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INTRODUCCION

Desde que Furchgott (5), (6) descubri6 que la presencia de endotelio es imprescindible para la
acci6n relajante vascular de la acetilcolina, han aparecido mdltiples estudios que demuestran que las
células endoteliales pueden desempedar un papel decisivo en la modulacion de determinados
procesos biologicos, como por ejemplo, el tono vascular (1), (9), (13), (15) y los efectos de distintos
farmacos (1), (14). Es mis, se ha descrito la presencia de receptores alfa; en el endotelio vascular
cuya activacién puede estimular la liberacién de EDRF (3), (4).

Con el objeto de confirmar la presencia de dichos receptores, en ¢l presente trabajo se estudia la
posible modulacién por el endotelio de las contracciones inducidas por distintos agonistas alfa-
adrenérgicos en la aorta de rata.

METODOS

Aorta tordcica de rata

Los experimentos fueron realizados con ratas Sprague-Dawley hembras de 250-350 g de peso, las
cuales se sacrificaron por traumatismo retrocervical y arteriotomia carotidea. Tras el sacrificio se
practicé una toracolaparatomia media con el fin de extraer el segmento de la aorta toracica
descendente, el cual, una vez limpio de tejido conectivo adyacente y convenientemente cortado en
anillos de 4 mm de longitud, cuya cara intima fue frotada en algunas ocasiones con una fina varilla de
madera para eliminar las células endoteliales, se introdujo inmediatamente bajo una tensién de 1,3
gramos en un baiio de 6érganos de 20 ml con solucién de Krebs (composicion mM: NaCl 118.07; KCL,
4; CaCly.2H50, 2.5; MgSO4 TH,0, 1.2; KPO4H3, 1.2; NaCO3H, 25; glucosa, 11) mantenida a 37°C,
y con burbujeo continuo de carbégeno (95% de O y 5% de CO,). Las contracciones se registraron
mediante transductores isométricos CPOL 0-25 g conectados a un equipo semiautomditico Celaster
I0S-1. Después de un periodo de estabilizacion de 1h, con intervalos de lavado de 15 minutos, se
comprobé inicialmente la presencia o ausencia de endotelio observando la relajacién producida por
una dosis acetilcolina (10 pM) sobre la contraccién evocada por noradrenalina (1mM).

A continuaci6n, en algunos experimentos se obtuvieron las curvas concentracién-respuesta de los
agomistas utilizados: noradrenalina (0.1 nM-10 pM), ictoxamina (10 nM-0.1 mM), y BHT-920 (10
nM-0.1 mM) por el procedimiento de dosis acumulativas descrito por Van Rossum (16), haciendo las
adiciones correspondientes después de haber alcanzado contracciones estables con cada dosis. Una
vez registradas dos curvas control similares (con agonista s6lo), dejando siempre recuperar la linea
base inicial entre dos curvas para reducir al m&ximo la posible desensibilizacion de los receptores, se
introdujo en la copa de tejidos una determinada concentracion de azul de metileno 15 minutos antes
de la construcci6n de una nueva curva.

En otros experimentos se provoct la contraccién con una dosis de KCI (60 mM), sin ajustar la
osmolaridad del medio, durante aproximadamente 30 minutos, suficientes para obtener una
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contracci6n estable, y a continuacién se adicionaron a la copa dosis acymulativas de BHT-920 ,
observindose el efecto de cada una de ellas durante 5 minutos.

Expresion y anilisis de resultados

Cada uno de los datos que aparecen en los resultados representa el valor medio+ error estdndar.

El efecto relajante del BHT-920 se expres6 en funcién de la Clsg 6 concentraciéon necesaria para
provocar el 50% de relajaci6n de la contraccion correspondiente.

La relajacién producida por la acetilcolina se expres6 en % de relajacion producida sobre una
contraccién evocada por noradrenalina.

El anilisis estadistico de comparacién entre medias en curvas concentracion-respuesta con y sin
preincubacién de azul de metileno se realizé mediante el test t de Student para datos apar:aclos.
Mientras que para comparar medias entre curvas concentracién-respuesta con y sin presencia de
células endoteliales se realiz6 mediante el test t de student para datos agrupados. Ambos test
consideran que la diferencia es significativa cuando P <0.05.

Féirmacos y reactivos

Los farmacos utilizados fueron los siguientes:

Bitartrato de (-) noradrenalina (Sigma), agonmista alfa; y alfay; clorhidrato de metoxamina
(Gayoso Wellcome S.A.), agonmista alfaj; BHT-920 (Bochringer Ingelheim), agonista alfap;
clorhidrato de acetilcolina (Sigma); azul de metileno (Merck).

Las disoluciones de noradrenalina se prepararon diariamente con agua desionizada a partir de
una disolucién concentrada (0,1 M) conservada a -20°C y con bisulfito sédico al 0,2% para prevenir la
oxidaci6én, pocos minutos antes de ser utilizadas.

Las disoluciones de metoxamina, BHT-920, y acetilcolina, se prepararon también a partir de
disoluciones madre (0.1 M) conservadas a -20°C, pocos minutos antes de ser utilizadas.

Las disoluciones de azul de metileno se prepararon diariamente con disoluciones stock (0.01 M)
con agua desionizada y conservadas a -20°C.

