NO. 

En los experimentos donde se analizaron los efectos del tratamiento 

estrogénico, se utilizaron ratas hembras no preñadas a las cuales se les practicó 

una ovariectomia bilateral, bajo anestesia con pentobarbital sódico (32 
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mg/Kg.i.p.). Después de la cirugía se les administró 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 días después de la cirugía. Las ratas del grupo de 

animales tratados recibieron una dosis única por vía subcutánea de 1 p1101 de 17-

estearato de estradiol disuelto en 0.3 mi. de aceite de ricino. Estudios previos han 

mostrado (Vázquez-Alcántara y col, 1985; 1989) que tres días después de 

administrar como dosis única (0.1-1.0 ismol) estearato de estradiol a ratas 

ovariectomizadas, los niveles séricos de 171 -estradiol se restablecen a valores 

cercanos a aquellos medidos durante el estro en ratas no preñadas, y 

permanecen en estos niveles por 30 a 60 días. Las ratas de este grupo fueron 

utilizadas 11-13 días después del tratamiento. Todos los animales fueron 

colocados en cajas individuales con libre acceso al alimento y. al agua y expuestos 

a ciclos de 12 h de luz-obscuridad. 

2.- Sistema de perfusión y control de la temperatura 

La cámara de perfusión consistía en un cilindro de plástico con un volumen 

de aproximadamente 0.5 ml. Las soluciones de perfusión llegaban a la cámara por 

gravedad desde reservorios colocados a una altura de aproximadamente 60 cm, a 

través de tubos de polietileno los cuales, después de atravesar un baño 

termostático, desembocaban en el fondo de la cámara. Este método de perfusión 

reduce los artefactos mecánicos producidos durante los cambios de solución. La 

solución se drenaba, por rebosamiento, hacia un canal unido al borde superior de 

la cámara y dentro del cual se colocaba una mecha de celulosa; esto permitía 

mantener constante el nivel de la solución en la cámara. La velocidad de flujo fue 

de aproximadamente 2 ml por min., lo que aseguraba un recambio rápido de la 

solución. 

3.- Soluciones 

Las soluciones de perfusión utilizadas fueron preparadas el día del 

experimento a partir de soluciones madre preparadas con sales de grado 
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analítico. La composición milimolar de la solución de Tyrode normal fue: NaCI: 

137; KCI: 2.7; MgC12: 0.69; NaHCO3: 11.9; NaH2PO4: 0.4; CaCl2: 1.8; Glucosa: 10. 

En algunos experimentos se modificó la concentración de Ca2+  en la 

solución de Tyrode entre nominalmente O mM (es decir, sin adición de CaCl2) y 

1.8 mM. Las soluciones fueron aereadas con una mezcla de 95% de 02 y 5% de 

CO2  hasta alcanzar un pH de 7.4 y se mantuvieron continuamente aereadas 

durante la perfusión 

En los experimentos en los cuales se utilizó to2+  o Ni2  se substituyó el 

amortiguador (NaHCO3  y NaFI2PO4) por 5 mM de Tris-Hidroximetil Amino-Metano 

(THMAM) o por 10 mM de HEPES. Estas soluciones fueron aereadas con 02  al 

100 %, y el pH se ajustó con HCI o NaOH, respectivamente. 

Cuando se utilizó indometacina, ésta fue disuelta previamente en una 

solución madre de carbonato de sodio al 4%; de dicha solución se tomó el 

volumen requerido para alcanzar la concentración deseada en las soluciones de 

perfusión (generalmente 10-5  M). 

Cuando se utilizó 1711-estradiol, éste fue disuelto previamente con 

dimetilsulfóxido. Esta substancia no provocaba efecto alguno sobre las respuestas 

contráctiles de las preparaciones. 

4.- Sistema de registro 

La respuesta mecánica de los anillos aórticos fue medida mediante un 

transductor electromecánico de tipo isométrico (Grass Modelo FTO3-C), 

amplificada con un preamplificador de DC (Grass. Modelo 7P1) y graficada en un 

sistema poligráfico (Grass Modelo 79D). 

5.- Análisis de resultados 

Las respuestas contráctiles inducidas por los diversos vasoconstrictores 

son expresadas como el incremento en gramos de la tensión por arriba de la 

tensión basal. Cuando se realizaron curvas dosis respuesta a diferentes 

vasoconstrictores la magnitud de las respuestas contráctiles fue expresada como 

el porcentaje de la tensión máxima desarrollada por los anillos sin endotelio en 

respuesta a dicho a fármaco. 
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La relajación inducida por los diferentes vasodilatadores es expresada 

como el porcentaje de la disminución de la tensión con respecto a la tensión 

máxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina (10-5  M). 

Todos los datos son expresados como la media ± E.S. El PD2  (-Log de la 

concentración molar promedio del agonista que produce el 50 % de la respuesta 

máxima), fue determinada con el programa computacional Graph Pad Prism. Para 

el análisis estadístico de los resultados, se utilizó la prueba de t de Student para 

grupos pareados y no pareados. El número de experimentos para cada grupo fue 

como minímo de 4. 

Con excepción de los experimentos en los cuales se analizaron los efectos 

del tratamiento crónico con estrógenos, en este estudio cada preparación fungió 

como su propio control para evaluar los efectos de una deterrninada maniobra 

experimental. Además al final de cada experimento (y después de un período de 

lavado de por lo menos 30 min en solución de Tyrode) se exploraban las 

respuestas de los anillos a la fenilefrina (10-5  M), y al carbacol (10'5  M). La 

magnitud de estas respuestas se comparó con la magnitud de las respuestas a 

estos fármacos al inicio del experimento con la finalidad de corroborar la 

reversibilidad de los efectos de las diferentes maniobras y de evaluar el grado de 

deterioro de la preparación. 



PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Todos los experimentos se iniciaron con la siguiente secuencia de 

maniobras: 

Después de colocar los anillos en el dispositivo de registro se perfundieran 

con solución de Tyrode, por un periodo mínimo de 60 min. Durante este período, 

si era necesario, se ajustaba la tensión a 2 g. Este periodo servia para asegurar la 

estabilización de las preparaciones. 

Después del periodo de estabilización, las preparaciones eran expuestas 

secuencialmente a la fenilefrina y al carbacol. Para tal efecto, se cambiaba la 

perfusión con solución de Tyrode, durante un periodo de 10 min, a una perfusión 

con solución de Tyrode que contenía, fenilefrina (10'5  M) y, después de esto, a 

una perfusión con solución de Tyrode que contenía además de la fenilefrina, 

carbacol (10'5  M), La relajación, hasta casi la tensión basa!, inducida por el 

carbacol en los anillos contraídos previamente con fenilefrina, era tomada como 

evidencia de la preservación de un endotelio funcionalmente intacto, mientras que 

la falta de dicha relajación, confirmaba la ausencia de un endotelio funcional. 

Al terminar el periodo de exposición al carbacol, la preparación era 

perfundida nuevamente con solución de Tyrode por un período de 30 min. para 

asegurar la eliminación de los agonistas y sus efectos. 

Parte I 

Caracterización de las respuestas vasomotoras inducidas por diversos 

agonistas: 

En esta serie de experimentos se analizaron los efectos de diferentes 

substancias sobre las respuestas contráctiles de los anillos. En general, los 

experimentos consistieron, en la determinación de las curvas dosis respuesta 

acumulativas a cada una de las substancias utilizadas. 

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

noradrenalina se determinaron las curvas dosis-respuesta acumulativas de los 

anillos aórticos con y sin endotelio a este agonista de los receptores adrenérgicos 

ccl Y acá 
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2.- Efectos de la fenilefrina. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta a este 

agonista selectivo de los receptores adrenérgicos oc. 

3.- Efectos del carbacol. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta al carbacol, 

agonista no selectivo de los receptores muscarinicos, en los anillos contraídos 

previamente con fenilefrina (10-5  M). 

4.- Efectos del nitroprusiato de sodio. Se determinaron curvas dosis-respuesta 

a este fármaco en los anillos precontraídos con fenilefrina (10.5  M). 

5.- Efectos de la histamina, Se determinaron curvas dosis-respuesta a este 

fármaco en los anillos precontraídos con fenilefrina (10-5  M). 

6.- Efectos del ATP.- Se determinaron curvas-dosis respuesta a este agonista 

purinérgico en los anillos precontraídos con fenilefrina (10'5  M). 

7.- Efectos do la hemoglobina (11b) y del azul de metileno. Para corroborar su 

efecto inhibitorio sobre las respuestas dependientes del endotelio, en esta serie 

de experimentos se aplicó la Hb o el azul de metileno a una concentración de 104  

M, en ambos casos, durante la perfusión con solución de Tyrode y, se realizaron, 

en presencia de estas substancias, curvas dosis-respuesta a diversos agentes 

vasoconstrictores y al carbacol. 

Parto II 

Análisis experimental del papel del Cae' en las respuestas vasomotoras 

dependientes del endotolio 

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

Para analizar los posibles mecanismos que inducen el incremento de la 

ICa2l1  necesario para activar la contracción del músculo liso vascular se utilizó 

como modelo experimental la respuesta contráctil a la L-fenilefrina, (agonista 

selectivo de los receptores cc;), considerando que ésta activarla la contracción del 

músculo liso vascular sin inducir simultáneamente, en las células endoteliales, la 

liberación (mediada por receptores) de substancias vasoactivas. Esta 

consideración se basó en los reportes que demostraron la ausencia de receptores 

adrenérgicos Gel  en el endotelio (Cocks, y col., 1983) Los poSibles mecanismos 
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que inducen el incremento de la [Ca241, se analizaron en experimentos en los 

cuales se determinaron los efectos sobre la respuesta contráctil a la fenilefrina de 

diversos fármacos que bloquean en forma selectiva uno de dichos mecanismos. 

Los resultados de esta parte del estudio se utilizaron, además, como punto de 

referencia para la interpretación de los efectos producidos por estos mismos 

fármacos sobre la relajación inducida por el carbacol, la histamina y el ATP. 

a.- Papel del influjo de Cae : 

Para analizar el papel del influjo de Ca2+  se realizaron los siguientes 

experimentos: 

9.- Análisis de los efectos de la modificación de la [Cal en el medio 

externo. 

Se estudió el efecto de la modificación de la [Ca21, (entre nominalmente 0 

y 1.8 mM) sobre la magnitud y el curso temporal de la contractura inducida por 

fenilefrina. 

ii).- Análisis de los efectos del Coz+  

Para analizar la posible participación del influjo de Ca2+  a través de los 

canales de Cae*  se utilizó el Co2+  (3 mM), porque se ha reportado que a esta 

concentración dicho ión bloquea en forma reversible diferentes tipos de canales 

de Cal+ en una gran variedad de tejidos, diferentes al endotelio (l-lagiwara y col., 

1967; Kohlhardt y col., 1973). 

iii).- Análisis de los efectos del Ni2+  

Para analizar la posible participación de los canales de Ca2+  dependientes 

del voltaje del tipo T en el influjo de Ca24«, se utilizó el Ni2+  (180 y 360 pM)). Se ha 

demostrado que el Ni2+  en concentraciones del orden micromolar bloquea 

selectivamente los canales de Ca24  del tipo T (Fox y col., 1987; Blacbum y col., 

1990). A concentraciones Mayores el Ni2+  bloquea, además, otros canales de Cal+ 

tales como los del tipo L (Narahashi y col., 1985) 

b.- Papel de la liberación de Ca2+  desde depósitos intracelulares. 
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La liberación de Ca2+  desde depósitos intracelulares puede llevarse a cabo 

por dos mecanismos: la liberación de Ca2+  inducida por IP3  y la liberación de C.;a2+  

inducida por Ca2+. 

Liberación de Ca2+  inducida por IP3. 

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., 1992). La PLC activada cataliza la hidrólisis del 

fosfatidil inositol 415-bifosfato (131P2) lo que genera inositol 1,4 ,5-trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol. El diacilglicerol es el activador fisiológico de la proteincinasa C 

(PKC), y el IP3  induce la liberación de Cali  desde depósitos intracelulares. Esta 

bifurcación de la señal constituye la piedra angular de un mecanismo de 

transducción transmembranal que regula una gran cantidad de procesos 

celulares. El aislamiento directo de las proteínas y los estudios de donación han 

revelado la existencia de múltiples isoenzimas de la PLC en los tejidos de 

mamíferos. Las diferentes formas de PLC parecen ser activadas por diferentes 

receptores y diferentes mecanismos, e interactuar diferentemente con 

mecanismos inhibitorios, tales como aquellos mediados por la proteincinasa 

dependiente de AMPc (PKA) y por la PKC. 

Liberación de Ca2+  inducida por Ca2*. 

La capacidad del calcio para abrir canales de liberación en el retículo 

sarcoplásmico, vía liberación de calcio inducida por calcio (CICR), ha sido 

demostrada en el músculo esquelético en fibras denudadas (Ford y col., 1970; 

Endo y col., 1970), en vesículas de retículo sarcoplásmico (Miyamoto y col., 1982) 

y en canales de liberación de calcio del retículo sarcoplásmico incorporados a 

bicapas celulares (Smith y col., 1986); en el músculo liso (Chen, y col., 1993, 

Khoyi y col., 1993, Saiag y col., 1994); en el músculo cardíaco (Vites, y col., 1994) 

y en neuronas (Usachev y col,, 1993). 

En la siguiente serie de experimentos se realizaron maniobras diseñadas 

para analizar el papel de los diferentes mecanismos que pueden liberar Cae}  

desde depósitos intracelulares en el desarrollo de tensión inducido por la 
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fenilefrina. Para este fin, se utilizaron como herramientas experimentales dos 

fármacos, la neomicina y la procaína que inhiben respectivamente la liberación de 

Ca24  inducida por IP3  y la mediada por Ca2+  

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

Para analizar el posible papel de la liberación de Ca2+  inducida por IP3  se 

utilizó la neomicina (5 mM). Se ha demostrado que este fármaco inhibe a la 

fosfolipasa C (PLC) y por lo tanto, al bloquear la formación de lP3, impide 

indirectamente la liberación de Ca2+  inducida por IP3  (Balda y col,, 1991; Suyama 

y col., 1994; Hamada y col., 1993). 

La neomicina fue aplicada de acuerdo con los siguientes protocolos: i): 10 

min antes de la aplicación de la fenilefrina en solución de Tyrode con 1.8 mM de 

Ca2+, ii): 10 min antes de la aplicación de la fenilefrina en una solución de Tyrode 

nominalmente sin Ca2+  y iii): durante el desarrollo de la contractura inducida por la 

fenilefrina. 

ii).- Análisis de los efectos de la procaína. 

