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Introduccién

La informacién sobre los receptores a vasculares y sobre el antagonista del calcio que
incluimos en esta Introduccion, puede ser Gtil como soporte para la lectura de esta Tesis
Doctoral. Sin embargo creemos que la informaciébn que aparece en el apartado de
Antecedentes, Hipotesis y Objetivos podria ser en si mismo suficiente para su comprension en

la mayoria de los casos.

1.1.- Receptores a adrenérgicos
1.1.1.- Primeros conceptos

Los receptores adrenérgicos son receptores de membrana que se localizan tanto en el
tejido neuronal como en tejidos no neuronales. Son los encargados de mediar las respuestas a
las catecolaminas enddgenas noradrenalina (NA) y adrenalina (Ad). La NA se libera desde las
terminaciones nerviosas noradrenérgicas postganglionares, y ambas catecolaminas, NA y Ad,
se secretan en la médula adrenal. Estos compuestos se encargan de controlar, entre otras,
funciones tan importantes como la funcion cardiovascular, la funcién respiratoria, la funcién
neuronal, la digestion, la contraccién y la dilatacion de la pupila, el metabolismo energético y la
funcién endocrina. Por ello, los receptores adrenérgicos, a través de los cuales actian,
constituyen dianas de elevada importancia terapéutica para el tratamiento de distintas
afecciones. La modulacion del tono vascular actuando sobre los receptores a adrenérgicos, de
los que nos ocuparemos en esta Introduccion, permite concretamente controlar una
enfermedad sumamente importante por su prevalencia y repercusion clinica, la hipertension
arterial (HTA).

Distintos estudios han permitido el conocimiento actual de los receptores adrenérgicos y
han facilitado su clasificacion. Originalmente Cannon y Rosenblueth en 1937 propusieron una
hipétesis basada en la existencia de dos neurotransmisores o mediadores enddgenos en el
organismo, a los que se podian atribuir las distintas respuestas, tanto excitadoras como
inhibitorias, observadas tras la activacion de los receptores adrenérgicos. Para estos
investigadores la “Simpatina E” era el mediador responsable de las respuestas excitadoras, y la
“Simpatina I’ era el mediador responsable de las respuestas inhibitorias (Cannon vy
Rosenblueth, 1937). Los primeros intentos para clasificar en distintas poblaciones a los
receptores adrenérgicos se remontan sin embargo a 1948. Hasta entonces los datos que se
manejaban eran escasos y muy pobres, y no permitian establecer una clasificacion de estos
receptores. Ahlquist en 1948, fue el primero en utilizar aminas simpaticomiméticas sintéticas
gue tenian una estrecha relacién estructural con la Ad, y llevé a cabo un estudio para evaluar
su potencia en distintos érganos. Asi, encontrd que un grupo de estas aminas poseia un rango

de potencia comdn para controlar una serie de funciones en el organismo, y establecié que
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este conjunto de funciones estarian mediados por un receptor adrenérgico comdn al que
denomind “alpha” (a). De igual forma, comprob6 que esas mismas aminas poseian un rango
totalmente distinto de potencia cuando mediaban otro conjunto de respuestas en el organismo.
Ahlquist asumié que esas diferencias en el comportamiento de las aminas eran debidas a que
los receptores implicados en estas Ultimas respuestas eran distintos de los receptores
implicados en las primeras respuestas, y a este segundo receptor adrenérgico distinto del
receptor a le denomind receptor “beta” () (Ahlquist, 1948). Por tanto, fue Ahlquist el primero en
establecer una clasificacion farmacologica de los receptores adrenérgicos. Los receptores o
adrenérgicos mediaban la mayor parte de las funciones excitadoras (vasoconstriccion,
contraccién de la musculatura uterina, contraccion del uréter, dilatacion pupilar, etc...) y una
importante funcién inhibitorioa (la relajaciéon intestinal). Por el contrario, los receptores f3
adrenérgicos mediaban la mayor parte de las funciones inhibitorias (vasodilatacién, relajacion
de la musculatura uterina, broncodilatacion, etc...) y una importante funciéon excitadora (la
estimulacién cardiaca). ElI nuevo concepto establecido por Ahlquist de la existencia de dos
receptores adrenérgicos distintos se oponia directamente a la hipétesis de la existencia de dos
mediadores responsables respectivamente de las funciones excitadoras e inhibitorias. No se
encontré por otra parte en el organismo ninguna amina conocida que se ajustara totalmente a
los requerimientos de las “Simpatinas” propuestas por Cannon y Rosenblueth. Por el contrario,
los resultados de Ahlquist apoyaban fuertemente la teoria de que la Ad constituia el Unico
mediador enddégeno del sistema adrenérgico, y esta catecolamina por si sola mediaba
funciones excitadoras o inhibitorias en base al tipo de receptor adrenérgico con el que

interaccionaba.

Afos después de los estudios de Ahlquist, Lands y colaboradores propusieron una
division de los receptores  adrenérgicos, pues no podian explicar con facilidad los resultados
que obtenian en sus experimentos si asumian que éstos constituian una poblacién Unica
(Lands et al., 1966). Al establecer las potencias relativas de las aminas simpaticomiméticas
para controlar una serie de funciones fisiologicas en el organismo, Lands observé que procesos
como la lipdlisis y la funcién cardiaca estaban mediados por el mismo tipo de receptor 3
adrenérgico, y este receptor recibié la denominacién de B;. Por el contrario, la glucogendlisis
del masculo esquelético y la broncodilatacién estaban reguladas por una poblacion diferente de
receptores 3 adrenérgicos que se denomind f3,. Lands afirmé que existian por lo tanto tres
poblaciones de receptores adrenérgicos: o, 1 y B. (Lands, 1967a,b). Después de estas
investigaciones, el estudio de los receptores [} adrenérgicos desatdé un interés creciente,
coincidiendo ésto ademas con la incorporacion en terapéutica por una parte de los farmacos -

blogueantes para el tratamiento de la HTA, angina de pecho, ciertas formas de isquemia
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miocardica, arritmias cardiacas, glaucoma y migrafa, y por otra de los farmacos estimulantes 3

adrenérgicos para el tratamiento antiasmatico.

La estrecha relacion entre la estructura quimica y la actividad farmacoldgica que
mostraban distintos farmacos habia permitido en realidad una féacil clasificacion de los
receptores [3 adrenérgicos en dos tipos, los .y los (B,. Esta clasificacién fue aceptada por la
mayoria de los investigadores (Furchgott, 1967; Langer, 1974), y permanece vigente en el
momento actual. Tras establecer esta clasificacion se desarrollaron sin embargo un gran
namero de farmacos selectivos de los receptores 3 adrenérgicos (Nuttal y Snow, 1982; Kauman
y Lemoine, 1985; Lemoine et al., 1985; Satoh et al., 1993; Strosberg y Pietri-Rouxel, 1996), y
como consecuencia se definieron también otros dos tipos de receptores [ adrenérgicos
atipicos, los Bsy los 4. Estos receptores eran insensibles a los antagonistas  adrenérgicos
clasicos (Arch et al., 1984; Bond y Clarke, 1988). El receptor (33 se expresa predominantemente
en tejido adiposo y participa en la regulacion que ejerce la NA sobre los cambios del
metabolismo energético y la termogénesis. Es unas 10 veces mas sensible a la NA y a la
isoprenalina que a la Ad, y presenta escasa afinidad por el propanolol. Hoy dia se han
conseguido agonistas y antagonistas selectivos para este receptor (Manara et al., 1995; Oshita
et al., 1997; Savontaus et al., 1998). Se estan disefiando actualmente agonistas 3; para su uso
en el tratamiento de la obesidad (Kauman, 1997). El receptor B4 esta localizado prioritariamente
en el tejido cardiaco, y aunque no existen ligandos selectivos para este receptor se sabe que

muestra poca afinidad por Ad y NA, pero se bloquea con bupranolol (Kauman, 1997).

1.1.2.- Clasificacion, distribucién y funcion de los receptores a adrenérgicos

Hemos sefialado que en esta Introduccién nos vamos a centrar en los receptores a
adrenérgicos y de ellos nos ocuparemos a continuacion. Su estudio se inicio en la década de
los setenta, es decir algo después de haber comenzado ya el estudio de los receptores 3
adrenérgicos. Hay que tener en cuenta que inicialmente no existia una clara relacion entre la
estructura quimica y la actividad farmacolégica de los agonistas y antagonistas de los
receptores a adrenérgicos, y ademas resultaba dificil entender el papel fisiolégico de estos
receptores y parecia limitado el interés terapéutico que podian tener los compuestos que
actuaban en ellos. Existio al principio por todo ello un cierto rechazo hacia su estudio y
valoraciéon en todos los campos, en el de la Farmacologia, en el de la Fisiologia y en el de la
Medicina Clinica. La necesidad de introducir una nomenclatura similar a la de los receptores 3
adrenérgicos, hizo resurgir a pesar de todo el interés por los receptores a adrenérgicos.

Existian ademas algunos antecedentes que resultaron (tiles para su clasificacién inicial. Asi
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por ejemplo, en 1957 Brown y Gillespie habian observado que tras la administracion de
antagonistas o adrenérgicos, como fenoxibenzamina y dibenamina, se incrementaba la
liberacion del neurotransmisor desde las terminaciones nerviosas que inervaban el bazo de
gato (Brown y Gillespie, 1957). Previamente Bacq y Frederico habian descrito este mismo
hallazgo, pero su aportacion pasé inadvertida, ya que tampoco se supo interpretar
adecuadamente (Bacq y Frederico, 1934). En realidad, inicialmente distintos investigadores
explicaron este proceso como un bloqueo de la recaptacion del neurotransmisor producido por
el antagonista a adrenérgico (Thoenen et al., 1964). Fue Starke en 1971 quien demostré que el
aumento en la liberacion de NA que ocasionaban los antagonistas a no interferia para nada
con la recaptacion del neurotransmisor ni con su transportador. Estudiando los mecanismos
implicados en los procesos de liberacion de la NA desde las terminaciones nerviosas
noradrenérgicas, Starke comprobé ademas que el aumento de dicha liberacion originado por
yohimbina y rauwolscina (antagonistas a adrenérgicos), era un fendmeno que requeria la union
de estos farmacos a un receptor a adrenérgico localizado a nivel presinaptico (Starke et al.,
1971a,b). También comprobo que, de forma inversa, determinados agonistas a adrenérgicos
(clonidina y xilazina) podian inhibir la liberacion neurogénica de NA, y ella misma podia también
inhibir su propia liberacién por un proceso de retroalimentacién negativo, que de igual modo
precisaba del estimulo de este receptor a adrenérgico presinaptico (Starke, 1972a,b). Los
estudios de Langer también fueron importantes para establecer la existencia de estos

receptores a presinapticos, que mediaban el control de la liberacion de NA (Langer et al.,1971).

Con el disefio de agonistas a adrenérgicos mas selectivos, se comprob6 mas adelante
que la demanda farmacoldgica de los receptores o adrenérgicos localizados a nivel
presinaptico, y la de los localizados a nivel postsinaptico, era distinta. Se aportaron ademas
otras evidencias de que los receptores a adrenérgicos que tenian distintas localizaciones
anatOmicas constituian entidades farmacologicas distintas y esta idea fue aceptada por la
mayoria de los investigadores dedicados al estudio de estos receptores (Dubocovich y Langer,
1974; Starke et al., 1974, 1975; Starke, 1977). Como resultado de sus ensayos in vitro, Langer
en 1974 propuso ademas que el receptor a adrenérgico postsinaptico que mediaba las
respuestas en el 6rgano efector se llamase receptor a; adrenérgico, y que el receptor a
adrenérgico presinaptico que regulaba la liberacién de NA se llamase receptor o, adrenérgico
(Langer, 1974). Pronto se demostro sin embargo que esta clasificacion de los receptores o
adrenérgicos basada en el lugar anatémico resultaba inapropiada, pues dificilmente se podrian
clasificar como presinépticos los receptores a, adrenérgicos encargados de mediar procesos
como la inhibicién de la glicolisis y la lipdlisis (Schimmel, 1976). Ademas, se comprob6 que

algunos receptores o adrenérgicos localizados postsinapticamente mostraban afinidad
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farmacoldgica similar a la de los receptores a, presinapticos, y se confirmé por ello la presencia
de receptores d, adrenérgicos en ambas localizaciones anatOmicas, presindptica y
postsinaptica. Por estos motivos, Betherseln y Pettinger sugirieron una clasificacién funcional
de los receptores a adrenérgicos basada en la funcidon que mediaba cada receptor mas que en
su localizacion anatomica (Betherseln y Pettinger, 1977). Se denominaron receptores d,
adrenérgicos a la poblacion de receptores responsable de las respuestas inhibitorias, y
receptores a; adrenérgicos a la poblacion responsable de las respuestas excitadoras,
independientemente de que se encontraran localizados a nivel pre- o postsinaptico. Mas tarde
sin embargo se vio invalidada de nuevo esta clasificacion cuando Drew y Whitting en 1979
plantearon el hecho de que la vasoconstriccion originada por NA no sélo se inhibia por
antagonistas o, adrenérgicos como el prazosin, sino también por antagonistas a, adrenérgicos
selectivos como la yohimbina, demostrando asi que respuestas excitadoras también podian
estar mediadas por receptores o, adrenérgicos (Drew y Whitting, 1979). Tampoco encajaban
ademas tampoco en la clasificacion funcional los receptores que mediaban la agregacion

plaguetaria cuando se administraban de agonistas a, adrenérgicos (Grant y Scrutton, 1979).

Se llegdé por tanto a la conclusion de que ni la diferenciacion anatomica, ni la
diferenciacion funcional, constituian formas fiables para clasificar los receptores o
adrenérgicos. Con el desarrollo de la industria farmacéutica y el disefio de nuevos farmacos
con gran selectividad por las distintas poblaciones de receptores a adrenérgicos, se establecio
una diferenciacion mas acertada de estos receptores basada en sus distintas afinidades
farmacologicas. Esta diferenciacion de los receptores, era independiente de su localizacion
respecto a la sinapsis nerviosa, y era independiente también del tipo de funcion que su
activacion mediara. Asi, un receptor a adrenérgico que se activara por metoxamina, cirazolina
o fenilefrina, y que se inhibiera de forma competitiva por bajas concentraciones de prazosin,
coriantina y el compuesto WB-4101, se denominaria receptor a, adrenérgico. Sin embargo,
aquellos receptores que respondian a la activacion con los compuestos B-HT 920, B-HT 933 y
UK-14,304, o con a-metilNA, y que se inhibian competitivamente por bajas concentraciones de
yohimbina, rauwolscina o idazoxan, se clasificaron como receptores a, adrenérgicos (Van

Zwieten y Timmermans, 1984; Ruffolo y Hieble, 1994).

Después de realizar tantos esfuerzos para conseguir una clasificacién acertada de los
receptores a adrenérgicos en los dos tipos a; y a,, parecio necesario estudiar su distribucién
en los distintos 6rganos y tejidos del organismo. De esta distribucion nos ocuparemos a

continuacion.
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Ya hemos sefialado que algunos receptores a estan localizados a nivel presinaptico, y
comenzaremos por hacer algunos comentarios sobre estos receptores. El receptor a
adrenérgico presinaptico esta localizado a nivel de la membrana de la fibra postganglionar,
proximo a las vesiculas de almacenamiento del neurotransmisor correspondiente. La activacion
de este receptor, ya sea por los neurotransmisores enddgenos NA o Ad, o por agonistas
exdgenos como los farmacos a simpaticomiméticos, inhibe la liberacion del neurotransmisor
correspondiente a través de un mecanismo de retroalimentacién negativo. Los receptores a
adrenérgicos presinapticos son fundamentalmente del tipo a,. La mayoria de los receptores a,
adrenérgicos presinapticos se han encontrado en terminaciones nerviosas noradrenérgicas que
inervan distintos 6rganos, como por ejemplo varios tipos de vasos sanguineos (Starke, 1977;
1981b; Doxey y Roach, 1980; Langer, 1981), el bazo (Langer, 1973), el corazon (Starke,
1972a; Drew, 1976; Lokhandwala et al., 1977; Pichler y Kobinger, 1978) y los conductos
deferentes (Doxey et al., 1977; Drew, 1977). Los receptores o, adrenérgicos presinapticos se
descubrieron inicialmente en preparaciones aisladas de arteria pulmonar de conejo, y por tanto
en este tejido es donde mas se estudiaron (Starke, 1977, 1981b). Probablemente sin embargo,
los mismos receptores a, presinapticos localizados en otros tejidos son muy similares a éstos.
También se han identificado receptores a, adrenérgicos presinapticos en terminaciones
nerviosas colinérgicas (Starke, 1977; Drew, 1978; Wikberg, 1979, Starke, 1981b) y
serotoninérgicas (Goéthert y Huth, 1980), asi como en los somas o cuerpos celulares de
neuronas noradrenérgicas (Brown y Caulfield, 1979). Algunos estudios experimentales
recientes demuestran también que los receptores a presinapticos son mayoritariamente
receptores a, (French et al.,, 1995), y sefalan la importancia de estos receptores a,
presinapticos en las inervaciones simpaticas de la vejiga (Andersson, 1999) y en el higado
(Vom-Dahl et al., 1999). También son importantes los receptores a, presinapticos de las
terminaciones nerviosas que inervan el intestino, y en especial los de las terminaciones

nerviosas que inervan el colon (Luckensmeyer y Keast, 1998).

Una pequefia proporcion de los receptores a adrenérgicos presinapticos se
corresponden con el tipo a; (Kobinger y Pichler, 1980, 1982; Docherty, 1983a,b). Algunos
estudios apoyan de hecho la idea de que existe una inhibicion presinaptica mediada por
receptores d; en una serie de tejidos como el ventriculo de rata, los vasos deferentes de rata,
el riidén de rata, el corazon de perro, la arteria de la cola de la rata, y las terminaciones
nerviosas colinérgicas del estbmago de rata (Docherty, 1989). Otros estudios han demostrado
sin embargo que la administracién de agonistas a; adrenérgicos facilita la liberacion del
neurotransmisor desde las terminaciones nerviosas colinérgicas que inervan el corazon de rata

(Bognar et al., 1990), la vejiga de la rata (Yoshimura y de Groat, 1992) y la vejiga del gato
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(Keast et al., 1990). También facilitan estos agonistas la liberacion del neurotransmisor desde
las terminaciones nerviosas noradrenérgicas en sinaptosomas corticales de rata (Pastor et al.,
1996) y en la vejiga de gato (Somogyi et al., 1995). Para algunos investigadores la liberacion
de neurotransmisores mediada por receptores a; adrenérgicos ocurriria por lo tanto en las
mismas terminaciones nerviosas en las que los receptores o, adrenérgicos mediaban una
inhibicion de su liberacién (Keast et al., 1990). Parece por consiguiente clara la existencia de
receptores o, adrenérgicos presinapticos, pero en realidad su papel facilitador o inhibitorio en la
modulacion de la liberacion de neurotransmisores bajo condiciones fisiol6gicas y patologicas

esta todavia sin aclarar definitivamente (Ruffolo y Hieble, 1994; Docherty, 1998hb).

Nos ocuparemos a continuacion de la distribucion de los receptores a adrenérgicos
postsinapticos. Los receptores a adrenérgicos postsinapticos aparecen en distintos tejidos
que incluyen distintos musculos lisos. Entre ellos los muasculos vascular, bronquial, uterino,
conducto deferente, vejiga, prostata y el muasculo gastrointestinal. Aparecen también en el
endotelio vascular, el corazoén, el riidn, el aparato yuxtaglomerular, las plaquetas, los
hepatocitos, los islotes pancreaticos, los adipocitos, los melanocitos y el ojo. Haremos algunos
comentarios a continuacion sobre los receptores a adrenérgicos postsinapticos de todos estos

tejidos.

Los receptores a adrenérgicos postsinapticos del musculo liso vascular se han
estudiado mucho. En este tejido se demostré por primera vez la presencia de ambos
receptores a adrenérgicos, los a; y los a,. Ademds, se comprobd que en este tejido los
receptores a; y los receptores d, se encontraban distribuidos aproximadamente en la misma
proporcién. Este descubrimiento llevo al entendimiento de que la nomenclatura a,/a; no tenia
por qué estar necesariamente asociada con la localizacion post/presinaptica de los receptores
(Starke, 1981a; Timmermans y Van Zwieten, 1981, 1982; Langer y Shepperson, 1982;
McGrath, 1982). Se comprob6 de hecho que tanto el estimulo de los unos, como el estimulo de
los otros, ariginaba vasoconstriccién con el consiguiente incremento de la presién arterial (PA)
(Reid, 1981). Hoy dia algunos datos experimentales también demuestran la necesidad de que
coexistan ambos receptores postsinapticos, los a; y los a,, para mediar la vasoconstriccion de

determinados vasos como la arteria cardtida (Willens et al., 1999).

Para estudiar los receptores a postsinapticos del musculo liso vascular se han utilizado
muchas preparaciones, y se han llevado a cabo experiencias in vivo e in vitro. Los ensayos in
vivo del grupo de Van Zwieten en la preparacion de “pithed rat” (rata descerebrada y

desmedulada) fueron entre otros muy Utiles. En esta preparacion la inervacion presinaptica del
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sistema nervioso autbnomo se interrumpe, ya que el animal se descerebra y desmedula. Sélo
aparecen por lo tanto respuestas adrenérgicas postsinapticas. Con este modelo pudo
demostrarse que la estimulacibn de los receptores a; adrenérgicos postsindpticos con
agonistas selectivos, tales como metoxamina, cirazolina y fenilefrina, producia una respuesta
presora que se antagonizaba a su vez de forma competitiva con antagonistas selectivos a;
adrenérgicos como el prazosin y la coriantina. El antagonismo era sin embargo mucho menos
marcado con yohimbina o rauwolscina. En esta misma preparacion también se veia que los
agonistas selectivos a, adrenérgicos, tales como los compuestos B-HT 920, B-HT 933 y UK-
14,304, también originaban incrementos presores que se antagonizaban a su vez con distintos
antagonistas selectivos de los receptores a, adrenérgicos, mostrando asi mismo los
antagonistas selectivos de los receptores a; adrenérgicos menor efecto para antagonizar
dichas respuestas (Timmermans y Van Zwieten, 1980, 1981, 1982). Otra preparacion muy
utilizada para estudiar los receptores a adrenérgicos postsinapticos en el musculo liso vascular
fue la preparacion de los miembros posteriores perfundidos de ratas reserpinizadas. Este
modelo, desarrollado por Kobinger y Pichler (Kobinger y Pichler, 1981), también demostré la

presencia de ambos tipos de receptores a adrenérgicos en el musculo liso vascular.

La existencia de los receptores o, adrenérgicos postsinapticos vasculares también se
demostrd facilmente cuando se llevaban a cabo estudios in vitro en preparaciones de venas y
arterias. Asi mismo, también fue facil demostrar la presencia de receptores a, adrenérgicos
postsinapticos en el masculo liso vascular cuando se trabajaba con preparaciones vasculares
venosas. Fueron muy Utiles para ello las preparaciones de la vena safena y de la vena femoral
de perro, y las respuestas eran especialmente buenas en la vena safena de perro (Sullivan y
Drew, 1980; De Mey y Vanhoutte, 1981; Curro y Greenberg, 1983; Fowler et al., 1984; Cooke et
al., 1985; Flavahan y Vanhoutte, 1986; Rhodes y Waterfall, 1987). En las preparaciones de
arterias aisladas resulté sin embargo mas complicado demostrar la presencia de receptores .
adrenérgicos postsinapticos. Por ello se sugirié que en las venas la densidad de los receptores
postsinapticos a, adrenérgicos podia ser mayor que en las arterias (De Mey y Vanhoutte, 1981;
Vanhoutte, 1982; Hieble y Woodward, 1984). Haciendo uso de agonistas a adrenérgicos muy
selectivos se pudo demostrar a pesar de todo la presencia de receptores postsinapticos d,
adrenérgicos en distintas arterias, tales como la arteria basilar de perro (Timmermans et al.,
1982), las arterias mesentéricas de perro (Kou et al., 1984, Itoh et al., 1987), la arteria de la
cola de rata (Medgett, 1985), y la arteria digital humana (Moulds y Stevens, 1984; Stevens y
Moulds, 1985, 1986). Algunos estudios con voluntarios sanos en los que se llevaban a cabo

medidas de flujo sanguineo en el antebrazo con técnicas pletismograficas, demostraron que en
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los vasos de resistencia del antebrazo humano existian también receptores a, (Van Brumelen
et al, 1982; Jie et al., 1984).

Finalmente, se concluyé que los receptores a; y 0, adrenérgicos podian presentar
caracteristicas distintas en las arterias y en las venas, y que su localizacién respecto a la
sinapsis podia ser también distinta en ambos tipos de vasos. En las arterias el receptor a;
adrenérgico postsinaptico estaba localizado intrasinapsis, en contacto con las terminaciones
nerviosas noradrenérgicas que inervaban el vaso, siendo de esta forma rdpidamente accesible
para el neurotransmisor NA. Su posicién anatdmica se correspondia con la capa adventicia. El
receptor o, adrenérgico postsinaptico se localizaba méas alejado de la zona de la sinapsis
(extrasinapticamente), y su localizacién correspondia a la tlnica intima. Este receptor podia por
consiguiente ser mas accesible a las catecolaminas circulantes (Langer et al., 1980; Langer y
Shepperson 1982; Ariens y Simonis, 1983; Van Zwieten, 1986). Por su localizacibn mas
accesible para la NA liberada desde el terminal nervioso simpatico que inervaba el vaso, el
papel fisioldgico del receptor a; adrenérgico postsindptico en las arterias podia ser el
mantenimiento del tono vascular en condiciones basales. Estudios recientes llevados a cabo
para averiguar el efecto que causa la edad en la funcionalidad de estos receptores
adrenérgicos, han mostrado que las respuestas contractiles a los agonistas a; adrenérgicos
pueden estar afectadas por la edad (Tabernero y Vila, 1995). Estos cambios en las respuestas
de los receptores se han relacionado sin embargo con una alteracion de la funcién endotelial.

El papel fisiolégico del receptor a, adrenérgico postsinaptico de las arterias no esta sin
embargo del todo claro. Se ha sugerido que este receptor actuaria mas como una diana de las
hormonas sanguineas. Los niveles de estas hormonas son muy bajos usualmente, pero en
determinadas situaciones, como cuando hay estrés, estos niveles pueden elevarse lo suficiente
como para activar los receptores o, (Cutter et al., 1980). En sujetos hipertensos se han
encontrado asi mismo niveles elevados de catecolaminas (Brown et al., 1981; Buhler et al.,
1982). Las concentraciones de catecolaminas plasméaticas también estdn alteradas en
animales con HTA experimental (Winternitz y Oparil, 1982; Oparil et al., 1990; 1991; Ando et
al., 1991; Scrogin et al., 1991). Estudios de union de ligandos marcados radiactivamente al
receptor (“binding”) llevados a cabo tanto en sujetos hipertensos como en animales con HTA
experimental también han demostrado una alteracion en la densidad y/o funcionalidad de los
receptores a, adrenérgicos (Philipp et al., 1978; Mattiason et al., 1979; Morris et al., 1981;
Brodde et al., 1983; Sanchez et al., 1986; Takata y Kato, 1996; Gesek, 1999). Estos receptores
estarian por tanto implicados en la contraccion vascular en estados patolégicos importantes,
tales como la HTA y posiblemente el fallo cardiaco congestivo, donde las catecolaminas tienen

niveles mas altos. Estudios recientes reflejan ademas que la modificacion de los receptores o,
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adrenérgicos en procesos como la HTA esta relacionada con una alteracion de las proteinas G
a las que estan acoplados (Masutani et al., 1999; Varani et al., 1999). Las respuestas presoras
de los agonistas o, adrenérgicos también se reducen con la edad, y ésto probablemente se
debe a que también disminuye la sensibilidad de los receptores a, adrenérgicos postsinapticos
(Docherty et al., 1988). Las catecolaminas plasméticas pueden también alterarse con la edad,
ya que entonces existe una recaptacion menor de la NA, y posiblemente también una liberacion
mayor del neurotransmisor desde los terminales nerviosos (Docherty et al., 1990a). Esto ultimo
podria relacionarse con una disminucién en la sensibilidad de los receptores o, adrenérgicos

presinapticos.