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

RESULTADOS

1) Curvas concentracién-respuesta.
Sin endotelio

La noradrenalina y metoxamina se¢ comportaron como agonistas totales en la aorta de rata,
produciendo contracciones dosis-dependientes de su musculatura lisa. Por otro lado, el BHT-920 se
comporté como agonista parcial. Las tensiones (mg) maximas evocadas fueron: noradrenalina
3502+814 (n=4); metoxamina 3522+ 191 (n=4); BHT-920 2206+ 250 (n=4).

En preparaciones preincubadas con azul de metileno las curvas concentracién-respuesta de cada
agonista no se modificaron significativamente (figuras 1, 2 y 3).

Con endotelio

La acetilcolina (10 pM) relajé las contracciones evocadas por noradrenalina (1 pM) en un
35.63+4.3 % de la tensién méaxima alcanzada.
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FIGURA 1. Curvas concentracién-respuesta de noradrenalina (NA) en anillos
de aorta de rata con y sin endotelio y en ausencia o ¢n presencia (*) de azul de metileno. Cada
punto representa el valor medio * €.e.m. de 4 experimentos.
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concentracién-respuesta de metoxamina (ME) en anillos de
y en ausencia o en pregencia (*) de azul de metileno. Cada

valor medio * e.e.m. de 4 experimentos.
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FIGURA 3. Curvas concentracién-respuesta de BHT-920 (BHT) en anillos de
aorta de rata con y sin endotelio y en ausencia o en presendia (*) de azul de metileno. Cada
punto representa ¢l valor medio = e.cam. de 4 experimentos.

La noradrenalina y metoxamina se comportaron como agonistas totales en la aorta de rata,
produciendo contracciones dosis-dependientes de su musculatura lisa. Por otro lado, el BHT-920 se
comporté como agonista parcial Las tensiones (mg) méximas evocadas fucron: noradrenalina
3130+454 (n=4); metoxamina 3572+ 889 (n=4); BHT-920 199+ 48 (n=4).

Las tensiones fueron significativamente distintas a las obtenidas sin endotelio a dosis mayores de
1 pM para BHT-920. Las tensiones cvocadas por metoxamina y noradrenalina no fueron
significativamente distintas a las obtenidas sin endotelio (figuras 1, 2 y 3).

En preparaciones preincubadas con azul de metileno las curvas concentracién-respuesta de
metoxamina no se modificaron de forma significativa. Para noradrenalina hubo diferencias
significativas a las dosis mas bajas (0.1 nM-10 oM), mientras que para el BHT-920 hubo diferencias
significativas a todas las dosis usadas (figuras 1, 2y 3).

1 ién

El KCI (60 mM) produjo contracciones ténicas sostenidas, generando una tensién media (mg) de
3724£391 en preparaciones sin endotelio y 4034305 en preparaciones con endotelio, cuyas
diferencias no fueron significativas (P>0.05). El BHT-920 (0,1 mM) relaj6é (Clsg= 1.9410°3 M) las
contracciones inducidas por el KCl (figura 4), mientras que noradrenalina y metoxamina no relajaron
dichas contracciones. En preparaciones sin endotelio ninguno de los agonistas utilizados provocé
relajacién de las contracciones evocadas por K* (60 mM).

=-3.5
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FIGURA 4. Efecto provocado por dosis acumulativas de BHT-920 en anillos de
aorta de rata con y sin endotelio contrafdas con potasio (60 mM). Cada punto representa el
valor medio = e.c.m. de 2 experimentos.

DISCUSION

La relajacién provocada por la acetilcolina sobre las contracciones inducidas por K* en tejidos
vasculares con endotelio debido a que modula positivamente la liberacién de factor relajante
dependiente de endotelio (EDRF) por interaccién con reccptores muscarinicos, demostrada por
Furchgott (5), (6), di6 lugar a miltiples estudios que demuestran el papel trascendental que el
sistema endotelial desempeiia en la modulacién de determinados procesos biolégicos, como por
cjemplo, el tono vascular (9), (13), (14), (15).

Asl, se ha descrito la existencia de adrenoceptores alfay en el endotelio vascular cuya activacién
puede estimular la liberacién de EDRF (2), (4), (8), (11), sustancia que puede modificar los efectos

vasculares de distintos fArmacos.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el BHT-920, agonista

adrenérgico selectivo de los receptores alfap, manifiesta un comportamiento idéntico al de la
acetilcolina, esto es, relaja las contracciones inducidas por altas concentraciones de Kt en tejidos
intactos pero mo en tejidos raspados (desprovistos de endotelio), mientras que la metoxamina
(agonista alfay selectivo) y la noradrenalina (agonista mixto, alfa; y alfap) no ticnen efectos
significativos sobre esas contracciones.

Por otro lado, nuestros resultados también demuestran que las células endoteliales desempeiian
un importante papel en la modulacién de las contracciones inducidas por BHT-920, pero no en las
evocadas por metoxamina o noradrenalina. En efecto, resulta evidente la pérdida de tensién mixima
generada por el BHT-920 en tejidos intactos, tensién que recupera sus valores normales, semejantes
a los obtenidos en preparaciones raspadas, cuando los tejidos se preincuban con azul de metileno, un
potente inhibidor de la guanilato-ciclasa (7), (10), (12).

Todos estos datos sugieren de forma clara la existencia de receptores adrenérgicos alfap
endoteliales cuya activacion modula positivamente la liberacién del facior relajante endoteliz!

(EDRF).
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