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en anillos de las arterias pulmonar principal y aorta de la rata

estimulados con norepinefrina y por despolarizacion

Fecha de recepcion: 06/01/2020
Fecha de aceptacion: 23/03/2020

Este estudio se realizé con la finalidad de evaluar las diferencias en la respuesta a la hidralazina
y el verapamil entre la aorta y la arteria pulmonar principal de la rata. Se utilizaron ratas
Sprague-Dawley de 340 + 28 gramos. Luego de anestesia con tiopental sédico, se identifico la
arteria pulmonar principal y la aorta. Se cortaron pequefios anillos y se colocaron con 95% 02,
5% CO2 en un bafio para érgano aislado de 15 mL. Se determind la disponibilidad del endotelio,
estimulando con NE (1 x 10-6 M) y afiadiendo acetilcolina (1 x 10-6 M). En la curva de dosis
respuesta al verapamil (1 x 10-7 hasta 1 x 10-4 M) se produjo una vasodilatacion dosis
dependiente cuando se contrajo con NE (1 x 10-7 M), disminuyéndose el efecto maximo en la
aorta en un 58,55% (p<0,05), sin cambios significativos en el efecto relajante entre ambas
arterias. Cuando se estimulé con KCI= 40 mM presentaron ambas arterias un comportamiento
similar. En la aorta, el verapamil desplazé la curva de dosis respuesta a la NE hacia la derecha,
4,57 veces sin cambios en el efecto maximo y en la arteria pulmonar, la desplazé 3,55 veces,
con una disminucién significativa de la respuesta maxima de un 13,28% (p< 0,05). En una
solucion libre de calcio y alta en K+, la adicién acumulativa de CaClI2 (1 x 10-5 M, hasta 1 x 10-3
M), produjo en ambas arterias un incremento en la respuesta contractil dosis dependiente. EI
pretratamiento de la aorta y pulmonar con verapamil eliminé casi completamente la contraccion.
Cuando se estimulé con NE, la maxima relajacion inducida por 1 x 10-3 M de hidralazina en
ambas arterias fue similar (79,9% pulmonar vs 82,85 en la aorta). Al estimular con KCI= 40 mM,
se obtuvo una mayor relajacion en la aorta que en la pulmonar (99,32% vs 93%), sin diferencias
en la accion de la hidralazina entre ambas arterias. Cuando se estimulé con CaCl2 se desplazé
la curva hacia la derecha en ambas arterias (p<0,05), con disminucion significativa del efecto
maximo de un 16,94% en la aorta (p<0,05) y de un 26,72% en la pulmonar. En conclusién, la
aorta dependeria mas para su contraccion de los mecanismos de liberacion de calcio del RS,
mientras la arteria pulmonar dependeria mas de los mecanismos de entrada del mismo por el
sarcolema, pudiendo afectar la hidralazina preferencialmente a los ROC en la arteria pulmonar,
que modularian mas la respuesta contractil en esta arteria, siendo su efecto mayor en el
musculo liso vascular que en el endotelio.

Palabras Claves:arteria pulmonar, verapamil, aorta

Title
Comparison of effects of verapamil and hydralazine in ring of pulmonary artery and aorta of rat
stimulated for norephinefrine and despolarization