En esta serie de experimentos se analizó la participación de la liberación de 

Caz `, inducida por Ca2+. Para este fin se utilizó la procaina (1 mM). Se ha 

demostrado que este fármaco, es un bloqueador efectivo de la liberación de Ca2+ 
 

inducida por Ca2+  al bloquear los canales de liberación de Cali.  en el retículo 

sarcoplásmico del músculo esquelético (Oyamada y col., 1993; Takahashi, 1994; 

Sukhareva y col., 1994; D. Zacharova y col., 1993; Adachi y col., 1994), del 

músculo liso (Chen, y col., 1993, Khoyi y col., 1993, Saiag y col., 1994) y del 

músculo cardíaco (Vites, y col., 1994) y en neuronas (Usachev y col., 1993). 

Se utilizaron los mismos protocolos de aplicación que para la neomicina. 

2.- Análisis de las relajaciones dependientes del endotelio mediadas por los 

receptores a diversos agonistas. 

Se ha reportado que las relajaciones dependientes del endotelio requieren 

de la presencia de Ca2+  en el medio extracelular ((Peach y col., 1987). Sin 

embargo, no se ha aclarado el papel que juegan los diferentes mecanismos que 

pueden generar el incremento de la [Ca21;  que es necesario para inducir la 
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síntesis/liberación del NO. Para analizar los posibles mecanismos que participan 

en dicho incremento de la [Cal;];  se realizó la siguiente serie de experimentos. 

a.- Papel del influjo de Cal'. 

I).- Análisis de los efectos de la modificación do la (Cap] en el medio 

externo. 

Para analizar el papel del Cae;  en el medio extracelular en las relajaciones 

inducidas por el carbacol, en los anillos precontraldos con fenilefrina (10-5  M) se 

disminuyó progresivamente la concentración de dicho ión en la solución relajante 

una vez que la relajación habla alcanzado su valor máximo. 

ii ).- Análisis de los efectos del Coz*. 

Para analizar el papel del influjo transmembranal de Ca24  a través de 

canales de Cal+ en las relajaciones dependientes del endotelio se utilizó el Col* (3 

rnM). Se estudió el efecto de este ión sobre las relajaciones inducidas por el 

carbacol (10-5  M), la histamina (10'3  M) o el ATP (10-44  M) en los anillos 

precontraidos con fenilefrina (10 5  M) de acuerdo con los siguientes protocolos: *).-

aplicación simultánea del Co2+  y el agonista relajante, **).- aplicación del Co2+  

cuando la relajación inducida por el agonista habla alcanzado aproximadamente 

el 50% de su valor máximo y ***).- aplicación del Co2+  cuando la relajación habla 

alcanzado su valor máximo, 

in).- Análisis de los efectos del NI2.1. 

La posible participación de canales de Ca2+  del tipo T se analizó mediante 

la aplicación de Ni2f  (180 y 360 pM) con los mismos protocolos utilizados con el 

Co2+, El Ni2I", a concentraciones del orden micromolar, es un bloqueador 

específico de ese tipo de canales. 

b.- Papel de la liberación do Caz` desde los depósitos Intracelulares. 

Análisis do los efectos'de la neomicina. 

Para analizar la posible participación de la liberación de Ca2+  inducida por 

1123  en las relajaciones dependientes del endotelio, inducidas por el carbacol, la 

histamina o el ATP se utilizó la neomicina (5 mM). Los efectos de este bloqueador 

se estudiaron de acuerdo con los siguientes protocolos *) aplicación de la 
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neomicina cuando la relajación inducida por el agonista había alcanzado a su 

valor máximo; **) aplicación simultánea del agonista relajante y de la neomicina y 

***) Aplicación del agonista relajante en presencia de la neomicina. 

ii) Análisis de los efectos de la procaina. 

Para analizar la participación de la liberación de Ca24  inducida por Ca3f, en 

las relajaciones dependientes del endotelio inducidas por el carbacol, la histamina 

o el A-rp, se estudió el efecto de la procaína sobre dichas relaiacianes, 

procaina fue aplicada con el mismo protocolo utilizado con la neomicina. 

Parte iil 

Análisis de la participación de factores hormonales en la modulación del 

tono vascular dependiente del endotelio. 

En esta parte del estudio se analizaron los efectos del tratamiento 

estrógenico, crónico, o agudo, sobre las curvas dosis respuesta a la fenilefrina y al 

carbacol, en anillos aórticos provenientes de ratas ovariectomizadas. 

En cada experimento se registró inicialmente la respuesta contráctil de los 

anillos a dosis acumulativas crecientes del agonista adrenérgico rizi  (curva dosis 

respuesta a la fenilefrina), una vez que el desarrollo de tensión en respuesta a la 

concentración más alta de fenilefrina habla alcanzado su valor máximo, se 

cambiaba la solución de perfusión por una que además de fenilefrina, contenía 

dosis crecientes (10-g  -10 5̀  M) de carbacol (curva dosis respuesta al carbacol), 

1.- Análisis de los efectos de la exposición crónica a los estrógénos sobre 

las respuestas contráctiles inducidas por la fenilefrina y al carbacol. 

En esta serie de experimentos se determinaron lás dos curvas dosis 

respuesta sucesivas a la fenilefrina y al carbacol (10•9  - 10-5  M, en ambos casos), 

tanto en ausencia como en presencia del inhibidor de la ciclooxigenasa, la 

indometacina(10-5  M), en anillos extraidos de ratas del grupo de animales tratados 

o del grupo de animales no tratados (n=6 para cada grupo). 

2.- Análiáis de los efectos de la exPosición aguda a los estrógenos sobre las 

respuestas contráctiles inducidas por la fenilefrina 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 indornetacina (10-5  M), en vasos 

extraídos de animales no tratados, tanto antes como después (40-60 min.) de la 

adición de 1715-estradiol (10-9  M) a la solución de perfusión. 

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 óxido nítrico, el metil éster de la o-nitro-L-argínina (L-

NAME , 300 pM: 'n=6 para la primera serie de experimentos y 4 para la segunda 

serie). 



RESULTADOS 

Parto 1 

Caracterización do las respuestas vasomotoras inducidas por diversos 

agonistas. 

Efectos de la noradrenalina 

En los anillos nórticos con endotelio intacto, así corno en aquellos donde 

habla sido removido mecánicamente el endotelio, la noradrenalina (NA), produjo 

un desarrollo de tensión, cuya magnitud era dependiente de la dosis. Se observó 

que en los anillos sin endotelio, la curva dosis respuesta a dosis crecientes 

acumulativas (3 X 10'9-10 M) era desplazada significativamente (p<0.05), hacia 

la izquierda en relación a la curva correspondiente de los anillos con endotelio 

(Fig. 1). El PD2  fue de 8,19 ± 0.10 (n=8) en preparaciones sin endotelio y de 7.65 

± 0.08 (n=8) en preparaciones con endotelio intacto. Esta diferencia se explica por 

la presencia de receptores oc2  en el endotelio cuya activación induce la liberación 

del NO. La tensión máxima desarrollada por los anillos sin endotelio siempre fue 

mayor que la desarrollada por los anillos con endotelio. La indometacina (10'5  M), 

no alteró las respuestas a la NA de los anillos con o sin endotelio. 

Efectos de la fenilefrina 

La fenilefrina produjo un desarrollo de tensión dependiente de la dosis 

similar a aquel producido por la noradrenalina (Fig. 2). Sin embargo, aunque la 

curva dosis respuesta a la fenilefrina de los anillos sin endotelio también está 

desplazada significativamente (p<0.05) hacia la izquierda, con respecto a la de los 

anillos con endotelio, no hubo diferencia significativa (p<0.05) en la tensión 

máxima (aproximadamente 2-3 g) desarrollada por ambos grupos de anillos. El 

PD2  fue de 7.70 ± 0,04, (n=10) para las preparaciones con endotelio y 8.07 ± 0.01 

(n=10) para las preparaciones sin endotelio. La indometacina (10'5  M) no alteró las 

respuestas a la fenilefrina de las preparaciones con o sin endotelio. 
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Figura 1.- Curva dosis respuesta a la noradrenalina (NA) (3 X 10'x- 3 x 10'5  M) de 

anillos aórticos con (o) y sin endotelio (e). Los datos son expresados como el 

porcentaje de la tensión máxima desarrollada en respuesta a la NA a la 

concentración de 3 x 10 M ponlos anillos sin endotelio, Cada punto representa la 

media ± ES. n= 8, 
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Figura 2.- Curva dosis respuesta a la fenilefrina (10-10  - 3 X 10.5  M) en anillos 

aórticos con (c9 y sin endotello (o). Los datos son expresados como el porcentaje 

de la tensión máxima desarrollada por los anillos sin endotelio en respuesta a la 

fenilefrina a una concentración de 3 X 10-5  M Cada punto representa la media 

E.S. n=10. 
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En el desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina se pudieron identificar, 

generalmente, dos fases. Durante la primera fase el incremento de la tensión fue 

rápido, de tal manera que en un período breve (5 - 10 seg) se desarrolló de 60 a 

80 % del total de la tensión inducida por una determinada dosis de fenilefrina. 

Durante la segunda, la tensión siguió aumentando lentamente hasta alcanzar el 

valor máximo para la dosis correspondiente (Fig. 3). En algunos casos esta fase 

duró hasta 15 min. y una vez alcanzada la tensión máxima, ésta permaneció 

estable mientras estuviera presente el agonista (hasta por varias horas). Por otra 

parte, cuando se suspendió la exposición al agonista y se lavó la preparación en 

solución de Tyrode se observó una relajación lenta hasta el valor de la tensión 

basal. Cuando después del lavado con solución de Tyrode, durante un período de 

por lo menos 30 min., se expuso la preparación otra vez a la fenilefrina ésta indujo 

una respuesta contráctil muy similar en curso temporal y magnitud, a la observada 

previamente. Este comportamiento se repetía con cada exposición (y subsecuente 

lavado) a la fenilefrina (Fig. 16A). 

Efectos del carbacol 

En los anillos con endotelio contraídos previamente con fenilefrina, el 

carbacol produjo una respuesta relajante, cuya magnitud fue dependiente tanto 

del grado de integridad funcional del endotelio, como de la concentración del 

agonista. En promedio, la relajación máxima observada fue del 95 ± 0.33% (n=10) 

de la tensión máxima producida por la fenilefrina. En las preparaciones a las 

cuales se les había lesionado el endotelio no se observó relajación alguna en 

respuesta al carbacol (Figura 3). La Figura 4 muestra las curvas dosis respuesta 

al carbacol en anillos con y sin endotelio precontraídos con fenilefrina (10-5  M). El 

PD2, fue de 6.84 ± 0.16 (n=10). La relajación inducida por el carbacol era inhibida 

por la atropina, de una manera que dependía de la dosis. 

La relajación inducida por el carbacol (10 M) en anillos con endotelio 

precontraldos con fenilefrina (10-5  M) tuvo, generalmente, un curso temporal 

bifásico. Se inicia con una disminución rápida de la tensión, hasta un valor 

equivalente al 70 % de la tensión máxima inducida por la fenilefrina. Esta fase 
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inicial duró de 30 seca a 1 min. aproximadamente, y fue seguida por una 

disminución más lenta de la tensión hasta valores muy cercanos a los de la 

tensión basal. Esta última fase se completó en aproximadamente 2-5 min. y el 

anillo permanecía subsecuentemente relajado mientras duraba la exposición al 

carbacol (Fig. 3). Si el carbacol era retirado del medio, la preparación comenzaba 

a desarrollar nuevamente tensión, y al cabo de varios min (aproximadamente 2-5) 

ésta alcanzaba el nivel que tenia antes de la aplicación de dicho fármaco. 

En la Figura 16A se puede observar que la relajación inducida por el 

carbacol es muy reproducible cuando después de un periodo de lavado en 

solución de Tyrode de por lo menos 30 min., se induce nuevamente una 

contractura con fenilefrina, 
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Figura 3 Efectos d„ la fenilefrina (F) (10.5  M) y del carbacol (C) (10"5  M) en anillos 

aórticos con (+) y sin (-) endotelio. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. 

Los registros son representativos de 10 experimentos. 
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Figura 4.- Curva dosis respuesta al carbacol (10"9  M 10'5  M) de anillos aórticos 

con (D) y sin endotelio 	contraídos previamente con fenilefrina (10-5  M). Los datos 

son expresados como el porcentaje de la disminución de la tensión máxima 

desarrollada en respuesta a la fenilefrina, cada punto representa la media ± E.S., 

n=10. 
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Efectos do la histamina y del ATP 

La histamina y el ATP también tuvieron un efecto relajante en los anillos 

con endotelio contraídos previamente con diferentes vasoconstrictores. La 

magnitud de tal relajación dependía tanto del grado de integridad funcional del 

endotelio como de la dosis del agonista (resultados no mostrados). La relajación 

máxima en respuesta a la histamina se observó con una concentración de 10'3  M, 

mientras que la relajación máxima en respuesta al ATP se produjo con una 

concentración 10-4  M. 

La relajación inducida por la histamina, a diferencia de aquella inducida por 

el carbacol, sólo alcanzó, como máximo, entre el 50 y el 80 % de la tensión 

máxima desarrollada en respuesta al vasoconstrictor aplicado. Además, la 

relajación fue transitoria, de tal manera que al cabo de varios minutos (2 - 5) la 

tensión regresaba nuevamente al valor máximo. 

La relajación inducida por el ATP (10'4  M) en los anillos con endotelio, 

alcanzó como regla general, el 100 % de la tensión máxima desarrollada en 

respuesta al vasoconstrictor aplicado, y, en contraste con el carácter transitorio de 

la relajación observada con la histamina, se mantenía mientras estuviera presente 

el agonista. En las preparaciones sin endotelio, el ATP producía una relajación 

cuya amplitud no sobrepasaba el 30 % de la tensión máxima desarrollada en 

respuesta al vasoconstrictor aplicado. Los trazos superiores de la Figura 5 ilustran 

las relajaciones inducidas por el carbacol, la histamina y el ATP en un mismo 

anillo con endotelio precontraldo con fenilefrina (10'5  M). 
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Figura 5.- Respuestas relajantes inducidas por el carbacol (A, 10-5  M), la histamina.  

(B, 10-3  M), y el ATP (C, 10-4  M), en anillos aorticos con endotello (+) y sin (-) 

endotelio, contraídos previamente con fenilefrina (1CY5  M). Las flechas indican el 

momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina, C, carbacol; hist, 

histamina, ATP, trifosfato sódico de adenosina. Calibración: vertical, 571 mg 

horizontal, 2 min. 
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Efectos del nitropruslato de sodio 

El nitroprusiato de sodio (NP) produjo una respuesta relajante dependiente 

de la dosis en los anillos con o sin endotelio contraídos previamente con 

diferentes vasoconstrictores. La curva dosis respuesta al NP (10-9  -10-5  M) de los 

anillos sin endotelio se encontró desplazada hacia la derecha de la de los anillos 

con endotelio (resultados no mostrados). El PD2  fue de 7.76 ± 11 (n=8) para los 

anillos sin endotelio y de 0.61 ± 18 (n=8) para los anillos con endotelio. La 

magnitud de la relajación de los anillos sin endotelio en respuesta a las 

concentraciones más elevadas de NP fue muy variable. En los anillos con 

endotelio la relajación inducida con la concentración de 10-6  M fue del 100 % 

mientras que, en las preparaciones sin endotelio alcanzaba en promedio el 80 % 

de la tensión máxima desarrollada en respuesta al vasoconstrictor aplicado. 