En las venas probablemente sucedia lo contrario de lo que ocurria en las arterias.
Distintos estudios indicaron que en las venas el receptor mayormente inervado era el a,, y el a,
se localizaba més alejado de la sinapsis (Flavahan y Vanhoutte, 1986; Ruffolo, 1986; Segstro y
Greenway, 1986; Flavahan et al., 1987). Por todo ello se aceptd que las respuestas mediadas
por los receptores o, adrenérgicos postsinapticos en la circulacién venosa eran mas marcadas
que las respuestas mediadas por estos receptores en la circulacion arterial (Ruffolo, 1986).
Parece que la capacidad de las venas para responder a la estimulacion simpéatica también
disminuye con la edad; ensayos con venas safenas humanas obtenidas durante la cirugia de

varicosidades venosas asi lo demuestran (Docherty, 1993).

Hay que sefialar ademas que los estudios del grupo de Ruffolo indicaron que en la aorta
de rata existia un receptor a adrenérgico dificil de definir farmacologicamente (Ruffolo et al.,
1980, 1981, 1982). Este receptor inicialmente se comprob6 que tenia una gran afinidad por la
clonidina y la yohimbina, y ésto indicaba que se trataba de un receptor a, adrenérgico. Este
dato se alejaba bastante de los existentes hasta ese momento al estudiar la poblacién de
receptores a adrenérgicos en la aorta de otras especies animales. Asi por ejemplo, en la aorta
de conejo la poblacién adrenérgica mayoritaria era la a; (Docherty et al., 1981). Parecia que la
rata era el Unico mamifero en el que se hallaban en mayor numero los receptores o
adrenérgicos con elevada afinidad por los agonistas y antagonistas selectivos a, adrenérgicos.
Posiblemente ésto era también debido a que la rata era la Unica especie en la que se habia
descrito una pérdida de la inervaciébn adrenérgica (Patil et al., 1972). Habia quedado
establecido que en las arterias los receptores a adrenérgicos localizados intrasinapticamente
eran del tipo aj, y los localizados mas distantes de las terminaciones nerviosas eran sin
embargo d,. Se podia pensar que quiza la falta de inervacion en la aorta de rata pudiera hacer
parecer a sus receptores a adrenérgicos mas del tipo extrasinapsis en lo que a sus afinidades

farmacologicas se referia. Sin embargo, el problema surgié cuando se comprobdé que este
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receptor a adrenérgico también respondia a la estimulacion con agonistas selectivos ay, tales
como fenilefrina y metoxamina. Se llegé entonces al acuerdo de que el receptor a adrenérgico
de la aorta de rata poseia propiedades comunes a ambos tipos de receptores a adrenérgicos,
los a; y los a», y no debia forzarse su clasificacion como uno u otro tipo de receptor, pudiendo
admitirse sin embargo la existencia de un tercer tipo de receptor a adrenérgico postsinaptico.
En realidad, unicamente se consiguio identificar el receptor a adrenérgico presente en la aorta
de la rata afios mas tarde cuando se describieron los distintos subtipos de los receptores a; y

o, adrenérgicos.

El estimulo de los receptores a adrenérgicos en el masculo liso vascular se ha utilizado
en terapéutica para producir una accion vasoconstrictora local, y existen farmacos que se
utilizan como descongestionantes de mucosas, principalmente la respiratoria y la conjuntiva. La
vasoconstriccion local por estimulo de los receptores a adrenérgicos puede resultar también (til
para evitar hemorragias locales y para retrasar la absorcion de los anestésicos locales cuando
éstos se administran. También se ha utilizado en terapéutica el bloqueo de los receptores a;
adrenérgicos del musculo liso vascular para producir una disminucion de la PA cuando ésta
esta elevada. La utilizacion de bloqueantes a; en la HTA tiene el inconveniente de que estos
farmacos ocasionan facilmente hipotension ortostatica, y producen ademas otros efectos no
deseados como resultado del bloqueo de los receptores a; adrenérgicos de otros tejidos. Por

este motivo actualmente se utilizan mas otros compuestos para el tratamiento de la HTA.

En el musculo liso bronquial la poblacibn mayoritaria de receptores a adrenérgicos
esta constituida por receptores a;. Su activacion origina una contraccién de la fibra lisa (Meana
y Garcia-Sevilla, 1997; Poulat y Couture, 1998).

En el aparato genitourinario existen también receptores a; y o, adrenérgicos. El
conducto deferente (Meana y Garcia-Sevilla, 1997; Burt et al., 1998; Docherty, 1998a) y la
vejiga (Caine et al., 1975; Tsujimoto et al., 1986; Lepor et al., 1993; Meana y Garcia-Sevilla,
1997) tienen receptores de ambos tipos. La implicacién de los receptores o, adrenérgicos en la
contraccién de estos tejidos es muy pequefa, por lo que se desconoce cual es exactamente su
papel. En la vejiga los receptores a; se localizan principalmente en la base y controlan la
contraccion del esfinter y el trigono. Existe hoy dia un interés creciente por encontrar ligandos
especificos para estos receptores que podrian resultar utiles en el tratamiento de patologias
relacionadas con la vejiga (Andersson, 1999). En la contraccion de la uretra participan en igual

proporcion los receptores a, y a, adrenérgicos, aunque en la uretra proximal es mas abundante
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la poblacién a; adrenérgica (Lepor y Shapiro, 1984, Lepor et al., 1993). Parece que en la uretra
de las mujeres predomina la poblacion de receptores a, adrenérgicos, lo cual se ha asociado
con una regulacién a la alta por parte de los estrégenos (Yablonsky et al., 1986; Taniguchi et
al., 1997). En la prostata predominan los receptores a; (Hieble et al., 1985; Shapiro et al.,
1987; Muramatsu et al.,, 1994; Marshall et al., 1995; Meana y Garcia-Sevilla, 1997). La
“hipertrofia benigna prostatica” es una patologia que cursa con una obstruccién de la uretra de
dos componentes: un componente estatico consecuencia de una hiperplasia de la prostata y un
componente dinamico debido a la contraccién del musculo liso del cuello de la vejiga, prostata
y uretra, mediada por receptores a; adrenérgicos. Por todo ello, hace ya tiempo se penso en el
uso de antagonistas a; adrenérgicos para el tratamiento de esta patologia y existe una
experiencia clinica considerable al respecto (Caine et al., 1976, Caine, 1986, 1990; Cockett et
al., 1993). El objetivo ha sido conseguir agentes uroselectivos mas eficaces y con menor
incidencia de efectos secundarios por el bloqueo de receptores a; en otras regiones del
organismo. El alfuzosin fue el primer antagonista a; adrenérgico uroselectivo que aparecio
(Lefevre-Borg et al., 1993). Actualmente se estan estudiando nuevos y mas selectivos agentes
para el tratamiento esta patologia de elevada incidencia en la poblacién anciana masculina
(Andersson, 1996; Chess-Williams et al., 1996; Kirby y Jardin, 1997; McGrath et al., 1999)

En el Gtero el estimulo de ambos receptores, los a; y los a,, causa la contraccion de la
musculatura (Hoffman et al., 1981; Rosen et al, 1984; Meana y Garcia-Sevilla, 1997). Los
receptores a; adrenérgicos se encuentran en igual proporcién en las células musculares
longitudinales y circulares, mientras que los receptores o, adrenérgicos son mayoritarios en las
células musculares longitudinales y su regulacién esta afectada por el ciclo de los estrogenos
(Taneike et al., 1999).

En el caso de la musculatura gastrointestinal el estimulo de ambos receptores, los a;y
los as,, tiene efectos opuestos, de forma que la activacion a; adrenérgica origina un aumento en
la motilidad intestinal y por el contrario la activacién a, adrenérgica produce relajacion de la
musculatura gastrointestinal. Existe en realidad una accion inhibitoria de la liberacion de NA
mediada a través de receptores o, adrenérgicos presinapticos localizados en las terminaciones
nerviosas adrenérgicas (Cheng et al., 1981; Meana y Garcia-Sevilla, 1997). Asi mismo, existen
también receptores a, presinapticos en las terminaciones colinérgicas que median una

inhibicion de la contraccién del intestino delgado (Wikberg, 1977).

Se demostré también la existencia de receptores a adrenérgicos en el endotelio de la

mayor parte de las preparaciones vasculares estudiadas, y se comprobd que su activacion
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mediaba la liberacion del llamado factor relajante derivado del endotelio (EDRF) (Cock y
Angus, 1983). Parece sin embargo, que la magnitud de esta respuesta vasodilatadora de los
agonistas a adrenérgicos dependiente de endotelio, es variable y est4 condicionada en gran
medida por el calibre del vaso y por la especie animal utilizada (Angus et al., 1986). En 1989
Vanhoutte y Miller comprobaron que los receptores endoteliales adrenérgicos implicados en la
liberacion del EDRF pertenecian al subtipo a,, y sefalaron que la estimulacién de estos
receptores podia justificar el efecto vasodilatador de las catecolaminas en algunos lechos
vasculares (Vanhoutte y Miller, 1989). Mas recientemente se ha demostrado que en el
endotelio existen receptores ay, y su estimulo también facilita la relajacion vascular endotelio
dependiente (Panza et al., 1995). Las células endoteliales liberan por tanto EDRF, y lo hacen
tanto por activacion de receptores a; como por activacion de receptores a, (Kaneko et al., 1993;
Hu et al. 1994; Segawa et al., 1998). Se ha podido comprobar que en las arterias bronquiales
de conejo la activacién a, adrenérgica induce la liberacion de 6xido nitrico (NO), y la activacion
o, adrenérgica induce la liberacion de un prostanoide relajante del muasculo liso (Zschauer et
al., 1997). Por tanto, la activacion a adrenérgica en el endotelio origina la liberacion de distintos
mediadores vasodilatadores del musculo liso vascular, y la liberacion de cada uno de estos

mediadores probablemente es dependiente del lecho vascular y la especie animal.

Pese a que el principal receptor adrenérgico implicado en el control de la funcién
cardiaca es el 3;, hace afios se propuso que también existian receptores a adrenérgicos en el
miocardio (Govier et al., 1967, 1968). Durante mucho tiempo se debatié el tipo de receptor a
adrenérgico presente en los miocitos cardiacos. La mayoria de los estudios funcionales y de
“binding”, indicaron que se trataba del receptor a; adrenérgico (Karliner et al., 1979; Corr et al.,
1981). Se han encontrado sin embargo algunas diferencias entre estos receptores, y los
receptores a; adrenérgicos presentes en otros érganos (Wagner et al., 1980). Su papel
fisiolégico también se ha discutido mucho, y parece que los receptores o, adrenérgicos del
corazén podrian mediar una respuesta ionotrépica positiva selectiva, es decir un aumento de la
contraccién, con poco o ningun cambio en la frecuencia cardiaca. Ademas, esta respuesta
ionotropica positiva es menos intensa, aunque de mayor duraciéon en el tiempo, que la
respuesta mediada por estimulo de los receptores [3;. A diferencia también de la respuesta
ionotrépica B, tipica, la respuesta ionotropica mediada por receptores a; es mas aparente a
bajas frecuencias cardiacas (Benfey et al., 1982). Algunos investigadores han estudiado la
densidad de receptores a; adrenérgicos en tejido cardiaco en ratas hipertensas, y han
observado que su densidad aumenta en estos animales (Hanna y Khairallah, 1986; Limas y
Limas, 1987). Otros investigadores han demostrado que existen receptores o, adrenérgicos en

el corazén de rata (Daswhood y Spyer, 1986; Wilson, 1991), y al estudiar la distribucion del
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receptor a, en este tejido, vieron que su densidad disminuia cuando las ratas eran hipertensas
(Wilson, 1991). Hoy dia se sabe que en las neuronas cardiacas intrinsecas que inervan el
corazon existen ambos tipos de receptores a adrenérgicos, los a; y los a,, y se sabe también
que ambos intervienen en la regulacion de la funcién cardiaca (Armour, 1997). Datos
experimentales recientes indican sin embargo, que las respuestas ionotrépicas positivas que
ocasionan los agonistas a en la preparacién de “pithed rat”, estdn mediados por receptores a;
adrenérgicos (Broadley et al., 1999). Un estudio actual, utilizando técnicas de “binding”, ha
intentado mapear toda la poblacién de receptores a; adrenérgica en el miocardio para clarificar
sus alteraciones en determinadas patologias (Law et al., 2000). Sin embargo, el papel
fisiologico de los receptores a adrenérgicos postsinapticos en el corazén no esta todavia

totalmente claro.

Los resultados iniciales de los ensayos farmacolégicos que evaluaban la agregacion
plaguetaria con agonistas a parecian indicar que en las plaquetas existian receptores d,, pero
estos resultados presentaron algunas discrepancias, ya que un gran numero de agonistas d,
adrenérgicos selectivos no la originaban. Los ensayos de “binding” mostraban sin embargo
claramente la presencia de receptores a, adrenérgicos en las plaquetas, y se pudo por tanto
llegar a la conclusién de que en realidad los receptores adrenérgicos en ellas localizados eran
exclusivamente receptores a, adrenérgicos (Grant y Scrutton, 1979; Hoffmann et al., 1979;
Shattil et al., 1981; Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

En la vasculatura renal estan presentes ambos tipos de receptores a adrenérgicos,
pero inicialmente se sefiald, que el que se encargaba de controlar en mayor grado el flujo
sanguineo renal, era el receptor a; (Oswald y Greven, 1981). La densidad de receptores d,
adrenérgicos en el rifidn, es sin embargo mayor que la densidad de receptores a; adrenérgicos
en este organo. Gracias a las técnicas de autoradiografia se ha visto que los receptores a;
adrenérgicos se localizan predominantemente en los tlubulos corticales y en las arteriolas
renales (Muntz et al., 1985; Takatori et al., 1991; Wilson, 1991). Los receptores a, adrenérgicos
se localizan sin embargo, en los tubulos de la corteza y de la medula prioritariamente (Muntz et
al., 1986; Takatori et al., 1991; Wilson, 1991). El estimulo de los receptores a; adrenérgicos
renales ocasiona vasoconstriccion renal (Schmitz et al., 1981) y retencion de agua y sodio
(Smyth et al., 1985, 1986), y el estimulo de los receptores a, adrenérgicos renales puede
ocasionar sin embargo una inhibicion en la liberacién de renina (Pettinger et al., 1976), y puede
facilitar (Miller, 1980), o inhibir (Gesek y Strandhoy, 1990), la excrecion de sodio y agua. En
estudios recientes se sefala también que tras la estimulacion nerviosa renal se origina un

efecto antinatriurético mediado por las poblaciones presinapticas de ambos receptores o
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adrenérgicos (Hayashi et al., 1999). En algunos trabajos en los que se utilizan técnicas de
autoradiografia, se ha observado que la densidad de ambos receptores a adrenérgicos en el
riidén, es mayor en ratas hipertensas que en ratas normotensas (Takatori et al., 1991). Del
mismo modo, estudios funcionales han mostrado que la NA activa en mayor grado la
reabsorcion tubular en ratas hipertensas que en ratas normotensas (Steele y Underwood,
1978). La vasocontraccién renal medida por receptores o, adrenérgicos también es mayor en
ratas hipertensas (Kobrin et al., 1985; Uchino et al., 1991). El aumento de la respuesta
adrenérgica en el rifidn de las ratas hipertensas podria relacionarse en parte con un incremento
en la densidad de los receptores o, adrenérgicos (Sanchez et al., 1990; Michel et al., 1993).
También muchos estudios indican que la densidad de receptores a, adrenérgicos en el rifidn
de las ratas hipertensas es mayor (Sanchez et al., 1986, 1989; Michel et al., 1993; Gong et al.,
1994). Todo ello parece indicar que los receptores a adrenérgicos del rifién juegan un papel
importante en el desarrollo de la HTA experimental. Hay que tener en cuenta, que este
incremento en la densidad de los receptores a que presentan las ratas hipertensas, no parece
gue sea en realidad una consecuencia de que existan niveles de PA elevados. Se ha
comprobado de hecho, que el aumento en la poblacion de estos receptores adrenérgicos
ocurre ya desde antes que se establezca la HTA (Fukuda et al., 1983; Sanchez et al., 1986).
Ademas, se ha comprobado que esto no ocurre en modelos de HTA experimental de origen no
genético (Yamada et al., 1980; Fukuda et al., 1983).

En el aparato yuxtaglomerular también existen receptores a adrenérgicos. Estos
receptores son sin embargo exclusivamente del tipo a,,y se encargan de inhibir la secrecion de

renina (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

En el higado existen receptores a adrenérgicos, y la poblacibn mayoritaria en este
Organo esté constituida por receptores a;. La activacion de estos receptores en los hepatocitos
facilita la glucogendlisis y la consiguiente hiperglucemia (Meana y Garcia-Sevilla, 1997; Vom-
Dahl et al., 1999).

En el pancreas también existen receptores a adrenérgicos. Ensayos biolégicos llevados
a cabo con ratones indicaron que la liberacién de insulina procedente de las células 3 se inhibia
por estimulo de receptores a adrenérgicos. Se pudo observar ademas que la hiperglucemia
tras la administracion de Ad y NA se inhibia por yohimbina, y por ello se concluyé que la
poblacidon de receptores a adrenérgicos en los islotes pancreaticos era principalmente a,
(Smith y Porte, 1976; Nakadate et al., 1980; Meana y Garcia-Sevilla, 1997).
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Se ha sugerido también que los receptores o adrenérgicos, y en concreto los receptores
o, adrenérgicos, estan implicados en los procesos de lipdlisis. Ensayos bioldgicos llevados a
cabo en adipocitos procedentes de hamster y en adipocitos humanos, demostraron que el
efecto lipolitico de la teofilina se inhibia tras la administracién de clonidina y Ad. Con estos
compuestos la inhibicion era mas efectiva que con la administracion de fenilefrina y
metoxamina (Schimmel, 1976; Aktories et al., 1980; Lafontan y Berlan, 1980, 1981). Existe por
ello la teoria de que los antagonistas a, adrenérgicos favorecerian la lipélisis, y de ahi la
posible utilizacion y disefio de farmacos blogueantes de estos receptores para el tratamiento de
la obesidad (Galizky et al., 1988; Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

Después de distintos ensayos farmacoldgicos se llegd ademas a la conclusion de que la
estimulacién de los receptores o, adrenérgicos era el proceso principalmente implicado en la
inhibicion de la sintesis de la hormona estimulante de los melanocitos. La hormona se
sintetiza en estas células y es la responsable de inducir la dispersion de los granulos de
melanina, que a su vez origina la aparicion de manchas y el oscurecimiento de la piel
(Berthelsen y Pettinger, 1977; Pettinger, 1977; Carter y Schuster, 1982).

La distribucion de los receptores adrenérgicos en el ojo siempre ha suscitado mucha
controversia. Los ensayos llevados a cabo en conejos conscientes demostraron que la
administracion tépica de agonistas especificos a, adrenérgicos producia una respuesta de
disminucién de la presion intraocular sin modificar el tamafio de la pupila (Innemee et al.,
1981). No quedd muy claro qué poblacién de receptores, los presinapticos o los postsinapticos,
mediaba esta respuesta, pero se pensd que dicha respuesta en cualquier caso podia ser
interesante para el tratamiento del glaucoma. Hoy dia se usan algunos agonistas a,
adrenérgicos selectivos como la brimodina en pacientes con hipertension ocular y glaucoma
por su capacidad para disminuir la produccion de humor acuoso y facilitar su drenaje (Green
Field et al., 1997). Las arteriolas que irrigan el iris poseen ambas poblaciones de receptores a
adrenérgicos, y la activacion de ambos, los a; y los a,, ocasiona una vasoconstriccién que
reduce la formacion de humor acuoso siendo ésto también interesante para el tratamiento del
glaucoma (Sandow y Hill, 1999). Cuando los agonistas a; adrenérgicos se administraban en los
animales se producia sin embargo una midriasis que iba acompafiada de un ligero aumento de
la presién intraocular. Esto se debe a que los Unicos receptores a del muasculo dilatador
(células musculares radiales) del iris son los ai, y su estimulo origina la contraccién de este
tejido con la consiguiente midriasis (Sugiyama et al., 1990). El uso de agonistas q;
adrenérgicos selectivos (fenilefrina especialmente) como midriaticos para facilitar la exploracion

de la retina tiene a pesar de todo la ventaja frente a otros farmacos como son los
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antimuscarinicos de ocasionar muy poco aumento en la presion intraocular (Meana y Garcia-

Sevilla, 1997).

La tabla 11 (pagina 21), refleja la distribucion de los receptores a adrenérgicos

postsinapticos y su funcién en todos los tejidos anteriormente mencionados.

TABLA 1I: Distribucién de receptores a adrenérgicos postsinapticos en distintos tejidos y

respuesta producida por activacion.

Tejido

a;

az

MUSCULO LISO

arterial

vVenoso

bronquial

vejiga

conducto deferente
uretra

prostata

atero
gastrointestinal

dilatador del iris

ENDOTELIO

MIOCARDIO

PLAQUETAS

RINON

APARATO YUXTAGLOMERULAR
HEPATOCITOS

CELULAS B PANCREAS
ADIPOCITOS

MELANOCITOS

contraccion
contraccion
contraccion
contraccion
contraccion
contraccion
contraccion
contraccion
contracciéon
contraccion
liberacion EDRF

inotrépica +

glucogendlisis
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contraccion

contraccion

contraccion

contraccion

relajacion

liberacion EDRF

agregacion
natriuresis

1 secrecioén renina

1 secrecion insulina
| lipolisis

1 sintesis MSH
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0Jo 1 produccion HA

MSH: hormona estimulante de los melanocitos, HA: humor acuoso, EDRF: factor relajante
derivado del endotelio.

Existen ademas receptores a adrenérgicos en el sistema nervioso central (SNC) que
estan implicados en la regulacion de la PA. Hace tiempo se propuso que la estimulacion de los
receptores a adrenérgicos podia causar un descenso de la PA (Heller, 1933; McCubbin et al.,
1960). Schmitt en 1971 fue el primero sin embargo en proponer claramente el papel funcional
de los receptores a adrenérgicos centrales para explicar el efecto hipotensor de la clonidina
(Schmitt, 1971). La clonidina es una imidazolina que se disefid originalmente como
vasoconstrictor y descongestionante de las mucosas y sus propiedades sedantes e
hipotensoras se descubrieron por casualidad. La teoria de Schmitt se bas6 en los siguientes
hallazgos experimentales. En primer lugar, la clonidina era claramente un agonista de
receptores a adrenérgicos, puesto que tenia una estructura muy semejante a la de la
nafazolina, que era a su vez el representante del grupo de agonistas imidazolinicos de los
receptores a periféricos. Ademas, la clonidina era suficientemente liposoluble como para
atravesar la barrera hematoencefalica y actuar sobre receptores centrales, y su efecto
hipotensor central se antagonizaba por la yohimbina y el piperoxan, que eran a su vez
antagonistas a adrenérgicos suficientemente lipofilicos también como para atravesar la barrera
hematoencefalica. Por otra parte, se demostrd6 posteriormente que un gran ndmero de
derivados imidazolinicos ademas de la clonidina, y también otros agonistas a adrenérgicos
tales como guanfacina, lofexidina y a-metil-dihidroxifenilalanina, presentaban un mecanismo
similar al de este farmaco. Ademas se comprobd que otros agonistas a adrenérgicos de
estructura quimica muy distinta, como los compuestos B-HT 920 y B-HT 933, actuaban también
sobre los receptores a adrenérgicos del SNC (Van Zwieten y Timmermans, 1980; Pichler y
Kobinger, 1981a). Por todo ello se llegd a la conclusion de que el estimulo de los receptores a

adrenérgicos del SNC promovia un descenso de la PA.

Al principio no se sabia con certeza cual de las dos poblaciones de receptores a
adrenérgicos se encargaba principalmente del control de la PA a nivel central, pero se
aceptaba que los farmacos hipotensores de accion central actuaban en el tronco cerebral y no
en centros superiores. Schmitt (Schmitt, 1971) y Chalmers (Chalmers, 1975) propusieron como
lugares de accion de la clonidina el nicleo del tracto solitario, el centro vasomotor y los nacleos
del nervio vago, asi como las interconexiones entre ellos. También parecia existir un sitio de
accién para la clonidina en el hipotalamo, pero al observarse que eran necesarias dosis

elevadas de este farmaco para sus efectos alli, no quedé establecida con certeza la existencia
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de receptores o adrenérgicos en esta zona (Struyker Boudie, 1975). Algunos estudios
posteriores demostraron que los antagonistas a; especificos como la coriantina tenian menor
capacidad para inhibir los efectos de la clonidina que los antagonistas a, especificos tales
como la yohimbina y la rauwolscina (Timmermans et al., 1981a). Por ello se lleg6 finalmente a
la conclusion de que serian fundamentalmente los receptores a, adrenérgicos los implicados en
el control central del tono arterial. Estos receptores a, adrenérgicos centrales se localizan en
realidad principalmente en el tallo encefalico, en zonas visceroreceptivas y visceromotoras,
pero también en estructuras limbicas posteriores, inervadas por terminaciones ascendentes y
descendentes que pueden ser adrenérgicas o noradrenérgicas (Ruffolo y Hieble, 1994). Hoy
dia se sabe que para la accién de los agonistas o, son importantes los receptores localizados
en neuronas excitadoras bulboespinales, a través de las cuales el centro ventrolateral rostral de

la medula controla el tono simpatico (Hayar y Guyenet, 1999).

Surgié también la necesidad de ubicar los receptores o, adrenérgicos centrales
implicados en el control del tono arterial respecto a la sinapsis nerviosa. Esto resultd mas
tedioso de lo esperado ya que el SNC es una estructura mucho mas compleja que los 6rganos
periféricos. Se habia aceptado ya en realidad que existian receptores o, adrenérgicos
presinapticos en el cerebro, y que su estimulo, a través de un mecanismo de retroalimentacién
negativo, provocaba la inhibicibn de la liberacibn de NA desde las terminaciones
noradrenérgicas (Starke, 1977; Langer, 1981; Timmermans y Van Zwieten, 1982). Se podia
encontrar por tanto una explicacion aceptable asumiendo que la clonidina actuaba a nivel
presinaptico y disminuia la liberacién de NA desde los terminales nerviosos, deprimiendo asi la
actividad de una neurona facilitadora de la actividad simpatica. Se intent6 sin embargo explicar
también el efecto de la clonidina proponiendo un mecanismo de accién a nivel postsinaptico.
Se propuso que la activacion de receptores o, adrenérgicos postsindpticos aumentaria la
actividad de neuronas inhibitorias bulboespinales, originando de igual forma un efecto depresor
del simpatico. Asi, finalmente de un modo u otro, se provocaria un descenso en el tono
periférico simpatico, y en consecuencia una caida en los niveles de PA. No parecia del todo
claro sin embargo cual era la poblacion mayoritaria de receptores a, adrenérgicos implicados
en el control central de la PA, la presinaptica o la postsinaptica. Desde el punto de vista
farmacoldgico parece dificil aceptar el hecho de que un agonista a, adrenérgico disminuya la
PA por un mecanismo de accién postsinaptico. Sin embargo, los ensayos llevados a cabo con
6-hidroxi-dopamina o reserpina para abolir el efecto hipotensor de la clonidina, indicaron que
eran fundamentalmente los receptores a, adrenérgicos postsinapticos, y no los presinapticos,
los que mediaban la caida de la PA que ocasionaba este farmaco (Kobinger, 1978; Hausler,

1982; Timmermans y Van Zwieten, 1982; Heal et al., 1995). Se lleg6 a la conclusion de que los
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receptores o, adrenérgicos presinapticos podian sin embargo estar implicados en otros efectos

centrales de la clonidina (Kubo et al., 1986).