Abstract
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This study was conducted in order to evaluate differences in the response to verapamil and
hydralazine between the aorta and the main pulmonary artery of the rat. Sprague-Dawley rats of
340 + 28 grams were used. After anesthesia with sodium thiopental, the main pulmonary artery
and the aorta it was identified. Small rings were cut and placed with 95% 02, 5% CO2 in a bath
for 15 mL isolated organ. Availability of endothelium was determined by stimulating with NE (1 x
10-6 M) and adding acetylcholine (1 x 10-6 M). In the dose response curve verapamil (1 x 10-7 to
1 x 10-4 M) produced a dose-dependent vasodilation when it contracted with NE (1 X 10-7 M),
decrease the maximum effect in the aorta one 58,55% (p <0.05), without significant changes in
the relaxing effect between both arteries. When stimulated with 40 mM KCI = both arteries
showed similar behavior. In the aorta, verapamil shifted the dose response curve to the right NE,
unchanged at 4.57 times the maximum effect and the pulmonary artery, 3.55 times displaced,
with a significant reduction of the maximum response of a 13.28% (p <0.05). In a calcium-free
and high K+ solution, cumulative addition of CaCl2 (1 x 10-5 M to 1 x 10-3 M) resulted in both
arteries increased dose dependently the contractile response. Pretreatment of the aorta and
pulmonary verapamil contraction almost completely eliminated. When it stimulated with NE, the
maximum relaxation induced by 1 x 10-3 M hydralazine in both arteries was similar (79.9% vs
82.85% in the pulmonary aorta). By stimulating = 40 mM KCI, further relaxation was obtained in
the aorta than in the pulmonary (99.32% vs 93%), without differences in the action of hydralazine
between both arteries. When stimulated with CaCI2 curve clockwise in both arteries (p <0.05),
with significant reduction of the maximal effect of a 16.94% in the aorta (p <0.05) and 26 moved,
72% in pulmonary artery. In conclusion, aorta contraction would depend more for mechanisms
calcium release RS, while the pulmonary artery depend more input mechanisms thereof by the
sarcolemma and can affect hydralazine ROC preferentially to the pulmonary artery, that further
modulate the contractile response in this artery, and its main effect on the vascular smooth
muscle in the endothelium.

Key Word
pulmonary artery, verapamil, aorta

Introduccion

La contraccion del musculo liso vascular (mlv) es un proceso complejo que se inicia cuando
neurotransmisores vasoconstrictores u hormonas activan receptores en la superficie celular.
Muchos de estos activan diferentes proteinas G que estan acoplados a diferentes canales
idnicos y enzimas, regulando sus actividades. Entre estas enzimas se encuentra la fosfolipasa C
(PLC) que metaboliza el inositol 4,5 bifosfato y produce inositol 1,4,5 trifosfato y 1,2 diacilglicerol
(DG). La adenilciclasa (AC) que metaboliza al ATP para producir AMPc()(). Ademas, la
activacion del metabolismo del fosfatidilinositol, sustancias vasoconstrictoras como la
norepinefrina y la 5-hidroxitriptamina, dependiendo de la concentracion, despolarizan el musculo
liso vascular y activan canales de calcio operados por voltaje (VOC) en la membrana plasmatica
del musculo liso vascular, conduciendo a una entrada de calcio. La activacion de los
mecanismos descritos incrementan la [Ca+2]i, que constituye la via de sefializacion mas

importante en producir vasoconstriccion ®),

Luego de incrementarse la [Ca+2]i, el calcio se une a la calmodulina y forma un complejo calcio-
calmodulina, que remueve la autoinhibicion de la miosin cinasa de cadena ligera ™). La miosin
cinasa de cadena ligera activada, fosforila reversiblemente a la cadena ligera de la miosina y
activa a la miosin ATPasa (4). La miosina fosforilada ciclicamente se une a los filamentos de
actina para producir acortamiento del mlv o incremento de la fuerza contractil (5). Cuando la
[Ca+2]|, disminuye, se inactiva la miosin cinasa de cadena ligera, lo que conduce a la
defosforilacion de la miosina por la miosin fosfatasa causando relajacion del milv ). Sin
embargo, la fuerza contractil no depende directamente de la [Ca+2]|, si no que la fuerza puede
ser incrementada aumentando la respuesta de la maquinaria contractil al calcio, o la sensibilidad
de los miofilamentos a la [Ca+2]i, (7). Cambios en la concentracion de calmodulina, producidos

por pequefias proteinas G que fosforilan a la miosin cinasa de cadena ligera (ej. Rho A) y sus
enzimas asociadas (cinasas asociadas con las Rho), asi como la regulacion de la actividad de la
miosin fosfatasa y las proteinas asociadas con los filamentos delgados, como la calponina y el
caldesmon, explicarian los posibles mecanismos involucrados en la regulacion de la sensibilidad
del calcio intracelular. Estos mecanismos que cambian la sensibilidad al calcio junto con los
principales mecanismos reguladores del metabolismo celular del mismo cumplen un papel
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importante en la regulacion del tono del mlv ®) y estas alteraciones en el movimiento intracelular
de calcio esta relacionado con la hipertension pulmonar @7, En la figura 1 se muestra un
esquema de los mecanismos propuestos asociados con el incremento en la concentracién de
calcio intracelular, la vasoconstriccion y el remodelaje vascular pulmonar.
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Figura 1. Mecanismos propuestos que explican por qué cuando se incrementa la concentracion
intracelular de calcio se dispara la vasoconstriccion pulmonar y se promueve el remodelaje
vascular pulmonar. Una disminucién en la actividad de los canales de K* voltaje dependientes
(Ky) despolariza la membrana lo que conduce a un incremento en los niveles intracelulares de