Efectos de la hemoglobina 

La hemoglobina (Hb) (10-7  M) causó inhibición de las respuestas relajantes 

dependientes del endotelio atribuidas a la liberación del NO. La adición de Hb a la 

solución de Tyrode, generó en los anillos con endotelio íntegro, un desarrollo de 

tensión equivalente a aproximadamente el 15% de la tensión máxima desarrollada 

por dichos anillos en respuesta a la feniiefrina (10-5  M). En las preparaciones con 

endotelio la Hb desplazó la curva dosis respuesta a la NA, o a la serotonina (5 

HT), hacia la izquierda e incrementó la tensión máxima, de tal manera que las 

respuestas contráctiles se asemejaban a aquellas de las preparaciones sin 

endotelio (no ilustrado). Cuando la Hb era aplicada durante una contractura 

inducida por NA o por 5-HT, los anillos con enclotelio desarrollaban 

aproximadamente un 20 % de tensión adicional (no ilustrado). Por otra parte la.  

Hb sólo produjo un desplazamiento no significativo, hacia la izquierda de la curva 

dosis respuesta a la fenilefrina, en los anillos aórticos con endotelio (Fig. 6). En 

presencia de Hb los anillos con endotelio precontraldos con NA, 5-HT o fenilefrina 

respondieron al carbacol con una relajación, de magnitud mucho menor que la 

observada en ausencia de Hb (10 ± 1.4% nr-.1 O de la tensión máxima 

desarrollada en respuesta a los diferentes vasoconstrictores). 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 preparación en solución de 

Tyrode, la recuperación era completa (resultados no mostrados). 

Efectos del azul de metileno. 

La adición de azul de metileno (10-7  M) a la solución de Tyrode produjo en 

los anillos con endotelio un desarrollo de tensión equivalente al 20 ± 2.9 % (n=8) 

de la tensión máxima desarrollada por los anillos sin endotelio en respuesta a la 

noradrenalina (10-5  M). El azul de rnetileno produjo en los anillos con endotelio un 

desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis respuesta a la NA y a la 5-HT. 

En los anillos con endotelio contraídos previamente con NA (1O M) o 5-HT (10-5  

M) el azul de metileno indujo un desarrollo de tensión adicional del 34.3 * 6.2 % 

(n=8) de la tensión máxima desarrollada en respuesta a dichos vasoconstrictores. 

En presencia de azul de metileno se inhibió casi por completo la relajación 

inducida por el carbacal en los anillos con endotelio. Los efectos del azul de 

metileno fueron esencialmente irreversibles ya que persistieron aún después de 

períodos prolongados de lavado con solución de Tyrode (resultados no 

mostrados). 
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Fenilefrina (109 M) 

Figura 6.- Efectos de la hemoglobina (Hb) (10-5  M) sobre la curva dosis respuesta 

a la fenilefrina (1010  - 90'5  M) de anillos aórticos con endotelio (a) y sin endotelio 

(12). Los datos son expresados como el porcentaje de la tensión máxima 

desarrollada en respuesta a la fenilefrina a una concentración de 10'5  M por los 

anillos sin endotelio. Cada punto representa la media t E.S., n=10. 
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Parte Il 

Análisis experimental del papel del Ca2+ en las respuestas vasomotoras 

dependientes del endotello. 

1,- Análisis del posible origen del C 
4, 

en las contracturas inducidas por la 

fenilefrina. 

Papel del influjo de Caz` 

a).- Efectos de lanodificacjhade la_concentración eyiracelular de (12+  

Como se ilustra en la Figura 7, la modificación de la concentración de Cae*  

en el medio extracelular (entre nominalmente O y 1.8 mM), modificó tanto la 

magnitud como el curso temporal de la respuesta contráctil a la fenilefrina. 

Además, se observó una gradual disociación de las dos fases del desarrollo de 

tensión inducido por la fenilefrina. Esta disociación se hacía más aparente a 

medida que disminula más la concentración extracelular de este U, Al eliminar 

"nominalmente" el Cae  * del medio, sólo se observó el componente inicial 

transitorio del desarrollo de tensión (véase también Figuras 10, 11, y 12). Tal 

efecto inhibitorio fue revertido cuando se reincorporó el Ca2+  a las soluciones de 

perfusión. 

b).- Efectos del bloqueo de IQs c pales_cle_CA24.  

Los resultados descritos en el inciso previo mostraron que tanto el 

desarrollo como el mantenimiento de la tensión inducida por la fenilefrina 

dependían de la presencia de Ca24  en el medio extracelular. Estos hallazgos 

sugieren que un influjo de Cae/  a través de la membrana citoplásmica participa de 

manera Importante en las contracturas inducidas por la fenilefrina, 
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25 % 	  
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Figura 7.- Efectos de la modificación de la concentración extracelular de calcio 

sobre el desarrollo de tensión inducido por fenilefrina (10 M) en un anillo aórtico 

con endotelio. A la izquierda se indica el porcentaje de la concentración de Ca2+  

en el medio de perfusión en relación a la concentración de Ca2+  en el control (1.8 

mM). Las flechas indican el momento en que se aplicó la fenilefrina (F). 

Calibración: vertical, 1142 mg; horizontal 2 min. 

60 



1).-  Efectos_dele_o2+  
La adición de Col* (3 mM) a la solución de Tyrode produjo en las 

preparaciones con endotelio un desarrollo de tensión equivalente a 

aproximadamente el 15 % de la tensión máxima desarrollada en respuesta a la 

fenilefrina. Por otro lado, se observó (tanto en los anillos con endotelio como en 

los anillos sin endotelio) que en presencia de Col" (3 rnM) la fenilefrina (10'5  M), 

sólo indujo un desarrollo transitorio de tensión, similar a aquel producido por la 

fenilefrina en un medio sin Cae  + (Fig. 8). La aplicación de Col' durante el 

desarrollo de la contractura inducida por la fenilefrina, produjo una relajación lenta 

hasta el nivel de la tensión basal que no depende de la presencia del endotelio 

(véase Figura 14C). Estos efectos del Co24  fueron revertidos después de un 

periodo de lavado de 30 min aproximadamente. 

ii).- mirtos del Ni2+: 

La respuesta contráctil a la fenilefrina no se modificó por la presencia de 

Ni2÷  a concentraciones de 180 y 360 pM. Por otra parte, a concentraciones de 3 y 

5 mM, el Ni2+  tuvo efectos similares a aquellos observados en presencia de Col* 

(3 mM) (resultados no mostrados). 

Papel de la liberación de Caz*  desde depósitos intracelulares 

En la siguiente serie de experimentos se realizaron maniobras diseñadas 

para analizar el papel de los diferentes mecanismos que pueden liberar Ca2f  

desde depósitos intraceluiares en el desarrollo de tensión inducido por la 

fenilefrina. Para este fin, se utilizaron como herramientas experimentales dos 

fármacos, la neomicina y la procaina que inhiben respectivamente la liberación de 

Ca2+  inducida por IP3  y la mediada por Ca24. 
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Figura 8.- Efectos del Col'.  (3 mM) sobre el desarrollo de tensión inducido por la 

fenilefrina (10 M) en un anillo con endotelio. A).- Control, B).- Respuesta a la 

fenilefrina en presencia del Co2+. C).- Recuperación después de lavado 

prolongado con solución de Tyrode. Las flechas indican el momento en que fueron 

aplicados los fármacos. F, fenilefrina; C, carbacol; TYR, Tyrode. Calibración: 

vertical, 571 mg; horizontal 2 min. Los registros ilustrados son un ejemplo 

representativo de 4 experimentos. 



a).-  Efectos de la_neengiciaa: 

Cuando la neomicina fue aplicada durante la fase tónica de la contractura, 

se produjo una relajación de aproximadamente el 70 %, de la tensión máxima 

desarrollada, la cual no fue dependiente de la presencia del endotelio y persistió 

mientras estuviera presente este fármaco (véase Figura 21); al retirar la neomicina 

de las soluciones de perfusión, las preparaciones desarrollaban nuevamente 

tensión hasta el nivel previo a su adición (Fig. 9). En presencia de neomicina (5 

mM) la fenilefrina (10'5  M), produjo un desarrollo de tensión sostenido, cuya 

magnitud alcanzaba sólo aproximadamente el 80 % de la tensión máxima 

alcanzada en ausencia de neomicina (véase Figura 22). El desarrollo transitorio 

de tensión inducido por la fenilefrina, en ausencia de Ca2+  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  pLocaina, 

La procaina (1 mM) no produjo efectos significativos sobre la contractura 

inducida por la fenilefrina (10-5  M) cuando se adicionaba a las soluciones de 

perfusión antes (10 min) de la aplicación del agonista. Sin embargo, en algunas 

preparaciones cono sin endotelio, cuando la procalna era aplicada durante la fase 

sostenida de la contractura inducida por la fenilefrina, se observó una relajación 

equivalente a aproximadamente el 30% de la tensión desarrollada. Esta relajación 

no fue sostenida sino que presentaba oscilaciones. Estos efectos fueron 

revertidos al retirar el fármaco del medio. Por otro lado, la procaina inhibió 

parcialmente el desarrollo transitorio de tensión inducido por la fenilefrina en 

ausencia de Ca24.  (Fig. 11). Esta inhibición fue revertida después de un período de 

lavado de 30 min. 
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Figura 9.- Efectos de la neomicina (NEOM) (10-5  M) y el carbacol (C) (10'5  M) 

sobre el desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina (F) (10'5  M) en anillos de 

aorta con (+) y sin (-) endotelio, Las flechas hacia arriba indican el momento en 

que fueron aplicados los fármacos y las flechas invertidas indican el momento en 

que fueron retirados del medio. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. 

Los registros ilustrados son un ejemplo representativo de 4 experimentos, 
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Figura 10.- Efectos de la neomicina (5 mM) sobre el desarrollo de tensión inducido 

por la fenilefrina (10-5  M) en un medio sin Ca2+  en anillos con (4) y sin:(-) endotelio. 

A) efectos producidos por la fenilefrina (10-5  M) y el carbacol (10 M) en presencia 

de Ca2+  en la solución de Tyrode. B) desarrollo de tensión inducido por la 

fenilefrina en una solución de Tyrode sin Ca2+, C) respuesta a la fenilefrina en 

presencia de neomicina, en un medio sin Cal" y D) desarrollo de tensión inducido 

por la fenilefrina en un medio sin Ca2+  después de retirar la neomicina Las flechas 

hacia arriba indican el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, 

fenilefrina; C, carbacol; neom, neomicina. Las flechas invertidas indican el 

momento en que se retiraron los fármacos. Calibración: vertical, 571 mg; 

horizontal 2 min. Registro representativo de 4 experimentos. 
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Efg.Qtas..11.1a_siPticación simullan." eo de  nmunkjray.p.moing, 

La adición simultánea de neomicina (5 mM) y procaina (1 mM) abolió en los 

anillos con endotelio y sin endotello la respuesta contráctil transitoria inducida por 

la fenilefrina (10'5  M) en ausencia de Ca2+. Después de eliminar la neomicina y la 

procaina del medio y lavar durante un periodo de 30 min con una solución de 

Tyrode con Ca2+, la respuesta contráctil transitoria a la fenilefrina en ausencia de 

Ca2+, se recuperó (Fig. 12). 

2.- Análisis 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 contribuyen 

al incremento en la [Ca21;  necesario para la síntesis del NO en las células 

endotellales, se realizó la siguiente serie de experimentos. En éstos, se analizó, 

por una parte, el papel del influjo de Cal'.  a través de la membrana plasmática, y 

por la otra el papel de la liberación de Ca2+  inducida por el IP3, o por la liberación 

de Ca2#  inducida por Cae*.  

Papel delinflujo de Cae` 

a).- Efectos de la modificación eo la concentración extracelular de Ca2+  cuando la 

relajación inducida por el carbacol había alcanzado su valor máximo la reducción 

gradual en la concentración de Ca2f  en el medio externo produjo una inhibición de 

dicha relajación. Esta inhibición fue tanto mayor cuanto menor fue la 

concentración del Cal' externo (Fig. 13). Estos efectos fueron revertidos al 

incrementar la [Ca21 del medio externo a su valor previo. 
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Figura 11.- Efectos de la procalna (1 mM) sobre el desarrollo de tensión inducido 

por fenilefrina (10-5  M) en anillos aórticos con (+) y sin (-) endotelio, en un medio 

sin Ca2+. A) Efectos de la fenilefrina (10'5  M) y del carbacol (10'5  M), en una 

solución de Tyrode normal, B) desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina en 

una solución de Tyrode sin Ca2+, C) aplicación de la fenilefrina en presencia de 

procalna, en un medio sin Ca2+  y D) desarrollo de tensión inducido por la 

fenilefrina en un medio sin Ca21  después de retirar la procalna. Las flechas indican 

el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C, carbacol, 

Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. Los registros son representativos 

de 4 experimentos. 
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Figura 12.- Efectos de la aplicación conjunta de la procalna (1 mM) y de la 

neomicina (5 mM) sobre el desarrollo de tensión inducido por fenilefrina (10'5  M) 

en anillos con (+) y sin (-) endotelio, en un medio sin Ca2+. A) efectos de la 

fenilefrina y del carbacol (10-5  M) en una solución de Tyrode normal. B) desarrollo 

de tensión inducido por la fenilefrina en una solución de Tyrode sin Ca2+  C).-

aplicación de la fenilefrina en presencia de procalna y de neomicina en un medio 

sin Ca24, D) desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina en un medio sin Cal" 

después de retirar la procaína y la neomicina. Las flechas indican el momento en 

que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C. carbacol; PROC, procaina; 

NEOM, neomicina. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. Registro 

representativo de 4 experimentos (n=4). 
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b) -  Efectos_deLC,o2+: 

Para analizar el posible papel de los canales de Ca2+  en la relajación 

dependiente del endotelio, se analizaron los efectos del Co2+  (3 mM) sobre este 

proceso. La aplicación de Co2+  cuando la relajación inducida por el carbacol (10-5  

M) en los anillos con endotelio habla alcanzado su valor máximo, produjo un 

desarrollo transitorio de tensión, cuya amplitud fue similar a la tensión máxima 

inducida por la fenilefrina (10-5  M) (Fig. 14B ). La adición de Co2+  durante la fase 

sostenida de la contractura inducida por la fenilefrina, produjo una relajación lenta 

(Fig. 14C). La aplicación de carbacol cuando la relajación inducida por el Co2+  

había alcanzado aproximadamente el 50%, no produjo cambio alguno ni en la 

magnitud ni en el curso temporal de dicha relajación (Fig, 15B). 