Recientemente se ha podido comprobar que los receptores imidazolinicos estan
también implicados en el control central de la PA, pero el efecto en estos receptores
imidazolinicos requiere de la presencia o facilitacion de los receptores a, adrenérgicos
centrales (Bousquet et al., 1999). Se ha asumido que estos receptores imidazolinicos estan
localizados principalmente en la regidn del ndcleo reticular lateral, y se ha aislado un ligando
enddgeno para ellos que se ha podido purificar parcialmente del tejido cerebral. Se piensa que
este ligando no es una catecolamina, y se ha llamado “sustancia desplazante de clonidina” o
“endolacina”. La Rilmenidina es un analogo de clonidina con selectividad relativa para los
receptores imidazolinicos centrales, y se ha propuesto que su efecto hipotensor estd mas
relacionado con su accion en receptores imidazolinicos que con su accion en receptores o,
adrenérgicos centrales. Posee como ventaja frente a los farmacos antihipertensivos o,
adrenérgicos la escasa 0 nula sedacion que origina, y ello se debe a que este efecto colateral
esta mediado a través de receptores corticales (Van Zwieten, 1992). Lo mismo sucede con la
monoxidina, un nuevo agente de accion central que muestra selectividad agonista para los
receptores de imidazolina 11 (Schachter et al., 1998). Algunos investigadores sefalan también
recientemente que el efecto hipotensor central del compuesto B-HT 920 cuando se administra
intracerebroventricularmente estd mediado por ambos receptores, los receptores a,
adrenérgicos y los receptores imidazolinicos (Ricci y Taira, 1999). Se pens6 también hace
tiempo que el efecto antihipertensivo central de la clonidina y de otros agonistas
adrenérgicos, podia conllevar una interaccién entre receptores a, adrenérgicos y receptores
opioides. Esta teoria se basé en la observacion de que los antagonistas opioides como la
naloxona atenuaban los efectos cardiovasculares de la clonidina en el hombre y en los

animales de experimentacién (Kunos et al., 1990).

La activacion de los receptores a, adrenérgicos presinapticos periféricos no parece que
contribuya en gran medida al efecto hipotensor de los farmacos que como clonidina ocasionan
principalmente hipotension por accién central. En algunos ensayos in vivo con gatos se
demostré sin embargo que la clonidina tenia una accién inhibitoria periférica (Walland et al.,
1978). Esta accion inhibitoria periférica puede contribuir al efecto hipotensor de la clonidina
bajo determinadas situaciones en las que la PA escapa del control homeostatico mediado por
baroreceptores. También algunos investigadores obtuvieron resultados clinicos que avalaban

esta idea (Gunnar y Frish-Holmberg, 1981).
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Ya hemos mencionado que los receptores o adrenérgicos centrales estan también
implicados en otros efectos distintos del control del tono arterial. La utilizacion de los agonistas
o, adrenérgicos en la HTA puede verse limitada por este motivo. La administracién de los
farmacos antihipertensivos de accion central siempre lleva asociada la aparicion de
bradicardia. Esto puede explicarse facilmente porque ademdas de la disminucion de la
transmision simpética, parece que la estimulacién de los receptores a, adrenérgicos centrales
también ocasiona un aumento del tono vagal (Kobinger, 1978). Los receptores implicados en
este efecto podrian ser los receptores a, adrenérgicos del nicleo dorsal del vago (Dashwood et
al., 1985). A nivel periférico estos farmacos agonistas a, activan asi mismo los receptores a.
adrenérgicos presinapticos del miocardio, ocasionando ésto también una disminucién de la
frecuencia cardiaca (De Jonge et al., 1981, 1982). Estudios posteriores sefalaron que los
receptores a; adrenérgicos podian contribuir también a la bradicardia de origen central (Cullen
y Reynoldson, 1990).

La sedacién y la sequedad de boca constituyen otros dos de los efectos colaterales
clasicos asociados a los farmacos antihipertensivos de accién central. La sedacién se produce
también por activacion de receptores a,, y se vio que desaparecia con la administracion de
yohimbina (Schmitt, 1971). La localizacién de estos receptores es sin embargo distinta de la
localizacién de los receptores a adrenérgicos implicados en el control del tono arterial. El
fendmeno de sedacién podria explicarse en realidad aceptando dos procesos. Los
antihipertensivos de accién central podrian producir un bloqueo en la informacién que llega a
las zonas sensoriales del tadlamo y corteza cerebral, a través de una inhibicion de las neuronas
noradrenérgicas del locus cereleus. Otra posibilidad seria que ocasionasen una inhibicién
directa de los receptores a, adrenérgicos localizados en esas zonas sensoriales corticales, ya
que a ellas también podrian llegar estos farmacos (Van Zwieten y Timmermans, 1984). Hay
que tener en cuenta que es muy dificil conseguir agentes que una vez que han penetrado en el
SNC, accedan selectivamente a las distintas poblaciones de receptores. Ensayos
experimentales con agonistas y antagonistas o, adrenérgicos demostraron que el efecto de
sedacién estaba mediado por receptores a, adrenérgicos presindpticos (Schmitt, 1971).
Después de provocar una depleccion de los depdsitos de catecolaminas, o tras destruir las
terminaciones nerviosas noradrenérgicas, la clonidina causaba excitacion mas que sedacion en
los animales, y otros agonistas a, adrenérgicos mas selectivos como el compuesto B-HT 920,
no ejercian ningun efecto (Pichler y Kobinger, 1981b). Las propiedades sedantes de los
agonistas o, adrenérgicos, mediadas por autoreceptores somatodendriticos en el locus
coeruleus se han aprovechado para el disefio de farmacos, tales como medetomidina y

xilazina, que resultan Utiles en veterinaria como sedantes y anestésicos (Meana y Garcia-
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Sevilla, 1997). Por otra parte cabe sefialar que, la clonidina se esta usando actualmente como
coadyuvante en la anestesia epidural. Hay que tener en cuenta que ademas de actuar en
receptores a, adrenérgicos presinapticos centrales, la clonidina puede actuar en receptores
opioides de la zona, y produce ademas vasoconstriccidon en la vasculatura, prolongando asi la
semivida del anestésico utilizado (Racle, 1990). En lo que respecta a la sequedad de boca, los
antihipertensivos de accion central producen una reduccion en la secrecion de saliva, que se
relaciond a su vez con una inhibicion de la transmision colinérgica mediada por receptores o,

adrenérgicos presinapticos (Green et al., 1979).

Uno de los efectos colaterales tipicos de los antihipertensivos de accion central es
ademas la llamada “hipertensién rebote”. Este fendbmeno se caracteriza por aparicion de
taquicardia y elevaciones exageradas en los niveles de PA, que se producen cuando el
tratamiento se retira bruscamente y no de manera progresiva (Hansson et al., 1973; Reid et al.,
1977; Weber, 1980; Hansson, 1983). Estudios en animales han demostrado que este sindrome
también se produce si se administra un antagonista a, adrenérgico como la yohimbina (Thoolen
et al., 1983). Esta hipertension se ha visto que desaparece con la administracion de morfina
(Thoolen et al., 1983). Ello es debido a que posiblemente el sindrome esté originado por una
hiperactividad de las neuronas del locus cereleus (Enberg et al.,, 1982), mecanismo que
también estd implicado en el sindrome de abstinencia tipico de los opioides (Hansson et al.,
1973). El hecho de que los agonistas a, y los farmacos agonistas de receptores opioides
controlen la liberacion de NA actuando en las mismas neuronas, es a su vez la base de la
utilizaciéon de clonidina y compuestos afines en el tratamiento de la deshabituacion a opiaceos.
Distintos ensayos experimentales (Fielding et al. 1978; Shearman et al., 1980) y clinicos
(Washton et al., 1982a,b) asi lo demuestran. Por otra parte, también se sabe que existen
receptores o, adrenérgicos en el corddn espinal cuya activacion origina analgesia, y se ha
visto que la clonidina y otros agonistas a, adrenérgicos producen analgesia que no desaparece
con la administracion de naloxona, pero si con la administracion de yohimbina (Paalzow y
Paalzow, 1976; Hynes et al., 1983). También existen algunas aportaciones experimentales que
indican que los receptores a, adrenérgicos puedan participar en la analgesia fisiol6gica
originada por estrés (Chance, 1983). Estudios experimentales recientes demuestran que el
efecto analgésico de mesaconitina esta mediado por receptores a adrenérgicos (Ameri, 1998).
Recientemente se ha sefialado que el efecto analgésico de los agonistas a puede estar
mediado por un sistema que implica tanto a los receptores opioides como a los receptores a

adrenérgicos centrales (Yu et al., 1998).
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También se sabe que los receptores a, adrenérgicos tienen un papel en la funcién
cognitiva, y que su estimulo puede causar hipotermia. Estos receptores regulan la liberacion
de serotonina desde los terminales nerviosos en las neuronas del locus cereleus que inervan el
hipocampo (integrante del sistema limbico que regula el estado afectivo) (Ruffolo y Hieble,
1994), y se han desarrollado antagonistas a, adrenérgicos como el idazoxan para su uso en el

tratamiento de la depresion nerviosa.

Parece que existen también receptores a,; adrenérgicos en el SNC, pero su localizacién
es distinta de la localizaciéon de los receptores o, centrales. Los receptores a; adrenérgicos
centrales estan localizados principalmente en regiones sensoriales y motoras del SNC que
reciben la mayoria de las terminaciones nerviosas adrenérgicas del locus cereleus (Greenberg
et al.,, 1976; Miach et al., 1980). Gracias a los estudios de “binding” se comprobd que estos
receptores estaban también presentes en el cordén espinal. Estudios realizados después de
clonar y estudiar los distintos subtipos de receptores a; adrenérgicos, localizaron acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de receptores a; adrenérgicos también en hipocampo y cortex
(Wilson y Minneman, 1989; Zilles et al.,1991; Ruffolo y Hieble, 1994). Los receptores a;
adrenérgicos centrales aparecen fundamentalmente a nivel postsinaptico y median respuestas

excitadoras, pero su participacion en el control del tono vascular permanece aun sin esclarecer.

Cabe pensar que podrian existir algunas diferencias entre los receptores o
adrenérgicos periféricos y los receptores a adrenérgicos centrales. Originalmente Schmitt,
tras sus estudios con la clonidina y otros derivados imidazolinicos, pensdé que ambas
poblaciones de receptores a adrenérgicos, los periféricos y los centrales, constituian entidades
bastante diferentes (Schmitt, 1971). Posiblemente el arsenal de agonistas y antagonistas a
adrenérgicos de que se disponia entonces era sin embargo bastante limitado, y los estudios
gue podian realizarse con ellos también lo eran. Algunos investigadores llevando a cabo
ensayos de “binding” publicaron afios después que los receptores a; adrenérgicos del SNC
eran en realidad muy similares a los receptores del mismo tipo localizados a nivel periférico en
las estructuras vasculares (Timmermans et al., 1981c; Hieble et al., 1982). Sin embargo, como
ya hemos mencionado, los receptores a; adrenérgicos centrales no tienen un papel relevante
en el control de la PA, o al menos no median el efecto hipotensor y la bradicardia que
ocasionan la clonidina y farmacos relacionados. Los estudios que comparaban la potencia de la
clonidina y farmacos relacionados para actuar a nivel central y para sus efectos periféricos,
también sugerian una estrecha similitud entre ambas poblaciones de receptores a,, los
centrales y los periféricos (Timmermans et al., 1981b; De Jonge et al., 1982). El grupo de

Timmermans sugirié incluso un modelo hipotético de receptor a, adrenérgico como el sitio de
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accion de la clonidina e imidazolinas relacionadas (Timmermans et al., 1980) y este modelo
tenia una estructura quimica muy similar al modelo clasico para los receptores a, adrenérgicos

periféricos propuesto por Belleau (Ueda et al., 1978).

1.1.3.- Subtipos de los receptores a adrenérgicos

Tanto los receptores a; adrenérgicos, como los receptores o, adrenérgicos, se sabe hoy
dia que no representan poblaciones homogéneas, pudiendo subdividirse unos y otros en
distintos subtipos. Hemos visto, que los estudios mas Utiles para la identificacion de los
receptores a adrenérgicos han sido los que evallan la funcién fisiolégica de sus agonistas y
antagonistas. Estos estudios permitieron localizar inicialmente los sitios sensibles a los
farmacos adrenérgicos, y permitieron ademas establecer el tipo de receptor implicado de
acuerdo en cada respuesta. Con la aparicion de las técnicas de “binding” se avanzé mucho, y
se pudieron corroborar los resultados de los estudios funcionales. Estas técnicas permitieron
ademas localizar e identificar receptores adrenérgicos en sitios insospechados, y sirvieron para
comprobar que en un mismo 6rgano efector podian coexistir varios tipos y varios subtipos de
un mismo receptor en diversa proporcién. Con la incorporacion de la biologia molecular como
herramienta de investigacion, se ha logrado un gran avance en la clasificacion de los
receptores, y especialmente se ha logrado una definicibn mas clara de los subtipos de los
receptores a; y 0, adrenérgicos. De ellos nos ocuparemos a continuacién. Hay que tener en
cuenta que algunos estudios recientes en esta linea, intentan incluso asociar el polimorfismo
genético de los receptores a adrenérgicos y de sus distintos subtipos, con la probablidad de
aparicion de algunas efermedades vasculares y con la aparicion de respuestas farmacolégicas

an6malas (Freeman et al. 1995; Svetkey et al., 1996; Lerman et al., 1998; Buscher et al., 1999).

Caracterizacion de los subtipos del receptor a; adrenérgico

Los estudios funcionales llevados a cabo por McGrath y Ruffolo aportaron las primeras
evidencias de la existencia de dos subtipos distintos de receptores a; adrenérgicos (McGrath,
1982; Ruffolo, 1985). Algo después Morrow y Creese basandose en los resultados de sus
estudios de “binding”, sugirieron una subclasificacion de los receptores o, adrenérgicos en 0ia
y s (Morrow y Creese, 1986). Estos investigadores establecieron los distintos perfiles de
afinidad que presentaban una serie de agonistas a; adrenérgicos, tales como oximetazolina, y
algunos antagonistas a; adrenérgicos, tales como fentolamina y el compuesto WB-4101 para
los receptores. Distintos investigadores hicieron estudios mas tarde con otros antagonistas o,

adrenérgicos especificos como cloroetilclonidina (CEC) y prazosin, y sus resultados también
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pusieron de manifiesto la existencia de dos poblaciones distintas de receptores a; adrenérgicos
(Han et al., 1987; Johnson y Minneman, 1987; Minneman et al., 1988). Explicaremos mas
adelante los distintos procesos bioquimicos que tienen lugar para la transduccién de la sefial
gue sigue a la activacion del receptor a; adrenérgico. Queremos ahora sefialar que
caracterizando estos procesos bioquimicos también se encontraron diferencias que indicaban
la existencia de dos receptores a; adrenérgicos distintos (Timermans et al., 1983; Minneman,
1988; Graham et al., 1995). De este modo, se definid el subtipo a;, como el receptor que tenia
una gran afinidad por oximetazolina, fentolamina y el compuesto WB-4101, y que era insensible
a la inactivacién con CEC. Este receptor a; adrenérgico ademas dependia en gran medida de
la entrada de calcio extracelular para la transduccién de la sefal, y se expresaba
preferentemente en la arteria renal (Han et al., 1990), conductos deferentes, hipocampo y
corteza cerebral de rata. A su vez, el subtipo o,z mostraba muy poca afinidad por
oximetazolina, fentolamina y el compuesto WB-4101, se inactivaba completa e
irreversiblemente por CEC, y dependia en mayor grado de la liberacion de calcio desde los
depdsitos intracelulares para la transduccion de la sefial. Se expresaba ademas principalmente
en higado, bazo y corteza cerebral de rata, en lineas celulares de musculo liso vascular de
hamster y en lineas celulares del tiroides de rata (Minneman et al., 1988; Shimura et al., 1990;
Terman et al., 1990).

Los primeros estudios sobre la distribucion de los subtipos del receptor a; adrenérgico
aportaron de todos modos datos bastante confusos, ya que en muchas de las zonas
estudiadas coexistian varios subtipos y no existian aun ligandos con una elevada selectividad
por unos y por otros. Ademas, en ocasiones los resultados eran distintos entre distintas
especies. Asi por ejemplo, cuando se estudié la distribucion del receptor a; adrenérgico en el
hipocampo con técnicas de autoradiografia, se vio que en el hipocampo de la rata los distintos
subtipos se distribuian de forma homogénea, pero por el contrario en el hipocampo del hombre
los receptores a;a Y 0ip Se distribuian de forma diferente (Zilles et al., 1991). Otra de las
técnicas para el estudio de la distribucidon de los subtipos del receptor a; adrenérgico fue el
analisis de su respectivo ARNm por técnicas de electroforesis ("Northern Blot"). Los datos que
aportaron estos estudios parecieron inicialmente bastante consistentes con los datos de los
estudios de “binding” y con los datos de los estudios funcionales. Los niveles del mensajero
para el subtipo a3, eran mas abundantes en los conductos deferentes, y también se detectaban
niveles significativos en el hipocampo, la corteza cerebral, la aorta, el tallo encefélico, el
corazon, y el bazo de rata. Sin embargo el mensajero para el subtipo a;s se distribuia de
distinta forma, detectandose sobre todo niveles elevados en el higado, y también en el corazén,

la corteza cerebral, el tallo encefalico, el rifidn, el pulmén y el bazo de rata. Existian no obstante
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algunas discrepancias entre los datos que aportaban las técnicas de analisis de ARNm y los
que aportaban los estudios funcionales y los estudios de “binding”. Asi por ejemplo, en el bazo
de rata habia mas ARNm para el subtipo a;, que para el ag, pese a que aparentemente este
organo sélo expresaba el subtipo a;g. Algo parecido pasaba con la aorta de rata. Este tejido
tenia mayores niveles de mensajero para el subtipo a;a Yy no se detectaba en él mensajero para
el subtipo ajg, pero sin embargo la aorta de rata siempre habia parecido que expresaba el
subtipo a;g en los ensayos funcionales. Todo ello hizo pensar que los niveles de ARNm para un
receptor detectados por las técnicas de “Northern Blot” podian en realidad no ser un buen

indicador de su densidad en un tejido.

La clasificacién de los receptores a; en receptores Qi Yy Qg 0casiond por otra parte
bastante confusion cuando se empezaron a clonar estos receptores. Entonces se consiguieron
aislar, identificar y expresar una serie de genes que codificaban para receptores a;
adrenérgicos, y al menos uno, y posiblemente dos de los receptores asi definidos, no
encajaban en lo que a sus propiedades se referia con los subtipos definidos previamente a
partir de los estudios de “binding”. Los tres subtipos clonados fueron: el subtipo ay,, aislado a
partir de una linea celular de musculo liso vascular de hamster (Cotecchia et al., 1988); el
subtipo ay, aislado en el cerebro de bovino (Schwinn et al., 1990); y el subtipo a4, aislado en la
corteza cerebral de rata (Lomasney et al., 1991; Pérez et al., 1991). La dificultad inicial para
identificar los subtipos clonados con los definidos previamente por sus caracteristicas
farmacologicas se solventd mas adelante, y quedé acordado lo siguiente. El subtipo clonado
como oy, era idéntico al subtipo a;g definido farmacologicamente (Graham et al., 1995; Hieble
et al., 1995a). El subtipo clonado como a.4, que inicialmente se identificé con el subtipo aya por
el parecido farmacoldgico entre ambos (Lomasney et al., 1991), era en realidad un nuevo
subtipo no reconocido en los ensayos de afinidad realizados hasta entonces, ya que a
diferencia del a;a tenia muy poca afinidad por oximetazolina, y a diferencia del ag era solo
parcialmente sensible a CEC. Por ello, se le llamé provisionalmente subtipo 044 (Schwinn et
al., 1991; Hieble et al., 1995a). M&s adelante, también se vio que este subtipo O;,4, ademas de
expresarse en la corteza cerebral de rata, se expresaba en una gran variedad de tejidos tales
como el musculo liso vascular de rata, y posiblemente también en el pulmén de rata (Lomasney
et al.,, 1991; Pérez et al.,, 1991; Hiramatsu et al., 1994). Este subtipo parecia el principal
responsable de la vasoconstriccién en la arteria iliaca y en la aorta de rata (Piascik et al., 1994,
1995; Saussy et al., 1994), y en base a todas estas aportaciones al final se acord6 definirle
como subtipo a;p. En lo que respecta al subtipo clonado como a;. algunos investigadores
también creyeron inicialmente que este receptor era en realidad el homdlogo del subtipo

definido farmacologicamente como Q;a, Y por tanto pensaron que deberia ser renombrado
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COmo Q4 (Forray et al., 1994; Laz et al., 1994; Pérez et al., 1994; Price et al., 1994; Rokosh et
al., 1994; Clarke et al., 1995; Hieble et al.,, 1995a). Este receptor parecia el principal
responsable de la vasoconstriccion en la arteria mesentérica y en la arteria renal de rata
(Piascik et al., 1995). De todos modos tras quedar establecido este nuevo concepto, muchos se
preguntaron porqué no se habia clonado un subtipo que correspondiese claramente al subtipo
definido farmacologicamente como aia. Algunos investigadores de hecho concluyeron que adn
no se habia clonado este receptor (Schiwnn y Lomasney, 1992; Minneman y Esbenshade,
1994). Hoy dia sin embargo parece existir un acuerdo general para aceptar que ese subtipo
clonado como a;. es en realidad el subtipo a;a. Por todo ello, actualmente la clasificacion de los
receptores a, adrenérgicos en subtipos ha quedado establecida de la siguiente manera: subtipo
a4 (clonado a;c y renombrado qi4¢), subtipo ajg (clonado ayp) y subtipo aip (clonado g Y

renombrado a,4) (Docherty, 1998b).

Existieron también bastantes dificultades para establecer la distribucién de cada uno de
estos tres receptores a; en los distintos érganos y tejidos, y también fue dificil definir la
respuesta funcional que mediaba cada uno en las distintas especies estudiadas. Ya antes de
clonar los receptores se habia visto que los estudios de deteccion de ARNm podian ser
confusos por la escasez del mensajero, y aunque después se intentaron mejorar las técnicas
con el uso de controles internos, seguia resultando facil la deteccion de falsos positivos (Laz et
al., 1994; Pérez et al., 1994). A pesar de todo, con las distintas técnicas usadas se llegé a
establecer que el subtipo a;, se expresaba principalmente en el corazén e higado del hombre,
y también se expresaba en el corazon, en el pulmén, en los conductos deferentes y en las
glandulas salivares de rata, pero no se expresaba ni en el bazo ni en el higado de rata. Los
estudios funcionales y de “binding” habian indicado que el subtipo a;, mediaba principalmente
la contraccion en los vasos del rifion de rata, pero sin embargo su expresion fue muy variable y
pobre cuando se midieron los niveles de su ARNm en este 6rgano (Clarke et al., 1995). La
expresion del subtipo a;x era sin embargo muy abundante en el higado de conejo (Schwinn et
al., 1991). Se lleg6 también a la conclusion de que la expresion del mensajero para el subtipo
0,5 era elevada y uniforme en el corazén e higado de rata, pero era pobre o nula en el
hipocampo, glandula salivar y aorta de rata. Esto ultimo coincidia con los resultados de los
ensayos funcionales y de “binding”, pues la contraccion en la aorta de rata se pensaba que no
estaba mediada por el subtipo a;5. Se acepté también que el subtipo a;p se expresaba
claramente en los conductos deferentes y en la aorta de rata, asi como en la aorta del hombre.
Se expresaba muy pobremente por el contrario en el higado del hombre y en el higado de rata,

asi como en el rifidn, el bazo y la glandula salivar de rata (Faure et al., 1995).
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Los estudios sobre las funciones que mediaba cada subtipo del receptor a;
establecieron que el subtipo a;, se encargaba de mediar respuestas ionotropicas positivas en
los miocitos cardiacos de la auricula derecha de rata (junto con el subtipo o) (Yuy Han, 1994;
Endoh, 1996; Nagashima et al., 1996), y también que mediaba las contracciones de la arteria
uterina de cerdo (Nair y Dyer, 1996), las de la arteria de la cola de rata (Villalobos-Molina e
Ibarra, 1996; Lachnitt et al., 1997), las de la arteria de la oreja de conejo (junto con otro subtipo
distinto del receptor a;) (Fagura et al., 1997), las de la arteria renal de rata (junto con el subtipo
aip) (Lachnitt et al., 1997; Villalobos-Molina et al., 1997), las de la arteria mesentérica de perro
(Daniel et al., 1999; Kwan, 1999) y de rata (Stassen et al., 1997); y las de las venas umbilicales
del hombre (Errasti et al., 1999). Este subtipo también mediaba las contracciones del cuerpo
cavernoso de rata (Tong y Cheng, 1997), las de los conductos deferentes del hombre
(Moriyama et al., 1997), las de los conductos deferentes de rata (Burt et al., 1998; Docherty,
1998a), las de la préstata del hombre (junto con el subtipo a;g) (Marshall et al., 1995) y las de
la uretra del hombre (Taniguchi et al., 1997). El conocimiento de la funcion que tiene el receptor
ai1a a este nivel, ha permitido el desarrollo de farmacos selectivos para el tratamiento de la
"hipertrofia benigna prostatica". Es sin embargo probable que los antagonistas a;a que han
resultado muy selectivos en los estudios de “binding”, tengan poca potencia en los estudios
funcionales (Chess-Williams, 1996; Taniguchi et al., 1997). Se ha visto que el subtipo a;, esta
también implicado en las respuestas hipotensoras centrales que ocasiona el compuesto B-HT
920 (Ricci y Taira, 1999). También se ha descrito que el estimulo de este receptor facilita la

actividad de las motoneuronas espinales de rata (Wada et al., 1997).

El subtipo a;5 media a su vez las contracciones de los miocitos cardiacos de la auricula
derecha de rata (junto con el subtipo ais) (Yu y Han, 1994; Nagashima et al., 1996), las de la
préstata del hombre (junto con el subtipo aia) (Teng et al., 1994), las del bazo de rata (Burt et
al., 1995; Noble et al., 1997), las del bazo de rat6n (Eltze et al., 1996a), las de las vénulas del
musculo esquelético de rata (Leech y Faber, 1996), las de la arteria uterina de cerdo (Nair y
Dyer, 1996), las de la aorta toracica de rata (Stassen et al., 1997), las del cuerpo cavernoso de
conejo (Noble et al., 1997), las de las arterias de resistencia cutdneas de conejo (junto con otro
subtipo distinto del receptor asg) (Smith et al., 1997) y las de la aorta de perro (Daniel et al.,
1999; Kwan et al.,, 1999). Este subtipo también media las respuestas presoras en la
preparacion de “pithed mouse” (ratdn descerebrado y desmedulado) (McCafferty et al., 1999).
El grupo de Piascik estableci6é que este subtipo del receptor a participaba mas en las
respuestas a los agonistas exdgenos, y por el contrario el subtipo a;a parecia estar mas
implicado en el mantenimiento del tono basal y de la PA en los animales conscientes (Piascik
et al., 1990).
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El subtipo a;p mediaba las respuestas de la arteria iliaca de rata (Piascik et al., 1995),
las de las arteriolas del musculo esquelético de rata (Leech y Faber, 1996), las de la arteria
cargtida de rata (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996), las de la aorta de rata (Piascik et al., 1995;
Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Hussain y Marshall, 1997), las de la arteria mesentérica de
rata (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Hussain y Marshall, 1997), las de la arteria pulmonar de
rata (junto con otros subtipos del receptor a;) (Hussain y Marshall, 1997), las de la aorta de
conejo (Fagura et al., 1997), las de los miocitos del ventriculo de conejo (junto con otros
subtipos del receptor a;) (Yang y Endoh, 1997), las de la arteria renal de rata (junto con el
subtipo a;,) (Villalobos-Molina et al., 1997) y las de la vena mesentérica de perro (Daniel et al.,
1999; Kwan, 1999). Este subtipo parece que también media en parte las contracciones de la
aorta de perro, aunque alli el principal receptor es el subtipo a;z (Daniel et al., 1999; Kwan,
1999). También media las respuestas presoras en la preparacion de “pithed mouse”
(McCafferty et al., 1999).

Los estudios con ratones “knock-out” permiten estudiar mejor las funciones que media
cada subtipo de receptor adrenérgico. Para conseguir este tipo de modelos experimentales se
manipula el material genético de determinadas proteinas, y en este caso se manipula el de los
distintos subtipos del receptor a; adrenérgico, de forma que estos ratones no expresan un
subtipo determinado. Estos estudios han permitido saber por ejemplo que la contraccion en la
arteria de la cola de ratén estd mediada principalmente por el receptor a;p, ya que las
contracciones de este vaso en los ratones que no expresaban este subtipo del receptor a; se
desarrollaban méas lentamente (Daly et al., 1998). Lo que parece claro es que las contracciones
de un gran numero de tejidos, y entre ellos el musculo liso, estan mediadas por mas de un
subtipo de receptor adrenérgico, y los antagonistas disponibles hoy dia no son lo

suficientemente selectivos como para interaccionar funcionalmente con uno solo.