Ca*? por inducirse la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC).
Ademas, la activacion de los receptores de membrana (R), como los acoplados a la proteina G y
los que presentan actividad de tirocin cinasa, conducen a la produccion de diacilglicerol (DG) y
1,4,5,-trifosfato de inositol (IP3) incrementandose los niveles intracelulares de Ca*? por abrirse
los canales de calcio operados por receptor (ROC) e inducir la movilizacion del Ca*2 desde el
reticulo sarcoplasmico (RS). El IP3 también induce la apertura de canales de Ca*?2 operados por
almacenamiento (SOC) directa o indirectamente por la disminucién del almacenamiento para
posteriormente incrementarse la unién Ca*?-calmodulina. Este complejo se une y activa a la
miosin cinasa de cadena ligera (MLCK). Esto conduce a una fosforilacién de la cadena ligera de
la miosina (MLC) que estimula a su vez la actividad de la miosin ATPasa, hidrolizando el ATP
para generar energia para el ciclo de union de la actina con la miosina. La formacion de estos
puentes cruzados entre la actina y la miosina comienza la contraccién celular del musculo liso
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vascular. Ademas, los niveles elevados de calcio intracelular son responsables de permitir la
proliferacion celular por activacion de la mitosis. EI complejo Ca*?-calmodulina activa por lo
menos cuatro pasos en el ciclo celular (indicados con “+”). La vasoconstriccion y la remodelacion
vascular (ej. Hipertrofia de la media debido a la proliferacion del mlv) conduce a una elevacion
cronica y sostenida de la resistencia vascular pulmonar (PVR) y de la presion arterial pulmonar

(PAP). Tomado de Mandegar y col. 2004(24).

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas mantenidas con comida (Ratarina®) y agua a voluntad. Se inyectaron
intraperitonealmente con tiopental sédico (50 mg/Kg de peso) y mediante toracotomia media se
extrajo ad bloc el corazén y la arteria pulmonar principal y luego se identificod y cortd pequefios
anillos de la arteria pulmonar principal y por incision media toracica se identifico la aorta y se
cortaron anillos de 5 mm de longitud. Estos fueron colocados en una solucion de Krebs-
Henseleit con la siguiente composicion (en mM/litro): NaCl, 119; KCI, 4,7; MgSOg4 1,5; KH2PQOy,
1,2; NaHCOg3 , 25; CaCls , 2,5; MgSQOy , 1,2 y glucosa, 11, burbujeada constantemente con 95%
05, 5% CO, a 37° C, pH= 7,4. Estos anillos se montaron en dos estribos de acero inoxidable y
se llevaron a un bafio para 6rgano aislado (15 mL) conectado a un transductor de fuerza-
desplazamiento FTO3, (Grass Instruments C.O. Quince, Mass. USA) y este, a su vez, a un
preamplificador Grass, modelo 7C, con una tension inicial de dos gramos. Se estabilizé durante
2 horas y se indujo una primera contraccion con una solucion de KCI= 40 mM para asegurar la
viabilidad de la preparacion. Se registré la respuesta en un poligrafo Gras, Modelo 7C a una
velocidad de 2,5 mm/min. Para determinar si el endotelio estaba intacto funcionalmente, se
afiadié acetilcolina a una concentracion de 1 x 100 M a la arteria pulmonar principal contraida,
segun el método de Furchgott y Zawadzki ©). Los experimentos fueron expresados como la
media el error estandar (XtEEM). La significacion estadistica fue determinada por la prueba no
pareada de t de Students para dos grupos de comparacion. Una regresion no lineal simple se
realizd en cada curva de dosis-respuesta (Graphpad Software Inc. Versién 6,01). Las curvas de
dosis-respuesta al verapamil se realizaron en un rango de concentraciones de 1 x 107 M, hasta
1x10%4 M y las de la hidralazina se realizaron entre 1 x 105 M,_hasta 1 x 10-3 M, estimulando con
NE (1 x 1077 M) y por despolarizacién (KCI= 40 mM). En otra serie de experimentos se realizaron
curvas de dosis respuesta a la NE (1 x 1010 a 1 x 10° M) en ausencia y en presencia de
verapamil (1 x 10" M) e hidralazina (5 x 104 M). En otra serie de experimentos se estimulé con
concentraciones crecientes de CaCly (1 x 10° a1 x 103 M) en ausencia y en presencia de
verapamil e hidralazina.