Por otro lado, se observó que los anillos con endotelio que habían sido 

expuestos previamente al Col' presentaban una disminución marcada de la 

respuesta relajante al carbacol. Este efecto inhibitorio residual del Co2+  fue muy 

duradero, y sólo revertió parcialmente después de períodos muy prolongados 

(más de 2 horas) de lavado (Fig: 16C). 

La aplicación de Co2+  durante la relajación máxima inducida por la 

histamina (10-3  M) produjo un desarrollo transitorio de tensión similar a aquél 

observado cuando el Co2+  fue aplicado durante las relajaciones inducidas por el 

carbacol (Fig. 17), En los anillos con endotelio que hablan sido expuestos 

previamente al Co2+  se observó una inhibición muy duradera (de varias horas) de 

la respuesta relajante a la histamina, tal y como se describió para la relajación 

inducida por el carbacol. Por otra parte, el Co24  no tuvo efectos significativos sobre 

las relajaciones inducidas por el ATP (Fig 18). 
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Figura 13.- Efectos de la modificación de la concentración de calcio en el medio 

extracelular sobre la relajación inducida por el carbacol (C, 10'5  M), en anillos 

aórticos con endotelio, contraidos previamente con fenilefrina (10'5  M). Las 

ordenadas representan el porcentaje de la tensión máxima desarrollada y las 

abscisas representan el porcentaje de la concentración extracelular de calcio en 

relación a su concentración en la solución de Tyrocle (18 mM). Los datos 

representan la media ± E S., n=4. 
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Figura 14.- Efectos del Co2+  (3 mM) sobre la relajación inducida por el carbacol 

(10-5  M) en un anillo con endotelio contraído previamente con fenilefrina (10-5  M). 

A) control, B) efectos del Co2+  sobre la relajación inducida por el carbacol. y C) 

efectos del Co2+  sobre el desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina. Las 

flechas indican el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C, 

carbacol. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal 2 min. Los registros son 

representativos de 4 experimentos. 
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Figura 15.- Ausencia de efectos del carbacol (10-5  M) sobre la relajación inducida 

por Col (3 mM) en un anillo con endotello contraído previamente con fenilefrina 

(104  M). A) Efectos de la fenilefrina (10'5  M) y del carbacol (10-5  M) en solución de 

Tyrode B) aplicación del carbacol cuando la relajación inducida por el Col} 

alcanzó el 50 % de la tensión máxima. C) Aplicación de Co2+  durante la 

contractura inducida por la fenilefrina. Las flechas indican el momento en que 

fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C, carbacol. Calibración: vertical, 571 

mg; horizontal, 2 min. Registros representativos de 4 experimentos. 



La aplicación de Co24  (3 mM) durante la relajación máxima inducida por el 

nitroprusiato de sodio (10'7  M), produjo un desarrollo transitorio de tensión similar 

al observado cuando se aplicó durante la relajación inducida por el carbacol, pero 

de menor magnitud (equivalente al 50 % de la tensión máxima desarrollada en 

respuesta a la fenilefrina) (Fig. 19B). Este efecto sólo se observó en los anillos con 

endotelio, y únicamente durante la primera exposición al Co2+  (véase Fig. 19C). 

c).- _Efectos del Ni2*: 

La aplicación de Ni2+  a concentraciones bajas (180 - 360 pM) o elevadas (3 

5 mM), durante la relajación máxima inducida por el carbacol en los anillos con 

endotelio contraídos con fenilefrina no modificó dicha relajación (Fig. 20). Sin 

embargo, tal y como se observó después de la exposición al Co2+, los anillos con 

endotelio expuestos al Ni24  mostraron también, una inhibición muy marcada y 

prolongada de la respuesta relajante al carbacol (Fig. 16B). 

Papel de la liberación de Ca desde depósitos Intracelulares 

a).-.E.~1,9111fleatrála 

Con ninguno de los esquemas de aplicación utilizados se observó efecto 

alguno de la neomicina (5 mM) sobre la relajación inducida por el carbacol (10'5  M) 

en los anillos con endotelio precontraldos con fenilefrina (10 M), (Fig. 21 y 22). 
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Figura 16.- Efectos residuales del Col̀ (3 mM) y del Ni2f  (360 pM) sobre la 

relajación inducida por el carbacol (10'5  M) en anillos nórticos con endotelio 

precontraldos con fenilefrina (10"5  M). A) ilustra la reproducibilidad del desarrollo 

de tensión inducido por la fenilefrina y de la relajación inducida por el carbacol, 

B).- Ilustra los efectos producidos por la exposición de las preparaciones al Ni24  

(360 pM) y C).- Ilustra los efectos producidos por la exposición de las 

preparaciones al Co2+  (3 mM). Las flechas indican el momento en que fueron 

aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C, carbacol. Cada contractura fue precedida 

de un periodo de lavado en solución de Tyrode de por lo menos 30 min. Las 

registros corresponden a tres diferentes preparaciones. Calibración: vertical, 571 

mg; horizontal 2 min. Los registros A, 8, y C son representativos de 4 

experimentos en cada caso. 
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Figura 17.- Efectos del Co2+  sobre las relajaciones inducidas por la histamina en 

anillos aórticos con (+) y sin (-) endotelio, precontraldos con feniiefrina (10'5  M). 

A): Relajación inducida por la histamina (10'3  M), en solución de Tyrode, 13) 

Aplicación del Co2+  durante la relajación inducida por la histamina y C) aplicación 

de la histamina en anillos aórticos precontraldos con fenilefrina que hablan sido 

expuestos al Col  *, entre el final del registro ilustrado en B y la aplicación de la 

fenilefrina en C los anillos fueron lavados con solución de Tyrode durante por lo 

menos 30 min. Las flechas indican el momento en que fueron aplicados los 

fármacos: F, fenilefrina; hist, histamina. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 

min, Los registros son representativos de 4 experimentos. 
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Figura 18.- Efectos del Co2+  (3 rnM) sobre la relajación inducida por el ATP (10-a  

M) en un anillo aórtico con endotelio precontraido con fenilefrina (10'5  M). A) 

aplicación del Co2+  durante la relajación máxima inducida por el ATP, B) 

aplicación de ATP en el mismo anillo durante la contractura inducida por la 

fenilefrina, después de retirar el Co2* y lavar la preparación durante 30 min. en 

solución de Tyrode. Las flechas indican el momento en que fueron aplicados los 

fármacos: F, fenilefrina; ATP, adenosin trifosfato de sodio. Calibración: vertical, 

571 mg; horizontal 2 min. Los registros son representativos de 4 experimentos. 
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Figura 19.- Efectos del Co2+  (3 mM) sobro la relajación inducida por nitroprusiato 

de sodio (NP) (104  M), en un anillo con endotelió integro previamente contraído 

con fenilefrina (10 M). A) Efecto de la aplicación de fenilefrina y carbacol en 

solución de Tyrode, B): efectos del Co` sobre la relajación inducida por NP y C) 

efectos del Co2i.  sobre la relajación inducida por NP en la preparación que había 

sido expuesta previamente al Co2f, Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. 

Los registros son representativos de 4 experimentos. 
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La relajación inducida por la histamina en presencia de neomicina (5 mM), 

fue enteramente similar a la inducida en su ausencia (Fig. 23). 

Con ninguno de los esquemas de aplicación utilizados se observó efecto 

alguno de la neomicina (5 mM) sobre las relajaciones inducidas por el ATP en los 

anillos precontraídos con fenilefrina (10-5 M) (Fig. 24). 

b).-,Efactes_  d 	in a  

La aplicación de procaina (1 mM) cuando la relajación inducida por el 

carbacol había alcanzado su máximo, en los anillos con endotelio precontraídos 

con fenilefrina, produjo una inhibición completa de esta relajación (Figura 25A), 

Cuando la procaina fue aplicada simultáneamente con el carbacol, se observó 

solamente una relajación transitoria y de menor magnitud que la inducida por el 

carbacol sólo (Figura 25B). La procaina aplicada 10 min antes de la adición del 

carbacof (10-5  M) previno totalmente el efecto relajante de éste fármaco (Fig. 25C). 

Todos estos efectos fueron completamente revertidos después de un período de 

lavado de 30 min (Figura 250). 

En los anillos con endotelio precontraídos con fenilefrina (10-5  M), la 

aplicación de procalna durante el desarrollo de la relajación inducida por la 

histamina (10-3  M), no tuvo efecto alguno (Fig. 26A). La aplicación simultánea de 

la procalna con la histamina produjo una disminución en la magnitud de la 

relajación (Fig. 26B), sin embargo, de acuerdo al análisis estadístico estos efectos 

no fueron significativos. La relajación inducida por histamina en presencia de la 

procaina, fue inhibida en 39.68 ± 5.37 % (n=4) (Fig. 26C). Este efecto fue 

revertido después de un periodo de lavado de 30 min. 
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• Figura 20.- Efectos del Ni2+  (360 pM) sobre la relajación inducida por el carbacol 

(10-5  M) en anillos con (+) y sin endotelio (-), precontraidos con fenilefrina (10-5  M). 

Las flechas indican el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, 

fenilefrina; C, carbacol. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. Los 

registros son representativos de 4 experimentos. 
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Figura 21.- Efectos de la neomicina (5mM) sobre el desarrollo de tensión inducido 

por la fenilefrina (10.5  M) y la relajación inducida por carbacol (10-5  M) en anillos 

con (+) y sin (-) endotelio A) efectos de la fenilefrina y del carbacol en solución de 

Tyrode, B) aplicación de la neomicina durante la contractura inducida por la 

fenilefrina y la aplicación de carbacol en presencia de la neomicina. Las flechas 

indican el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C,  

carbacol; NEOM, neomicina. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. Los 

registros son representativos de 4 experimentos. 
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Figura 22.- Efectos de la neomicina (5 mM) sobre las relajaciones inducidas por el 

carbacol (10'5  M) en anillos con eh) y sin () endotelio precontraldos con fenilefrina 

(10 M). A) efectos de la fenilefrina y del carbacol en solución de Tyrode, 8) 

aplicación del carbacol en presencia de la neomicina y C) control. Las flechas 

indican el momento en que fueron aplicados los fármacos-. F, fenilefrina; C, 

carbacol; NEOM, neomicina. Calibración: vertical: 571 mg; horizontal, 2 min. Los 

registros son representativos de 4 experimentos. 
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Figura 23.- Efectos de la neomicina (3 X 104  M) sobre la relajación inducida por 

histamina (104  M) en anillos aórticos con (+) y sin (-) endotelio precontraldos con 

fenilefrina (10'5  M). A) efectos de la fenilefrina y de la histamina en solución de 

Tyrode B) aplicación de la histamina (hist) en presencia de la neomicina. Las 

flechas indican el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina: 

hist, histamina; NEOM, neomicina, Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. 

Los registros son representativos de 4 experimentos. 

82. 



•••• 

.144.111,....«./.011.~...~~11.1~1411."0•1~1~~ 

A 

.1140.041,01141.4".011...110 

F ATP 
	

F NEOM ATP 

Figura 24.- Efectos de la neomicina sobre la relajación inducida por el ATP (10 

M) en anillos de aorta con (+) y sin (-) endotelio, precontraidos con fenilefrina (10•5  

M). A) efectos de la fenilefrina y el ATP en solución de Tyrode, B) efectos del ATP 

en presencia de la neomicina. Las flechas indican el momento en que fueron 

aplicados los fármacos: F, fenilefrina; ATP, adenosin trifosfato de sodio; NEOM, 

neomicina. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. Los registros son 

representativos de 4 experimentos. 



En los anillos con endotelio precontraídos con fenilefrina (10-5  M), la 

aplicación de procaina (1 mM) durante la relajación máxima inducida por el ATP 

(104  M), no tuvo efectos significativos (27A). La aplicación simultánea de la 

procalna y el ATP no tuvo efectos significativos alguno sobre la magnitud o el 

curso temporal de la relajación en los anillos con endotelio. En los anillos sin 

endotelio, el efecto relajante directo del ATP sobre el músculo liso, fue maya.  en 

presencia de la procalna, produjo una disminución de aproximadamente el 50 % 

de la tensión máxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina (10'5  M) (Fig. 27B). 

La presencia de la procalna no previno la relajación inducida por el ATP, aunque 

si enlenteció dicha relajación, (Fig. 27C). 
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Figura 25.- Efectos de la procaina (1 mM) sobre la relajación inducida por el 

carbacol (10-5  M) en anillos aórticos con (+) y sin (-) endotelio contraídos con 

fenilefrina (10'5  M). A) Aplicación de la procalna durante la relajación inducida por 

el carbacol, B) Aplicación de la procaina simultáneamente con el carbacol, C) 

aplicación de carbacol en presencia de procaina y D) aplicación de la fenilefrina y 

del carbacol 30 min. después de lavado en solución de Tyrode. Las flechas 

indican el momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; HIST, 

histamina; PROC, procalna. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal 2 min. Los 

registros son representativos de 4 experimentos. 
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Figura 26.- Efectos de la procaina (1 mM) sobre la relajación inducida por la 

histamina (10-3  M) en anillos con (+) y sin (-) endotelio, contraídos con fenilefrina 

(10-5  M). A) aplicación de la procalna durante la fase de relajación inducida por la 

histamina, B) aplicación de la procalna en forma simultánea con la histamina y e) 

aplicación de histamina en presencia de la procalna. Las flechas indican el 

momento en que fueron aplicados los fármacos: F, fenilefrina; C, carbacol; PROC, 

procalna. Calibración: vertical, 571 mg; horizontal, 2 min. Los registros son 

representativos de 4 experimentos. 
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Figura 27.- Efectos de la procalna sobre la relajación inducida por el ATP (104  M). 

A) aplicación de la procaina durante la relajación inducida por el ATP, B) 

aplicación de la procalna en forma simultánea con el ATP y C) aplicación del ATP 

en presencia de la procalna. Las flechas indican el momento en que fueron 

aplicados los fármacos: F, fenilefrina; ATP, adenosintrifosfato de sodio; PROC, 

procalna. Calibración: vertical, 571 mg, en A) y B), y:1142 mg en C); horizontal, 2 

min. Los registros son representativos de 4 experimentos 



Parte III 

Análisis de la participación de factores hormonales en la modulación del 

tono vascular dependiente del endotelio. 

1.- Análisis do los efectos de la exposición crónica a los estrógenos sobre 

las respuestas contráctiles inducidas por la fenilefrina y al carbacol. 

A).-  Curva dosisiespuesta a la fenilefrina 

a).-  Anillos con endotelio. 