Desde luego hay pocos ligandos que reconozcan un solo subtipo del receptor aj.
Merece sin embargo la pena destacar la selectividad de algunos. Algunos compuestos que
muestran selectividad por el subtipo a;, son el 5-metilurapidil, la (+)niguldipina, la oximetazolina
y los compuestos A-61603, SNAP5089, KMD-3213 y RS17053 (Boer et al., 1989; Hancock et
al., 1994; Pérez et al., 1994; Hieble et al., 1995a; Knepper et al., 1995; Wetzel et al., 1995).
Entre los compuestos con selectividad por el subtipo a5z tenemos la espiperona, la
respiperona, la risperidona y el compuesto AH11110A. Inicialmente se pensé que la espiperona
y la respiperona eran ligandos muy selectivos (Ford et al., 1994), pero hoy dia se sabe que su

afinidad por este receptor es sélo un 5-10 % mayor que la que muestra por los restantes
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subtipos a; (Sauusy et al., 1994). Inicialmente los estudios de “binding” también sugirieron que
la risperidona era un antagonista selectivo para el receptor a;g (Sleight et al., 1993), pero esta
selectividad ha sido cuestionada en distintos estudios funcionales (Eltze, 1996b). El compuesto
AH11110A podria ser quiza mas util para identificar este receptor, ya que muestra un 30% mas
de afinidad por él que por el resto de los subtipos del receptor a; (King et al., 1994). Algunos
compuestos también se vio que eran selectivos para el subtipo a;p. Entre ellos figuran el
compuesto BMY 7378 y el compuesto SKF 105854 (Saussy et al., 1994; Hieble et al., 1995a).
El compuesto BMY 7378 es un antagonista selectivo del receptor aip, pero al igual que sucede
con muchos otros compuestos, en los ensayos funcionales no muestra la misma selectividad
que en los ensayos de “binding” (Docherty, 1998b). La tabla 2| (pagina 34), muestra los
ligandos selectivos para los distintos subtipos del receptor a; adrenérgico. Los perfiles
farmacologicos de los distintos subtipos se vio que no variaban mucho entre las distintas
especies animales, con excepcion del subtipo a;a de bovino y el subtipo a4 de rata para los
cuales los farmacos tenian distinta afinidad (Pérez et al., 1994). En cualquier caso, la falta de

especificidad de los distintos ligandos por cada subtipo de receptor limita su utilizacién in vivo.

Tabla 2I: Ligandos selectivos para los distintos subtipos del receptor a; adrenérgico.

Ligandos Oia Lo 1) Qip

Agonistas oximetazolina
A-61603

Antagonistas 5-metil-urapidil AH11110A BMY 7378
(+)niguldipina SKF 105854
SNAP5089
KMD-3213
RS17053

Una vez definidas las funciones que regulaban los distintos subtipos del receptor a;
adrenérgico, parecié importante investigar si era posible manipular su expresién génica de
forma independiente, ya que ello podia tener obvias implicaciones en terapéutica. Se ha
estudiado sobre todo como se regula la expresiéon del subtipo a;z (Ishac et al., 1992). Los
ensayos experimentales en rata reflejaron que la densidad de los receptores aig, podia sufrir
cambios mayores que la densidad de los receptores del subtipo a;. con estas manipulaciones.
Asi por ejemplo, en la corteza cerebral el tratamiento con reserpina causd un 40% de
incremento en la densidad de receptores aig, Yy el tratamiento con desipramina caus6 un 24%

de disminucion en la densidad de estos receptores, pero la densidad de los receptores ;s NO
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se alter6 con estos tratamientos (Hanft y Gross, 1990; Shimura et al., 1990). Eckhart y
colaboradores pudieron también comprobar que la disminucién en los niveles de oxigeno en
situaciones de hipoxemia o0 isquemia, podia incrementar selectivamente la expresion del
subtipo aig en los vasos sanguineos arteriales (Eckhart et al., 1996). Del mismo modo se ha
visto que la expresion de este subtipo a;z puede alterarse en situaciones patolégicas y en
concreto que experimenta una regulacion a la alta en las células renales del tabulo distal
durante el desarrollo de HTA (Gesek, 1999). También algunos estudios experimentales
recientes han demostrado que los tres subtipos del receptor a; pueden afectarse de forma
independiente cuando estan expresados en la misma célula y se lleva a cabo un tratamiento

con determinados agonistas (Yang et al., 1999).

Hay que sefialar que también existe otra clasificacion distinta de los receptores a;
basada en los ensayos de algunos investigadores que demostraron que no todos los
receptores a, adrenérgicos tenian la misma afinidad por el prazosin (Holck et al., 1983; Medgett
y Langer et al., 1984; Flavahan y Vanhoutte et al., 1986). En estos ensayos se reconocieron
dos grupos de receptores a; adrenérgicos, aquellos con alta afinidad por el prazosin, que se
denominaron a4, ¥ aquellos con baja afinidad por el prazosin, que se denominaron Q.
Muramatsu y colaboradores en 1990 definieron otro subtipo denominado ay y establecieron
tres grupos de receptores ay: el oy, el oy y el ay (Muramatsu et al., 1990). Estos mismos
investigadores mas tarde comprobaron que el subtipo a4 coincidia por su perfil farmacol6gico
con los subtipos aia, 01 Y O1p, NO encajando por el contrario el perfil farmacolégico de los
subtipos oy, y aiy con el de ninguno de los receptores clonados (Muramatsu et al., 1995). Pese
a ello, se han publicado distintos trabajos sobre tejidos muy variados que contienen el receptor
oy . Este receptor aparece en los conductos deferentes de rata (junto con el subtipo aia)
(Ohmura et al., 1992; Muramatsu et al., 1994), y aparece también en la aorta de conejo, en la
arteria mesentérica de rata, en la arteria car6tida de rata (Muramatsu et al., 1990; Van der
Graaf et al., 1996), en la aorta de cobaya, en las glandulas paratiroides de rata, en el ileon de
cobaya, en la mucosa nasal de cobaya, en la préstata del hombre y del perro (Hieble, 1995a;
Muramatsu et al., 1995), en las arterias de resistencia cutaneas de conejo (junto con el subtipo
aip, subtipo que predomina en este tejido) (Smith et al., 1997), en la uretra del hombre
(Taniguchi et al., 1997), en la vejiga de conejo (Kava et al., 1998), en la arteria pulmonar de
perro (junto con el subtipo a;g) (Flavahan et al., 1998) y en la arteria mesentérica de perro
(junto con el subtipo a;,) (Daniel et al., 1999; Kwan et al., 1999). Por todo ello, se sugirié que
este receptor o, podia ser una variante del subtipo a;a. Las propiedades farmacoldgicas de
éste Ultimo sabemos que son muy parecidas en las distintas especies estudiadas (Shibata et

al., 1996). Se ha sefalado también que el subtipo a;_ y el subtipo a;a podrian ser distintos
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estados conformacionales de un mismo receptor que seria en realidad el a;,. Esta idea surgi6

de algunos ensayos funcionales que presentaban para este receptor a;_dos posibles perfiles

de afinidad caracteristicos respectivamente de los subtipos aya y oy (Ford et al., 1997). Hay sin

embargo que reconocer que en cualquier caso seria necesario clonar el subtipo o,y completar

los estudios sobre este receptor para poder incluirlo como subtipo adicional dentro de la

clasificacion de los receptores a; actualmente aceptada (Ford et al., 1994; Muramatsu et al.,

1995; Graham et al., 1996).

Las tablas 3l y 4l (paginas 37 y 38), reflejan la distribucion de los subtipos del receptor

a; adrenérgico en base a los datos que aportan los estudios realizados con distintas técnicas.

Tabla 3I: Distribucion de los subtipos del receptor a; en distintas especies. Los datos se han

obtenido a partir de ensayos funcionales y/o de "binding".

Tejido (o SN (o 31 Qip o {1
SNC (CC, Hipocampo) b, r r r

Tejido vascular (“pithed mouse”) m n

CMLV ha r

Aorta p, I p,C,co,r | co,ch
Arteria carotida r r
Arteria iliaca r

Arteria renal r r

Arteria pulmonar p r p
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Arteria uterina C C

Arteria mesentérica p, r r p, r
Arteria de la cola r m

Arteria de la oreja co

Arterias resistencia cutdneas co co
Arteriolas muasculo cremaster r

Vena safena p
Vena mesentérica p p,C, r
Vena umbilical h

Vénulas musculo cremaster r

Auricula derecha r r

Ventriculo co

Higado r

Bazo r, rn

lleon cb
Paratiroides r
Mucosa nasal cb
Vejiga co, r co
Conductos deferentes h,r r r
Uretra h h
Cuerpo cavernoso r (o]0)

Prostata h h h,p,r

SNC: Sistema nervioso central; CC: Corteza cerebral; CMLV: Lineas celulares del musculo liso vascular.
h: hombre, p: perro, c: cerdo, co: conejo, ch: cobaya, r: rata, rn: raton.
Tabla 41: Distribucion de los subtipos del receptor a; en distintas especies. Los datos se han
obtenido a partir de ensayos que miden niveles de acido ribonucleico mensajero (ARNm).

Tejido Ol Oip Oip
Corteza cerebral b* r* r* r*
Hipocampo r r

Tallo encefalico r r*

CMLV ha*

Aorta r* r* [h, r] ++
Arteria renal r

Corazon [h, r] ++ r*t
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Pulmén r re

Higado [h,c] ™ rer [h, 1]
Bazo re r r*
Rifi6n r* r’
Conducto deferente r** r**
Glandula salivar rtt re r*

CMLYV: Lineas celulares de musculo liso vascular. h: hombre, b: bovino, c: conejo, ha: hamster, r: rata.
Aparecen con un asterisco las localizaciones donde dichos subtipos se clonaron por primera vez. ++:
Cantidades abundantes y regulares de ARNm, +: Cantidades muy pobres e irregulares de ARNm. ?:
Desacuerdo en los distintos estudios que miden niveles de ARNm para este subtipo.

Caracterizacion de los subtipos del receptor a, adrenérgico

En la década de los 80 se empez6 a considerar la posibilidad de que existiese también
una heterogeneidad entre los receptores a, adrenérgicos y distintos investigadores abordaron
esta idea (Timmermans y Van Zwieten, 1982; Bylund, 1985, 1988ab; McGrath et al., 1989). En
un principio, los receptores o, adrenérgicos se subclasificaron en dos subtipos en base a las
distintas afinidades de una serie de agonistas y antagonistas ensayados en los estudios de
“binding”. El subtipo a4 era el que se encontraba principalmente en las plaquetas humanas, y
el subtipo a,g aparecia en el pulmén de ratas neonatas, en la corteza cerebral de rata y en el
riidn de rata. Estos dos subtipos del receptor a, también se identificaron en los cultivos de
distintas lineas celulares (Bylund et al., 1988). Estudios adicionales con medidas del mensajero
intracelular adenosinmonofosfato ciclico (AMPc), confirmaron estos resultados de los estudios
de “binding” (Bylund y Ray-Prenger, 1989). Posteriormente pudo identificarse un tercer subtipo
del receptor a, llevando a cabo ensayos de “binding” en el rifibn de opossum y en lineas
celulares procedentes de este 6rgano (células OK) (Murphy y Bylund, 1988; Blaxall et al.,
1991). A este subtipo se le llamé ayc. Se identificé ademas un nuevo subtipo del receptor a, en
las glandulas submaxilares de rata (Michel et al., 1989). Este cuarto subtipo del receptor a,
adrenérgico, con propiedades farmacolégicas completamente distintas de las de los subtipos a,
definidos hasta el momento, se identific6 posteriormente también en la glandula pineal de
bovino (Simonneauz et al., 1991), y se acordé que se denominase subtipo a,p. Hay que tener
en cuenta de todos modos que la falta de agonistas selectivos para los distintos subtipos del
receptor o hizo que los primeros estudios sobre su distribucion resultasen bastante confusos.
Desafortunadamente los estudios iniciales de cuantificacion de los niveles de su ARNm
tampoco fueron muy esclarecedores, ya que la expresion de estos receptores en las distintas
especies utilizadas era muy variable (Lorenz et al., 1990). Por todo ello, al igual que en el caso

de los receptores a; adrenérgicos, no se establecié una clasificacién farmacoldgica consistente
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hasta que se introdujeron las técnicas de clonaje. Con ellas también se consigui6 aislar e

identificar mejor a los distintos subtipos del receptor a,.

Los subtipos aya, 028 Y Ooc definidos desde el punto de vista farmacologico se aislaron y
se identificaron también con técnicas de clonaje, al menos en dos especies distintas, en el
hombre y en la rata. Lefkowitz y su grupo en 1987 (Kobilka et al., 1987) fueron los primeros en
aislar, secuenciar y expresar el gen que codificaba para el subtipo a,,, cuyas propiedades
farmacoldgicas eran idénticas a las del subtipo definido previamente como a,s Yy lo hicieron
partiendo de un homogeneizado de plaquetas humanas. El gen se encontraba localizado en el
cromosoma 10 dentro del genoma humano, y por ello estos investigadores le llamaron subtipo
Obc.10. Mas adelante se clon6 otro subtipo del receptor a, adrenérgico en la rata. Este
presentaba de nuevo un gran parecido en sus afinidades farmacolégicas y también en su
estructura quimica con el subtipo a,, (Chaldberg et al., 1990; Lannier et al., 1991). Sin
embargo, trabajos posteriores demostraron que aunque este clon aislado en la rata tenia la
misma estructura que el del humano, sus afinidades farmacoldgicas eran claramente distintas
(Harrison et al., 1991; Lanier et al., 1991). Algunos investigadores sugirieron que podia tratarse
de un subtipo adicional del receptor a, adrenérgico, y le denominaron subtipo a4 (Lanier et al.,
1991). Mientras tanto, el grupo investigador de Lynch, seguia afirmando que se trataba del
homélogo en la rata del subtipo a., de las plaguetas humanas (Harrison et al., 1991). De forma
casual se comprobd que el subtipo a,p, ya identificado en la glandula pineal de bovino y en las
glandulas submaxilares de rata, mostraba unas propiedades farmacoldgicas que parecian
encajar bastante bien con las de este subtipo en controversia. Por ello, se acab6 aceptando
gue este receptor era un nuevo subtipo del receptor a, adrenérgico, el subtipo ayp,
independiente del de las plaguetas humanas (Lanier et al.,, 1991). En realidad hoy dia se
acepta que los subtipos a,p y 0,4 SON variantes entre especies de un mismo receptor (Bylund et
al., 1994; Hieble et al., 1995b; Docherty, 1998b). Por este motivo en algunos estudios este
receptor se denomina 0s, €n Otros O,p Y €en otros d.ap. En esta revisibn nosotros
denominaremos a este receptor subtipo a,ap. El grupo investigador de Lefkowitz identificd y
aislé otro subtipo del receptor a, en el genoma humano (Regan et al., 1988). Sus propiedades
farmacoldgicas eran muy similares, aunque no idénticas, a las del subtipo a,c ya definido a
partir de lineas celulares OK. Algo mas tarde se aislé su homologo en rata (Flordellis et al.,
1991; Voigt et al., 1991), y al final se aceptd que este receptor coincidia con subtipo a,c ya
definido anteriormente. En los estudios de clonaje se le llamé por lo tanto el subtipo a,. Hay
gue sefialar por ultimo que al comenzar la década de los 90 también se pudo aislar el gen que
codificaba para el subtipo a,z en el hombre (Lomasnhey et al., 1990; Weinshank et al., 1990) y

en la rata (Zeng et al., 1990).
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En la década de los 90 se intenté ademas disefar ligandos selectivos para los distintos
subtipos del receptor a, adrenérgico. La oximetazolina y la guanfacina son agonistas selectivos
para el subtipo a,ap, pero no existen agonistas selectivos para los otros subtipos. Existen por el
contrario antagonistas selectivos para los distintos subtipos del receptor a,. Los compuestos
BRL44408 y BRL 48962 son antagonistas selectivos para el subtipo o,sp (Beeley et al., 1995;
Wikberg-Matssan et al., 1995; Gavin et al., 1997), el imiloxan y el compuesto ARC 239 son
antagonistas selectivos para el subtipo o, (Bylund et al., 1988) y la rauwolscina y el compuesto
MK 912 lo son para el subtipo a,c (Hieble et al., 1995b; Uhlen et al., 1997). La tabla 5| (pagina
41), muestra los ligandos selectivos para los distintos subtipos del receptor a, adrenérgico. Hay
que tener en cuenta de todos modos que la selectividad de los distintos ligandos in vivo
siempre resulta menor que la que muestran los distintos compuestos en los estudios de
“binding”, y por ello los estudios funcionales no han permitido diferenciar claramente el tipo de
funciobn que media cada subtipo del receptor a, adrenérgico. Como veremos a continuacion
varios estudios experimentales permitieron sin embargo llegar a conocer algunas de estas

funciones.

Tabla 5I: Ligandos selectivos para los distintos subtipos del receptor a, adrenérgico.

Ligandos 0D Os a2p
Agonistas oximetazolina
guanfacina
Antagonista BRL44408 imiloxan rauwolscina
BRL 48962 ARC 239 MK 912

Se sabe hace tiempo que los receptores a, adrenérgicos en el musculo liso vascular,
son responsables, al igual que los receptores a; adrenérgicos, de las respuestas
vasoconstrictoras. Los resultados de los ensayos en las preparaciones de “pithed rat” y “pithed
mouse” sugieren que el principal receptor a, implicado en las respuestas vasoconstrictoras es

el subtipo a,ap. También parece que este receptor media principalmente las respuestas
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hipotensoras de los agonistas a,. De hecho, estos farmacos no ocasionan respuestas
hipotensoras en ratones “knock-out” que no expresan el subtipo a,ap (MacMillan et al., 1996).
Asi pues, el receptor aap mediaria ambas respuestas, la respuesta hipotensora central y la
respuesta vasoconstrictora periférica de los agonistas o, pero los efectos centrales de estos
farmacos predominan en los animales conscientes. Otros subtipos del receptor as,
especialmente el ayz, pueden jugar también un papel importante en las respuestas
vasoconstrictoras de los agonistas a,, y se vio que dichas respuestas no aparecian en ratones
“knock-out” que no expresaban este subtipo del receptor a, (Link et al., 1996). Algunos
estudios recientes sefialan que las respuestas presoras en la preparacion de “pithed mouse”
estdn mediadas principalmente por los receptores o, y por este receptor o,z (McCafferty et al.,
1999). Otros estudios experimentales con ratones "knock-out" han permitido también
actualmente saber que este receptor 0,z juega un papel relevante en el desarrollo de HTA
(Kable et al., 2000).

A diferencia de lo que acontece en las arterias, sabemos que el principal receptor
responsable de la contraccion de las venas es el receptor o, adrenérgico, y por eso se han
utilizado sobre todo preparaciones de venas para establecer el papel que juegan los distintos
subtipos del receptor a, en la vasoconstriccion adrenérgica. El subtipo a,c se vio que mediaba
la vasoconstriccién de la vena safena humana (Gavin et al., 1997). Por el contrario, el subtipo
O,ap parecia que era el principal receptor responsable de la vasoconstriccion de la vena safena
de perro (MacLennan et al., 1997). Parece en realidad que los subtipos aap Y Oz controlan
mas la contraccién arterial y el subtipo a,c seria responsable sobre todo de la vasoconstriccion
venosa. También algunos ensayos con preparaciones aisladas han reflejado que el subtipo
O,ap Media en parte la vasoconstriccion de las arteriolas y vénulas del midsculo “cremaster” de
rata (Leech y Faber, 1996).

En otros musculos lisos, y mas concretamente en el miometrio, coexisten ambos
receptores, el aap Y €l dzg, en igual proporcién. Algunos estudios sobre la regulacién de estos
receptores durante el embarazo asi lo demuestran (Bouet Alard et al., 1997). El receptor doap
es responsable también de la inhibicion de la liberacion de insulina en los islotes pancreaticos
de rata (Niddam et al., 1990). La tabla 61 que aparece en esta misma pagina, refleja la
distribucion de los subtipos del receptor a, postsinaptico en base a los datos que aportan los

estudios funcionales.

Tabla 61: Distribucion de los subtipos del receptor a, postsinaptico en distintas especies. Los
datos se han obtenido a partir de ensayos funcionales.

40



Introduccién

Tejido O2ap O2p axc
Sistema nervioso central r, rn

Tejido vascular ("pithed rat-mouse") r, m r, rm

Vena safena p h
Arteriolas-vénulas muasculo creméster r

Miometrio h h

Células B pancreas r

h: hombre, p: perro, r: rata, rn: raton.

También se corresponden con el subtipo a,ap l0S receptores a, presinapticos de las
terminaciones adrenérgicas de las glandulas submaxilares de rata (Limberger et al., 1992;
Smith et al., 1992; Smith y Docherty, 1992), los de los conductos deferentes de rata (Smith et
al., 1992; Smith y Docherty, 1992), los de la corteza cerebral de rata (Tredelenberg et al.,
1993), los del rifion de rata (Bohmann et al., 1993) y los de la auricula de raton (Wahl et al.,
1996; Ho et al., 1998). Asi mismo, también son receptores a,ap l0S receptores a, presinapticos
encontrados en la corteza cerebral de conejo (Tredelenberg et al., 1993), los encontrados en la
arteria mesentérica de perro (Daniel et al., 1995), en la corteza cerebral humana (Raiteri et al.,
1992) y en la vena safena humana (Molderings y Gothert, 1995). Los receptores a,
adrenérgicos presinapticos centrales que median las respuestas analgésicas, sedantes e
hipotérmicas que ocasiona dexmetomidina son también receptores a,,p (Hunter et al., 1997).
Un estudio actual utilizando ratones “knock-out” corrobora que el subtipo a.ap media los
efectos presinapticos de los agonistas a, tales como la hipotensién, sedacion, analgesia e
hipotermia, y sugiere que este receptor podria mediar también un leve efecto anestésico (Kable
et al., 2000).

Algunos estudios indican que a nivel presinaptico se pueden localizar sin embargo otros
receptores q distintos de los a,ap. Se han localizado receptores a,c a nivel presinaptico en la
corteza del riidn humano (Tredelenberg et al., 1994; Michel y Rump, 1996) y en la auricula
derecha humana (Rump et al., 1995; Ho et al.,, 1998). Algunos estudios experimentales
recientes con ratones “knock-out” también sugieren que a nivel presinaptico existen receptores
Ooap Y Ooc (Hein y Kobilka, 1998). Asi mismo, el subtipo a,c parece estar implicado en
numerosos efectos centrales tales como el reflejo de sobresalto, la respuesta de estrés y la
locomocién (Kable et al., 2000). Ambos subtipos, el d,ap Y €l 0zc, son importantes para

promover la inhibicién presinaptica de la liberacion de NA, pero el papel de cada uno de ellos
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en el control o regulacion de estos procesos podria ser distinto (Kable et al., 2000). Algunos
estudios permiten ademas afirmar que todos los subtipos del receptor a, adrenérgico, tanto los
pre- como los postsinapticos, son muy similares en lo que a sus propiedades farmacoldgicas se
refiere, entre las distintas especies animales estudiadas, y también son similares los de la

especie humana (Svensson et al., 1996).

La tabla 71 (pagina 44), refleja la distribucion de los subtipos del receptor a, presinaptico

sobre la base de los datos que aportan los estudios funcionales.

Tabla 7I: Distribucion de los subtipos del receptor a, presinaptico en distintas especies. Los
datos se han obtenido a partir de ensayos funcionales.

Tejido O2A/D OB Oxc
Corteza cerebral h,c,r h, rn
Tallo encefalico h, rn

Auricula derecha rn h
Arteria mesentérica P

Vena safena h

Rifion r h
Conductos deferentes r

Glandulas submaxilares r

h: hombre, p: perro, c: conejo, r: rata, rn: ratén.
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La figura 1l (pagina 45), representa de forma simplificada la historia de la division y
subdivision de los receptores adrenérgicos, desde sus comienzos hasta la clasificacion actual

que acepta la existencia de distintos subtipos de estos receptores.

RECEPTORES ADRENERGICOS

Ahlquist (1948)

AN

a B

Langer (1974)

o / \0(2
|

Ensayos funcionales y de "binding"” (1985)  Ensayos funcionales y de "binding" (1982)
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1A 1B 2A 2D 2C 2B
I
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"Ensayos de clonaje (1988) Ensayos de clonaje (1987)
I
I
I
I 1c 1d 1b 2a 2d  2c 2b
I la/c 1la/d 2C-10
I
| NOMENCLATURA ACTUAL NOMENCLATURA ACTUAL
I
I
I
I
1L 1A 1D 1B 2A,2D,2A/ID 2C 2B

Figura 1l: Historia de la clasificacion de los receptores a adrenérgicos. Entre paréntesis figuran las
fechas de la division inicial de estos receptores y del comienzo en la utilizacién de distintas técnicas para
su clasificacion en subtipos.

1.1.4.- Estructura quimica de los receptores a adrenérgicos

Todos los receptores o adrenérgicos pertenecen a la familia de los receptores
acoplados a proteinas G, y poseen la estructura caracteristica comun con el resto de los
miembros de esta familia (lismaa et al., 1994; Graham et al., 1995). Ademas, todos los
receptores a adrenérgicos muestran un patron estructural muy similar al de las “opsinas”, un
grupo de proteinas retinianas asociadas también a proteinas G que se activan por la luz.
Tienen por tanto una cadena polipeptidica de unos 500 aminoacidos, 7 segmentos de unos 20-
25 aminoacidos de caracter hidrofébico con estructura de a-hélice, que se localizan dentro de
la membrana plasmatica. Usualmente estos segmentos hidrofébicos contienen una serie de
residuos aminoacidicos que son funcionalmente muy importantes para la unién de los
agonistas enddgenos (NA y Ad) o exdgenos (Riek et al., 1995). Esta interaccién puede verse
afectada por una serie de factores. Las distintas concentraciones intracelulares de los iones
Na* y Mg?* pueden modificar por ejemplo la unién de algunos ligandos al receptor (Pihlavisto et
al., 1998). Estos segmentos hidrofébicos se encuentran a su vez conectados con 6 bucles

hidrofilicos que se extienden alternativamente a ambos lados de la membrana (Dohlman et al.,
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1987; Lefkowitz y Caron, 1988; Strader et al., 1989). El extremo N-terminal se localiza en el
medio extracelular, y sus residuos determinan la adecuada insercion de la proteina receptor en
la membrana plasmatica. El extremo C-terminal estd en el interior de la célula. Parece que en
él, y en los residuos del tercer bucle intracelular se localizan las zonas responsables de la
interaccion entre el receptor y la proteina G (Dixon et al., 1987; O'Dowd et al., 1988; Franke et
al., 1992; Wong y Ross, 1994). También a este nivel se localizan los aminoacidos implicados
en los procesos de desensibilizaciéon o taquifilaxia del receptor. Esta desensibilizacién del
receptor se sabe que tiene lugar a través de la fosforilacion de residuos de serina/treonina por
protein kinasas (Garcia-Sainz, 1993). A continuacibn comentaremos algunos aspectos mas

concretos sobre la estructura de los receptores a, y o, adrenérgicos.

Estructura del receptor a; adrenérgico

Los receptores a; adrenérgicos son glicoproteinas con un peso molecular (Pm) préximo
a 80 kd a que estan constituidos por una cadena polipeptidica sencilla de 429-561
aminoacidos. Aproximadamente el 30% de su estructura son carbohidratos, y se han
identificado en el extremo N-terminal varios sitios posibles de glicosilacion en la secuencia
primaria de la proteina (Leeb-Lundberg et al., 1984; Lomasney et al., 1986; Shreeve, 1988). La
estructura del receptor a; adrenérgico es muy similar a la de la “rodopsina”, receptor de la
retina encargado de la transduccion de la sefial para hacer posible la vision diurna, y a la de la
“bacteriorodopsina”, la bomba de protones activada por la luz en el Halobacterium halobium. Su
estructura es también similar a la estructura de los receptores B adrenérgicos (Riek et al.,
1995). Se conocen cuatro familias de proteinas G, y el receptor a; adrenérgico esta en principio
acoplado a proteinas Gg11 “insensibles a las toxinas colérica y pertussis” (Minneman, 1988;
Berridge et al., 1989; Wu et al., 1992).