Resultados

Curvas de dosis respuesta al verapamil estimuladas por norepinefrina en las arterias
pulmonar principal y aorta de la rata.

Al afadir dosis crecientes de verapamil (1 x 107" hasta 1 x 107 M) se produjo una vasodilataciéon
dependiente de la dosis de la contraccion inducida por NE (1 x 1077 M) en las arterias pulmonar
principal y aorta de la rata. En la arteria pulmonar, la maxima relajacién inducida por 3 . 104 M
de verapamil fue del 100% y la Clsg de 6,9 x 10 M. En la aorta, se disminuyd la relajacion

inducida por 1 x 10 M de verapamil en un 58,55% vy la Clgg fue de 6,4 x 106 M, siendo este
valor 0,62 veces menor en la pulmonar (p<0,05) (n= 7) (figura 2)
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Figura 2. Curvas de dosis respuesta al verapamil en las arterias pulmonar y aorta de la rata
utilizando norepinefrina (1 x 10~/ M) como contracturante. Cuando se alcanzo el efecto maximo,
se afiadieron dosis crecientes de verapamil (1 x 107 a 1 x 104 M) hasta obtener el efecto
relajante maximo. En la arteria pulmonar, la maxima relajacion producida por 1 x 104 M de
verapamil fue del 100% vy la Clsg de 6,9 x 108 M (n= 7). En la aorta, la maxima relajacion

producida por 1 x 10 M de verapamil fue del 58,55% y la Clgg de 6,4 x 10 M (n=7).

Curvas de dosis respuesta al verapamil estimulada por KCl= 40 mM en las arterias
pulmonar principal y aorta de la rata.

Como se observa en la figura 3, cuando se estimuld con KCI= 40 mM, el verapamil produjo una
relajacion dependiente de la dosis en ambas arterias. En la arteria pulmonar la maxima

relajacion (100%) se obtuvo con una concentracion de 1 x 10 M de verapamil y la Clgg fue de

7,24 x 107" M (n= 8). En la aorta, se obtuvo la relajacién maxima (100%) a una concentracion de
1 x 10 M de verapamil, con una Clgg de 9,55 x 107 M (n= 6), no encontrandose diferencias
significativas entre ambos valores.

100
-o- Aorta

- Pulmonar

% Contraccion

7 H 5 b
Log [Verapamil]

Figura 3. Curvas de dosis respuesta al verapamil en las arterias pulmonar y aorta de la rata
utilizando solucion depolarizante (KCl= 40 mM). Cuando se alcanzé el efecto maximo, se

afiadieron dosis crecientes de verapamil (1 x 10”7 a 1 x 10 M) hasta obtener el efecto relajante
maximo. En la arteria pulmonar la maxima relajacion (100%) se obtuvo con una concentracion

de 1 x 10% M de verapamil y la Clgg fue de 7,24 x 107 M (n= 8). En la aorta, se obtuvo la
relajacion maxima (100%) a una concentracion de 1 x 10 M de verapamil, con una Clgp de 9,55

x 107 M (n=6), no encontrandose diferencias significativas entre ambos valores.
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Efecto del pretratamiento con verapamil sobre la respuesta contractil inducida por
concentraciones crecientes de NE:

En la figura 4 se muestra la respuesta contractil de las arterias pulmonar y aorta de la rata (figura
5) a concentraciones crecientes de NE (1 x 1010 a 1 x 10°° M) en ausencia y presencia de
verapamil (1 x 10 M) como porcentaje de la respuesta maxima obtenida con 40 mM de KCI. En
la aorta, la DE5q control fue de 3,5 x 10° M y en presencia de verapamil de 2,45 x 108 M (n=5),

desplazandose hacia la derecha 4,57 veces (p<0,05). En la arteria pulmonar, en presencia de
verapamil se desplazo la curva de dosis respuesta hacia la derecha en 3,55 veces, (p<0,05) con

una DEsgg control de 7 x 109 M y en presencia de verapamil de 2,45 x 10 M, con una
disminucion significativa de la respuesta maxima de un 13,3% (p< 0,01).