Los anillos aórticos con endotelio provenientes de las ratas que hablan 

recibido el tratamiento estrogénico desarrollaron menos tensión en respuesta a 

cada una de las dosis de fenilefrina probadas, que los anillos provenientes de los 

animales no tratados (comparar círculos llenos y círculos abiertos, Fig. 28A). El 

análisis estadístico mostró que la diferencia fue significativa (p<0.05) para las 

respuestas a 10'7, 10-6, y 10 M de fenilefrina. La tensión desarrollada por la 

aplicación de la dosis máxima de fenilefrina (respuesta contráctil máxima) fue de 

1.69 ± 0.23 9 para los anillos provenientes de las ratas tratadas y de 2.21 ± 0.13 g 

para los anillos provenientes de las ratas no tratadas. La tabla I resume el PD2  

calculado para cada una de estas series de experimentos, puede observarse que 

el tratamiento estrogénico desplazó el PD2  significativamente (p<0.05) de 6.82 ± 

0.04 a 6.42 ± 0.01. 

Además, se observó que en los anillos de aorta de las ratas que recibieron 

el tratamiento hormonal, el desarrollo de tensión durante la exposición a una 

concentración dada de fenilefrina tendía a ser transitorio, es decir, comenzaba a 

declinar gradualmente después de alcanzar su valor pico, y en algunos 

experimentos, la tensión caía hasta su nivel inicial después de algunos minutos, a 

pesar de la presencia continua del agonista contráctil. Las respuestas transitorias 

de los vasos de los animales tratados con estrógenos contrastan marcadamente 

con la respuesta contráctil sostenida observada en las preparaciones de aorta de 

ratas no tratadas. 

La atenuación de la respuesta contráctil a la fenilefrina observada en los 

anillos aórticos de las ratas tratadas, se acentuó aún más cuando la exposición a 
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la fenilefrina se realizó en presencia de indometacina (comparar triángulos llenos y 

círculos llenos Fig. 28 A). Bajo estas condiciones experimentales, la respuesta 

contráctil máxima a la fenilefrina fue de 1.11 ± 0.22 g en los anillos de ratas 

tratadas y de 2.33 ± 0.17 g en aquellos de ratas no tratadas. La indometacina 

también acentuó la naturaleza transitoria de la respuesta contráctil inducida por la 

fenilefrina de los anillos provenientes de los animales tratados. En presencia de 

indornetacina, la adición de NAME (300 liM) a las soluciones de perfusión, abolió 

las diferencias descritas entre las respuestas contráctiles a la fenilefrina de los 

anillos aórticos provenientes de ratas tratadas y no tratadas (no mostrado). 
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TABLA 1 

Efectos del tratamiento crónico con 17-estearato de estradiol sobre la curva dosis 

respuesta a la fenilefrina (10-9-10-5 M) de anillos de aorta de rata. 

Grupo Con endotelio Sin endotelio 

PD2 	Tensión Max. PD2 Tensión Max. 

No tratadas. 

(-)indom. 6.82 ± 0.04 2.21 ± 0.13 7.60 ± 0.01° 2.22 ± 0.24 

(+)indom. 6.86 ± 0.03 2.33 ± 0.17 7.54 ± 0.100  2.20 ± 0.32 

Tratadas 

(-)indom. 6.42 ± 0.01* 1.69 ± 0.23* 6.92 ± 0.12° 2,36 ± 0.23 

(+)indom. 6,52 ± 0,03* 1.11 ± 0.22* 7,16 ± 0.06° 1.99 ± 0:14 

(+)indom. 

(+)L-NAME 7.11 ± 0,09 1.91 ± 0.10 7.21 ± 0.04 2.45 * 0.11 

PD2: -lag de la concentración molar medía que causa el 50 % de la 

respuesta máxima a la fenilefrina (104  M). Tensión Max.: tensión (en gramos) 

desarrollada en respuesta a la fenilefrina (10-5  M). (-)indom; sin indometacina. 

Hindom: con indometacina (10-5 M). (+)indom (+)L-NAME: con indometacina (10" 

5  M) y L-NAME (300 04 Los datos son expresados como la media ± SE; n=6 

para todos los grupos. * Significa que las diferencias entre los grupos de animales 

tratados y no tratados son significativas (p<0.05). 
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Figura 28.- Efectos del tratamiento crónico can 17-estearato de estradiol sobre las 

curvas dosis respuesta a la fenllefrina en anillos aórticos con (A) o sin (8) 

endotelio. Cada gráfica ilustra las respuestas de los anillos aórticos provenientes 

de ratas ovariectomizadas no tratadas (símbolos abiertos) o tratadas con 

estrógenos(simbolos llenos). Las curvas fueron obtenidas tanto en ausencia 

(círculos) como en presencia (triángulos) de indometacina. Los datos son 

presentados como la media ± E.S, de seis ratas en cada grupo. Por claridad las 

barras del E.S. fueron omitidas en la gráfica. B. 
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b).-  Anillos aórticos sin endotelio funcional. 

Cada uno de los experimentos fue realizado simultáneamente en un par de 

anillos aórticos: uno, con endotelio funcional, y el otro, sin endotelio funcional. En 

cada par, la respuesta contráctil a una concentración 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 difería significativamente de aquella de los anillos de animales no 

tratados (comparar círculos abiertos y cerrados, Figura 28B). 

La indometacina no modificó significativamente las respuestas contráctiles 

a la fenilefrina de los anillos sin endotelio. 

13).- Curva dosis-respuesta al carta. 1, 

Los anillos con endotelio intacto se relajaban de manera dependiente de la 

dosis en respuesta a dosis crecientes de carbacol. La curva dosis-respuesta de 

los anillos provenientes de los animales tratados estaba desplazada 

significativamente (p<0.01) hacia la derecha con respecto a la curva 

correspondiente de tos anillos de los animales no tratados (comparar círculos 

abiertos y cerrados, Fig. 29). Los valores respectivos del PD2  están tabulados en 

la tabla 

La indometacina no tuvo efectos significativos sobre la relajación inducida 

por el carbacol en los vasos provenientes de animales tratados o no tratados (Fig. 

29 y Tabla II) 



93 

TABLA II 

Efectos del tratamiento crónico con 17-estearato de estradiol sobre la relajación 

inducida por el carbacol (10-10'5  M) en anillos de aorta con endotetio integro, 

precontraidos con fenilefrina (10-5  M). 

Grupo 
	

PD2 
	 Porcentaje de la 

relajación máxima 

No Tratadas 

(-) indom. 6.03 *0.09 76.90 t 8.42 

(÷) indom. 6.05 *0.06 75.00±10.81 

Tratadas 

(-) indom. 6.51 ± 0.29* 89.98 * 2.57 

(+) indom. 6.46 * 0.28* 82.46 ± 5.97 

a 	. 

PD2: -Log de la concentración molar media que causa el 50 % de la relajación 

máxima inducida por el carbacol. Porcentaje de la relajación máxima: porcentaje 

de la disminución máxima de la tensión con respecto a la tensión máxima inducida 

por la fenilefrina (10'5  M), Los valores son expresados corno la media ± E.S., n=7 

para todos los grupos. * significa que las diferencias entre los grupos tratados y no 

tratados son significativas (p<0.01). 
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Figura 29.- Efectos del tratamiento crónico con 17-estearato de estradiol sobre las 

curvas dosis respuesta al carbacol de anillos de aorta con endotelio Integro, 

extraídos de ratas ovariectomizadas no tratadas (simbolos abiertos) o tratadas 

(simbolos cerrados) y precontraldos con fenilefrina (1D' M). Los círculos 

corresponden a la relajación observada en ausencia de indometacina y los 

triángulos corresponden a la observada en presencia de indometacina. Los datos 

son expresados como el porcentaje de la tensión máxima inducida por fenilefrina y 

corresponde a la media ± E S. de seis ratas en cada grupo. * significa que las 

relajaciones de los grupos tratados con estrógenos son significativamente 

diferentes de aquellas del grupo de animales no tratados (p<0.05). 
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2.- Análisis de los efectos de la exposición aguda a los estrógenos sobre las 

respuestas contráctiles 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 

aórticos provenientes de ratas ovariectomizadas (sin tratamiento estrogénico), 

tanto antes corno después (40 a 60 min.) de la adición de 1711-estradiol (10'9  M) a 

las soluciones de perfusión. Con este protocolo cada par de anillos servia como 

su propio control experimental para evaluar los efectos hormonales. 

A.- CazasAlwilie~n Lialenfteldna. 
Como se observó en los experimentos previos (tratamiento estrogénico 

crónico), la curva dosis respuesta a la fenilefrina de los anillos aórticos sin 

endotelio estaba (p<0.05) desplazada significativamente hacia la izquierda (PO2  

7.45 ± 0.08) con respecto a la curva correspondiente de los anillos con endotelio 

(PO2: 7.06 ± 0.09) (Fig. 30 y Tabla 111). 

Ni en los anillos con endotelio ni en aquellos sin endotelio funcional se 

modificó significativamente la curva dosis respuesta a la fenilefrina por la adición 

de 1711-estradiol 
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Figura 30.- Efectos del tratamiento agudo con 1711-estradiol sobre las curvas 

dosis-respuesta a la fenilefrina de anillos de aorta con (círculos)•o sin (cuadrados) 

endotelio provenientes de ratas ovariectomizadas y preincubados con 

indometacina. Las respuestas fueron registradas en el mismo par de anillos, antes 

(sImbolos abiertos) y después (símbolos cerrados) de la adición de del 17a-
estradiol a la solución de perfusión. Los datos son expresados como la media de 

anillos de siete ratas de cada grupo. Las barras del E,S. fueron omitidas por 

claridad. 



No tratados 7.06 ± 0.09 7.45 *0.08* 

Tratados 6.89 * 0.05 7.21 *0.10* 

Tratados 

(+)NAME 7.09 ± 0.11 7.33 ± 0.13* 

7 
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TABLA Hl 

Efecto del tratamiento agudo con 1711-estradiol (10-9  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 

PD2 	 PD2 

PD2: -Log t E.S. de la concentración molar media que causa el 50 % de la 

respuesta máxima a la fenilefrina (10.5 M). * significa que la diferencia entre el PD2  

de los anillos con endotelio y sin endotelio es significativa (p<0.05). 
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urvaslosis-respuesta al carbacol. 

La curva dosis respuesta a concentraciones crecientes acumulativas de 

carbacol de los anillos con endotelio intacto y precontraldos con fenilefrina (EP 

M), determinada en presencia del 17R-estradiol, estaba desplazada 

significativamente (p<0.05) hacia la izquierda con respecto a la cuma 

correspondiente obtenida antes de la exposición a la hormona (comparar 

triángulos abiertos y cerrados en la Fig. 31). Los valores calculados para los 

respectivos PD2  están listados en la tabla IV. 



TABLA IV 

Efectos del tratamiento agudo con 1711- estradiol (10'9  M) sobre la relajación 

inducida por el carbacol (10'9-10"5  M) en anillos de aorta con endotelio 

preincubadas con indornetacina (10'5  M) provenientes de ratas ovariectomizadas. 

Grupo 	 PD2 	 Porcentaje de la 

relajación máxima 

No tratados 6.04 ± 0.05 75.86 ± 5.5'1 

Tratados 6.64 ± 0.14* 87.58 ± 4.44* 

PD2: -Log de la concentración molar media que causa el 50 % de la relajación 

máxima inducida por el carbacol. Porcentaje de la relajación máxima: porcentaje 

de la disminución máxima de la tensión con respecto a la tensión máxima inducida 

por fenilefrina (10'5  M). Los valores son expresados como la media ± ES., n=7 

para todos los grupos. * significa que las diferencias entre los valores observados 

antes y después del tratamiento estrogénico son significativas (p<0.05). 
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Figura 31.- Efectos del tratamiento agudo con 17a-estradiol (10-9  M) sobre las 

curvas dosis-respuesta al carbacol de anillos aórticos con endotelio Integro y 

preincubados con indometacina (10 M) provenientes de ratas ovariectomizadas . 

Las respuestas al carbacol fueron obtenidas en el mismo anillo antes (triángulos 

abiertos) y después (triángulos llenos) de la adición de 17a-estradiol a la solución 

de perfusión. Los anillos fueron precontrafdos con fenilefrina (10-5  M). Los datos 

son expresados como el porcentaje de la tensión máxima inducida por la 

fenilefrina y corresponden a la media á: E.S. de los vasos de siete ratas en cada 

grupo. * significa que la relajación en presencia del estradiol es significativamente 

mayor (p<0.05) que en la ausencia de la hormona. 
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DISCUSIÓN 

Los resultados de las tres partes en que se dividió el estudio se discuten por 

separado. 

Parte 

Caracterización de late respuestas vasomotor `+J inducidas por diversos:. 

agonistas. 

La curva dosis respuesta acumulativa a la noradrenalina (agonista de los 

receptores adrenérgicos cf:„ cf;, y fl) de los anillos sin endotelio estaba desplazada 

hacia la izquierda con respecto a la curva correspondiente de los anillos con 

endotelio. La tensión máxima 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 oc„ produjo un desarrollo de tensión 

dependiente de la dosis, similar a aquel producido por la noradrenalina, sin 

embargo, aunque la curva dosis respuesta a la fenilefrina de los anillos sin 

endotelio también estaba desplazada significativamente hacia la izquierda con 

respecto a la da los anillos con endotelio, no se observó una diferencia 

significativa en la tensión máxima. desarrollada por ambos tipos de anillos. 

Be ha demostrado que hay síntesis y liberación espontánea de NO en el 

endotelio (Lues y col., 1984; Godfraind y col., 1985; Martín y col.;1986; Bullock y 

col. 1986) El NO así liberado puede contrarrestar el desarrollo de tensión inducido 

por los vasoconstrictores en los vasos con endotelio intacto y esto desplaza las 

curvas dosis respuesta de los anillos aórticos con endotelio hacia la derecha. La 

mayor tensión máxima desarrollada en respuesta a la noradrenalina, en los anillos 

sin endotelio con respecto a. la que desarrollan tos anillos con endotelio, puede 

explicarse por la.  presencia de receptores adrenérgicos Qc2 .en. el endotelio, cuya 

activación induce la liberación del NO (Cocks J.A. y col., 1983). Esta interpretación 

está acorde con la observación de que con la fenilefrina, agonista selectivo Gici  no 

se observó dicha diferencia. 