Existen ademas diferencias estructurales entre los distintos subtipos del receptor a,
adrenérgico. En primer lugar, hay que sefialar que sélo se ha demostrado la glicosilacion en los
residuos del extremo N-terminal para el subtipo oz (Sawutz et al., 1987), es posible sin
embargo que al menos el subtipo a;p también esté glicosilado. La longitud de este extremo N-
terminal varia también considerablemente entre los distintos subtipos. La longitud N-terminal
del subtipo a;p es mayor (90 aminoacidos). Esto probablemente limite la insercién del receptor
en el sarcolema, siendo por tanto este subtipo el que mas pobremente se expresa en la
membrana plasmatica. Por el contrario, el receptor a; es el que tiene una longitud del extremo
N-terminal menor (25 aminoacidos) (Kost et al., 1994). Probablemente existe también una

selectividad entre los distintos subtipos del receptor a; adrenérgico para acoplarse a distintos
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miembros de la familia de las proteinas Gq11 (Wu et al., 1992). Esto explicaria a su vez la
diversidad en los sistemas efectores intracelulares. Cuando se estimulan receptores ;g las
proteinas Gq, G11, G14 Y Gig median los efectos sobre el metabolismo de los fosfoinositidos. Los
receptores a;p Se acoplan sin embargo sélamente a proteinas G4 0 G1; (Wu et al., 1992). No
esta del todo claro a pesar de todo el tipo de proteina G que estd acoplado a cada subtipo de
receptor o, adrenérgico (Graham et al., 1996). Como ya hemos dicho, en principio todos los
receptores a; estan acoplados predominantemente a proteinas Ggi: “insensibles a toxina
pertussis”. Estudios en aorta de rata asi lo han demostrado, pero en estos mismos estudios se
vio que el subtipo o,z podia acoplarse ademas a proteinas G, “insensibles a toxina pertussis”
(Gurdal et al., 1997). Algunos investigadores trabajando con tejido nativo (Nebigil et al., 1992) y
con clones de los receptores a; adrenérgicos expresados en modelos eucaridticos (Pérez et al.,
1993), han demostrado también que los distintos subtipos del receptores a; adrenérgico
pueden activar mdltiples sistemas efectores a través de su acoplamiento a proteinas Gy,
“sensibles a toxina pertussis”. Existen incluso trabajos muy recientes que sugieren que los
receptores a; adrenérgicos podrian interaccionar con otras proteinas intracelulares distintas de

las proteinas G (Zhong y Minneman, 1999).

Estructura del receptor a, adrenérgico

Los receptores a, adrenérgicos son proteinas de unos 450 aminoacidos con un Pm
préximo a 67 kd. Esta proteina se aislo y purificé por primera vez en las plaquetas humanas
(Kobilka et al.,, 1987). La principal diferencia entre estos receptores y los receptores a;
adrenérgicos radica en el tercer bucle intracelular, que en este caso es mucho mas largo y
tiene aproximadamente 150 aminoé&cidos. Esta diferencia es importante porque como ya
hemos sefalado, este tercer bucle intracelular esta implicado en el acoplamiento del receptor a
la proteina G (Dixon et al., 1987; O'Dowd et al., 1988). La longitud de este tercer bucle es
aproximadamente 2-3 veces la longitud del mismo bucle en los receptores a; y en los
receptores (3 adrenérgicos, pero sin embargo la longitud de este bucle es muy parecida en los
receptores a,y en el receptor muscarinico. Esta analogia es interesante también, ya que como
veremos la activacion de ambos receptores, los a, y los muscarinicos, esta asociada a una
inhibicion en la actividad del enzima adenilato ciclasa (Peralta et al., 1987). Los receptores a,
adrenérgicos también se diferencian de los receptores a; adrenérgicos en el extremo C-
terminal, que en el caso de los receptores a, es mucho mas corto. El receptor a, adrenérgico es
ademas un receptor acoplado a la familia de proteinas Gj, “sensible a la toxina pertussis”

(Boyer et al., 1983; Docherty, 1990b) a, adrenérgicos pueden sin embargo acoplarse también
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proteinas Gs “sensibles a toxina colérica’(Ullrich & Wollheim, 1984; Fraser et al., 1989;
Cottechia et al., 1990; Duzic et al., 1992; Chabre et al., 1994; Jansson et al., 1995; Nasman et
al.,, 1997). La proteina G del receptor a, adrenérgico presinaptico puede ser ademas distinta.
Las proteinas G de estos receptores son en principio proteinas Gy, “sensibles a la toxina
pertussis” (Allgaier et al., 1986; Delmas et al., 1998). Se ha comprobado sin embargo que las
proteinas G implicadas en la liberacién de neurotransmisores mediada por los receptores a,
presinpticos en cultivos de neuronas simpéticas de rata (Schwartz, 1997), en la auricula de
ratbn (Musgrave et al., 1987) y en los conductos deferentes de rata (Docherty et al.., 1988a;

Borton y Docherty, 1990), son “insensibles a toxina pertussis”.

Hasta este momento no existen estudios concluyentes que demuestren la existencia de
diferencias estructurales entre los distintos subtipos del receptor a,. Si existen estas
diferencias, probablemente serdn menos marcadas que las que presentan los distintos subtipos
del receptor a;. Distintos ensayos con tejidos donde se expresan los subtipos del receptor o,
demuestran que los tres se encuentran desde luego acoplados a proteinas Gj, “sensibles a
toxina pertussis” (Fraser et al., 1989; Chabre et al., 1994; Wright et al., 1995). Algunos ensayos
recientes han reflejado sin embargo que existe una cierta selectividad por las proteinas G de
los distintos subtipos del receptor a, adrenérgico de forma que los subtipos a,,y O,c se acoplan
Unicamente a proteinas G;, y sin embargo el subtipo a,g se acopla a ambas proteinas, las G; y
las G5 (Pohjanoksa et al., 1997). Existen ademas en la actualidad un gran nimero de estudios
farmacoldgicos que intentan localizar posibles puntos de interaccion farmacologica con los

subtipos a, para disefiar ligandos mas especificos de estos receptores (Marjamaki et al., 1998).

La figura 2l que aparece en esta pagina, representa la estructura del receptor o

adrenérgico.
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Figura 2I: Esquema de la estructura del receptor a adrenérgico. Se indican los puntos donde aparecen
diferencias estructurales entre los distintos tipos con una flecha continua y el punto donde aparecen
diferencias estructurales entre los subtipos del receptor a; adrenérgico con una flecha discontinua.

1.1.5.- Mecanismos de transduccion de la sefial

Se sabe que existen diferencias en las vias utilizadas para la transduccion de la sefal
que conduce a la respuesta biol6gica después de la estimulaciéon de los receptores a; y
después de la estimulacion de los receptores a, adrenérgicos, especialmente en lo que a los
movimientos ionicos se refiere, y en particular al movimiento del ion calcio (Casteels, 1978; Van
Breemen et al.,, 1978). Bohr hace ya afios observé que sélo una parte de la contraccién
producida por la Ad en la aorta aislada de conejo era dependiente de la concentracién
extracelular de calcio (Bohr, 1963). Los estudios en la preparacion de “pithed rat” aportaron
mas tarde informaciéon de suma utilidad sobre la participacion del calcio extracelular e
intracelular en la vasoconstriccion mediada por estimulo de los receptores a; y
postsinapticos vasculares. Los registros de PA tras la administracion de agonistas a; y .
adrenérgicos selectivos en esta preparacion, reflejaban las diferencias que siguen a la
formacion del complejo agonista a adrenérgico-receptor a adrenérgico para llegar a generar el
estimulo. El incremento presor obtenido con metoxamina (agonista selectivo a; adrenérgico)
tenia un componente fasico rapido y elevado pero su componente ténico era de corta duracion,
recuperandose los niveles basales de PA con cierta rapidez. En los incrementos presores tras
la administracion de un agonista selectivo a, adrenérgico el componente fasico practicamente
no existia y el de mayor duracion era el tonico. Estas diferencias pudieron explicarse cuando se
evalud la influencia que los antagonistas del calcio tenian sobre dichas respuestas presoras.
Estos compuestos constituyeron herramientas farmacolégicas de elevada utilidad para estos
estudios ya que bloguean la entrada de calcio extracelular a la célula por canales especificos
para este ion localizados en las células del musculo liso vascular. Se pudo comprobar que la
respuesta presora tras la activacion del receptor adrenérgico o, se debia a la entrada de calcio
extracelular, ya que era extremadamente sensible al tratamiento con estos farmacos. Por el
contrario, la respuesta presora observada tras la activacion del receptor adrenérgico a; no
dependia tanto del calcio extracelular, y era sélo parcialmente sensible al tratamiento con
antagonistas del calcio (Van Meel et al.,, 1981ab, 1982ab; Timmermans et al., 1983). Los

estudios de este grupo de investigacion en la preparacion de los miembros posteriores de rata
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perfundidos corroboraron también que la vasoconstriccion a; adrenérgica era insensible al
tratamiento con los antagonistas del calcio (Van Meel et al.,, 1983). Otros grupos de
investigacion trabajando también con la preparacién de “pithed rat” propusieron ademas la
existencia de receptores a, de reserva. Estos receptores jugaban un papel en las respuestas
vasoconstrictoras cuando se administraba un antagonista del calcio, y estas respuestas
resultaban por ello insensibles al tratamiento (Reid et al., 1983; Ruffolo y Yaden, 1984; Ruffolo
et al., 1984). Algunos trabajos del grupo de Timmermans en esta misma preparacion de “pithed
rat” demostraron mas tarde que algunos agonistas a;, denominados por estos investigadores
“agonistas parciales”, eran capaces de comportarse como los agonistas a,, resultando su
efecto susceptible al bloqueo por los antagonistas del calcio. Para estos investigadores el
calcio que se utilizaba cuando se producia una vasoconstricciobn por los agonistas q;
adrenérgicos podia tener claramente un doble origen, de forma que para la contraccion
muscular se utilizaba calcio extracelular y se movilizaba calcio intracelular, resultando por ello
el efecto a; sensible sdlo en parte al bloqueo de la entrada de calcio a la célula (McGrath y
O’Brien, 1987; Richer et al., 1987; Timmermans y Thoolen, 1987; Timmermans et al., 1987). A
continuacion expondremos en forma mas detallada los movimientos del calcio y los procesos
bioquimicos que conducen a la respuesta cuando se estimulan los receptores a; y los
receptores o, adrenérgicos, y abordaremos también las diferencias que puede presentar la

transduccién de la sefial cuando se estimulan los distintos subtipos de estos receptores.

Transduccion del estimulo a; adrenérgico

Los procesos implicados en la contraccion vascular cuando se estimulaban los
receptores o, adrenérgicos se estudiaron sobre todo en distintas preparaciones de arterias
aisladas. Se propusieron varias hipétesis, pero al igual que los estudios anteriormente
mencionados, la mayor parte de los estudios in vitro parecian reflejar también que la
contraccién a; era resistente a los antagonistas del calcio. Se pudo comprobar que las
respuestas tonicas de los agonistas de estos receptores en las arterias aisladas dependian del
calcio extracelular, pero los canales por los que entraba este i6n a la célula eran distintos de los
canales que mediaban la contraccion cuando se administraba un agente despolarizante como
el KCI (Meisheri et al., 1981; Loutzenhiser y Van Breemen, 1983). El grupo de Godfraind llegé a
la conclusién de que la formacion del complejo agonista a; adrenérgico-receptor a; adrenérgico
inducia una despolarizacién de la membrana por alteracion en el flujo de iones Na*y K", y por
ello no era sensible a los antagonistas del calcio. Esta despolarizacion inducia la liberacién de
calcio desde los depdésitos intracelulares, en especial desde el reticulo sarcoplasmico y desde

un pequefio depdésito localizado en la cara interna del sarcolema. Probablemente por este
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motivo no se requeria una entrada sustancial de calcio a través de la membrana para que se
produjese la contracciéon (Godfraind y Miller, 1982; Godfraind et al., 1982). Cauvin y Van
Breemen establecieron que la NA podia inducir una entrada del calcio sin producir
despolarizacion del musculo liso vascular y ésto sucedia porque se rectificaban las
permeabilidades de otros iones como por ejemplo la corriente de salida de K* (Cauvin y Van
Breemen, 1985). Todo ello justificaba que en la mayoria de los casos la vasoconstriccion
mediada por los agonistas a; adrenérgicos selectivos fuese insensible a los antagonistas del
calcio. Todos los anteriores resultados contrastaban sin embargo con los resultados obtenidos
por el grupo de Vanhoutte. Estos investigadores observaron que los agonistas a; producian
una contraccion sensible al bloqueo con antagonistas del calcio en distintos vasos aislados
(Vanhoutte y Rimele, 1982; Vanhoutte, 1982). Las discrepancias entre los resultados obtenidos
por los distintos investigadores se atribuyeron a las diferencias en el modelo experimental
utilizado y a las condiciones del estudio, pudiendo condicionar sobre todo las respuestas el
lecho vascular estudiado. La respuesta vasoconstrictora a; dependia en mayor grado del calcio
extracelular cuando se utilizaban arterias de pequefio calibre. También se comprobd que la
relativa contribucidon del calcio intra- y extracelular en la vasoconstriccion a; adrenérgica
variaba con las distintas especies (Cauvin y Malik, 1984; Cauvin et al., 1984; Bevan et al.,
1986).

Leitien y colaboradores en 1985 trabajando con aorta y con arteria mesentérica de
conejo, explicaron con mas detalle el proceso de utilizacién de calcio tras la activacion a;
adrenérgica. Estos investigadores propusieron que cuando estos receptores se estimulaban, se
liberaba calcio de un pequefio depésito intracelular situado en la cara interna del sarcolema.
Este calcio liberado no originaba directamente la contraccidon del miocito liso vascular, pero
promovia la liberacion de mas calcio desde el reticulo sarcoplasmico. Simultaneamente, el
calcio almacenado en un depdsito o reserva localizada en la cara externa del sarcolema, se
liberaba también y penetraba en la célula a través de canales de calcio operados por receptor.
Estos dos procesos eran responsables del componente fasico temprano de la contraccién, y
venian seguidos de una entrada de calcio extracelular que era responsable del componente

ténico tardio de la contraccion (Leitjen et al., 1985).

La utilizacion del calcio extra e intracelular se vio posteriormente que podia ser distinta
ademas cuando se estimulaban diferentes subtipos del receptor a; adrenérgico (Hieble et al.,
1986). Para Han y colaboradores el estimulo del receptor a;g ocasionaba una contraccion

independiente del calcio extracelular, pero el estimulo del receptor a;a ocasionaba por el
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contrario una contraccion dependiente de la entrada de este ion por canales sensibles a los

antagonistas del calcio (Han et al., 1987).

Se siguen debatiendo las fuentes de calcio y las vias que utiliza este ion para entrar a la
célula cuando se estimulan los receptores a; adrenérgicos. Estudios del grupo investigador de
Minneman indican que tras la activacion a; adrenérgica el calcio puede penetrar en la célula del
musculo liso vascular por canales voltaje dependientes y también por canales no dependientes
de voltaje (Minneman, 1988; Minneman y Esbenshade, 1994). Algunos estudios mas recientes
sefialan que la contraccion producida por estimulo a; es independiente de la entrada de calcio
a través de canales voltaje dependientes (Hamada et al., 1997), pero existen también otros
estudios actuales con microscopia confocal en arterias de resistencia de rata, que demuestran
gue la entrada de calcio extracelular a través de canales voltaje dependientes tipo L es
totalmente necesaria para la contraccion del miocito liso vascular resultante de la activaciéon a;
adrenérgica (Miriel et al., 1999). No hay que olvidar en cualquier caso que la liberacién del
calcio intracelular almacenado es prioritaria para la contraccion arterial producida por los
agonistas a;. Datos experimentales recientes desde luego confirman que el calcio de los
depadsitos intracelulares condiciona en mayor grado la contraccion del miocito liso vascular que
la entrada de este ion por canales voltaje dependientes y la consiguiente despolarizacion de la

membrana celular (Bramich y Hirst, 1999).

Los movimientos del calcio cuando se estimulaban receptores a; adrenérgicos se
entendieron mejor cuando se estudiaron los procesos bioquimicos que tenian lugar después de
la activacion de estos receptores. En la mayor parte de los sistemas la translocacion de calcio
tras el estimulo a; adrenérgico es consecuencia del metabolismo de los fosfatidilinositoles (PI)
por activacion del isoenzima 3; de la fosfolipasa C (PLC) (Michell, 1979; Blank et al.,
1992).Este isoenzima hidroliza el enlace éster-fosfato de los fosfolipidos de la membrana
citopladsmica. Cuando se estimulan los receptores a; adrenérgicos se produce principalmente
una hidrdélisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), y se originan como productos resultantes
de dicha hidrdlisis dos compuestos, el 1,2-diacilglicerol (DAG) y el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3),
gue seran los segundos mensajeros para la transduccion de la sefial. Cada uno de estos
mensajeros tendra sin embargo una funcidn distinta (Berridge, 1983, 1984). Por su fuerte carga
eléctrica el IP; abandona la membrana y emigra por el citoplasma hasta el reticulo
sarcoplasmico, en cuya membrana activa un receptor especifico que funciona como canal de
calcio, provocando su apertura y la salida masiva de este ion al citoplasma (Suematsu et al.,
1985; Berridge, 1993; Putney y Bird, 1993). El calcio actia entonces como tercer mensajero,

uniéndose a la calmodulina y produciendo la contraccién. Campbell y colaboradores
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relacionaron la liberacién de calcio producida por IP3; con el componente fasico temprano de la
contraccién de la aorta de conejo (Campbell et al., 1985). Se llegd a la conclusion de que la
sintesis de IP3 a partir de PIP, tenia lugar en la cara interna del sarcolema, en la zona donde se
encontraba el calcio que se movilizaba segun Leitjen inmediatamente después del estimulo de
los receptores a; (Leitjen et al.,, 1985). El calcio inicialmente liberado desde este pequefio
depdsito ya sabemos que era responsable de la liberacién posterior del calcio activador desde

el reticulo sarcoplasmico.

Hay que sefalar también que la accion movilizadora de calcio que tiene el IP; puede
verse reforzada por su conversion en su metabolito tetrafosforilado, el inositol-1,3,4,5-
tetrakisfosfato (IP4) (Irvine, 1992; Berridge, 1993). Ambos ademas tienen un metabolismo
ciclico, de forma que vuelven a convertirse en PIP, por una serie de enzimas después de
mediar los procesos intracelulares correspondientes. La liberacién intracelular de calcio desde
el reticulo sarcoplasmico producida por ambos IP, el IP;y el IP4, 0 por el calcio inicialmente
liberado del depésito del sarcolema, puede ademas promover la penetracién secundaria de
este ion desde el espacio extracelular hasta el interior de la célula a través de canales. En
algunas células la entrada de calcio al interior celular no tiene lugar si no se produce IP,4, pero
hay que tener en cuenta que el IP, es sélo activo en presencia de su precursor metabdlico el
IPs;. La liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmico inducida por estos compuestos
puede detectarse en realidad por un sensor localizado en su membrana, y este sensor a través
de un mecanismo desconocido es capaz de originar una entrada de calcio extracelular a través
de canales conocida como entrada capacitativa de calcio (Putney y Bird, 1993). Este sensor se
inhibe por el propio calcio y se desinhibe cuando se vacia el depésito de calcio intracelular del
reticulo sarcoplasmico. La entrada de calcio extracelular indirecta y secundaria al vaciamiento
del reticulo sarcoplasmico producida por los IP, aseguraria la prolongacion en el tiempo de la
sefal de calcio inducida por el agonista a; adrenérgico, y aseguraria el llenado adecuado de
dicho depdsito intracelular una vez que la accion del agonista cesa (Montero et al., 1991).
Aungque no aumente la sintesis de IP, también puede tener lugar una activacién de la entrada
capacitativa de calcio cuando se produce un vaciamiento del reticulo sarcoplasmico por otras
maniobras tales como los tratamientos con tapsigargina o ionéforos de calcio, o la incubacién
prolongada en medio sin calcio (Putney y Bird, 1993). Se ha demostrado que esta entrada
capacitativa de calcio se produce en un gran nimero de células (Putney, 1993), pero no se
conoce bien la naturaleza de los canales responsables de la entrada de este ion (Hoth y
Penner, 1992, 1993; Fasolato et al., 1994).

El DAG que también se origina cuando se hidroliza el PIP,, permanece en la membrana

citoplasmética donde activa la protein-kinasa C (PKC) (Kishimoto et al., 1980). Este enzima
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citopldsmica antes de su activacion se encuentra en el citoplasma en forma inactiva. Sin
embargo, cuando aumenta la concentracion intracelular de calcio por el efecto movilizador del
IPs, la PKC es transferida al sarcolema, y alli se activa al fijarse a los fosfolipidos. Esta fijacion
se refuerza por el DAG y este mediador es indispensable en realidad para la plena activacion
del enzima. Hay una accion sinérgica por tanto entre el IPs/Ca®* y el DAG. La PKC actta sobre
muy diversos sustratos proteicos que incluyen canales de calcio reguladores de las
concentraciones intracelulares de este ion, receptores para diversos mediadores, enzimas y
factores de transcripcion génica. Algunos investigadores sefialaron que la PKC podia inducir la
contraccién ténica tardia del miocito liso vascular (Rasmussen et al., 1984) via una interaccion
con la kinasa de la cadena ligera de la miosina (Nishikawa et al., 1984; Mita y Walsh, 1997).
Sin embargo existen también estudios que mantienen que la contraccion producida por
estimulo a; es independiente del estimulo de la PKC (Hamada et al., 1997). Estudios en
arterias cerebrales y en la arteria de la cola de la rata demostraron que la PKC podia activar
también la PLD (Gu et al.,, 1992; Llahi y Fain, 1992). Se ha observado ademas mayor
produccion de AMPc tras la activacion a; adrenérgica, y quiza este mediador aumenta después
del estimulo a; porque el enzima adenilato ciclasa puede ser también un sustrato de la PKC
(Schiwnn et al., 1991; Pérez et al., 1993; Ruan et al., 1998). Se ha sugerido ademas que la
activacion de la PKC podria estar implicada en la liberaciébn de neurotransmisores que se

produce cuando se estimulan los receptores a; presinapticos (Somogyi et al., 1996).

El DAG puede seguir dos rutas metabdlicas. Se convierte en &cido fosfatidico (PA) por
accién de la DAG-kinasa, o se metaboliza por lipasas y origina acido araquidénico. ElI PA
puede comportarse como un ionéforo del calcio (Tyson et al., 1976), originando también a su
vez la contraccién dependiente de calcio del miocito liso vascular (Salmon y Honeyman, 1980).
Para Campbell y colaboradores el PA seria el responsable de la entrada de calcio extracelular
en la aorta de conejo, y por tanto de su contraccion ténica cuando se estimulan los receptores
o, (Campbell et al., 1985). El papel preciso del DAG en el proceso de la contraccién vascular
no estd sin embargo totalmente aclarado. El mismo puede también inducir directamente una
entrada de calcio extracelular, sin que sea necesario para ello que se produzca su conversion
en PA (Forder et al., 1985).

El estimulo a; adrenérgico puede originar ademas la activacion de otras fosfolipasas
distintas de la PLC. Este estimulo puede por ejemplo promover una activacién de la PLA;
mediada por proteinas G, “sensibles a toxina pertussis” (Pérez et al., 1993; Exton, 1996) y una
activacion de la PLD (Gu et al., 1992; Ruan et al., 1998). La PLA; es un enzima que sintetiza

acido araquiddnico al hidrolizar otros fosfolipidos distintos de los fosfoinositidos. Hidroliza por
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ejemplo fosfatidilcolina y PA. El &cido araquidénico que asi se forma, y que también se podia
formar a partir del metabolismo del DAG, puede comportarse como segundo mensajero
intracelular. Como tal, puede a su vez activar la PKC y la PLC, y puede incrementar la
concentracion de calcio intracelular, modular la actividad de canales i6nicos, etc..... El acido
araquidénico y sus metabolitos pueden también amplificar o modular intracelularmente la
acciéon de otros segundos mensajeros como son el AMPc y el guanosin monofosfato ciclico
(GMPc). Es decir, que la activacion de la PLA, por los agonistas a; tiene consecuencias
similares a las que se derivan del estimulo de la PLC y el consiguiente metabolismo de los
fosfoinositidos. La activacion de la PLD tras un estimulo a; adrenérgico origina asi mismo la
hidrdlisis de fosfatidilcolina, produciendo PA y colina, pero parece que no implica procesos
como la activacion de la PKC o como la entrada de calcio extracelular, ya que se puede
producir también en presencia de inhibitorioes de la PKC o tras una depleccién de calcio (Gu et
al., 1992; Llahi y Fain, 1992).

Recientemente se ha sefialado que el estimulo del receptor a; adrenérgico podria
facilitar los procesos de expresion proteica, promoviendo la transcripcion y translacion génica
(Mark et al., 1990; Graham et al., 1996; Schluter et al., 1998). Parece que tras la activacién a;
adrenérgica se produce una induccion rapida en la expresion de los genes de determinados
factores de transcripcién como el c-fos, c-jun, c-myc.... (Starksen et al., 1986; Majesky et al.,
1990). Otros estudios han encontrado una asociacion entre el estimulo del receptor a;, Y la via
clasica de transduccion de la sefial de los factores de crecimiento, en la que se lleva a cabo la
activacion del protooncogen Ras y su cascada de kinasas correspondientes (Lee et al., 1988;
Lazou et al., 1994). Aln no estan claras las vias intracelulares que median estas respuestas,
pero lo que si parece claro es que la PKC se encuentra implicada. En el momento actual se
estd investigando la importancia de la estimulacién a; adrenérgica en los procesos de
crecimiento e hipertrofia celular. Se sabe que el estimulo a; puede causar proliferacion de las
células del musculo liso vascular, y ensayos recientes en cultivos de miocitos cardiacos han
permitido también relacionar el estimulo a; y la activacion de la PKC con la aparicion de
hipertrofia cardiaca (Karns et al., 1995; Yamazaki et al., 1998). Existe un interés creciente en la

obtencion de farmacos con afinidad por los receptores a; para modular estos procesos.

Algunos trabajos experimentales han estudiado comparativamente las vias de
transducciéon de la sefal cuando se estimulan los receptores a; adrenérgicos en ratas
hipertensas y normotensas. Los resultados de estos estudios son en ocasiones contradictorios
sin embargo, se pudo comprobar que la actividad del enzima PLC en corazén, rifibn y vasos

sanguineos era usualmente mayor en las ratas hipertensas (Resink et al., 1987; Uehara et al.,
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1987, 1988; Chen et al., 1992). Asi mismo, la sintesis de IP tras la administracion de NA era
también mayor en los vasos sanguineos de ratas hipertensas (Heagerty et al.,1986; Guild et al.,
1992; Durkin et al., 1990). Otros estudios que median la capacidad del IP; para liberar calcio
desde el reticulo sarcoplasmico, comprobaron que la unién de este segundo mensajero a sus
receptores especificos en la membrana, era mayor en la aorta de ratas hipertensas que en la
aorta de ratas normotensas (Bernier et al., 1993). También se pudo observar que el incremento
en las concentraciones intracelulares de DAG tras una contracciéon con NA, era mayor en las
ratas hipertensas jovenes (Kondo et al., 1990; Okumura et al., 1990). Existe ademas una
disminucion en la actividad del enzima DAG-Kinasa en los eritrocitos de ratas hipertensas (Kato
et al., 1987). Todo ello indica que en la HTA el aumento de las concentraciones intracelulares
de DAG observado no tiene porque ser consecuencia necesariamente de una alteracion en la
actividad del enzima PLC. Los trabajos de algunos autores en los que se estudiaban los
efectos contractiles de una serie de forbolésteres (activadores del enzima PKC), demostraron
que existia una mayor sensibilidad a los efectos de estos compuestos en los vasos de las ratas
hipertensas que en los vasos de las ratas normotensas (Storm et al., 1990; Miyata et al., 1991;
Silver et al., 1992).