100 -

c 80
0 - NE
G 60- 6
g & NE + Verapamil (1. 107 M)
S 40-
8]
£ 4

o LI LI L]

-10 -9 -8 -7 -6 -5

Log [Norepinefrina)

Figura 4. Curva de dosis respuesta a a la norepinefrina en ausencia y en presencia de
verapamil (1 x 1077 M) en anillos de arteria pulmonar de rata. El verapamil produjo un
desplazamiento de la curva de dosis respuesta a la NE de 3,55 veces (p<0,05) con una DEgg

control de 4 x 10° M y en presencia de verapamil de 2,4 x 10® M, con una disminucion
significativa de la respuesta maxima de un 13,3% (p< 0,05).
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Figura 5. Curva de dosis respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de verapamil
(1x 1077 M) en anillos de aorta de rata. El verapamil produjo un desplazamiento de la curva de
dosis respuesta a la NE de 7,24 veces (p<0,05) con una DE5q control de 4,8 x 109 M yen
presencia de verapamil de 3,5 x 108 M (n=5), sin diferencias significativas en el efecto maximo.

Efecto del verapamil sobre la contraccion obtenida por concentraciones crecientes de
calcio en preparaciones despolarizadas:

https://vitae.ucv.ve/index_pdf.php?module=articulo_pdf&n=6127&rv=161 6/13



30/12/2020 Vitae

En una solucion de Krebs-Henseleit libre de calcio y alta en K*, la adicion acumulativa de CaCl,
(1x 10" M, hasta 1 x 103 M), produjo en las arterias pulmonar y aorta de la rata un incremento
en la respuesta contractil dosis dependiente. El pretratamiento de la aorta con verapamil (1 x 10

6 M) durante 30 minutos eliminé casi completamente la contraccion (n= 5). En la arteria
pulmonar, el pretratamiento con verapamil produjo un efecto similar al encontrado en la aorta (n=
5) (datos no mostrados)

Curvas de dosis respuesta a la hidralazina estimuladas por norepinefrina en las arterias
pulmonar principal y aorta de la rata.

Al afiadir dosis crecientes de hidralazina (1 x107°-1 x 103 M) se produjo una vasodilatacion
dependiente de la dosis de la contraccion inducida por NE (1 x 1077 M) en las arterias pulmonar
principal y aorta de la rata. En la arteria pulmonar, la maxima relajacion inducida por 1 x 103 M
de hidralazina fue del 79,9% y la Clsg de 3,2 x 10 M. En la gorta, la maxima relajacion

producida a la misma concentracion fue del 82,85% y la Clsg de 5,24 . 104 M, encontrandose
diferencias significativas entre ambos valores (p<0,05) (n= 5) (figura 6).

100
-~ Aorta

- Pulmonar

% Relajacion

20-

-5.0 -4l.5 -4I.D -3.5 -3.0
Log [Hidralazina]

Figura 6. Curvas de dosis respuesta a la hidralazina en anillos de arterias pulmonar y aorta de la
rata, utilizando NE (1 x 107 M) como contracturante. En la arteria pulmonar, la maxima
relajacion inducida por 1 x 10"3 M de hidralazina fue del 79,9% y la Clsq de 2,34 x 10 M. En la
aorta, la maxima relajacion producida a la misma concentracién fue del 82,85% y la Clsg de 5,24
x 10™* M, encontrandose diferencias significativas entre ambos valores (p<0,05) (n= 5).

Curvas de dosis respuesta a la hidralazina estimulada por KCl= 40 mM en las arterias
pulmonar principal y aorta de la rata.