El carbacol, produjo en los anillos con endotelio, contraídos con fenilefrina, 

una relajación cuya magnitud y curso temporal fueron dependientes de la dotis y 
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del grado de integridad funcional del endotelio. Se ha reportado que la 

estimulación de los receptores muscarinico.s induce un incremento en la [Cal, en 

las células endoteliales lo que a su vez induce la síntesis de NO (Colden-Stanfiel y 

col., 1987; Hallar/1 y col., 1988; Luckhoff y coi., 1988). En la mayoría de las 

relajaciones inducidas por el carbacol se observan dos fases, una rápida y la otra 

lenta. La primera, podría ser atribuida principalmente al incremento rápido en la 

[Cal, producida por la liberación de Ca» desde depósitos intracelulares, y la 

segunda, que se observa en aquellas preparaciones en las cuales el endotelio 

tiene una mayor integridad funcional (aparente por una relajación más completa), 

podría atribuirse al incremento de la [Cal;  producida por el influjo de Ca' a través 

de la membrana plasmática. 

El ATP también produjo, en los anillos con endotelio contraídos con 

fenilefrina, una relajación que dependía de la dosis y de la integridad del 

endotelio. Esta relajación tenla una sola fase de desarrollo rápido. En los anillos 

sin endotelio, el ATP, también, produjo una pequeña relajación (30% 

aproximadamente de la tensión máxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina). 

Esta relajación, independiente del endotelio, ha sido atribuida a la acción directa 

sobre el músculo liso de los metabolitos del ATP tales corno el AMP y la 

adenosina (De Mey y col., 1980; 1981), 

La histamina produjo, en los anillos con endotelio precontraldos con 

fenilefrina, una relajación transitoria que nunca alcanzó el 100 % de la tensión 

máxima desarrollada en respuesta a la fenilefrina. Esta relajación transitoria 

podría ser explicada suponiendo que la estimulación de los receptores 

histaminérgicos induce fundamentalmente la liberación de Ce" desde depósitos 

intracelulares, y que esto ocasiona únicamente un incremento transitorio de la 

(Cali activando sólo transitoriamente la síntesis de NO. 

El nitroprusiato produjo una relajación que dependia de, la dosis pero no de 

la presencia del endotelio. Los nitrovasodilatadores inducen incrementos en el 

GMPc en el músculo liso (Schultz y col.,.1977; Katsuki y col., 1977) al activar a la 

guanilato ciclasa (Murad F., y col., 1978; Kukovetz y col., 1979). La vía precisa por 
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la cual los nitrovasodilatadores activan esta enzima ha sido sujeta a mucho 

debate. Se ha demostrado que las concentraciones de los nitrovasodilatadores 

que producen una estimulación equivalente al 150°/0 de la estimulación máxima de 

la guanilato ciclasa, inducen una liberación uniforme de NO (Feelisch y col., 1987). 

Se ha reportado que estos compuestos actúan después de su conversión a óxido 

nítrico (Feelisch 	1991). La reacción del NO con el ión terroso., del grupo 

prostético hemo de la guanilato ciclasa de las CélUlaS-illUSCUlareS lisas vasculares 

activa a la enzima y consecuentemente incrementa la concentración de GMF>c,, 

conduciendo a la relajación vascular (Waldmari y col., 1988) 

La hemoglobina inhibió todas las respuestas dependientes del endotelio 

atribuibles a la liberación (tanto espontánea, como inducida por agonistas) del NO. 

La hemoglobina es un potente inactivador del NO, éste reacciona con la 

oxíhemoglobina para producir metahemoglobina y nitrato inorgánico de acuerdo a 

la siguiente reacción: 

HbO, + NO metHb NO-3 (Bloughy cal., 1985). Esta reacción del NO con la 

Hb02  para producir metHb ha sido usada corno una prueba espectrofotométrica 

para medir la liberación de NO (Kelm y col., 1988). 

El azul de metileno también inhibió las respuestas dependientes del 

endotelio; sin embargo, a diferencia de la Hb, sus efectos no fueron reversibles. El. 

efecto inhibidor del azul de .metileho sobre las respuestas dependientes del 

endotelio se atribuyó 'inicialmente a su efecto inhibid& de la guanilatociclasa 

(Gruetter y col., • 1981; Holzmann, 1982; Ignarro y col., .1984; Furchgott y col., 

1984b; Martin y col., 1985). Sin embargo, reportes 'posteriores mostraron que, el 

azul de metileno impide la conversión de la L-arginina a citrulina: y NO al inhibir 

direCtamente la sintasa del NO (Shimizu 	y col.; 1993). 

En trabajos previos se ha descrito que la activación de los receptores 
2 

adrenérgicos y de los receptores 5-HT2  (Cocks y col., 1983) de las células 

endoteliales induce la liberación del NO, esto explidaria los efectos de la Hb y el 

azul de metileno sobre las curvas dosis respuesta a la NA y la 57,HT 

(desplazamiento hacia la izquierda y el incremento en la tensión Máxima 
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desarrollada), en los anillos aórticos con endotelio integro, de tal manera que las 

respuestas en presencia de Hb o azul de rnetileno se asemejan a las de las 

preparaciones donde ha sido eliminado el endotelio 

En conclusión, los resultados de esta primera parte del estudio están 

acordes con los resultados reportados en la literatura y dieron la certeza de que el 

dispositivo y las condiciones experimentales utilizadas son adecuadas para el tipo 

de investigación que se llevó a cabo. 

Parte II 

Análisis experimental del papel del Ca2+  en las respuestas vasomotoras 

dependientes del endotelio. 

La disminución gradual de la concentración de Ca" en el medio extracelular 

produjo una disociación, también gradual, de la contractura, inducida por la 

fenilefrina en dos componentes. En un medio "nominalmente" sin Ca" sólo se 

observó un desarrollo pequeño y transitorio de tensión en respuesta a la 

fenilefrina. Estos resultados sugieren las contracturas inducidas por la fenilefrina 

dependen de manera muy importante, de la presencia del Ca" extracelular. Los 

resultados también sugieren que el componente inicial transitorio, de la respuesta 

contráctil inducida por la fenilefrina es debido a la liberación de Ca" desde 

depósitos intracelulares, mientras que el segundo componente, que determina la 

magnitud máxima y la fase estable de esta contractura, se debe a Ca2+  que 

proviene del medio externo. 

En presencia de Co24  (3 mM) o de Ni24.  (3 ó 5 mM), los anillos aórticos con o 

sin endotelio, sólo respondieron a la fenilefrina con un desarrollo de tensión 

pequeño y transitorio, muy similar a aquel observado en una solución sin Cab. 

Además, cuando uno de estos bloqueadores era aplicado durante la contractura 

inducida por la fenilefrina se observaba una relajación lenta hasta alcanzar la 

tensión basal. Esto apoya la hipótesis de que el influjo transmembranal de Cal.«  a 

través de canales permeables al Ca2' participa de manera muy importante en el 

desarrollo y mantenimiento de la tensión en estas contracturas. A concentraciones 

de Ni2' de 180 y 360 pM, no se observó efecto alguno sobre el desarrollo de 
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tensión inducido por la fenilefrina. Esta observación permite descartar que los 

canales de Ca24  tipo T jueguen un papel importante en las contracturas inducidas 

por la fenilefrina, ya que a estas concentraciones el Ni24  bloquea únicamente este 

tipo de canales. 

En los anillos con y sin endotelio preincubados con la neomicina, la tensión 

máxima inducida por la fenilefrina fue, aproximadamente 20 % menor que la 

observada en ausencia de neomicina. Cuando la neomicina fue aplicada durante 

la contractura inducida por la fenilefrina se observó una disminución de la tensión, 

equivalente a aproximadamente el 70 % de la tensión máxima. Cuando, en un 

medio sin Cae", se aplicó la fenilefrina en presencia de la neomicina, se observaba 

una inhibición importante del desarrollo de tensión transitorio inducido por este 

agonista. 

Reportes previos han demostrado que la neomicina, no obstante su carácter 

altamente polar, es capaz de inhibir a la PLC, e impedir la formación de IP3, en 

diferentes tipos de preparaciones con la membrana plasmática intacta lo que a su 

vez impide indirectamente la liberación de Cal"• inducida por el IP3  (Balda y col., 

1991; Suyama y col., 1994; Hamada y col., 1993). De acuerdo a estos 

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

liberación de Cal" inducida por lP3 participa en el desarrollo de tensión inducido 

por la fenilefrina. 

Estudios previos en células de músculo liso vascular han mostrado que la 

fenilefrina estimula la generación de 1P3 (Morgan y col., 1985) y que al parecer, la 

formación de IP3  es lo suficientemente rápida para que éste pudiera ser el 

responsable de la liberación de Ca2+  que inicia el desarrollo de tensión en este 

tejido. Es importante señalar que la formación de IP3 es transitoria y que ésta 

regresa a sus niveles basales, mientras se alcanza la fase tónica del desarrollo de 

lensión (Margen y col, 1985). Este dato apoya la idea de. que el IP3 está 

involucrado fundaMentalmente en la fase inicial de la respuesta centráctil, Esto 

está de acuerdo con la naturaleza transitoria del cambio de la [Cali'  . observado 

durante la estimulación del músculo liso con fenilefrina (Morgan y col., 1985). Por 
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otro lado, cabe mencionar que Langlands y col, (1990), reportaron que en la aorta 

de la rata, la fenilefrina (10 nM), inducía una marcada contracción (casi 50 % de la 

máxima) en una solución con calcio normal sin ningún cambio detectable en el 

contenido de IP,, sugiriendo que la contracción podía ocurrir por un mecanismo 

independiente del IP3.  Estos mismos autores ya habían reportado que la inhibición 

de la generación de IP3  en el músculo traqueal de cobayo no alteraba 

significativamente la respuesta contráctil (Langlands y col., 1989), sugiriendo que 

la formación de IP3  podía no ser el único mecanismo involucrado en determinar la 

magnitud de la contracción. 

La aplicación de procaína antes de la exposición a la fenilefrina no modificó 

significativamente el desarrollo de tensión inducido por dicho agonista tanto en los 

anillos con endotelio como aquellos sin endotelio, Sin embargo, cuando la 

procalna fue aplicada durante la contractura inducida por la fenilefrina, en la 

mayoría de los experimentos (7 de 10) produjo una relajación lenta, cuya 

magnitud fue equivalente a aproximadamente un 30 % de la tensión máxima 

desarrollada, Esta relajación no fue sostenida, es decir, revertía al cabo de varios 

minutos (5 - 10). Estos resultados sugieren que la liberación de Ca2+  inducida por 

Cal' no es indispensable en el desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina. Sin 

embargo, este mecanismo de liberación de Ca24  participa, al parecer en el 

mantenimiento de la tensión. 

Al parecer, la fase inicial transitoria de las contracturas inducidas por la 

fenilefrina se origina fundamentalmente por la liberación de Ca2+  desde depósitos 

intracelulares y, en dicho proceso participan probablemente por igual la liberación 

de Ca24  inducida por IP3  y la liberación de ,Ca2+  inducida por Cal". Esta 

interpretación se apoya en los resultados observados con la adición simultánea de 

la neomicina y de la procalna la cual abolió, en los anillos con o sin endoteliol  la 

respuesta contráctil transitoria inducida por la fenilefrina en un medio sin Ca2+' 

En conclusión los resultados de esta fase de la segunda parte del estudio 

muestran que las contracturas inducidas por la fenilefrina están constituidas por 

dos componentes, uno inicial transitorio, seguido de un componente tónico que, 
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en presencia de Ca24 , persiste mientras esté presente el agonista. El componente 

transitorio se origina por la liberación de Ca24-  desde depósitos intracelulares y el 

tónico, por el influjo transmembranal de Ca24.  a través de canales permeables a 

este ion. El componente atribuido a la liberación de Ca24.  a su vez, está constituido 

por la liberación de Ca2+  inducida por 1P3  y la liberación de Caz .̀  inducida por Ca24'. 

Los presentes resultados sugieren además, que aunque es probable que en 

un medio sin Caz{  la liberación de Caal  intracelular sea la responsable de generar 

la contracción en el músculo liso vascular, en presencia de Ca24  extracelular, el 

influjo de Cal+  podría ser más importante que la liberación intracelular de Ca2+  (ya 

sea inducida por 1P3  o inducida por Ca24), en mantener y regular la magnitud de la 

respuesta contráctil. 

En general las interpretaciones de los resultados de esta fase del estudio 

concuerdan con los resultados obtenidos por diversos investigadores con diversos 

métodos incluyendo el uso de indicadores fluorescentes para medir los cambios 

en la (Caz');  producidos por diversos agonistas en el músculo liso. vascular. 

Los resultados de los experimentos en los qué se redujo gradualmente la 

concentración de Ca2+  en la solución relajante confirmaron las observaciones de 

otros investigadores (Furchgott y col., 1980; Peach .y col., 1987) quienes ya 

hablan reportado que las relajaciones indueidas por el carbacel dependen de la 

presencia de Ca2+  en el medio extracelular. De estas observaciones se originó la 

hipótesis de que el influjo transmembranal de Ca2*  juega un papel importante . en 

la sintesis y liberación del NO. Está hipótesis a su vez, dio lugar a la búsqueda 'de 

evidencias experimentales de la existencia de canales permeables al Ca2* en la 

membrana de las células endoteliales. 

En el presente estudio se utilizaron como herramientas. para analizar la 

posible participación del influjo transmembranal de Ca2 ' a través de canales en el 

incremento de la (Ca2+1, indispensable para activar la isoforma endotelial de la 

sintasa del NO, dos bloqueadores inorgánicos de canales de Ca2÷, el Co24  y el 

Ni2+  (1-lagiwara y col., 1967; Kohlhardt y col., 1973). 
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Como ya se discutió al analizar los resultados de la primera parte de este 

estudio, la fase sostenida del desarrollo de tensión inducido por la fenilefrina es 

causada fundamentalmente por el influjo de Cal" a través de canales que son 

bloqueados por estos mismos cationes, los cuales consecuentemente inducen 

una relajación do la contractura provocada por dicho agonista. Por lo tanto, 

independientemente de su posible efecto sobre el endotelio, estos cationes 

previenen, por una parte, la fase tónica del desarrollo de tensión inducido por la 

fertilefrina y, por la otra, cuando se aplican durante dicha fase inducen una 

relajación. Estos efectos directos sobre el músculo liso vascular limitan el uso de 

estos cationes y complican la interpretación de sus efectos. 

La observación de que la adición de Co2+  a la solución de Tyrode produjo un 

ligero incremento en la tensión basal de los anillos con endotelio sugiere que, tal y 

como ha sido propuesto en otros estudios (Lues y col., 1984; Godfraind y col., 

1985; Martin y col., 1986; Bullock y col., 1986), hay una liberación basa! del NO, y 

que ésta se debe a un influjo de Ca21  a través de canales que pueden ser 

bloqueados por el Go2#. 

El desarrollo de tensión que se observó cuando se aplicó el Co2+  durante la 

relajación máxima inducida por el carbacol o por la histamina puede ser explicado 

proponiendo que esta relajación requiere del influjo transmembranal sostenido de 

Ca2+  y que éste se realiza a través de canales que pueden ser bloqueados por el 

Co2+. El carácter transitorio del desarropo de tensión se explicarla por el efecto 

relajante directo del Co2+  sobre el músculo liso. Esta interpretación implicaría que 

la fase sostenida de la relajación inducida por el ATP no requiere del influjo de 

Ca2+  ya que durante esta relajación la adición de Co2+  no tuvo efectos 

significativos. 