Las vias de transduccién de la sefial cuando se estimulan distintos subtipos del receptor
o, adrenérgico probablemente no son idénticas (Han et al., 1990; Michel et al., 1990; Suzuki et
al., 1990; Daly et al., 1990; Minneman et al., 1994; Burt et al., 1996; Tabernero et al., 1996; Hu
y Dyer, 1997; Mita y Walsh, 1997; Takayanagi et al., 1997). El estimulo de todos los subtipos
se ha asociado a la activacion de la PLC y también al estimulo de las otras dos fosfolipasas
celulares, la PLA; y la PLD. Posiblemente los movimiento del calcio difieren sin embargo
cuando se estimulan unos y otros (Schiwn et al., 1991; Pérez et al., 1993). En principio, el
estimulo del subtipo a;, podria facilitar la entrada de calcio a través de canales de calcio voltaje
dependientes sin ocasionar la sintesis de IP, y el subtipo a;g estimularia la formacion de IPsy
ocasionaria una movilizacion de calcio desde los depositos intracelulares. Existen no obstante
un gran numero de estudios que han aportado excepciones a esta teoria. Aunque en la
mayoria de los tejidos la activacion del receptor o, ocasiona una movilizacion de calcio desde
los depésitos intracelulares, su activacién también se ha asociado con la entrada de calcio
extracelular al interior de la célula, si bien esta entrada no tendria lugar por canales voltaje
dependientes. Del mismo modo, algunos estudios han sefialado que la activacion del receptor
014 podria también promover la formacion de IP; (Sayet et al., 1993; Lazou et al., 1994). Datos
experimentales recientes sefialan ademas que la activacion de los distintos subtipos del

receptor a; adrenérgico podria estimular diferentes PKC (Taguchi et al., 1998).
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La figura 3l (pagina 58), refleja la transduccién de la sefal tras el estimulo del receptor

oy adrenérgico.

56



Introduccién

Transduccion del estimulo a; adrenérgico

Los ensayos in vitro no siempre permitieron estudiar los movimientos del ion calcio tras
la activacion a, adrenérgica. Ya hemos sefialado que en las preparaciones de tejido arterial las
respuestas vasoconstrictoras mediadas por estos receptores son muy dificiles de observar.
Una de las pocas arterias aisladas que permitieron estudiar la vasoconstriccion mediada por los
receptores a, adrenérgicos fue la arteria de la cola de la rata (Medgett y Rajanayagam, 1984;
Medgett, 1985). Los ensayos con preparaciones venosas reflejaron algo mejor los procesos
que seguian a la activacion de estos receptores. Como ya sabemos, en este tipo de vasos la
poblacién de receptores a, adrenérgicos es mas abundante y presenta ademas caracteristicas
distintas de las de la poblacion de los receptores a, localizados en las arterias. La preparacion
venosa mas utilizada fue la de la vena safena de perro. En ambas preparaciones, la de la
arteria de la cola de la rata y la de la vena safena de perro, se corroboré de nuevo que la
liberacion de calcio intracelular no estaba implicada en la contraccién del masculo liso vascular
originada tras la activacion a, adrenérgica, siendo por el contrario la entrada del calcio
extracelular el principal mecanismo implicado en esta contraccién (Jim y Matthews, 1985). Se
postulé la siguiente hipétesis. La formacion del complejo agonista a, adrenérgico-receptor o,
adrenérgico genera un estimulo que conlleva una entrada de iones calcio desde el medio
extracelular. Esto contribuye a la activacion de proteinas contractiles intracelulares, y lleva en
ultimo término a la contraccién de la fibra del musculo liso vascular. El bloqueo de esta entrada
de iones calcio con un antagonista del calcio seria capaz de impedir la vasoconstriccidn, pero
no impediria la formacién del complejo agonista o, adrenérgico-receptor a, adrenérgico (Van
Meel et al., 1981). La entrada de calcio tras el estimulo de los agonistas a, adrenérgicos se
penso6 que podia conllevar la despolarizacion de la membrana, de forma que este ion entraria a
través de canales voltaje dependientes. Los ensayos de Mathew y colaboradores en la vena
safena de perrro no reflejaron sin embargo grandes cambios en el potencial de membrana tras
el estimulo a, (Matthews et al., 1984). Los datos aportados por otros investigadores en esta
misma preparacion indicaban sin embargo que al estimular los receptores a, adrenérgicos se
producia una despolarizaciéon de la célula (Cheung, 1985a,b). Estudios en vasos de resistencia
subcutaneos humanos demuestran que las contracciones o, adrenérgicas originan la entrada

de calcio probablemente a través de canales voltaje dependientes (Parkinson y Hughes, 1995).
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Tras la activacion de los receptores a, adrenérgicos postsinapticos, se originaba de un
modo u otro, un incremento en las concentraciones de calcio intracelular. Esto no podia sin
embargo suceder cuando se activaban los receptores a, adrenérgicos presinapticos. Un
aumento en las concentraciones de calcio intracelular no podia explicar la inhibicién en la
liberacion de neurotransmisores producida por este estimulo. Cabia esperar que tras la
activacion a, adrenérgica presinaptica tuviese lugar por el contrario un descenso en los niveles
de calcio intracelular. Ensayos experimentales llevados a cabo en sinaptosomas corticales de
rata asi lo demostraron (Adamson et al., 1987). Se sugiri6 que la activacion de los receptores
0, presinapticos podia ocasionar una inhibicion de la entrada de iones calcio a través de los
canales de calcio voltaje dependientes (Go6ther, 1977, 1979; De Langen y Mulder, 1980).
Algunos investigadores sin embargo llevando a cabo ensayos con nifedipino obtuvieron
resultados contradictorios (Timmermans et al., 1983). Se sugirié también que la activacion de
los receptores presinapticos o, podia casionar una hiperpolarizacién del axén neuronal (Stjarne
et al., 1978, 1979) y algunos investigadores asociaron esta hiperpolarizacion con un incremento
en la actividad de la Na*/K*-ATP-asa (Vizi, 1977, 1979).

Los estudios mas recientes sobre los movimientos del ion calcio cuando se estimulan
receptores d, adrenérgicos presinapticos siguen aportando datos contradictorios. Algunos
trabajos reflejan que la activacion de estos receptores inhibe la liberacion de neurotransmisores
sin afectar la entrada de calcio por canales voltaje dependientes tipo N (Schwartz, 1997). Se
sigue manteniendo sin embargo la teoria de que la estimulacidon o, adrenérgica presinaptica
produce una inhibicion de la entrada de calcio a través de canales de calcio voltaje
dependientes, y en concreto se piensa que inhibe su entrada a través de canales tipo N o tipo
P/Q (Delmas et al., 1998; Miller, 1998). Se piensa ademas que el estimulo de los receptores a,
presinapticos produce una activacion y apertura de canales de K* (Feuvrier et al., 1998; Miller,
1998). Hoy se acepta en realidad que las respuestas producidas cuando se activan receptores
0, adrenérgicos presinapticos son consecuencia sobre todo de la inhibicion de la entrada de
calcio a través de canales de calcio y de la activacion de los canales de K*, pero recientemente
se ha comprobado que el estimulo de estos receptores ocasiona también un efecto directo

sobre las vesiculas de almacenamiento del neurotransmisor (Miller, 1998).

Al igual que en el caso de los receptores q;, los movientos del ion calcio tras el estimulo
o, adrenérgico se entendieron mejor cuando se estudiaron los procesos bioquimicos que lo
acompafaban. Ya hemos visto que la translocacién del ion calcio tras el estimulo a;
adrenérgico es consecuencia fundamentalmente del metabolismo de los PIl. La translocacion

de calcio que ocurre tras la activacion a, adrenérgica no parece sin embargo consecuencia de
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este metabolismo (Reese y Mathews, 1986), y se asocia en la mayoria de los casos a una
inhibicion del enzima adenilato ciclasa. La activacion de los receptores o, postsinapticos no
neuronales localizados en las plaquetas, los islotes pancreaticos y en los adipocitos, se vio que
también ocasionaba una inhibicion en la acumulacion de AMPc, pero este efecto ocurria
independientemente de la presencia de calcio en el medio (Atlas y Sabol, 1981). La activacion
de los receptores a, presindpticos también originaba una inhibicion en la actividad del enzima
adenilato ciclasa, con el consiguiente descenso en los niveles intracelulares de AMPc (Fain y
Garcia-Sainz, 1980; Schultz et al., 1980; Jakobs y Schultz, 1982). Los receptores a,
adrenérgicos son en cualquier caso receptores acoplados a proteinas Gy, “sensibles a toxina
pertussis” que a su vez inhiben la actividad del enzima adenilato ciclasa. Los estudios
funcionales basados en la inhibicién de las respuestas a, con toxina pertussis fueron de hecho
muy Utiles para llegar a la conclusion de que la inhibicion del enzima adenilato ciclasa era la
responsable de la transduccidn de la respuesta tras la activacién a, adrenérgica (Nichols et al.,
1988, 1989). Este enzima se encarga de generar AMPc a partir de adenosin trifosfato (ATP), y
el AMPc es el principal mensajero implicado en la transduccion de la sefial cuando tiene lugar
la activacion a, (Mills, 1975; Fain y Garcia-Sainz, 1980; Boyer et al., 1983; Murayama y Ui,
1983; Schoffelmeer y Mulder, 1983; Muraki et al., 1984; Cottechia et al., 1990; Chabre et al.,
1994). Todos los subtipos del receptor a, adrenérgico utilizan principalmente este mecanismo
para producir respuestas celulares cuando se activan (Murphy and Bylund, 1988; Bylund and
Ray-Prenger, 1989; Fraser et al., 1989; Cottechia et al., 1990; Duzic et al., 1992; Chabre et al.,
1994; Wright et al., 1995).

El enzima adenilato ciclasa comprende en realidad una familia de enzimas de estructura
glicoproteica que se localizan en las membranas celulares. Se han identificado hasta ocho
isoformas que se agrupan en tres subfamilias; todas ellas comparten una estructura basica
similar: dos porciones, cada una de las cuales posee dos segmentos transmembrana y dos
segmentos citoplasmicos que son los mas conservados y menos hidr6fobos en los que puede
residir su actividad catalitica. EI AMPc que se forma cuando actla este enzima activa una
protein-kinasa dependiente de AMPc (PKA). La PKA es un tetramero que contiene dos
subunidades reguladoras (R) y otras dos cataliticas (C) Cada subunidad R contiene dos sitios
de fijacion para el AMPc; la unién del AMPc a las subunidades R reduce su afinidad por las C,
las cuales quedan libres para expresar su actividad transferidora de radical fosfato. La
distribucion de las PKA es muy variable dependiendo de la naturaleza y especie celular en
cuestién. Las consecuencias derivadas de las fosforilaciones subsiguientes a la activacion de
esta kinasa son por ello multiples, y se manifiestan de modo muy distinto, pudiéndose observar

modificacion de canales idnicos, activacion o desactivacion de enzimas reguladoras del
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metabolismo de los principios inmediatos, cambios en el estado fisicoquimico de proteinas
tisulares (que en cooperacién con el calcio condicionan su estado de contraccién o relajacién),
alteracion en la sintesis de neurotransmisores, modificacibn de la expresion de genes y
modificaciones en los movimientos del calcio intracelular con la consiguiente repercusion sobre

otros muchos procesos celulares.

Aunque en la mayoria de los casos parece necesaria la disminucién de AMPc para la
respuesta tras el estimulo a, adrenérgico, todavia hoy dia se debate si la modificacién en los
niveles de este mensajero es el principal mecanismo responsable de la contraccion vascular
por estimulo de estos receptores (Docherty, 1998b). También es posible que existan mas
caminos intracelulares relacionados con el estimulo a, Algunos estudios en los que se
evaluaba la agregacion plaquetaria producida por agonistas a, adrenérgicos, no consiguieron
de hecho demostrar que cuando se estimulaban los receptores o, la actividad del enzima
adenilato ciclasa estuviese alterada (Haslam et al., 1975; Clare et al., 1984). Limbird y
colaboradores propusieron hace tiempo que tras la activacién a, adrenérgica se incrementaba
la actividad del intercambiador Na*/H" en las plaquetas humanas, originandose por ello un
aumento del pH intracelular y un aumento en las concentraciones de calcio (Limbird y Speck,
1983; Limbird, 1984). Ambos factores a su vez podian activar el enzima PLA;, y este enzima
promovia la sintesis de &cido araquidénico a partir de los fosfolipidos de la membrana,

aumentando por tanto los niveles de prostanoides agregantes como tromboxano A..

Algunos estudios han reflejado que el estimulo o, adrenérgico no origina per se un
descenso en los niveles de AMPc, pero cuando se produce una elevacién previa de las
concentraciones de este compuesto por activadores del enzima adenilato ciclasa como la
forskolina, la estimulacién o, adrenérgica puede contrarrestar dicha activacién y ocasionar por
tanto un descenso en los niveles de este mediador (Haynes et al., 1993; Wright et al., 1995;
Haynes y Hill, 1996; Gupta et al., 1998). Existen también estudios que incluso sefialan que el
estimulo a, origina una activacién del enzima adenilato ciclasa, y por tanto una elevacion en
los niveles de AMPc. Las proteinas acopladas al receptor o, en este caso se ha visto que son
proteinas Gs “sensibles a toxina colerica” (Ullrich y Wollheim, 1984; Fraser et al., 1989;
Cottechia et al., 1990; Duzic et al., 1992; Chabre et al., 1994; Jansson et al., 1995; Nasman et
al., 1997). La activacion del enzima adenilato ciclasa se ha observado sin embargo por regla
general solo cuando se utilizan concentraciones elevadas de agonista a,, y cuando ademas los
niveles de AMPc ya han aumentado previamente por accién de algun activador del enzima
adenilato ciclasa como forskolina. El hecho de que los receptores o, adrenérgicos puedan

acoplarse a proteinas Gy, y Gs, produciendo efectos opuestos en uno y otro caso, hace que con
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los agonistas de estos receptores se obtengan curvas bifasicas y ésto constituye un problema

para establecer las afinidades de estos ligandos (Reynen et al., 2000).

Algunos investigadores han sugerido que los receptores a, adrenérgicos podrian estar
asociados al enzima PLA; en algunas células, pero al menos en los vasos de resistencia no
parece que sea éste el mecanismo responsable de la contraccidén por estimulo a, (Parkinson y
Hughes, 1995). Los receptores o, adrenérgicos tampoco estan acoplados en principio al
enzima PLC, pero bajo determinadas condiciones la activacion a, podria estimular este enzima
ademas de estimular el enzima adenilato ciclasa. Tras la activacion o, en fibroblastos de
hamster que expresaban receptores o, adrenérgicos de riidn y plaquetas humanas, se han
encontrado incrementos pequefios, pero significativos, de los niveles de IP (Cotecchia et al.,
1990). Se ha propuesto que el aumento del calcio intracelular después de estimular los
receptores o, adrenérgicos se produce en realidad por un mecanismo doble, que conlleva la
apertura de canales de calcio voltaje dependientes tipo L y la liberacion de calcio intracelular
via una estimulacion de la PLC. Dependiendo del tipo celular donde esté expresado el receptor
o, adrenérgico, este receptor estaria ademas acoplado a distintas proteinas G (Lanier, 1995;
Akerman et al., 1997).

Algunos estudios apoyan que la transduccién de la sefial tras la activaciéon de un
receptor a adrenérgico puede regularse de forma distinta dependiendo del tejido donde se
encuentre ubicado dicho receptor y puede verse afectada asi mismo por la presencia conjunta
de otros receptores en el mismo d6rgano diana encargados de controlar la misma funcién. Los
estudios de Mo y su grupo en 1998 en la vena safena de perro, demuestran que existe una
clara relacion funcional entre los distintos subtipos a; y o, adrenérgicos encargados de
controlar el tono vascular. Estos investigadores proponen que podria existir una interaccion
entre los dos tipos de receptores adrenérgicos por solapamiento de los dominios funcionales
sensibles a los ligandos selectivos de cada uno de ellos, e indican que todos los subtipos de
los receptores a adrenérgicos utilizarian los mismos mecanismos de transduccién de la sefial,
liberando calcio desde los mismos depdésitos intracelulares y facilitando asi mismo la entrada
de calcio extracelular (Mo y Kwan, 1998). Los estudios de Gesek en 1999 con ratas
normotensas e hipertensas, indican también que existe una conexion molecular entre los
mecanismos de transduccion de la sefial cuando se estimulan los receptores a; y a»
adrenérgicos en las células de los tubulos distales del rifion de rata durante el desarrollo de
HTA (Gesek, 1999). Estudios recientes del grupo investigador de MacLennan demuestran que
puede existir un cruze o conexion entre las vias intracelulares que median las respuestas a; y

las respuestas o, adrenérgicas, pudiendo existir asi mismo un sinergismo entre ambos
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estimulos cuando se expresan estos receptores de forma heter6loga en la misma célula
(Reynen et al., 2000). Esto tendria de hecho importancia en las células del musculo liso
vascular, y explicaria el aumento de calcio intracelular producido por estimulo de la PLC que se
observa tras la activacion del receptor a, en las células en las que ambos receptores, los a; y
los a,, pueden activarse simultdneamente. Por Ultimo cabe sefialar que algunos trabajos
recientes también sugieren que la vasoconstriccion originada tras el estimulo a, adrenérgico
estaria principalmente mediada por la entrada de calcio y también por la activacion de la
cascada de las protein kinasas activadas por mitogeno (MAPK) (Florian y Watts, 1998; Roberts
et al., 1998).

La figura 4l (pagina 65), refleja la transduccién de la sefal tras el estimulo del receptor

o, adrenérgico postsinaptico.
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Hemos dedicado esta revision a un grupo de proteinas situadas en las membranas
celulares que permiten la accién de las catecolaminas endégenas. Estas entidades, a las que
también se unen especificamente algunos farmacos, se conocen como receptores o
adrenérgicos. Su estudio ha permitido entender el control de multiples funciones en el
organismo, y ha permitido asi mismo entender mejor el desarrollo de algunas patologias. La
clasificaciéon de los receptores a adrenérgicos en distintos tipos y subtipos, capaces de
reconocer agonistas y antagonistas especificos ha permitido ademas disefiar farmacos Utiles
en terapéutica. La accidn de estos compuestos de sintesis ocasiona sin embargo en muchos

casos efectos no deseados, ya que dichos agentes actian también en receptores localizados
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en otros organos distintos del érgano diana, y presentan efectos inespecificos activando otros
receptores. La funcién de muchos érganos esta ademas usualmente regulada por mas de un
receptor adrenérgico, y no hay que olvidar que en situaciones patolégicas el funcionamiento de
un tejido puede depender de receptores distintos de los que controlan el funcionamiento de ese
mismo tejido sano. Todo ello dificulta en muchos casos el éxito terapéutico de los farmacos. En
el momento actual la utilizacién de ligandos marcados radioactivamente que se unen
especificamente a los receptores, sigue siendo una de las técnicas utiles para la
caracterizacion de los receptores a adrenérgicos. Se sigue ademas intentando el control de
nuevas funciones con los ligandos de estos receptores. Las investigaciones de los ultimos afios
sin embargo se han dedicado sobre todo al conocimiento de la estructura de los distintos tipos
y subtipos de los receptores a adrenérgicos, y al conocimiento de su interaccién con las
proteinas G, estableciendo los mecanismos de transduccion de la sefial cuando los mismos se
activan. Hemos reflejado también estas investigaciones en la presente revisién. Parece
también importante estudiar la regulacién de la expresion de los receptores durante el
desarrollo, en respuesta a una serie de estimulos fisiolégicos y patolégicos en las distintas
especies y tejidos. Es por ello posible que en un futuro sea mas relevante regular los niveles de
los receptores y de las proteinas G para producir efectos terapéuticos, que regular el grado de
ocupacion de un receptor con un agonista. En cualquier caso, todas las técnicas mencionadas
en esta revision han constituido herramientas muy Utiles para el estudio de los receptores a
adrenérgicos, y es posible que la combinacion de las mismas pueda en un futuro abrir nuevas

perspectivas terapéuticas.

1.2.- Caracteristicas del amlodipino como antagonista del calcio

El amlodipino es una dihidropiridina de la segunda generacién que se comporta como
antagonista del calcio, y que presenta una elevada selectividad vascular. Sus efectos aparecen
de forma gradual y son duraderos. Carece ademas de fotosensibilidad (a diferencia de otros
antagonistas del calcio de tipo dihidropiridinico), y tiene una elevada potencia, una

farmacocinética muy favorable, y minimos efectos secundarios.

La calificacién del amlodipino como antagonista del calcio se basa en dos hechos: su

efecto inhibitorio sobre la corriente de entrada de Ca*'y sobre la contraccion del masculo liso y
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cardiaco; y la posibilidad de revertir este efecto inhibitorio, al aumentar la concentracién de
ca?

El amlodipino es quimicamente la 2-[(2-aminoetoxi)metil]-4(2-clorofenil)-3-etoxicarbonil-
5-2-metoxicarbonil-6-metil-1,4-dihidropiridina (ver figura 51, pagina 67). El enantibmero activo
es la configuracion (-)S de la molécula. Inicialmente se sintetizé con la idea de desarrollar un
farmaco con un perfil farmacoldgico similar al del nifedipino, pero con mayor biodisponibilidad y
duracién del efecto (Burges y Dodd, 1990; Burges, 1992). Se diferencia del farmaco prototipo
de las dihidropiridinas, el nifedipino, por carecer de radical nitrogenado (posiblemente por ello
no presenta fotolabilidad), y por contener una cadena lateral larga en la posicion 2 del anillo
dihidropiridinico. Esta cadena contiene un residuo basico terminal que explica la ionizacion del
amlodipino a pH fisiolégico normal. Esto justifica asi mismo su elevada solubilidad en el agua,
lo cual le diferencia de otros miembros de su grupo, como el nisoldipino y el felodipino, que
tienen un comportamiento neutro a pH fisiologico.
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Figura 5I: Férmulas quimicas del amlodipino y del nifedipino. Se sefialan las diferencias estructurales.

De acuerdo con Kass et al. (Kass et al., 1989) mas del 90% de las moléculas de
amlodipino se encuentran en realidad ionizadas en condiciones fisiolégicas, y ésto explicaria
también su interaccién con el canal de Ca®* tipo L. Los farmacos neutros se desplazan a través
de las vias hidroéfilas o hidréfobas, pero las moléculas ionizadas, como el amlodipino, muestran
una capacidad restringida de penetracion a través de las regiones hidréfobas de la bicapa
lipidica de la membrana, y su actividad bloqueante del canal se desarrolla mas lento, siendo asi

mismo mas lenta la recuperacion de sus efectos (Kass et al., 1991; Burges, 1992).

El complejo del canal de calcio tipo L es una estructura oligomérica con un peso
molecular total de aproximadamente 400 kd. Contiene 5 subunidades denominadas ay, 0z, B, Y

y 8. Existe un consenso general que acepta que el complejo se dispone dentro del sarcolema
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en la forma descrita por Caterall et al. en 1989 (Caterall et al., 1989), que se muestra
esquematicamente en la figura 6l (pagina 69). La subunidad mas importante para la actividad
del canal de Ca* es, sin duda alguna, la subunidad a;, que ademés forma un poro funcional.
Las demés subunidades (a5, B, y y 8) poseen, casi con certeza, un papel modulador. De todas
las subunidades, el complejo a; es por lo tanto el que act(ia propiamente como canal de Ca?".
La subunidad a; se compone de 4 unidades repetidas, y cada una de ellas esta formada a su
vez por 6 unidades que atraviesan la membrana. El cuarto segmento de cada unidad de
repeticibn (S4) contiene residuos con carga positiva, por consiguiente, probablemente
interviene en el mecanismo sensor de voltaje (Catterall et al., 1989) (ver figura 71, pagina 69).
La subunidad a; completa, una vez aislada, puede actuar como canal L por si sola (Lacerda et
al., 1991), aunque de forma no regulada. Desde hace algun tiempo se sabe que los lugares de
union de alta afinidad para los antagonistas del calcio del tipo dihidropiridinico se localizan
exclusivamente en la subunidad a; del complejo del canal de Ca®** (Glossman y Striessnig,
1990). En el caso de las dihidropiridinas, la respuesta es muy curiosa y compleja, porque el
"receptor” se sitla, aparentemente, en tres regiones discontinuas de la subunidad a; (Striessnig
et al.,, 1991; Nakayama et al.,, 1991). A estas regiones se accede desde la superficie
extracelular de la membrana (Kass et al., 1991). En cambio el lugar de reconocimiento de las
fenilalquilaminas (verapamilo) se sitla dentro de la célula, y se extiende hasta la cadena
carboxiterminal del complejo. Por ello, los efectos del amlodipino y de otras dihidropiridinas son

independientes de la frecuencia de apertura del canal (Kass y Arena, 1989; Kass et al., 1989).

/ Ca?* \
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Figura 6l: Representacion esquematica de la disposicién de las subunidades de un canal de Ca** de tipo

L. Como se puede ver, la subunidad a; se dispone para formar el poro central (segun Catterall et al.,
1989) (tomado de Nayler WG, 1994).
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Figura 71: Componentes estructurales de las subunidades a; de un canal de ca” de tipo L (tomado de
Nayler WG, 1994).

El amlodipino posee un perfil farmacocinético que le diferencia también
considerablemente de otros antagonistas del calcio actuales de la segunda generacion. Estas
diferencias son consecuencia asi mismo del perfil quimico intrinseco del farmaco (Kaplan,
1991; Abernethy, 1991). Sus caracteristicas cinéticas mas importantes son: su elevada
biodisponibilidad, su velocidad lenta de distribucion tras su administracion oral, su elevado
volumen de distribucién, y una biotransformacion hepatica lenta, pero marcada, que se
relaciona necesariamente con la prolongada vida media de eliminacién del principio activo. Los
metabolitos de la molécula precursora carecen ademas de actividad antagonista del calcio.
Todas las propiedades anteriores explican la aparicion gradual de su actividad como
antagonista del calcio, y explican también la prolongada duracion de sus efectos, y la
variabilidad interindividual relativamente baja en la respuesta (ver figura 8l, pagina 70). Todas
estas propiedades condicionan también que las concentraciones plasmaticas de este farmaco
no se modifiquen por otros factores (ingesta de alcohol, administracién simultdnea de otros

farmacos....), que suelen alterar la biodisponibilidad de otros antagonistas del calcio.
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Figura 8l: Representacion esquematica de los principales factores que justifican el inicio lento y el efecto
mantenido de la actividad antagonista del calcio del amlodipino (tomado de Nayler WG, 1994).

Como ya hemos dicho, el amlodipino muestra elevada selectividad vascular y pocos
efectos en el musculo cardiaco. Esta preferencia vascular se extiende también a la circulacion
coronaria. Por todo ello, es muy seguro para el tratamiento de los enfermos con alteraciones en
la funcién ventricular. Su selectividad vascular también se pone de manifiesto cuando se utiliza
como farmaco antihipertensivo. EI amlodipino es en realidad, un preparado antihipertensivo
eficaz que reduce la PA sistélica y la PA diastélica de los pacientes con HTA leve o moderada
cuando se administra en dosis relativamente bajas (5-10 mg/dia), y con una sola toma diaria.
Existen numerosos estudios que confirman la capacidad del amlodipino para controlar la PA
durante las 24 horas del dia cuando se administra en una sola toma diaria (Julius, 1988;
Kaplan, 1991; Coca et al.,, 1993). El efecto aparece de forma gradual y sin alteraciones
significativas en los niveles de catecolaminas plasméticas, en la actividad plasmatica de la
renina, ni en el lipidograma. La reduccién de la presion sistémica se debe a la disminucion de
las resistencias vasculares periféricas, y no estd relacionada en principio con cambios
importantes del gasto cardiaco, ni con una depleccidon de volumen (Lund-Johansen et al.,
1990). Ademas el amlodipino presenta otras caracteristicas que pueden contribuir a su eficacia
como farmaco antihipertensivo. Asi por ejemplo, es capaz de atenuar la respuesta presora de
la angiotensina Il y de la NA, especialmente en los enfermos hipertensos (Donati et al., 1992), y
preserva ademas la produccién de prostaciclina inducida por los vasoconstrictores (Valloton et
al., 1990).

