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RESUMEN

En el presente estudio se determiné el efecto de la inhibici6n de la sintesis de 6xido
nitrico sobre la respuesta vasodepresora a la acetilcolina (Ach) en anillos de aorta
y en ratas descerebradas y desmeduladas normotensas e hipertensas por medio
de la coartacién de la aorta. En los anillos de aorta precontraidos con fenilefrina
(10*® M) la relajacién dependiente de endotelio causada por Ach observada en los
controles, se encontré significativamente deprimida en los animales hipertensos.
En ambos, la relajacién fue bloqueada por la N-nitro-L-arginina metil ester (L-
NAME) 10* M y revertida por L-arginina (10°> M).

En contraste, no hubo diferencias en el efecto hipotensivo de Ach entre animales
controles e hipertensos. Ademds, la administracién de L-NAME (31 mg/kg) no
alter6 el efecto hipotensivo de la Ach. Estos resultados apoyan datos previos de que
la Ach induce relajacién de arterias mayores por la liberacién de 6xido nitrico. Sin
embargo, in vivo la administracién de L-NAME en dosis que inhiben la produccién
vascular de 6xido nitrico no atenua la accién vasodepresora de la Ach en animales
normotensos e hipertensos, sugiriendo la presencia de otros mecanismos involucra-
dos en la vasodilatacién inducida por Ach in vivo.
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endotelio' atribuido a la liberacién de un factor
relajante derivado del endotelio (EDRF).

Posteriormente, en forma independiente, va-
rios autores identificaron al EDRF como 6xido
nftrico.”** En las células endoteliales la sinte-
tasa del 6xido nftrico convierte la L-arginina en
citrulina y 6xido nftrico. El 6xido nitrico liberado
por las células endoteliales difunde hasta el mis-
culo liso vascular donde estimula a la guanilato
ciclasa aumentando la concentracién intracelu-
lar de GMPc que actiia como mediador de la re-
lajacién. La inhibicién de la sintesis de 6xido
nftrico, usando an4logos de la L-arginina que ac-
tiian como falsos substratos, ha permitido demos-
trar que el 6xido nitrico es un potente relajante
en preparaciones de anillos arteriales y en teji-
dos y 6rganos aislados.’ En animales fntegros,
los inhibidores de la sfntesis de 6xido nitrico tie-
nen un efecto presor, indicando una importante
liberaci6n basal de 6xido nitrico que paruc:?a en
el mantenimiento de la presién arterial.*’ Sin
embargo, hay evidencias de que la Ach causa la
liberaci6n endotelial de otros factores relajantes
como el factor hiperpolarizante que también con-
tribuye a su efecto vasodilatador.® En estudios
in vitro se emplea la Ach como un agente rela-
jante para comprobar la integridad del endote-
lio; sin embargo, en estudios in vivo no est4 bien
demostrado tal efecto ya que hay datos contra-
dictorios en la literatura.”” El propésito de este
trabajo es el de comparar la accién vasodepresora
dependiente del endotelio de la Ach en prepara-
ciones arteriales aisladas con la vasodilatacién
obtenida en animales fntegros, e investigar ade-
mi4s si existen diferencias en la respuesta al inhi-
bir la sintesis de 6xido nitrico entre animales
normotensos € hipertensos.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los animales. Se emplearon ratas
Wistar machos con peso entre 300 y 350 g. La
hipertensi6n arterial fue inducida por el método
de la coartaci6n de la aorta. Bajo anestesia con
éter a través de una insicién sbdominal se expuso
1a aorta abdominal para hacer una ligadura par-
cial entre el origen de la arteria mesentérica su-
perior y la arteria renal derecha. La reduccién
de la luz adrtica fue similar en todos los casos.
Posteriormente se repar6 la pared abdominal y

los animales fueron mantenidos en condiciones
normales con alimento y agua ad libitum. Los
experimentos fueron realizados 17-21 dfas des-
pués de la coartacién. En los controles se prac-
tic6 el mismo procedimiento quinirgico con la
\inica diferencia de que no se hizo la coartaci6n.