Como se observa en la figura 7, cuando se estimulé con KCI= 40 mM, la hidralazina produjo una
relajacion dependiente de la dosis en ambas arterias. En la arteria pulmonar la maxima

relajacion (93%) se obtuvo con una concentracién de 1 x 103 M de hidralazina y la Clsg fue de
1,86 x 104 M (n= 8). En la aorta, se obtuvo la relajacion maxima (99,32%) a la misma

concentracién que la pulmonar, con una Clsg de 3,16 x 104 M (n=7), encontrandose diferencias
significativas entre ambos valores (p<0,05).
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Figura 7. Curvas de dosis respuesta a la hidralazina en anillos de arterias pulmonar y aorta de la
rata, utilizando KCI= 40 mM como contracturante. En la arteria pulmonar, la maxima relajaciéon

inducida por 1 x 103 M de hidralazina fue del 92,9% y la Clgg de 3,2 x 10% M. En la aorta, la
maxima relajacion producida a la misma concentracion fue del 100% vy la Clsg de 4,2x. 104 M,
sin significativas entre ambos valores.

Efecto del pretratamiento con hidralazina sobre la respuesta contractil inducida por
concentraciones crecientes de NE:

En la figura 8 se muestra la respuesta contractil de las arterias pulmonar y aorta de la rata (figura
9) a concentraciones crecientes de NE 1 x 1010 a 1 x 10° M en ausencia y presencia de

hidralazina (5 x 10" M) como porcentaje de la respuesta maxima obtenida con 40 mM de KCI.
En la arteria pulmonar, en presencia de hidralazina se desplazo la curva de dosis respuesta

hacia la derecha 3,55 veces, con una DE5g control de 7 x 10° M y en presencia de hidralazina
de 7,1 x 108 M, sin cambios significativos en la respuesta maxima. En la aorta, la DEsq control

fue de 8,4 x 109 M y en presencia de hidralazina de 2,45 x 108 M (n=5), desplazandose hacia
la derecha 21 veces (p <0,01).
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Figura 8. Curva de dosis respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de hidralazina
(5 x 104 M) en anillos de arteria pulmonar de la rata. La hidralazina produjo un desplazamiento
de la curva de dosis respuesta a la NE de 11,5 veces (p<0,05) con una DE5q control de 7,4 x 10
M y en presencia de verapamil de 8,5 x 108 M, con una disminucion significativa de la
respuesta maxima de un 33,5% (p< 0,05).
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Figura 9. Curva de dosis respuesta a la norepinefrina en ausencia y en presencia de hidralazina
(5 x 104 M) en anillos de aorta de la rata. La hidralazina produjo un desplazamiento de la curva
de dosis respuesta a la NE de 26 veces (p<0,05) con una DEsg control de 2,7 x 10° M y en
presencia de verapamil de 7 x 1078 M, sin cambios significativos en el efecto maximo.

Efecto del hidralazina sobre la contraccion obtenida por concentraciones crecientes de
calcio en preparaciones despolarizadas:

En una solucién de Krebs-Henseleit libre de calcio y alta en K*, la adicion acumulativa de CaCl,

(1 x 10 M, hasta 5 x 103 M), produjo en las arterias pulmonar (figura 10) y aorta de la rata
(figura 11) un incremento en la respuesta contractil dosis dependiente. En la arteria pulmonar, el
pretratamiento con hidralazina produjo una disminucioén significativa de la contracciéon inducida
por el CaCly, con una DE5q control de 3,2 x 104 M (n=5) y de 1,23 x 103 M en presencia de
hidralazina (p<0,05), disminuyéndose el efecto maximo en presencia de hidralazina en un
17,15% (p<0,05). El pretratamiento de la aorta con hidralazina (5 x 10 M) durante 30 minutos
produjo una disminucién significativa de la contraccién inducida por el CaCly, con una DEsgg

control de 3,3 . 104 M (n=8) y de 9,5 x 104 luego del pretratamiento con hidralazina (p<0,05)
(n= 8), disminuyéndose el efecto maximo en presencia de hidralazina en un 17,15% (p<0,05).

100 -
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60 4 n=>5

% Contraccion

5 -4 3 2
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Figura 10. Curvas de dosis respuesta al CaCl, en ausencia y en presencia de hidralazina (5 x

10 M) en anillos de arteria pulmonar principal de la rata. En la arteria pulmonar, el
pretratamiento con hidralazina produjo una modificacién significativa de la contraccién inducida

por el CaCly de 3,9 veces, con una DEgg control de 3,2 x 104 M (n=5) y de 1,23 x 103 M en
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presencia de hidralazina (p<0,05), ), disminuyéndose el efecto maximo en presencia de
hidralazina en un 26,72% (p<0,05).