El amlodipino es ademés capaz de atenuar en parte las secuelas que ocasiona la HTA
(aterosclerosis, dafio renal e hipertrofia cardiaca). En la figura 91 que aparece en esta pagina,

se resumen las propiedades antihipertensivas del amlodipino.
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Figura 91: Esquema de las propiedades anthipertensivas del amlodipino (tomado de Nayler WG, 1994).

La potencia como farmaco hipotensor del amlodipino es comparable a la de los a-
blogueantes selectivos, diuréticos, IECA y B-bloqueantes, pero sin embargo, la incidencia de
efectos secundarios es mucho menor que la que producen estos tratamientos. El perfil de
efectos secundarios del amlodipino se ha investigado ampliamente, a menudo durante
periodos de mas de 6 meses (Osterloh, 1991; Heynen, 1992). Presenta pocos efectos
secundarios y los mas frecuentes han sido edema maleolar y cefalea. Estos efectos sin
embargo raramente adquieren una gravedad suficiente como para retirar la medicacion.
Probablemente el inicio gradual y prolongado de su efecto hipotensor condiciona también que
el amlodipino presente menos efectos secundarios que los antagonistas vasoselectivos de

accién mas rapida.
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Antecedentes, hipotesis y objetivos

2.1.- Antecedentes

El incremento del calcio en la dieta ocasiona paradéjicamente una disminucién de la PA.
Este efecto se conoce hace tiempo. En la década de los 60 se comprobd ya que existia una
clara correlacion entre el consumo de calcio y la incidencia de HTA en mujeres gestantes
(Hamlin, 1962; Chaudhuri, 1969). Algunos estudios experimentales confirmaron después el
efecto beneficioso que tenian las dietas enriquecidas en calcio para controlar la PA durante la
gestacion (Belizan et al., 1981; Villar et al., 1987). En realidad, en las ultimas dos décadas han
aumentado notablemente las investigaciones de la influencia que tiene el aporte dietético de
calcio sobre la PA. Se ha comprobado que las dietas enriquecidas en calcio son sobre todo
capaces de controlar la PA cuando se administran durante periodos prolongados de tiempo a
animales y pacientes hipertensos. Estas dietas por el contrario modifican poco la PA de los
sujetos normotensos (Grobbe y Hoffman, 1986; Capuccio et al., 1987; Blakeborough et al.,
1990; Jirakulsomchok et al., 1990; Orwoll y Oviat, 1990; Hano et al.,, 1991; Kynast-Gales y
Massey, 1992; Porsti et al., 1992; Rinaldi y Bohr, 1992; Galloe et al., 1993; Bodgen et al., 1995;
Passmore et al.,, 1997; Ezimokhai y Osman, 1998; Sacks et al., 1998; Resnick, 1999). Los
estudios experimentales demostraron ademas que las dietas enriquecidas en calcio eran mas
eficaces para el control de la PA en animales jévenes (McCarron et al., 1981; Hatton et al.,
1988; Muntzel et al., 1989; Yang et al., 1989; Oparil et al., 1991), y que la PA de estos animales
aumentaba cuando existia una deficiencia en el consumo de calcio (Belizan et al., 1981; McCarron
et al., 1985; Lau et al., 1986; Hatton et al., 1987, 1988, 1989, 1993; Karanja et al., 1987; Geiger et
al., 1988; Tenner et al., 1989; Hersmeyer et al., 1990; Pernot et al., 1990b; Scrogin et al., 1991ab;
Rinaldi y Bohr, 1992; Liu et al., 1994; Rao et al., 1994; Butler et al., 1995; Karasawa et al., 1998).

Varios mecanismos pueden estar implicados en el efecto antihipertensivo del calcio. Estos
mecanismos se han investigado sobre todo en estudios experimentales en los que se utilizan ratas
hipertensas que se alimentan con dietas que tienen distinto contenido de calcio. Hay que tener en
cuenta que las condiciones de los estudios experimentales se pueden controlar mejor que las de
los estudios clinicos. En los estudios clinicos la coexistencia de varios nutrientes en la dieta, y las
interacciones entre ellos, pueden siempre complicar la interpretacién final de los resultados (ver
revisiones Pryer et al., 1995; Allender et al., 1996; Birkett, 1998; Griffith et al., 1999).

Un modelo de HTA muy utilizado en los estudios experimentales que investigan el efecto
antihipertensivo del calcio, es el de las ratas espontaneamente hipertensas (SHR). El desarrollo
de la HTA en esta raza presenta una gran semejanza con el desarrollo de la HTA esencial en
humanos. En ambos casos la hipertension se instaura en edades tempranas, existe un

importante factor de agregacion familiar, y se agrava por la ingesta de una dieta rica en sodio.
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Para conseguir la raza SHR, Okamoto y Aoki en la Universidad de Kyoto hicieron cruzes entre
hermanos y hermanas de ratas de la raza Wistar que presentaban niveles de PA mas altos de los
usuales. La PA sistolica (PAS) de estas ratas usualmente estaba comprendida entre 120-130 mm
Hg, pero encontraron un animal con valores muy diferentes a los del resto de la colonia, ya que
su PAS oscilaba entre 145-175 mm Hg. Decidieron entonces cruzar esta rata macho con una
hembra Wistar cuyos valores de PAS eran igualmente algo elevados (130-140 mm Hg). Tras
varios apareamientos de esta pareja, se observd que algunos de los descendientes mostraban
una HTA clara cuando alcanzaban el primer mes de edad. Estos investigadores volvieron a cruzar
entre si los animales hipertensos, y a partir de la sexta generacién endogamica consiguieron
animales cuya PAS aumentaba hasta alcanzar valores en muchos casos superiores a 190 mm
Hg. Okamoto y Aoki comprobaron ademas que los valores de PAS no podian considerarse
totalmente estables hasta que estos animales tenian aproximadamente 20 semanas de vida
(Okamoto y Aoki, 1963). El control normotenso de las ratas SHR son l6gicamente las ratas Wistar
criadas en la Universidad de Kyoto. Estas ratas estan ya comercializadas en todo el mundo, y hoy
se conocen como ratas Wistar Kyoto (WKY). Hay no obstante que sefialar que algunos
investigadores definen las ratas WKY como una raza prehipertensa (Wright y Rankin, 1982).
Wright y Rankin consideran en realidad que Unicamente se puede aceptar que una raza de ratas

es normotensa pura cuando no tiene una condicion genética que la predispone a desarrollar HTA.

Algunos investigadores establecieron hace tiempo que las ratas que se alimentaban con
dietas enriquecidas en calcio podian presentar paraddjicamente un retraso en el desarrollo
corporal (McCarron et al., 1985; Metz et al., 1988). Sin embargo, estos mismos investigadores
indicaron también que este retraso no justificaba el efecto que tenian los suplementos de calcio
sobre la PA. Las investigaciones clinicas usualmente también han llegado a la conclusion de que
el efecto que tienen los suplementos dietéticos de calcio sobre la PA, y sobre el indice de masa
corporal, son independientes (McCarron et al., 1984; Kromhout et al., 1985). Ademas, en los
pacientes hipertensos tratados con suplementos de calcio en la dieta, no siempre se ha

observado una disminucién del peso corporal (McCarron y Morris, 1985; Luft et al.,1986).

Se ha comprobado que los suplementos dietéticos de calcio producen ademas un
descenso del hematocrito en las ratas SHR, pero el efecto del calcio sobre la PA parece que es
también independiente de la disminucion de la viscosidad sanguinea (Hatton et al., 1991). Los
efectos del calcio sobre la PA podrian sin embargo estar relacionados con su efecto natriurético.
La administracion de calcio produce desde luego natriuresis en los animales (Levi y Henrich,
1991). Esta eliminacibn de sodio se ha relacionado con el estimulo de la sintesis de
prostaglandinas, y algunos investigadores la han relacionado concretamente con el estimulo de la

sintesis de PGE, a nivel renal (Katayama et al., 1991). Mencionaremos a continuacion otras
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alteraciones que se han podido asociar claramente con el efecto antihipertensivo del calcio

dietético.

Cuando se estudian los mecanismos implicados en el efecto del calcio sobre la PA, hay
gue tener en cuenta en primer lugar que las alteraciones en la ingesta de calcio producen cambios
en los niveles centrales de este elemento (Harris et al., 1981; Murphy et al., 1986; Tai et al., 1986).
El aumento de calcio en el SNC cuando se administran suplementos dietéticos de calcio, podria
modificar los niveles de los neurotransmisores y mediadores centrales, y podria por ello ser

responsable en parte de los efectos que se observan sobre la PA.

Algunos estudios han evaluado concretamente los niveles periféricos y centrales de
catecolaminas cuando se modificaba el contenido de calcio en la dieta de los animales. El grupo
investigador de Oparil comprobd que el incremento en la ingesta de NaCl producia en las ratas
SHR una elevaciéon de la PA, un aumento en los niveles de catecolaminas circulantes, y una
disminucién de los niveles de catecolaminas en el hipotalamo (Winternitz y Oparil, 1982; Oparil et
al., 1988). Algunos afios después, este mismo grupo observo que las dietas enriquecidas en calcio
normalizaban los niveles periféricos y centrales de catecolaminas de las ratas SHR, y prevenian
asi mismo el aumento de la PA sodio-dependiente en estos animales (Oparil et al., 1991). También
otros investigadores comprobaron que la administracion de suplementos de calcio podia prevenir
el aumento de la PA sodio-dependiente en ratas, normalizando la actividad simpatica y corrigiendo
los niveles séricos de catecolaminas (Peuler et al., 1989; Yang et al., 1989; Ando et al., 1991; Saito
et al., 1991; Scrogin et al., 1991ab). Se sabe que la administracion intracerebroventricular de
dopamina reduce la PA de las ratas (Kondo et al., 1981), y por ello algunos investigadores
propusieron también que la reduccion de la PA que ocasiona la administracion de calcio, estaria
concretamente relacionada con el incremento central de esta catecolamina (Sutoo et al., 1987,
1988, 1989, 1991, 1993, 1995; Sutoo y Akiyama, 1997; Akiyama y Sutoo, 1999).

El aumento de la concentracion de calcio que se produce en el SNC cuando se administran
dietas enriquecidas en calcio, podria facilitar ademas la sintesis de NO en este tejido. Por estos
motivos, se ha sefialado que los efectos centrales de este mediador pueden ser también
responsables del control de la PA gue estas dietas ejercen (Cabrera y Bohr, 1995; Cabrera et al.,
1996; Demontis et al., 1998).

Se han justificado asi mismo los efectos del calcio sobre la PA aludiendo a las alteraciones
endocrinas que su administracion produce. Varios estudios experimentales sugirieron hace tiempo
que el aumento de la PA que ocasionaban las dietas deficientes en calcio podia estar relacionado

con la elevacion en los niveles de hormona paratiroidea (PTH) (Mann et al., 1984; Togari et al.,
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1989; Hagihara et al., 1990; Pernot et al., 1990; Neuser et al., 1991; Schleiffer, 1992ab). Se sabe
ademas que los pacientes hipertensos presentan usualmente niveles bajos de calcio ibnico en
plasma, y en ocasiones estos pacientes tienen también niveles altos de PTH. Los suplementos de
calcio podrian corregir estos parametros en los sujetos hipertensos, y controlarian por ello su PA
(Saito et al., 1989; Kishimoto et al., 1993; Levey et al., 1995; Sanchez et al., 1997; McCarty, 2000).
Hay que tener en cuenta ademas que el hiperparatiroidismo cursa frecuentemente con niveles
anormalmente elevados de PA (Hellstrom et al., 1958; Zawada et al., 1980; Lafferty et al., 1981;
Grobbee et al., 1986; Hosoi et al., 1997; Schiffl et al., 1997; Ifudu et al., 1998; Rostand y Drueke,
1999; McCarty, 2000). Esta hormona tiene en realidad un efecto dual. Su administracion aguda
produce vasodilatacion (Crass et al., 1985; Dipette et al., 1992; Hosoi et al., 1997). Sin embargo,
cuando se mantienen elevados los niveles de PTH, se desarrolla tolerancia a su efecto
vasodilatador, y aparecen los efectos vasoconstrictores de esta hormona (Hulter et al., 1986;
Kawashima et al., 1990; Kishimoto et al., 1993; Hatton et al., 1995; Oshima y Young, 1995). La
administracion de PTH en infusién puede ocasionar asi mismo un aumento de las resistencias
vasculares periféricas (Berthelot y Gairard, 1980; Hulter et al., 1986). Se ha comprobado ademas
gue la PTH es capaz de promover la entrada de calcio en distintos tipos de células (Borle, 1968;
Chausmer et al., 1972; Bogin et al., 1981; Bogin et al., 1982, Fliser et al., 1997), incluidas las
células del musculo liso arterial (Schleiffer et al., 1979). En cualquier caso, parece que la PTH
juega un papel importante en el control del tono vascular, y que la modificacion de sus
concentraciones al variar el contenido dietético de calcio puede tener una repercusion importante
sobre la PA.

Se ha sugerido también que los suplementos de calcio en la dieta podrian controlar la PA
de los sujetos hipertensos, modificando la liberacion de un factor producido por células especificas
de las glandulas paratiroides distinto de la PTH (Pang et al., 1990ab; Benishin et al., 1991,
Lewanczuk y Pang, 1991; Pang et al., 1991ab; Schluter et al 1992; Lin et al 1994, Barlet et al.,
1995). Este factor tiene también naturaleza peptidica, y se aislé originalmente en el plasma de las
ratas SHR (Lewanczuck et al., 1989; Benishin et al., 1991; Lewanczuck y Pang, 1991; Pang et al.,
19914a; Lin et al., 1994). Se ha detectado también como factor circulante en el plasma humano
(Pang et al.,, 1990ab; Pang et al.,, 1991a), y se ha aislado incluso de glandulas paratiroides
humanas (Pang et al., 1990ab; Schluter et al., 1992). Se le ha denominado factor hipertensivo
paratiroideo (PHF) porque produce aumento lento de la PA en ratas normotensas. Al igual que la
PTH, el PHF presenta acciones calciotropicas, que podrian justificar el aumento del tono vascular

que ocasiona (Barlet et al., 1995; Pang et al., 1996).

Existen por otra parte algunos estudios clinicos (Resnick, 1987, 1990, 1991, 1994), y
experimentales (DiPette et al., 1989, 1990; Roca-Cusachs et al., 1992; Kishimoto et al., 1993), que
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sefialan que la deficiencia de calcio ocasiona una elevacion de la PA porque incrementa los
niveles del metabolito activo de la vitamina Ds, calcitriol. Hay en realidad que tener en cuenta que
la sintesis de calcitriol tiene lugar en el rifion por estimulo de una hidroxilasa PTH-dependiente, y el
calcitriol también ha mostrado efectos calciotrépicos en tejido vascular aislado (Bukoski et al.,
1987; Xue et al., 1991; Bukoski y Xue, 1993; Hatton et al., 1994; Resnick, 1994; Bian et al., 1996).

El mismo gen que expresa la hormona calcitonina es capaz de expresar otro péptido distinto de
37 aminoacidos, que se ha denominado péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Este
péptido es mucho menos potente sobre el metabolismo calcico que la calcitonina, pero estd ampliamente
distribuido como neurotransmisor en el SNC vy periférico (Okimura et al., 1987; Hosoi et al., 1997).
Aparece en altas concentraciones en las terminaciones nerviosas perivasculares, y probablemente juega
un papel importante como modulador del tono vascular y del flujo sanguineo. Algunos investigadores han
comprobado que los niveles de CGRP son menores en ratas SHR que en ratas WKY (Xu et al., 1989), y
se ha sugerido que el CGRP podria ser también un factor implicado en la alteracion de la PA producida
por las variaciones del calcio en la dieta. Las manipulaciones del calcio en la dieta provocan de hecho
variaciones en los niveles de CGRP a nivel de la médula espinal. Asi por ejemplo, el grupo investigador
de DiPette demostré que una dieta con un contenido bajo de calcio producia una disminucion de este
péptido en el asta anterior de la médula, y que las dietas enriquecidas en calcio ocasionaban el efecto
contrario (DiPette et al., 1988). El CGRP es desde luego un potente vasodilatador en distintas especies
animales, y también en el hombre (Brain et al., 1985; Giris et al., 1985; Struthers et al., 1986; Ando et al.,
1992; Gangula et al., 1997; Hosoi et al., 1997; Supowit et al., 1997). Cuando se adminisrtra en infusion
produce una marcada hipotension y una disminucion de las resistencias vasculares periféricas (DiPette et
al.,, 1987; Gardiner et al., 1989). Sin embargo, su mecanismo de accidn no esta todavia totalmente
definido. Parece que sus efectos relajantes vasculares podrian estar mediados por distintos mensajeros
intracelulares. En algunas preparaciones arteriales sus efectos se han relacionado con un incremento en
los niveles de AMPc (Edwards et al., 1991; Fiscus et al., 1991; Wang et al., 1991; Gray y Marshall,
1992a; Kageyama et al., 1993). También se ha comprobado que este péptido es capaz de activar
canales de potasio en las células de musculo liso arterial de conejo (Nelson et al., 1990; Quayle et al.,
1994). La glibenclamida, un blogueante de estos canales, inhibe de hecho la hipotensién que el CGRP
ocasiona en estos animales (Andersson, 1992). Este péptido puede activar también la NO sintasa
endotelial, y su efecto vasodilatador frecuentemente incluye un mecanismo endotelio dependiente
ademas de un mecanismo endotelio independiente (Fiscus et al., 1991; Gray y Marshall, 1992ab;
Raddino et al., 1997). Existen no obstante algunos estudios en arterias aisladas que sefialan que los
efectos del CGRP son totalmente independientes del endotelio, y que la relajacién que produce podria
deberse Unicamente a su efecto directo en el masculo liso vascular (Edvinsson et al., 1985; Li y Duckles,
1992; Amerini et al., 1993; Nishimura y Suzuki, 1997; Pomerleau et al., 1997; Yoshimoto et al., 1998). La

relajacion vascular endotelio independiente del CGRP se ha comprobado ademas que es mas
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importante en las arterias de las ratas hipertensas que en las arterias de las ratas normotensas
(Nishimura y Suzuki, 1997; Tomobe et al., 1998).

También se ha sugerido que la administracion de calcio podria promover una alteracion del
tono vascular modificando la produccion endotelial de NO (Lépez-Jaramillo et al., 1989, 1990;
Lépez-Jaramillo y De Félix, 1991ab; Wu y Bohr, 1991; Bevan y Joyce, 1993; Passmore et al.,
1997).

El aumento de la calcemia que ocasionan las dietas enriquecidas en calcio podria inducir
también alteraciones en el propio musculo liso arterial. En la HTA el nivel de Ca®" intracelular
aumenta porque existen alteraciones en los mecanismos celulares de expulsién de este ion
(Blaustein, 1977; Postnov et al., 1984; Coca y De La Sierra, 1990; Obiefuna et al., 1991; Ashida et
al.,, 1992; Zicha et al., 1993; Timmermans et al., 1994; Orlov et al., 1995; Schiffl et al., 1996), y
existen datos experimentales que indican que las dietas enriquecidas en calcio mejoran el
funcionamiento de estos mecanismos de transporte idnico, pudiendo facilitar asi paradojicamente
su salida desde el miocito liso vascular al espacio extracelular (Fan, 1991; Fuijito et al., 1991;
Obiefuna et al., 1991; Porsti et al., 1992; Arvola et al., 1993b; Roullet et al., 1994; Sallinen et al.,
1996; Nguyen et al., 1998).

Algunos estudios sefialan que las dietas enriquecidas en calcio podrian incluso modificar
la respuesta de los receptores localizados en el musculo liso vascular. Este concepto sera
importante para el planteamiento de esta Tesis Doctoral. Hay que tener en cuenta que los
estudios que proponen que el calcio de la dieta puede controlar la PA ocasionando modificaciones
de la reactividad vascular, han aportado hasta este momento datos muy contradictorios. Los
estudios de reactividad vascular con arterias aisladas de ratas alimentadas con dietas de distinto
contenido en calcio, han aportado en realidad resultados muy dispares y dificiles de interpretar
(Hatton et al., 1988; Arvola et al., 1990; Mangiarua et al., 1990; Porsti et al., 1990ab; Scrogin et
al., 1991a; Porsti, 1992; Porsti et al., 1992; Makynen et al., 1994, 1995, 1996; Sallinen et al.,
1996; Ezimokhai y Osman, 1998; Karasawa et al., 1998). Del mismo modo, los estudios de
reactividad vascular en los que se han medido las respuestas presoras de los agonistas en
animales alimentados con dietas de distinto contenido en calcio, han resultado muy poco
concluyentes hasta este momento. En algunos de estos estudios, se comprobd que los efectos
presores de los agonistas en los animales alimentados con dietas enriquecidas en calcio, eran
semejantes a las elevaciones de la PA que provocaban estos agentes en los animales
alimentados con dietas de contenido normal en calcio (Scrogin et al., 1991ab). En otros estudios
sin embargo, se apreciaba una disminucién de las respuestas presoras de los agonistas en los

animales alimentados con dietas enriquecidas en calcio (Pernot et al., 1990ab; Hano et al., 1991).
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En ocasiones ademas estas dietas producian una disminucion de la PA, pero paraddjicamente
aumentaban la respuesta presora de los agonistas (Stern et al., 1987). Existen por ultimo algunos
estudios en los que el incremento de calcio en la dieta producia cambios en la respuesta de

algunos agonistas, sin modificar la respuesta de otros (Hatton et al., 1993).

Son especialmente relevantes para el planteamiento de esta Tesis Doctoral, los estudios
de reactividad vascular del grupo de Hatton en ratas SHR alimentadas con dietas de distinto
contenido en calcio. Este grupo de investigacion en 1988 midi6 las respuestas contractiles de KClI
y NA en la aorta y en las arterias mesentéricas de estos animales, y no observé que estas
respuestas estuviesen condicionadas por el contenido dietético de calcio (Hatton et al., 1988).
Estos investigadores siguieron no obstante realizando estudios de reactividad vascular en los que
median los incrementos presores de los agonistas en animales alimentados con distintas dietas.
En 1989 llevaron a cabo un estudio en el que las ratas SHR recién destetadas se alimentaban
durante 7 semanas con tres dietas que tenian respectivamente un contenido bajo (Ca 0.1%),
normal (Ca 1%) y alto (Ca 2%) de calcio. Quisieron en primer lugar comprobar si estas dietas
podian condicionar las elevaciones de la PA que inducia el estrés producido por confinamiento en
las ratas, y en segundo lugar quisieron comprobar si el efecto de las dietas podia relacionarse
con modificaciones en la actividad del sistema nervioso simpéatico, o con modificaciones en las
respuestas vasculares. Observaron que al final del periodo de alimentacion, la PA era semejante
en las ratas SHR alimentadas con la dieta enriquecida en calcio y en las ratas SHR alimentadas
la dieta que tenia un contenido normal de calcio, pero las ratas alimentadas con la dieta de bajo
contenido en calcio presentaban mayores niveles de PA. Los niveles plasmaticos de
catecolaminas circulantes en los animales alimentados con la dieta deficiente en calcio fueron
semejantes a los de los animales que ingerian la dieta que tenia un contenido normal en calcio.
La respuesta presora cuando se infundia NA estaba sin embargo condicionada por la dieta
administrada, y era mayor en el grupo de animales alimentado con la dieta de bajo contenido en
calcio. Por todo ello, Hatton y su grupo sugirieron que el aumento de la PA observado en los
animales alimentados con la dieta deficiente en calcio podia estar relacionado con una
modificacién en las respuestas postsindpticas de NA (Hatton et al., 1989). En 1991 Hatton y su
grupo volvieron a evaluar el efecto de dos dietas de distinto contenido en calcio, sobre la PA de
ratas SHR a las que inducian también estrés por el mismo procedimiento. Las dietas tenian
respectivamente un contenido bajo (Ca 0.2%) y alto (Ca 2%) de calcio. Se administraban también
desde el momento del destete, y durante el mismo periodo de tiempo que en el estudio de 1989,
pero en este caso algunos de los animales de los dos grupos establecidos recibian ademas
suplementos de NaCl (Scrogin et al., 1991b). Las conclusiones de este trabajo fueron algo
distintas de las conclusiones del estudio publicado en 1989. El consumo de NaCl aumentaba la

PA de los animales, y asi mismo potenciaba la elevacion de la PA que producia el estrés en ellos.
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Los animales en los que se habia aumentado el consumo de NaCl tenian ademas mayores
niveles de Ad circulante, y su respuesta era mayor cuando se administraba NA en infusion. Los
suplementos de calcio en la dieta disminuyeron la PA de las ratas, y en esta ocasion
disminuyeron también los niveles de Ad circulante, pero por el contrario, no ocasionaron
modificaciones en la respuesta presora de NA. Por todo ello, estos investigadores sugirieron que
los suplementos de calcio en la dieta eran en realidad capaces de normalizar los niveles de
catecolaminas plasmaticas cuando estaban previamente elevados, pero su efecto sobre la PA

probablemente no estaba relacionado con modificaciones en la reactividad vascular.

Las discrepancias de interpretacion que parecian tener los estudios de reactividad
vascular del grupo de Hatton anteriormente mencionados, condicionaron que estos
investigadores llevasen a cabo nuevamente un estudio en 1993 con ratas SHR alimentadas con
dietas de distinto contenido en calcio. Los resultados de este estudio fueron desde luego bastante
mas concluyentes que los resultados de los estudios anteriores. En él los animales recién
destetados se dividieron en dos grupos. Estos grupos se alimentaban respectivamente durante
dos semanas con una dieta que tenia un contenido bajo de calcio (Ca 0.1%), y con una dieta que
tenia un contenido alto de calcio (Ca 2.5%). Las respuestas presoras de NA fueron en este caso
menores en las ratas alimentadas con la dieta enriquecida en calcio, pero las respuestas presoras
de angiotensina Il no estaban condicionadas por la dieta utilizada, y eran por el contrario
semejantes en los dos grupos de animales. Ademas, las diferencias entre los niveles de PA de
los animales alimentados con una y otra dieta, se anulaban cuando los animales se trataban con
fentolamina o prazosin, pero no desaparecian después del bloqueo de los receptores a, con
idazoxan, y tampoco desaparecian después del bloqueo de los receptores ; adrenérgicos con
metoprolol, o después del bloqueo de los receptores 3, adrenérgicos con butoxamina. Por otra
parte, después de provocar hipotension administrando CGRP, captopril, o nitroprusiato sdédico,
seguian observandose diferencias de PA entre los animales alimentados con una y otra dieta. Por
todo ello, estos investigadores concluyeron que el incremento de calcio en la dieta, era en
realidad capaz de controlar la PA de los animales porque ocasionaba concretamente una

disminucion de sus respuestas a; vasoconstrictoras (Hatton et al., 1993).

Queremos mencionar también algunas de las aportaciones que nuestro de investigacion
ha realizado para esclarecer los principales mecanismos responsables del efecto antihipertensivo
del calcio dietético. Inicialmente establecimos un modelo de HTA en ratas por deprivacion de
calcio en la dieta. Pudimos comprobar que las elevaciones de la PA que producidas por la dieta
deficiente en calcio utilizada (Ca 0.1%), no eran consecuencia de las alteraciones que esta
alimentacion producia en el desarrollo corporal de los animales (L6pez-Miranda et al., 1996).

Estudiamos por ello la posibilidad de que otros mecanismos, tales como la disminucién en los
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niveles de NO, o las alteraciones en los niveles de PTH y calcitriol, pudieran justificar el aumento
de la PA ocasionado por esta dieta (Lopez-Miranda et al., 1997, 1998). Asi mismo, estudiamos
también la posibilidad de que el aumento en los niveles de PA que presentaban los animales
alimentados con la dieta deficiente en calcio, pudiese relacionarse con alteraciones en la
respuesta de sus receptores vasculares. Nuestros ensayos en aorta de ratas normotensas e
hipertensas, no permitieron sin embargo correlacionar el efecto contractil de los agonistas o, en
este tejido, con la cantidad de calcio que ingerian los animales (Aleixandre et al., 1998). Esto no
nos sorprendid, ya que sabiamos que los estudios de otros investigadores con arterias
procedentes de ratas alimentadas con dietas de distinto contenido en calcio, tampoco habian
conseguido establecer esta relacion. Por todo ello, quisimos utilizar un procedimiento mas fiable
que los ensayos en arterias aisladas, para evaluar las respuestas a vasoconstrictoras de los
animales alimentados con la dieta deficiente en calcio. Para establecer la reactividad a vascular
de estos animales medimos concretamente el efecto presor de distintos agonistas a en la
preparacion de "pithed rat". Justificaremos a continuacion la utilidad de esta preparacion para
llevar a cabo estudios de reactividad vascular ya que también la utilizaremos en la presente Tesis

Doctoral.