El desarrollo transitorio de tensión inducido, en los anillos con endotelio, por 

la adición de Co2+  durante la relajación inducida por el nitroprusiato de sodio 

podría ser explicado por el posible efecto del Co2+  sobre la liberación basa! del NO 

por el endotelio. 
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La interpretación precedente de los efectos observados durante la 

exposición de los anillos con endotelio al Col   se basa en la suposición de que los 

efectos del Col' fueron causados por su acción bloqueadora de canales 

permeables al Ca2 '. De acuerdo con dicha suposición, el Ni2' (a concentración 

milimolar) debería produbir efectos muy similares a los observados con el Co2' 

puesto que se ha demostrado que este catión bloquea el influjo transrnembranal 

de Ca2f  en muy diversas preparaciones endoteliaies (Jacob, 1990; Graier y col., 

1995; Buchan y col., 1991; Alvarez y col., 1992; Rusko y col., 1992; Hallan, y col., 

1988; 1990; Rotrosen y col., 1988; Colden-Stanfield y col., 1987; ). Sin embargo, 

tal predicción no se cumplió ya que, en presencia de Ni2÷, no se modificaron 

significativamente las relajaciones inducidas (en anillos con endotelío) por el 

carbacol, la histamina, el ATP o el nitroprusiato de sodio. Esta discrepancia 

sugiere que los efectos observados durante la exposición al Col' pudieran no 

estar relacionados con el bloqueo de canales permeables al Ca24 . A este respecto 

cabe mencionar que se ha reportado qué el Col'', mas no el Ni2*, incrementa 

marcadamente la degradación oxidativa del heme (Maines, 1975). Por otra parte, 

el efecto relajante del NO esta mediado por el incremento en el GMPc producido 

por la activación de la guanilato ciclasa inducida por la Unión del NO al grupo 

heme de dicha enzima. Es, por lo tanto, factible que la inhibición, que se observó 

con el Col", de las relajaciones inducidas por el carbacol, la histamina, o el 

nitroprusiato de sodio (en anillos con endotelio) pudiera estar relaciOnada con una 

inhibición de la guanilato ciclasa. 

Aunque en presencia de Ni2t  no se óblerváron efectos significativos sobre 

las relajaciones inducidas por los diferenteá agentes vásodilatadores, la 

exposición al Ni2+  deprimió marcadamente el efecto relajante del carbacol y de la 

histamina (y muy ligeramente la relajación inducida por el ATP) cuando dicho 

efecto relajante se eXploró después de retirar el Ni' y lavar lat preparaciones can 

solución de Tyrode. Esta acción inhibitoria residual fUe también obServada 

después de la expósidión al Cc?' y en el caso de ambes cationes, sóló revirtió 

parcialmente después de varias horas de. haber suspendido la exposición a los 
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mismos. En contraste con esta acción inhibitoria residual y persistente del Col" y 

del Ni2+  sobre las respuestas relajantes dependientes del endotelio, los efectos de 

estos cationes sobre la contractura inducida por la fenilefrina fueron siempre 

rápidamente revertidos, tanto en los anillos con endotelio corno en aquellos sin 

endotelio. Esta observación permite descartar un lavado inadecuado o un la 

eventual precipitación de dichos cationes corno causantes de la inhibición 

residual. En la revisión de la literatura sobre los efectos del Col}  y del Ni2+  no se 

encontró mención alguna en relación a efectos inhibitorios residuales prolongados 

de estos cationes, por lo que no es posible proponer una explicación plausible de 

este efecto. 

Recientemente se describió que la depleción de los depósitos intracelulares 

de calcio activa los canales permeables al Cal'.  en la membrana plasmática 

(Gericke y col., 1993; Vaca y col., 1994; Graier y col., 1994). Existen varias 

hipótesis que podrían explicar los mecanismos que regulan el influjo de Caz*  

dependiente del grado de llenado de los depósitos intracelulares. 

El modelo "capacitativo" de entrada de Cal" mediada por receptor. (Putney y 

col, 1986) proponía el control de la elevación bifásica en la [Ca211  en las 

plaquetas, por un sólo mensajero intracelular, el 1P3. En este modelo la unión del 

agonista al receptor iniciaba la producción de 1P3, el cual liberaba Ca2+  desde 

depósitos intracelulares. El vaciamiento de los .depósitos activaba la entrada de 

Ca2+  En el modelo original de Putney, el Ca2+  entraba a la célula a una zona 

restringida entre el depósito sensible al 1P3  y la membrana plasrnática, y entonces 

era bombeado por una ATPasa de Cae;  hacia la luz del depósito. El Ca2* podía 

entrar Onicamente al citosol después de un estimulo continuo de descarga. Datos 

más recientes en células lagrimales (Kwan y col., 1990), células pancreáticas 

(Mualletn y col., 1990) y células parotideas (Mertz y col., 1990) sugieren que la 

descarga de los depósitos intracelulares inducida por agonistas, promueve la 

entrada de Ce' extracelular directamente al citosol con el subsecuente secuestro 

hacia los depósitos sensibles a 1P3. 
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La tapsigargina (TG), la 2-di-(t-butil)-1,á-benzohidroquinona (tBuBHQ), 

inhibidores de la captura de Ca2+  hacia el retículo endoplásmico, por inhibición de 

la ATPasa (Jackson y col., 1988, Kass, y col., 1989), se han utilizado para inducir 

la depleción de los depósitos, y promover así el influjo de Caz*  en diferentes tipos 

celulares (Takemura y col,, 1989, Verme y col., 1990, Middleton y col., 1990, Ely y 

col., 1991), y de esta manera analizar las rutas por las cuales entra el Ca2f  y los 

subsecuentes mecanismos que operan para restaurar la permeabilidad Ca 
2+ 

de 

la membrana plasmática a su nivel basa'. 

lrvine (1990) propuso un modelo, en el cual las proteínas que funcionan 

como receptores para el IP3  y para su producto fosforilado, el IP4, funcionarían 

como el punto de unión en el espacio comprendido entre los depósitos 

intracelulares y la membrana plasmática. Estos dos receptores en las células no 

excitables, podrían parecerse a los receptores a la ryanodina y a las 

dihidropiridinas, a los cuales se les ha atribuido ser los responsables de la 

liberación de Cal*  desde el retículo sarcoplásmico en el acoplamiento excitación 

contracción en el músculo esquelético. Este autor sugiere que, el 1E33, el IP4, y el 

vaciamiento de los depósitos intracelulares juntos, promueven la disociación de 

las dos protelnas, induciendo el influjo de Ca7'% Este modelo podría explicar el 

aparente acoplamiento rápido entre la liberación de Ca2+  y la segunda fase del 

incremento en la [Ca2+1 atribuida al influjo de Cal}  observada en las plaquetas 

estimuladas con ADP (Sage y col,, 1990). Sin embargo, aún no hay evidencia 

experimental que apoye directamente esta hipótesis en las plaquetas o en otro 

tipo de células. 

Por otro lado, se ha sugerido, recientemente, que el Ca2+  libre citosólico,y el 

almacenado pueden controlar antagonisticarnente la fosforilación de protelnas 

especificas plaquetarias, las cuales pueden regular la permeabilidad de la 

membrana plasmática al Ca2+  (Vostal y. col., 1991). Sé ha propuesto que la 

elevación de la ICa2lb  activa. a una tirosín-cinasa, conduciendo al incremento en 

la entrada de Ca2+  y que el. llenado de los depósitos intracelulares de Caz*, inhibe 

a la cinasa, lo que produce una reducción en la permeabilidad de la membrana 



plasmática al Ca2+. Tal sistema podría participar en la regulación de la entrada de 

Ca2f  por el vaciamiento de los depósitos intracelulares, aunque no ha sido 

probada la contribución de tal mecanismo para eventos inducidos por agonistas. 

En contraste, el grupo de García-Sancho, sugiere que el punto de unión 

entre la depleción de Ca2+  de los depósitos intracelulares y el incremento en la 

permeabilidad de la membrana plasmática al Ca2+  puede ser la citocromo P-450, o 

algún metabolito de ella (Alvarez y col., 1991, Montero y col., 1991, Alonso y col., 

1991). Estos investigadores propusieron que el incremento en los niveles de Cal* 

dentro de los depósitos intracelulares inhibe a la citocramo P-450, a través de un 

mecanismo dependiente de la calmodulina. La desinhibición de la citocromo P-450 

podría ocurrir cuando disminuye la concentración de Ca2+  dentro de los depósitos 

debido a la estimulación por agonistas. La citocromo P-450 activada, o uno de sus 

metabolitos, incrementaría entonces la permeabilidad de la membrana plasmática 

al Ca2+. Como el Ca2t  vuelve a entrar a los depósitos, la calmodulina podría fijar 

Ca2+  una vez más, inhibiendo á la citocromo P-450, y consecuentemente, 

regresaría a sus niveles basales la permeabilidad de la membrana al Ca2t,. 

Se ha demostrado que la mono oxígenasa P-450 (MO P450) microsomal 

produce algunos ácidos epoxieicosatrienoicos, entre los cuales se encuentra el 

ácido 5,6-EET, metabolito del ácido araquidónico en una vía dependiente de la 

NADPH (Fritzpatrik y col., 1989). Graier y col.,(1995) encontraron que el 5,6-EET 

incrementa la [Ca21 a una magnitud similar a aquella inducida por la bradicinina o 

por la TG. Estos autores propusieron el siguiente modelo para explicar el influjo de 

Ca2+  activado por la depleción de los depósitos intracelulares: la depleción de los 

depósitos intracelulares de Cal* por agonistas tales como la bradicínina, vía 

mecanismos dependientes de IP3, produce la activación de la MO P450, esta 

enzima utiliza ácido araquidónico, el cual es liberado por el Cali.  y/o por la 

fosfolipasa A2 (activada por una proteína G) y a partir de éste sintetiza ácidos 

epoxieicosatrienoicos. Uno de estos metabolitos, el 5,6-EET, o un metabolito del 

5,6-EET podría abrir directamente o vía un paso intermediario, canales 

permeables al Cal*  y quizá también canales de K4  
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Los resultados del presente estudio, en concordancia con los antecedentes 

descritos también sugieren que en las relajaciones inducidas por el carbacol, la 

histamina, o el ATP, el influjo de Ca24  no es el responsable directo del incremento 

en la [Ca241, que conduce a la síntesis/liberación del NO, y consecuentemente a la 

relajación, y que el papel del influjo transmembranal de Cae}  es el de llenar los 

depósitos intracelulares que fueron "vaciados" por la estimulación con los 

agonistas, El incremento de la [Ca2+1 que induce la síntesis de NO proviene 

fundamentalmente de la liberación de Ca24  desde depósitos intracelulares. Esta 

propuesta se basa en la ausencia de efectos inmediatos del Ni24  (sobre las 

relajaciones inducidas por el carbacol, la histamina, y el ATP. 

Por otro lado, ni el Ni2+  ni el Col" tuvieron efecto significativos sobre las 

relajaciones inducidas por el ATP. El Co2+  produjo solamente un pequeño 

desarrollo transitorio de tensión cuando fue aplicado durante la relajación inducida 

por el ATP, y las preparaciones que hablan sido expuestas a este iónpresentaban 

una relajación más lenta en respuesta al ATP. Estas observaciones sugieren que 

los mecanismos responsables de la relajación inducida por el ATP son diferentes 

a aquellos involucrados en las relajaciones inducidas por el carbacol o por la 

histamina. 

Con cualquiera de los esquemas de aplicación utilizados la procaina inhibió 

completamente las relajaciones inducidas por el carbacol. Tales efectos fueron 

rápidamente reversibles después de retirar dicho fármaco. Este efecto podría ser 

explicado por la suposición de que la procaina actúa como un antagonista de los 

receptores muscarinicos. Sin embargo, tal acción de la procalna es poco 

probable, puesto que se ha demostrado (Cuevas, 1994 que la procaina en células 

ganglionares parasimpáticas bloquea los receptores nicotínicos a la acetilcolina 

pero no los receptores muscarinicos. 

En las células endoteliales se han descrito tanto depósitos de Ca24  liberable 

sensibles al IP3  como depósitos sensibles a la cafeína. En contraste con los 

depósitos sensibles al IP3  que han sido ampliamente estudiados, la liberación de 

Ca2+  inducida por Ca24  (es decir, desde depósitos sensibles a la cafeína) ha sido 
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muy poco analizada. Además, los reportes acerca de su existencia e importancia 

en el endotelio vascular son controversiales. Schilling y col, (1992) reportaron que 

la cafeína no producía incrementos en la [Cali  y Chu y col., (1990) no 

encontraron sitio alguno de unión a la ryanodina en membranas endoteliales. 

Buchan y col., (1991) encontraron que la cafeína incrementaba levemente la 

[Ca21i  en células endoteliales cultivadas 

Recientemente fue demostrada la presencia del receptor a la ryanodina en el 

endotelio vascular y el endotelio endocárdico (Lesh y col, 1993). Se ha 

demostrado que la ryanodina se fija a los canales de liberación de Ca2+  del 

retículo sarcoplásmico (Pessa y col, 1985, Fleischer S., y col., 1985) y altera las 

propiedades de dicho canal. A bajas concentraciones, la ryanodina conserva los 

canales de liberación de Ca2+  en un estado abierto (Fleischer y cal., 1985, 

Meissner 1986, Lattanzio 1987, Rardon 1989) causando la liberación del Ca2* 

(Hansford y col., 1987). R.C. Ziegeistein y col (1994), demostraron la presencia 

de depósitos de Ca2+  funcionales sensibles a la ryanodina en las células 

endoteliales. Al parecer, estos depósitos, al igual que aquellos sensibles al IP3, 

están involucrados en la regulación de los compartimientos de Ca2+  sensibles a 

agonistas. 

Por otro lado, se reportó que, en células endoteliales, la cafeína produce una 

hiperpolarización causada por una corriente de K4  activada por un incremento en 

la [Ca2+1, y que la ryanodina prevenía dicha hiperpolarización, indicando que el 

incremento en la [Ca2+1 endotelial es debido a un mecanismo de liberación de 

Ca2+  inducida por Ca2+, (Chen y col., 1992, Adams y col. 1993). 

Graier y col., (1994), encontraron en células endoteliales coronarias de 

cerdo, que después de un pretratamlento breve con iyanodina, la cafeína ya no 

producía un incremento en la ECa2+1, Esto sugería que la cafeína realmente actúa 

vía un mecanismo de liberación de Ca2+  inducida por Cal+  en las células 

endoteliales. 