100 -
-o- Control

80 - - + Hidralazina
60 4

40 4

% Contraccién

20 4 ®

00— T T
5 4 3 .

[CaCl,]

-

Figura 11. Curvas de dosis respuesta al CaCly en ausencia y en presencia de hidralazina (5x.

104 M) en anillos de aorta de la rata. En la aorta, el pretratamiento con hidralazina produjo una
modificacion significativa de la contraccion inducida por el CaCl, de 2,9 veces, con una DEgg

control de 3,3 x 104 M (n=8) y de 9,5 x 104 M en presencia de hidralazina (p<0,05),
disminuyéndose el efecto maximo en presencia de hidralazina en un 17,15% (p<0,05).

Discusion

Algunos factores como las propiedades fisicoquimicas del agonista (estructura quimica),
liposolubilidad, la concentracion alcanzada en la biofase y el mecanismo mediante el cual el
vaso sanguineo es activado (por despolarizacion o por agonistas), pueden influir sobre el efecto
de antagonistas sobre un lecho vascular en particular. Asimismo, es ampliamente aceptado que
existen diferentes variaciones fisiolégicas entre distintos vasos sanguineos del mismo animal y
entre el mismo lecho vascular de diferentes especies. Esto ha sido demostrado por la existencia

de una diversidad de respuestas a algunos agonistas (10, 11, 12) y por la variabilidad encontrada

en la densidad de diferentes receptores y canales ionicos entre diferentes vasos sanguineos (.
13, 14)

Cuando comparamos dos lechos arteriales que manejan diferentes presiones con la accién de
agentes vasodilatadores que modulan el movimiento de calcio intracelular se encontraron
diferencias importantes. Al analizar el efecto del verapamil, Meisheri y col. (15) determinaron que
el efecto de los antagonistas de calcio sobre la respuesta contractil del musculo liso vascular y la
entrada de Ca*? cuando se exponia al tejido a soluciones con alto K*, estaba relacionado con el
calibre de la arteria. Las grandes arterias tienen una mayor sensibilidad a los antagonistas del

calcio cuando se estimula la contraccién por despolarizacién con alto K* que durante la

activacién con norepinefrina (16). En nuestros experimentos observamos que cuando se estimuld
con NE, se presenté una mayor sensibilidad al verapamil en la arteria pulmonar que en la aorta,
posiblemente en esta ultima se pudiera presentar una contraccion mas dependiente de la
liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico (RS) y en la arteria pulmonar en cambio una
mayor accion del agonista sobre la membrana plasmatica y por lo tanto, mayor respuesta al
vasodilatador. Podria encontrarse en la arteria pulmonar principal de la rata una mayor densidad
de ROC que en la aorta. En concordancia con nuestros resultados Van Breemen y col. (7 y
Cauvin y col. (18) demostraron que las contracciones inducidas por alto potasio (que se
relacionan mas con la entrada de calcio del medio extracelular), parecen presentar igual
sensibilidad a los antagonistas del calcio en diferentes vasos sanguineos. Cuando estudiamos el
efecto del verapamil en prevenir la contraccion inducida por concentraciones crecientes de NE,
se presentd una mayor sensibilidad en la arteria pulmonar. Esta diferencia pudiese estar
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relacionada con una contribucién diferente de los mecanismos que mantienen la contraccion
como podria ser, la entrada de calcio por el plasmalema, liberacion de calcio por el RS, o
diferencias en los mecanismos de recaptacion de calcio o los relacionados con su liberacion por

el RS. De acuerdo a los mecanismos actualmente propuestos la principal fuente de Ca*2
intracelular es su salida del reticulo sarcoplasmico (RS) y la disminucién del citoplasma seria su

recaptacion por la SERCA del RS. (25, 26) Ej verapamil como bloqueante de calcio por los
canales tipo L, por su mecanismo de accion deberia disminuir las contracciones inducidas por
agonistas o soluciones despolarizantes, por lo tanto nuestros resultados eran de esperar, en
ambas arterias. Asimismo su respuesta no parece estar relacionada con sustancias liberadas del
endotelio, puesto que la ausencia del mismo no modificé las respuestas observadas (datos no
mostrados).