Estudio in vitro. Los experimentos fueron rea-
lizados a los 21 dfas postcoartacién en las ratas
hipertensas o de la falsa coartacién en los con-
troles. Después de sacrificar rdpidamente al ani-
mal, se extrajo la aorta tor4cica y una vez limpia
del tejido conectivo que la rodea, fue cortada en
anillos de aproximadamente 3 mm de longitud.
Cada anillo se coloc6 en una cdmara para tejido
aislado de 10 ml de capacidad conteniendo so-
lucién de Krebs con la siguiente composicién
(en mM): NaCl, 118; KCl, 4.7; KH,PO,, 1.2;
MgSO, 7H,0, 1.2; CaCl, 2H,0, 2.5;
NaHCO,, 25.0; glucosa, 11.7; edetato dis6di-
co y célcico, 0.026. La solucién fue mantenida
a 37°C, pH 7.4 y burbujeada con una mezcla
de 95% O,y 5% CO,. Los anillos fueron mon-
tados en dos ganchos de nichrome y con hilos
de seda fueron fijados al fondo de la cdmara y
a un transductor de tensién Grass FT03, acopla-
do a un poligrafo Grass para registrar los cam-
bios de la tensién en la preparacién. Los anillos
fueron sometidos a una tensién inicial de 4 g y
después de un periodo de estabilizacién de dos
horas se iniciaron las curvas de relajacién con
Ach. Para ese prop6sito los anillos fueron pre-
contrafdos con fenilefrina (agonista o,-adrenér-
gico) a una concentracién 10° M que produce
una contraccién del 80% de la respuesta méaxi-
ma. Una vaz alcanzada la contraccién méxima
se realizaron las curvas de relajacién con Ach
a concentraciones entre 10° M y 3x10° M.
Las curvas fueron realizadas en ausencia (con-
trol) y en presencia de L-NAME (10* M) y de
L-arginina (10° M).

Estudio in vivo. Los experimentos fueron rea-
lizados en la preparaci6n de la rata descerebrada
y desmedulada para evitar la influencia del sis-
tema nervioso central. Bajo anestesia con éter,
con un estilete de 3 mm de didmetro introducido
por el dngulo interno de la cavidad orbitaria, se
destruy6 el cerebro y la médula espinal e inme-
diatamente el animal se conect6 a una bomba de
respiracién artificial (60 cpm y 2 cc/kg).
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Posteriormente se canul6 la arteria car6tida
para registrar en un polfgrafo Grass la presién
arterial media con un transductor Gould P23 y
la frecuencia cardiaca con un cardiotacégrafo.
La vena femoral fue canulada para la adminis-
tracién de farmacos en un volumen de 1 ml/kg.
La curva de vasodilatacién con acetilcolina (0.01
a 1.0 mg/kg) se realiz6 en ausencia y en presen-
cia de L-NAME (31 mg/kg) tanto en los animales
control como en los hipertensos. No se emplea-
ron dosis mayores de Ach porque la cardiode-
presion contribuye a la disminucién de la presién
arterial. Debido a que esa dosis de L-NAME
causa aumento de la presi6n arterial, tanto en los
controles como en los animales hipertensos la
presion arterial fue mantenida a un nivel de 130
mmHg con una infusién de metoxamina.

Manejo estadistico de los resultados

Los datos se expresan como la media + el error
estdndard de la media de seis a ocho observa-
ciones obtenidas de diferentes animales. Para de-
terminar la significancia estadfstica se realiz6 un
andlisis de varianza o una prueba t de Student
para datos pareados. Una diferencia entre los
grupos comparados se consider6 estadisticamente
significativa cuando p<0.05.

Fdrmacos

Clorhidrato de acetilcolina, clorhidrato de feni-
lefrina, L-arginina y L-NAME fueron obtenidos
de Sigma Chemical Co. El clorhidrato de meto-
xamina de RBI. Los formacos fueron prepara-
dos cada dia en solucién salina o en solucién de
Krebs.

RESULTADOS

Estudio in vitro. En los anillos precontraidos con
fenilefrina se obtuvo una relajacion casi completa
con Ach en los controles, mientras que en los
anillos de los animales hipertensos, a los 21 dias
de la coartacidn, la relajacién méxima es de apro-
ximadamente del 50% (Fig. 1) y hay una dife-
rencia estadisticamente significativa entre las
curvas. Tanto en los controles como en los ani-
males hipertensos la preincubacién con L-NAME
(10* M) bloque6 completamente la relajacién a

la acetilcolina y la L-arginina (10° M) fue ca-
paz de revertir el bloqueo causado por el inhibi-
dor de la sintesis de 6xido nitrico (Fig. 2).