Los resultados del presente estudio sugieren que en las relajaciones 

inducidas por el carbacol, el componente atribuido a la liberación de Ca2f, esta 

114 



constituido fundamentalmente por liberación de Ca2+  inducida por Ca24, ya que la 

procaína (bloqueador de este mecanismo de a liberación de Ca2+) inhibió 

completamente dichas relajaciones. En las relajaciones inducidas por la histamina, 

este mecanismo de liberación de Ca2+  participa al parecer de manera parcial, ya 

que la procaina inhibió tales relajaciones sólo en un 40 % aproximadamente. por 

otra parte, en las relajaciones inducidas por el ATP la liberación de Ca2+  inducida 

por Ca2+  no parece jugar un papel importante. 

Aunque se ha demostrado que precediendo al componente inicial del 

incremento en la [Ca21;  inducido por diversos agonistas que inducen la síntesis 

del NO, hay un aumento en la concentración de IP3, la neomicina (inhibidor 

indirecto de la liberación de Cal+  inducida por 11)3) no tuvo efecto alguno sobre las 

relajaciones inducidas por el carbacol, la histamina o el ATP. Podría pensarse que 

esta ausencia de efectos de la neomicina es debida a que ésta, por su carácter 

policatiónico, no puede atravesar la membrana plasmática y que por ello no puede 

inhibir la formación de IP3 por la PLC. Sin embargo, se ha demostrado que la 

neomicina inhibe a la PLC en preparaciones con la membrana plasmática intacta, 

(Balda y col., 1991; Suyama y col., 1994; Hamada y col., 1993), Además, en el 

presente estudio, la neomicina produjo una inhibición importante de la tensión 

inducida por la fenilefrina en los anillos aórticos. 

Por lo tanto, la ausencia de efectos de la neomicina sugiere que aunque la 

liberación de Cal' inducida por 1P3  participa normalmente en las relajaciones 

inducidas por el carbacol, la histamina o el ATP, cuando este mecanismo está 

inhibido o ausente, tanto el influjo transmembranal de Ca2+  como la liberación de 

Ca2+  inducida por Ca2+  pueden compensar eficientemente dicha ausencia, de tal 

manera que no se altera el incremento en la [Ca2li  que induce la síntesis de NO. 

En conclusión, los resultados de esta parte del estudio sugieren que el 

incremento en la [Ca24Ji  inducido por el carbacol, la histamina o el ATP, se origina 

por la liberación de Ca2+  inducida por Ca2+, y por liberación de Ca2+  inducida por 

IP3  y que el influjo de Ca2+  a través de la membrana plasmática es indispensable 

para volver a llenar los depósitos después de que el Ca2+  ha sido liberado. Los 
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resultados sugieren, también, que en la relajación inducida por el carbacol 

predomina la liberación de Ca2+  inducida por Ca2+., 



Parte Ill 

Análisis de la participación de factores hormonales en la modulación del 

tono vascular dependiente del endotelio. 

Una de las estrategias extensivamente usada, para dilucidar los mecanismos 

responsables del efecto protector de los estrágenos 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 estudios son controversiales, lo que puede ser explicado 

parcialmente por diferencias en los modelos experimentales utilizados. Estas 

incluyen el uso de diferentes especies y de diferentes vasos, la evaluación de 

diferentes agentes vasoactivos, diferencias en el método de medición de las 

respuestas vasculares "in vitro" y diferencias en los esquemas del tratamiento 

estrogénico. En el presente estudio se analizaron los efectos de los estrógenos 

sobre la respuesta de la aorta de la rata al vasoconstrictor-fenilefrina y al 

vasodilatador -carbacol. Se seleccionó la fenilefrina, un agonista selectivo de los 

receptores adrenérgicos oci  considerando que éste activa al músculo liso vascular 

sin inducir simultáneamente la liberación, mediada por receptor, de substancias 

vasoactivas del endotelio. Esta suposición está basada en la ausencia presuntiva 

de receptores adrenérgicos eti en esta estructura (Cocks, y col., 1983). Se 

seleccionó el carbacol debido a que este fármaco induce consistentemente, 

relajaciones dependientes del endotelio -  mediadas por el NO, en la aorta aislada 

de la rata y carece de efectos, en los vasos sin endotelio funcional (Furchgott, y 

col., 1980). Además, no hay evidencias de la liberación de rnetabolitos del ácido 

araquidónico inducida por el carbacol. Con respecto a la medición "in vitro" de las 

respuestas vasculares, el método utilizado en este estudio difiere de aquellos 

usados por otros autores. Los vasos fueron perfundidos continuamente en una 

pequeña cámara de perfusión en la cual fueron montados dos anillos (con y sin 

endotelio) provenientes de la misma aorta. Este sistema tenla las siguientes 

ventajas: 1.- La solución de perfusión, era renovada continuamente lo que 

permitía el lavado continuo de las preparaciones, impidiendo la acumulación de 
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productos del metabolismo de éstas o los productos de degradación de los 

fármacos aplicados 2.- El pequeño volumen de la cámara de perfusión (1 mi) 

permitía el recambio rápido de las soluciones. 3.- El hecho de que dos 

preparaciones (con y sin endotelio) provenientes del mismo animal, estuvieran en 

la misma cámara de perfusión permitía someter a las mismas condiciones 

experimentales, lo que permitía identificar las respuestas dependientes del 

endotelio. En cuanto al tratamiento estrogénico, se utilizaron dos esquemas: 

tratamiento crónico in vivo y tratamiento agudo in vitro. El tratamiento crónico 

consistió en la administración subcutánea de una sola dosis de 17-estearato de 

estradiol 	De acuerdo a Vdzquez-Alcántara y col. (1985, 1989), este 

procedimiento asegura una actividad estrogénica prolongada evidenciada por la 

citología vaginal, la acción uterotrófica, la inhibición de las gonadotrofinas séricas 

y los niveles séricos de 179,-estradiol. La exposición aguda a los estrógenos se 

realizó por la adición de 17C5-estradiol a las soluciones de perfusión. 

Los anillos con endotelio provenientes de las ratas tratadas con estrógenos, 

desarrollaron menor tensión en respuesta a la fenilefrina que los anillos 

correspondientes, provenientes de ratas ovariectomizadas. Esta diferencia fue 

incrementada marcadamente en presencia de indometacína, y no se observó 

después de la adición de L-NAME a las soluciones de perfusión. Por otro lado, no 

se observaron diferencias entre las respuestas contráctiles a la fenilefrina de los 

anillos sin endotelio funcional, provenientes de ratas tratadas o no tratadas. La 

indometacina no modificó la contracción inducida por la fenilefrina de anillos sin 

endotelio en ninguno de los grupos. Tomados en conjunto, estos resultados 

sugieren que el tratamiento estrogénico crónico de las ratas ovariectomizadas 

incrementa en el endotelio de la aorta, la síntesis y la liberación basal tanto de 

óxido nitrico (NO) como dé un metabolito vasoconstrictor del ácido araquidónico 

dependiente de la ciclooxigenasa. 

La suposición de que los estrógenos incrementan la liberación basal de NO 

está de acuerdo con los resultados de Hayashi y col., (1992) quienes encontraron 

que la liberación basal (pero dependiente del tono) de NO es mayor en anillos 
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aórticos con endotelio intacto provenientes de conejas que en aquellos 

provenientes ya sea de animales ovariectomizados o de machos. Los resultados 

también están de acuerdo con el reporte reciente de Weiner y col., (1994), 

quienes demostraron que el tratamiento con estradiol (y el embarazo) incrementa 

tanto la actividad de la sintasa del NO dependiente de calcio, en la arteria uterina 

y en diferentes órganos del cobayo, corno la cantidad de mRNA de la sintasa 

constitutiva (tanto endotelial como neuronal)del óxido nítrico, en el músculo 

esquelético. Este último hallazgo, sugiere fuertemente que los estrógenos pueden 

incrementar la liberación basal de NO por inducción de la enzima. Si este fuera el 

caso y puesto que la inducción de la enzima requiere de un tiempo relativamente 

largo, esto podría explicar el hallazgo de que la exposición aguda al 17R-estradiol 

carece de efectos sobre las respuestas contráctiles a. la fenilefrina de los anillos 

aórticos provenientes de ratas ovariectomizadas no tratadas y preincubadas con 

indometacina. 

La propuesta de que el tratamiento crónico con estrógenos también puede 

incrementar la síntesis de prostanoides vasoconstrictores dependientes de la 

ciclooxigenasa concuerda con los hallazgos de Miller, y col. (1990). Estos autores, 

reportaron que las contracciones inducidas por el ácido araquidónico y 

dependientes del endotelio y de la ciclooxigenasa, de anillos aórticos provenientes 

de conejos ovariectomizados tratados con estrógenos, eran mayores que aquellas 

de vasos de animales no tratados. Los autores observaron, además en el mismo 

vaso, un incremento en la sensibilidad a la norepinefrina dependiente de la 

ciclooxigenasa y del endotelio. Basados en estos resultados ellos concluyeron que 

"bajo la influencia de los estrógenos la norepinefrina debe estimular el 

metabolismo del ácido araquidónico en las células endoteliales, lo que a su vez 

mejora la contracción inducida por el agonista adrenérgico en el músculo liso 

vascular". Esta conclusión tomada en conjunto con la evidencia, ya discutida, 

obtenida por Hayashi y col., (1992), podría significar que, tal y como lo sugieren 

los resultados del presente estudio, también en la aorta de conejo los estrógenos 
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incrementan, la síntesis y la liberación tanto de NO corno de un vasoconstrictor 

dependiente de la ciclooxigenasa. 

El tratamiento estrogénico, tanto crónico corno agudo, incrementó 

significativamente la relajación dependiente del endotelio inducida por el carbacol 

en los anillos aárticos precontraidos con fenilefrina. La indometacina no tuvo 

efectos sobre la relajación inducida por el carbacol en los vasos provenientes de 

animales tratados o no tratados. Puesto que está bien documentado, que la 

activación de los receptores muscarinicos endoteliales induce la síntesis y 

liberación de NO (Furchgott, y col., 1980), estos resultados indican que el 

tratamiento estrogénico, incrementa en el endotelio de la aorta de la rata la 

liberación de NO mediada por receptor. Con respecto a los efectos del tratamiento 

estrogénico sobre la liberación de NO mediada por receptor, se ha alcanzado la 

misma conclusión en varios estudios previos,. Gisclard, y col., (1988) reportaron 

que las arterias femorales de conejas tratadas con 1711-estradiol, muestran un 

incremento en la relajación dependiente del endotelio en respuesta a bajas dosis 

de acetilcolina. Weiner y col., (1989, 1991), observaron que las relajaciones 

inducidas por la acetilcolina, y mediadas por el NO, en arterias uterinas y 

carótidas del cobayo se incrementan durante el embarazo. Williams y col., (1990), 

reportaron que las arterias coronarias ateroscleróticas "in situ" de monas 

cynomolgus ovariectomizadas respondían a la infusión intracoronaria de 

acetilcolina con constricción paradójica, y que el tratamiento crónico con 

estrógenos revertía la constricción a una dilatación moderada. Keany y col., 

(1994), observaron que el tratamiento estrogénico crónico de cerdos miniatura 

hipercolesterolémicos ovariectomizados, preservaba la relajación dependiente del 

endotelio de anillos de arteria coronaria, inducida por la bradicinina y la substancia 

P, mientras que, los vasos de animales no tratados presentaban alteración en las 

relajaciones inducidas por estos agonistas. 

Cabe mencionar, sin embargo, que también hay estudios que reportan que el 

tratamiento estrogénico crónico no tiene efectos sobre la liberación de NO 
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mediada por receptor, Millar y Vanhoutte (1990) no observaron diferencias entre 

las relajaciones inducidas por la acetilcolina en aortas provenientes de conejas 

ovariectomizados tratadas con estrógenos como no tratadas. Miller y Vanhoutte 

(1991) reportaron que las relajaciones mediadas por receptor de arterias 

coronarias de perras ovariectomizadas en respuesta a los vasodilatadores 

dependientes del endotelio, acetilcolina, 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 adrenérgico 	el i3HT-920, en los vasos de animales 

tratados con estrógenos. Hayashi y col., (1992) no encontraron diferencias 

significativas en la respuesta a la acetilcolina de anillos aórticos provenientes de 

conejos, de conejas con ovarios intactos, o de conejas ovariectomizadas. 

Una relajación dependiente del endotelio mediada por receptor después del 

tratamiento estrogénico a corto plazo ha sido ya reportada previamente. VVilliarns y 

col., (1992) observaron que las arterias coronarias ateroscleróticas "in sita " de 

monas cynomolgus ovariectomizadas, que respondían con constricción a la 

infusión intracoronaria de acetilcolina, respondían con vasodilatación a este 

agonista después 20 min. de una inyección 1.V. de etinil estradiol. Beis y col. 

(1994) observaron en arterias coronarias de mujeres postmenopáusicas, una 

disminución en el tono vasomotor basal y una atenuación de la respuesta 

vasomotora anormal a la acetilcolina, 15 min. después de la administración 

intravenosa de etinil estradiol. 

El mecanismo por el cual los estrógenos incrementan la liberación de NO 

mediada por receptor no es clara. En la mayoría de los estudios arriba 

mencionados, se observó que la relajación dependiente del endotelio inducida por 

el A23187 en los vasos no era alterada por los estrógenos (Gisclard y col. 1988; 

Miller y Vanhoutte, 1991; Keany y col., 1994). Este ionóforo de calcio estimula la 

síntesis y liberación del NO por un incremento independiente de receptores, 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 estrógenos sobre la relajación 

inducida por el A23187 sugiere que el incremento de la relajación mediada por 

receptor no es mediada por un incremento en la actividad de la sintasa del NO. El 

incremento en la relajación mediada por receptor observada después de la 

exposición durante periodos breves al estradiol tampoco apoya la hipótesis de 

que los estrógenos sobre la liberación de NO mediada por receptor sea causada 

por una inducción de la enzima. Gisclard y col., (1988) y Weiner y col., (1991) 

propusieron una alteración de la actividad de los receptores muscarinicos como 

un posible mecanismo para explicar el incremento en la respuesta relajante a la 

acetilcolina observada después del tratamiento estrogénica. Alternativamente, 

podría estar involucrado el acoplamiento entre el receptor y la activación de la 

enzima. A este respecto, podría ser de interés investigar si el tratamiento 

estrogénico modifica el metabolismo de los fosfoinositoles y la liberación de calcio 

mediada por 1,415-trifosfato de inositol desde depósitos intracelulares en las 

células endoteliales. Recientemente se 'reportó un incremento en la actividad de la 

enzima fosfolipasa C del 415-bifosfato de fosfatidil inositol, después de la adición 

por un periodo breve de tiempo de 1713-estradiol a cultivos de células MCF-7 de 

cáncer de mamario humanos a homogeinados de dichas células. 
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