A diferencia de lo observado con el verapamil, el efecto vasodilatador de la hidralazina en las
arterias pulmonar y aorta de la rata fue observado a concentraciones muy altas de este agente,

lo que esta de acuerdo con experimentos realizados por Mclean y col. (19) quienes en tiras de

aorta de conejo requirieron una concentracion de 3 x 10 M de hidralazina para alcanzar un
pequeno grado de relajacion cuando se estimulaba con NE. El hecho que para poder observar el
efecto in vitro de la hidralazina se requiera altas concentraciones de la misma, posiblemente no
refleje su efecto vasodilatador en el humano, puesto que se han reportado niveles séricos entre

1x107a1x10® M, luego de la administracién oral de dosis terapéuticas de hidralazina (20)_ A
analizar el efecto de la hidralazina sobre las contracciones inducidas por KCI= 40 mM y NE, se
mostré una mayor respuesta cuando se contrajo por despolarizacion, lo que podria estar
relacionado con un mayor almacenamiento de calcio cuando se estimula por despolarizacion,
aunque independientemente del modo de estimulacion hubo mayor susceptibilidad a la

respuesta vasodilatadora en la arteria pulmonar. Por otra parte Orallo y col. ") encontraron
resultados similares a los nuestros en aorta de rata donde la hidralazina en un rango de

concentraciones de 1 x 104 M a 1 x 102 M inhibié las contracciones inducidas por NE (10 uM) y

KCl= 60 mM de una manera similar. Sin embargo, Gurney y Allam (22) reportaron resultados
diferentes en aorta de conejo, donde al estimular con KCI tuvieron menor efecto que cuando lo
hacian con felinefrina, un agonista alfa 1 adrenérgico. Posiblemente estas diferencias estén
relacionadas con el tiempo de exposicion de la hidralazina a las preparaciones o por el hecho de
utilizar altas concentraciones de esta.

Cuando analizamos el efecto de la hidralazina en prevenir la contraccion inducida por
concentraciones crecientes de NE, se observo, a diferencia de los encontrado en la aorta, una
disminucion significativa de la respuesta maxima a mayores concentraciones del agonista,
posiblemente altas concentraciones de hidralazina contribuyan a un mayor almacenamiento de
calcio en el RS en la arteria pulmonar, o a una menor liberacién del mismo.

Un importante hallazgo fue el hecho de observar que la hidralazina disminuia la contracciéon
inducida por concentraciones crecientes de calcio en solucion despolarizante en ambas arterias,
con una tendencia de mayor efecto en la aorta, lo que sugiere que en esta arteria, la hidralazina
disminuiria mayormente la entrada de calcio por el sarcolema. Aunque no hay ningun trabajo en
la literatura que respalde el papel de los ROC o VOC en estas arterias, pensamos que cuando
se induce la apertura de los ROC por agonistas, la respuesta de este agente dependeria menos
del calcio extracelular, mientras que cuando se estimula por despolarizacion, la entrada del

calcio por los VOC presentaria una mayor dependencia del calcio extracelular. Mclean y col (19)
en tiras de aorta de conejo observaron resultados simulares incluyendo la disminucion del efecto
maximo al utilizar concentraciones crecientes de NE. Podemos destacar que durante la
contraccion sostenida, la concentracion citoplasmatica de calcio depende de la frecuencia
relativa de captacion y liberacion del mismo, asi como de su salida y entrada por el sarcolema, lo
que implicaria que dichos mecanismos podrian presentar una magnitud diferente en la arteria
pulmonar principal con respecto a la aorta. Otra evidencia importante es que el efecto de la
hidralazina no parece estar relacionado con sustancias liberadas del endotelio, puesto que el
efecto relajante fue similar al observado en su presencia (datos no mostrados), lo que apoya lo

observado por Gurney y Allan (22) y Yen y col (23),

En conclusion, la aorta dependeria mas para su contraccion de los mecanismos de liberacion de
calcio del RS, mientras la arteria pulmonar dependeria mas de los mecanismo de entrada del
mismo por el sarcolema, pudiendo afectar la hidralazina preferencialmente a los ROC en la
arteria pulmonar, que modularian mas la respuesta contractil en esta arteria, siendo su efecto
mayor en el musculo liso vascular que en el endotelio.
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NOTA: Toda la informacién que se brinda en este articulo es de cara cter investigativo y con fines académicos y de
actualizacion para estudiantes y profesionales de la salud. En ninglin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento
de un médico. Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.
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