Estudio in vivo. En la rata descerebrada y des-
medulada no se observaron diferencias en la va-
sodilatacién inducida por Ach en los controles
o en los animales hipertensos (Fig. 3). Ademis,
en ambos casos la administracién de L-NAME
a dosis de 31 mg/kg que causa una importante
inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico, no
modificé la curva de vasodilatacién a la Ach
(Fig. 4).

DISCUSION

Hay claras evidencias de que el factor endote-
lial responsable de la vasorrelajacién inducida
por la Ach es el 6xido nitrico.”>* Estudios sub-
secuentes han demostrado que las células endo-
teliales contienen una enzima (sintasa de 6xido
nitrico, NOS) que cataliza la conversi6n de L-ar-
ginina en 6xido nitrico'® y que los inhibidores
de la sintesis de 6xido nitrico causan una potente
reduccién de la vasorrelajacién a la Ach in vitro.
Ademis, en diversos modelos de hipertensi6n ar-
terial se ha encontrado atenuaci6n de la respuesta
relajante a la Ach y a otros agentes relejantes. "'
Estos datos obtenidos principalmente en prepa-
raciones aisladas o lechos vasculares perfundidos
no han sido comprobados en el animal integro.
Los datos obtenidos en este estudio muestran una
clara diferencia en la relajacién inducida por la
Ach. En el estudio in vitro la relajacién se en-
cuentra atenuada en los animales hipertensos, y
en ambos es bloqueada completamente con el
inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico, mien-
tras que en el estudio in vivo no se observaron
diferencias en el efecto de la Ach entre los ani-
males normotensos y los hipertensos, y adem4s
el inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico no al-
ter6 las respuestas vasodilatadoras. Es posible
que en estas condiciones la vasodilatacién a la
Ach sea causada por la liberaci6n de otros fac-
tores endoteliales como el factor hiperpolarizante
en los vasos de resistencia o por la existencia de
depésitos de 6xido nitrico preformado que no es
afectado por el inhibidor."” Se requiere de mds
estudios para determinar el mecanismo por el
cual la Ach ocasiona el efecto vasodilatador en
animales intactos.
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Fig. 2. Relajaci6n inducida por acetilcolina en anillos de aorta de animales normotensos e hiperten-

sos, en ausencia y en presencia de L-NAME y L-arginina. El efecto relajante se expresa como por-

centaje de la contracci6én causada por fenilefrina. Los sfmbolos representan la media £ e.e.m. de
seis experimentos.
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Fig. 4. Disminuci6n de la presi6n arterial media causada por acetilcolina en ratas descerebradas

y desmeduladas normotensas ¢ hipertensas en ausencia y en presencia de L-NAME. La disminucién

de presi6n se expresa como porcentaje de la presién basal de 130 mmHg. Los sfmbolos representan
la media + e.e.m. de ocho experimentos.
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SUMMARY

In the present study the effect of L-NAME on
the vasodepressor actions of acetylcholine have
been determined in the pithed hypertensive rat
and aortic rings from same animal. We studied
the effect of Ach on isometric tension develop-
ment by rings of thoracic aorta taken from sham
operated and from rats with aortic coarctation-in-
duced hypertension; the effect of Ach was studied
in the absence and the presence of L-NAME.
The Ach endothelium-dependent relaxation in
phenylephrine (10° M) contracted aortic rings
observed in sham animals were found signifi-
cantly depressed in aortic rings from hyperten-
sive animals. In both, Ach-induced relaxation
were blocked by L-NAME (10* M), and re-
versed by L-arginine (10° M).

In contrast the Ach hypotensive effect was no
different between sham and hypertensive rats and
L-NAME (31 mg/kg) failed to alter the hypo-
tensive effect of Ach in pithed rats. These data
support the contention that Ach induce relaxa-
tion of larger arteries by the release of nitric
oxide (NO), in which the formation of NO and
the relaxation of aortic rings induced by Ach is
inhibited by L-NAME. However, intravenous
administration of L-NAME, in dosis that inhibit
vascular NO production, increases systemic
blood pressure and do not attenuates the vaso-
depressor actions of Ach in both, sham and
hypertensive rats, suggesting a different mecha-
nism involved in the vasodilatation induced by
Ach in vivo.
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