La preparacion de "pithed rat" es un modelo experimental, descrito por primera vez en
1947, en el que se destruye el SNC de los animales (Shipley y Tilden, 1947). Légicamente en
estas condiciones las respuestas presoras de los farmacos reflejan Unicamente sus efectos
periféricos. Esta preparacion permite por lo tanto una evaluacion de la reactividad vascular in vivo.
De hecho, distintos investigadores comprobaron ya en 1980, que la preparacion de "pithed rat"
podia utilizarse para medir las respuestas vasoconstrictoras mediadas por estimulo de los
receptores q; y a, vasculares (Docherty y McGrath, 1980ab; Timmermans y Van Zwieten, 1980;
Timmermans et al., 1980). Desde entonces muchos investigadores, y también nuestro grupo de
investigacion, la han utilizado con esta finalidad (DeJonge et al., 1982; Ruffolo et al., 1984; Richer
et al., 1987; Timmermans et al., 1987; Simavorian et al., 1990; Motley et al., 1992; Schwietert et
al.,, 1992; Triggle y Tabrizchi, 1992, Tabrizchi y Triggle 1994; Puerro y Aleixandre, 1993, 1994;
Aleixandre et al., 1995; Gavin y Docherty, 1996; Civantos et al., 1999; Feng et al., 1999). Cabe
especialmente resaltar que la preparacion de "pithed rat" resulta muy til para evaluar las
respuestas a, vasoconstrictoras. Sabemos que la contraccion del musculo liso arterial cuando se
administra un agonista a, no es solo consecuencia del estimulo de los receptores q;
postsinapticos localizados en él. Esta contraccién es también consecuencia del estimulo de los
receptores o, que al igual que los a,, estan alli localizados. De hecho, el estimulo de los
receptores a, postsinapticos localizados en el musculo liso vascular, colabora al mantenimiento

del tono arterial que ocasionan las catecolaminas circulantes. Sin embargo, cuando se
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administran agonistas a5 in vivo, el efecto de estos compuestos sobre los receptores o, centrales
produce una caida de la PA, no pudiendo apreciarse la respuesta vasoconstrictora mediada por
estimulo de los receptores o, periféricos. Es obvio que cuando se administran agonistas o, en la
preparacion de “pithed rat” no puede producirse este descenso de la PA. El efecto presor que por
el contrario producen en ella estos farmacos refleja la contraccion vascular que ocasiona el
estimulo de los receptores a, periféricos. Esta preparacién presenta ademas claras ventajas
sobre los estudios in vitro para evaluar respuestas a, vasoconstrictoras, porque hay que tener en
cuenta que la contraccion gue ocasionan los agonistas a en los estudios in vitro esta usualmente
mediada por el estimulo de los receptores a; postsinapticos (Docherty y Starke, 1981; Van
Breeemen et al., 1982; Oriowo et al., 1987). En la mayoria de las arterias aisladas sélo es posible
producir respuestas contractiies mediadas por receptores ., postsinapticos cuando se
administran concentraciones muy altas de agonistas o, muy selectivos. Muchas veces, para que
aparezcan estas respuestas, se requiere ademas una activacion de la entrada de calcio al interior
de las células del musculo liso vascular, (Itoh et al., 1987; Xiao et al., 1987; Lues y Schiiman,
1984; Bou y Massingham, 1986). Nuestro grupo de investigacion demostr6 concretamente en
1992, que los agonistas a, selectivos B-HT 920 y B-HT 933, Unicamente producian contracciones
0, en la aorta de conejo cuando se trabajaba en presencia del agonista del calcio BAY K 8644
(Aleixandre et al., 1992). Queda por lo tanto establecida la utilidad de la preparacion de “pithed

rat” para los estudios en los que se quiere evaluar la respuesta de los receptores vasculares.

Los ensayos que nuestro grupo de investigacion llevd a cabo con agonistas a en la
preparacion de “pithed rat” cuando estudidbamos el efecto de la dieta deficiente en calcio,
formaron parte de una Tesis Doctoral ya defendida. Los resultados de aquellos ensayos se han
publicado en conjunto con los resultados obtenidos en la presente Tesis (Civantos et al., 1999).
Pudimos comprobar que la dieta deficiente en calcio no alteraba las respuestas o
vasoconstrictoras de las ratas normotensas e hipertensas. Los procesos que se maodifican cuando
aumenta la PA al disminuir la ingesta de calcio, no tienen porgqué ser sin embargo los mismos,
gue los procesos que se modifican cuando disminuye la PA al incrementar el aporte dietético de
calcio. Cabe por ello pensar que las dietas enriquecidas en calcio puedan, a pesar de todo,
promover una disminucién de las respuestas de los receptores a; y o, vasculares, y que como
consecuencia de ello controlen la PA cuando ésta estd elevada. Esta es en realidad una idea
clave para el planteamiento de esta Tesis Doctoral. Ya hemos mencionado los estudios de
reactividad vascular de otros investigadores en animales que ingieren dietas de distinto contenido
en calcio. Los mas consistentes hasta el momento creemos que son los del grupo de Hatton, pero
de todos modos, en aquellos estudios a nuestro juicio el periodo de alimentacion de las ratas era

relativamente corto, y ademas la reactividad a vascular se media de forma indirecta, y sélo al
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finalizar este periodo. En esta Tesis Doctoral se hard un seguimiento prolongado de los cambios
que van apareciendo en la PA, y en las respuestas o, y o, vasoconstrictoras de las ratas cuasndo
se utilizan suplementos dietéticos de calcio. Ademas en ella las respuestas o; y O

vasoconstrictoras de los animales se evaluaran utilizando la preparacion de “pithed rat”.

Para el planteamiento de esta Tesis Doctoral, seran también importantes algunos estudios
que sugieren que las dietas enriquecidas en calcio pueden mejorar la eficacia de algunos
tratamientos farmacolégicos utilizados tradicionalmente para el control de la HTA, como son los
antagonistas del calcio. Los antagonistas del calcio, se ha visto que resultan en realidad
eficaces en los mismos pacientes que responden de forma favorable al incremento del calcio
dietético (Resnick y Laragh, 1985). Por otra parte, a nivel experimental se ha demostrado que
estos farmacos bloquean mejor los canales de calcio en las células de las ratas alimentadas con
dieta enriquecida en calcio (Hermsmeyer et al., 1990). En esta linea de investigacion son
especialmente relevantes las aportaciones experimentales del grupo de Pang. Estos
investigadores alimentaban a las ratas SHR con tres dietas de distinto contenido en calcio
(0.2%, 0.4% y 0.8%). Esta pauta de alimentacién comenzaba cuando los aniamles tenian 12
semanas de vida, y los animales alimentados con cada dieta se dividian a su vez en cuatro
grupos, de los cuales tres se trataban respectivamente con 3, 9 y 18 mg/kg/dia de nifedipino, y
el cuarto grupo no recibia tratamiento farmacolégico. Estos investigadores realizaron también
ensayos semejantes con verapamilo, y las dosis que utilizaban de este farmaco fueron 18, 54 y
108 mg/kg/dia. Midieron la PA de los animales cuando tenian 20 semanas de vida (final del
periodo de alimentacion y/o tratamiento) canulando la arteria carétida, y comprobaron que la
administracién de los antagonistas del calcio Unicamente producia una disminucion de la PA
cuando la dieta tenia un contenido minimo de calcio, siendo ademas mayor la disminucién de la
PA que ocasionaban estos farmacos cuando la cantidad de calcio ingerida aumentaba (Pang et al.,
1992).

Existen ademas algunos trabajos experimentales, en los que se ha intentado revertir el
aumento de la PA que causa la deficiencia de calcio en la dieta, con antagonistas del calcio. En
estos trabajos, el efecto de los antagonistas del calcio se ha comparado con el de otros
compuestos antihipertensivos, como son los antagonistas del sistema renina angiotensina. Asi por
ejemplo, Togari et al. en 1988 (Togari et al.,, 1988), comprobaron que la elevacién de la PA
provocada en ratas Wistar por una dieta deficiente en calcio, se revertia con la administracién
aguda de nifedipino, pero no se revertia con la administracion aguda de captopril. Los estudios de
Tordoff et al. en 1993 (Tordoff et al., 1993) son también importantes. En ellos se pudo comprobar
que la deprivacion de calcio no alteraba las concentraciones plasmaticas de aldosterona en ratas,

y tampoco alteraba la actividad de la renina plasmatica en estos animales. Estos autores
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comprobaron ademas que el antagonista de los receptores AT; de angiotensina Losartan, tampoco
era capaz de revertir el incremento en el consumo de NaCl inducido en estos animales por una
dieta deficiente en calcio. Los antagonistas del calcio parecian por lo tanto capaces de revertir la
HTA producida por la deprivacion dietética de calcio, pero la eficacia de los antagonistas del
sistema renina angiotensina para revertir esta HTA resultaba més dudosa. Mas recientemente sin
embargo, se ha sefialado que el sistema renina angiotensina podria estar implicado en el aumento
de la PA que ocasiona la dieta de contenido bajo en calcio (Sumikura et al., 1994; Yuasa et al.,
1996). Yuasa et al. en 1996 (Yuasa et al., 1996) observaron concretamente que el captopril era
capaz de atenuar el desarrollo de HTA, y la pérdida de las respuestas natriuréticas, que

ocasionaba una dieta deficiente en calcio en ratas Sprague-Dawley (SDR).

A pesar de todos los trabajos mencionados, hasta este momento no existen estudios que
hayan evaluado la PA de sujetos hipertensos tratados simultineamente con suplementos
dietéticos de calcio y antagonistas del calcio. La utilizacién conjunta de ambas medidas podria
resultar ventajosa para el control de la HTA, pero el mecanismo que justificaria este sinergismo
tampoco se ha investigado hasta este momento. Hay que tener no obstante en cuenta que ambas
medidas podrian conducir a una disminucion de los niveles intracelulares de calcio, y estos
niveles condicionan en ultimo término el tono vascular. De hecho, los antagonistas del calcio
inhiben la entrada de calcio al interior de las células del musculo liso arterial, y hemos dicho en
este apartado que los suplementos de calcio podrian mejorar su extrusion celular. En los sujetos
hipertensos los suplementos de calcio corrigen ademas los niveles anormalmente altos de
hormonas y factores vasoconstrictores, que son capaces de facilitar la entrada de calcio al miocito
liso vascular. Los suplementos de calcio y los antagonistas de calcio, podrian por lo tanto favorecer
la existencia de niveles intracelulares bajos de calcio, y podrian por ello ocasionar también una
disminucién de las respuestas a vasoconstrictoras. Su administracion conjunta podria en realidad
hacer que las respuestas a vasoconstrictoras fuesen especialmente pobres. En esta Tesis
Doctoral también se estudiara esta posibilidad. Distintos investigadores (Van Meel et al., 1981,
Kalkman et al., 1982; Timmermans et al., 1983; Ruffolo et al., 1984; Timmermans et al., 1987;
Tabrizchi y Triggle, 1994), y también nuestro grupo de investigacion (Aleixandre et al., 1995),
comprobaron hace tiempo que la administracion aguda de los antagonistas del calcio ocasionaba
una disminucién de las respuestas de los agonistas a en la preparacion de "pithed rat". Estos
farmacos producian sobre todo una disminucion de las respuestas presoras de los agonistas as..
Esto no es extrafio porque la respouesta o, vasoconstrictora depende en mayor medida de la
entrada de calcio extracelular que la respuesta o, vasoconstrictora. No hemos encontrado sin
embargo referencias de trabajos que hayan evaluado las respuestas a; y 0, vasoconstrictoras

después de la administraciéon crénica de antagonistas del calcio. M&s aun, no existe hasta este
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momento ningln estudio en el que se haya evaluado la PA y las respuestas a; y a»
vasoconstrictoras de animales que reciban un tratamiento crénico conjunto con suplementos de

calcio en la dieta y antagonistas del calcio.

Teniendo en cuenta todas las anteriores consideraciones, y como continuacién de la linea
de investigacion iniciada por nuestro grupo hace algunos afios para estudiar la relacion entre el
calcio dietético y la PA, nos planteamos en esta Tesis Doctoral la hipotesis y los objetivos que

figuran a continuacion.

2.2.- Hipétesis

Las dietas enriquecidas en calcio son capaces de disminuir la PA de los sujetos
hipertensos porgque ocasionan una disminucién de sus respuestas a; y 0, vasoconstrictoras, y los
antagonistas del calcio favorecen el efecto antihipertensivo de los suplementos dietéticos de calcio
porque cuando se administran conjuntamente con ellos, la disminucion de las respuestas de los

receptores a, y o, vasculares es todavia mayor.

2.3.- Objetivos

Los objetivos prioritarios de la presente Tesis Doctoral seran:

19 Medir semanalmente la PA de ratas normotensas SDR y de ratas hipertensas SHR que se
alimentan con una dieta enriquecida en calcio durante un periodo prolongado de tiempo, y medir
asi mismo semanalmente la PA de los animales de estas mismas razas que se alimentan con una

dieta de contenido normal en calcio durante este mismo periodo de tiempo.

2°) Evaluar las repuestas presoras de agonistas selectivos a; y a», y las repuestas presoras de
angiotensina |l, en la preparacion de “pithed rat”, utilizando para ello ratas SDR y ratas SHR
alimentadas con las dos dietas mencionadas. Estas evaluaciones se llevardn a cabo en los
momentos de la vida de las ratas en los que aparezcan cambios relevantes de la PA que puedan

relacionarse con la ingesta de calcio.
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3° Medir semanalmente la PA de ratas SHR tratadas con amlodipino durante un periodo
prolongado de tiempo, y medir asi mismo semanalmente la PA de los animales de esta raza que

ademas de tratarse con amlodipino se alimentan con una dieta enriquecida en calcio.

4°) Evaluar las respuestas presoras de los agonistas o, y o, selectivos en la preparacion de “pithed
rat’, utilizando para ello ratas SHR alimentadas con las dos dietas mencionadas que
alternativamente se habran tratado con amlodipino, o no habran recibido tratamiento
farmacolégico. Estas evaluaciones se llevardn a cabo en los momentos en los que la
administracién conjunta del antagonista del calcio y los suplementos dietéticos de calcio ocasionen

cambios relevantes de la PA.

Otros objetivos complementarios en esta Tesis Doctoral seran:

59 Controlar el desarrollo y la ingesta en todos los grupos de ratas.

6°) Determinar la calcemia de los animales de los distintos grupos en los momentos en los que se

evalle su reactividad vascular.
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En esta Tesis se llevaron a cabo dos estudios consecutivos. En el primero (Estudio n° 1) se
investigo el efecto de una dieta enriquecida en calcio sobre la PA y la reactividad vascular de ratas
normotensas e hipertensas. Este estudio permiti6 cumplir basicamente los objetivos 1 y 2 de la
Tesis. En el segundo estudio (Estudio n° 2) se investigd el efecto que tenia la administracion
conjunta de esta dieta enriquecida en calcio con un antagonista del calcio sobre la PA y la
reactividad a vascular en ratas hipertensas. Este segundo estudio permitié cumplir los objetivos 3y
4 de esta Tesis Doctoral. Las determinaciones que se llevaron a cabo para cumplir los objetivos 5y
6 son un complemento de estos dos estudios. Figuran a continuacion los protocolos
experimentales concretos, las caracteristicas y la composicion de las dietas administradas a los

animales y la descripcidn de las técnicas utilizadas en ellos.

3.1.- Protocolos experimentales

3.1.1.- Protocolo del Estudio n® 1

Para este estudio se utilizaron ratas macho SDR normotensas, y ratas macho hipertensas
de la raza SHR. Los animales de ambas razas se destetaron de sus madres a las 3 semanas de
vida, y a partir de ese momento se transladaron a jaulas de mantenimiento alojando 5 animales en
cada una. Todas estas ratas se mantenian con una temperatura ambiental estable de 23° C y con
ciclos luz-oscuridad de 12 horas, ingiriendo agua y comida a libre disposicién. Un grupo de
animales de cada raza se alimentd con una dieta semisintética de caseina que tenia un contenido
normal de calcio (Ca 1%). A esta dieta la llamaremos dieta control, y nos referiremos al grupo de
animales alimentado con ella como grupo control. Otro grupo de animales de cada raza se
alimenté con una dieta semisintética de caseina semejante a la anterior pero que tenia un
contenido alto de calcio (Ca 2.5%). A esta Ultima dieta la llamaremos dieta enriquecida en calcio.
En lo que respecta a los demds nutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales)
la dieta enriquecida en calcio era igual a la dieta control, y la composicion concreta de estas dietas

figura en el apartado 3.2 (pagina 96).

El periodo de alimentacion con estas dos dietas fue distinto para los animales de ambas
razas, ya que su desarrollo y maduraciéon sexual es diferente. Las ratas SDR se alimentaron con
las dietas sefialadas desde el destete hasta las 9 semanas de vida porque en este momento se
considera gue los animales de esta raza alcanzan su madurez sexual (Poole, 1987). Las ratas
SHR se alimentaron sin embargo con estas dietas desde el destete hasta las 20 semanas de
vida, ya que en este caso los animales completan su desarrollo més tarde y sélo presentan con
seguridad valores maximos estables de PA cuando alcanzan esta edad (Okamoto y Aoki, 1963;
Smith y Hutchins, 1979; Karr-Dullien et al., 1981; Lépez-Miranda et al., 1996, 1998; Civantos et
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al., 1999).

Durante el periodo de alimentacion resefiado los animales bebian siempre agua corriente
de Madrid que tiene un contenido de calcio de 1 mg/100 ml. El contenido de calcio de este agua se

obtuvo mediante un analisis efectuado por el Laboratorio de la Base Aérea de Getafe.

Para estudiar las posibles alteraciones en el desarrollo de los animales tratados con
suplementos dietéticos de calcio, se pes6 semanalmente a las ratas de los dos grupos
establecidos en cada raza (grupo control y grupo alimentado con la dieta enriquecida en calcio),
durante el periodo de alimentacién resefiado. Al finalizar este periodo se midié ademas la longitud
de la cola de las ratas, que es un indicador valido de su grado de maduracion y desarrollo
esquelético alcanzado (Metz et al., 1988). Asi mismo, se estim6 el consumo medio de los animales
de las dos razas alimentados con cada dieta al finalizar el periodo de alimentacion. Para ello en
dos jaulas se media semanalmente el consumo global de los 5 animales que las ocupaban, y
finalizado el periodo de alimentacién se obtenia el consumo total realizado por los animales de
cada jaula como suma de estas medidas, estimandose a partir de estos valores la ingesta media
en gramos de un animal durante un dia. También se control6 semanalmente la ingesta liquida de
los animales para poder ajustar asi posteriormente las soluciones farmacoldgicas que se

administrarian en el estudio n° 2.

Desde las 6 semanas de vida hasta finalizar el periodo de alimentaciéon resefiado se
obtuvieron semanalmente medidas de la PAS y de la PAD de las ratas de los dos grupos
establecidos en cada raza (grupo control y grupo alimentado con dieta enriquecida en calcio). Para
ello se utiliz6 el método del manguito en la cola ("tail-cuff') (Bufiag, 1973) que permite obtener una
medida indirecta de la PA en animal consciente. Este método se describe mas adelante en el

apartado 3.3 (pagina 97).

Medimos la calcemia, evaluamos también la reactividad a vascular y la reactividad vascular
a angiotensina Il, de las ratas SDR y SHR alimentadas con las dos dietas en los momentos de la
vida en los que aparecian cambios relevantes de la PA que podian relacionarse con la ingesta de
calcio. Las medidas de la PA en los animales nos llevaron concretamente a realizar estas
determinaciones en las ratas SDR y SHR de este estudio al finalizar el periodo de alimentacion
resefiado, y también a realizarlas en las ratas SHR de este estudio que tenian 15 semanas de
vida. El método utilizado para determinar la calcemia se describe mas adelante en el apartado 3.5
(pagina 101). Para evaluar la reactividad a vascular y la reactividad vascular a angiotensina Il de
los animales, se llevaron a cabo ensayos con agonistas selectivos de receptores a; y d,, y con

angiotensina ll, en la preparacion de "pithed rat" Esta preparacion y estos ensayos se describen en
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el apartado 3.4 (pagina 98).

La Figura 1M (pagina 92), representa un esquema del protocolo experimental de este

estudio.
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3.1.2.- Protocolo del Estudio 2°

Para este estudio se utilizaron ratas macho SHR, que se destetaron de sus madres a las 3

semanas de vida, y a partir de ese momento se transladaron a jaulas de mantenimiento alojando
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5 animales en cada una. Todas estas ratas se mantenian con una temperatura ambiental estable
de 23° C y con ciclos luz-oscuridad de 12 horas, ingiriendo agua y comida a libre disposiciéon. Los
animales se dividieron en cuatro grupos. Dos de ellos se alimentaron con la dieta control de
contenido normal en calcio (Ca 1%), y los otros dos se alimentaron con la dieta enriquecida en
calcio (Ca 2.5%). A uno de los dos grupos alimentados con cada dieta se le admistraba ademas 1
mg/kg/dia de amlodipino. Este farmaco se administraba con el agua de bebida, y para asegurar la
dosificacion sefalada se modificaba la solucién semanalmente en funcion de la variacion del peso
corporal y la ingesta liquida de los animales. Se consideré grupo control el grupo de animales
alimentados con la dieta Ca 1% de contenido normal en calcio que no recibia tratamiento

farmacolégico.

Para asegurar una caracterizacion completa y adecuada de las modificaciones de la PA
gue podian aparecer cuando se administraban conjuntamente suplementos de calcio en la dieta 'y
antagonistas del calcio durante periodos prolongados de tiempo creimos oportuno prolongar el
periodo de alimentacion y/o tratamiento farmacoldgico en este estudio hasta que los animales

tenian 25 semanas de vida.

Al igual que en el estudio n° 1 el agua de bebida de los animales fue siempre agua de uso

corriente de Madrid con un contenido de calcio de 1 mg/100 ml.

Para estudiar las posibles alteraciones en el desarrollo de los animales tratados con
suplementos dietéticos de calcio y/o el antagonista del calcio, también en este estudio llevamos a
cabo medidas semanales del peso corporal de las ratas de todos los grupos durante el periodo de
alimentacion y/o tratamiento farmacoldgico. Del mismo modo al finalizar este periodo se midié
también la longitud de la cola de estas ratas, y se estimé el consumo medio de los animales de
todos los grupos. Esta estimacion se llevé a cabo por el mismo procedimiento descrito en el

estudio n° 1.

Desde las 6 semanas de vida y hasta finalizar el periodo de alimentacion y/o tratamiento
farmacolégico se obtuvieron semanalmente medidas de la PAS y de la PAD de las ratas SHR de
los cuatro grupos (grupo control, grupo alimentado con dieta enriquecida en calcio, grupo
alimentado con dieta de contenido normal en calcio tratado con amlodipino y grupo alimentado con
dieta enriquecida en calcio tratado con amlodipino). Para ello al igual que en el estudio n® 1 se
utilizé el método del "tail-cuff" (Bufiag, 1973) que permite la medida indirecta de la PA en animal
consciente. La medida de la PA mediante este método en animales hipertensos presenta sin
embargo bastantes dificultades, y por ello en este estudio las medidas de la PAS y de la PAD con

el "tail cuff" se llevaron a cabo anestesiando superficialmente a los animales con éter dietilico
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segun el procedimiento descrito por Dietz et al., en 1978 (Dietz et al., 1978) que se describe en el
apartado 3.3 (paginas 95 y 96). El aparato utilizado para obtener medidas registra también la
frecuencia cardiaca de los animales y hay que sefalar que a la vista de los resultados obtenidos
en el estudio n° 1, en este estudio también se consideré oportuno obtener medidas de la
frecuencia cardiaca de los animales en los mismos momentos en los que se media su PAS y su
PAD.

Medimos la calcemia y evaluamos también la reactividad a vascular de las ratas SHR de
los cuatro grupos, en los momentos en los que la administracién conjunta del antagonista del calcio
y los suplementos dietéticos de calcio ocasiond cambios relevantes de la PA. Las medidas de la
PA en los animales nos llevaron concretamente a realizar estas determinaciones en las ratas SHR
de este estudio que tenian 16 y 23 semanas de vida. Para determinar la calcemia se sigui6 el
mismo método utilizado en el estudio n° 1 que se describe en el apartado 3.5 (paginas 101 y 102).
Para evaluar la reactividad a vascular de los animales se llevaron a cabo ensayos con agonistas
selectivos de receptores a; y 0, en la preparacion de "pithed rat" semejantes a los del estudio n°® 1

gue se describen en el apartado 3.4 (paginas 98-101).

La Figura 2M (pagina 95), representa un esquema del protocolo experimental de este

estudio.
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3.2.- Composicion y caracteristicas de las dietas

PRESENTACION: Granulos de 10 cm de diametro

Caracteristicas: Composicién general:
Humedad............oooovvviiiiiieine e, 12.0% Caseina..............c......
Proteinas...........ccooviii i 19.0% Glucosa y almidon.......
LipidOS.....o v .5.3% Grasa vegetal............
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Extracto no nitrogenado................. .52.3% Celulosa......cviiei i 6%
Contenido celulésico..............cc.eeeeniees 5.4% Compuestos minerales....................... 7%
Minerales..........coovve i, 6.0% Complejo vitaminico...................ccoueees 1%
Aminoacidos: Contenido en vitaminas:
Arginina.........cooooviiiin 8500 mg/kg Vitamina A...............eeeeeeee.......19800 Ul/kg
Cisteina.........ccoveeviiiiiiieies 3000 mg/kg VitaminaD............cocooveein, 2500 Ul/kg
LISINAL ..., 17000 mg/kg Vitamina By 20 mg/kg
Metionina..........ovvvvviieiieinnn, 7100 mg/kg vitaminaB, ... 15 mg/kg
Triptéfano.............ocoviiinn. 5000 mg/kg vitaminaBs .. 10 mg/kg
GliciNa. ..o 1000 mg/kg vitaminaBs .. 70 mg/kg
Contenido mineral: Vitamina Bz, 150 mg/kg
FOSTOr0......cco i, 7750 mg/kg Vitamina Biz................ 0.05 mg/kg
CalCio....coeeiiiiiiii i, 10000 mg/kg* VitaminaE...............ooooeei 170 mg/kg
POtasio........c.ovveeviiiiiiiee, 6000 mg/kg Vitamina K.........coooviiiiiiie 40 mg/kg
SOOI i 4000 mg/kg PP 100 mg/kg
Magnesio........cccoeveeveiiiiininannn. 1000 mg/kg Colina.......cooeveiiiii i, 1360 mg/kg
HIerro. ..., 300 mg/kg Acido fOliCO........eveiiiiiiiiae 5 mg/kg
Cobre. ... 12.5 mg/kg PABA. ... 50 mg/kg
4| o 45 mg/kg Biotina..........coovvvii e, 0.3 mg/kg
Cobalto..........ooevviiii i, 0.09 mg/kg

10dO. ..o 0.49 mg/kg

*: El contenido en la dieta enriguecida en calcio era 25000 mg/Kg.

PP: Acido pantoténico; PABA: Acido paraminobenzoico.

3.3.- Medidas de presion arterial-Método del manguito en la cola

Para las medidas de la PA se utilizé un equipo de “tail cuff. Los equipos que se utilizan para
medir por este método la PA usualmente permiten conseguir medidas fiables de la PAS, que
refleja en menor grado que la PAD el valor de las resistencias periféricas. Sin embargo el equipo
gue se utilizé en esta Tesis Doctoral (modelo Le5001 Letica) permite diferenciar la PAS y la PAD
de los animales, ya que facilita automaticamente el valor digital de ambas medidas. Este aparato

ademas registra también la frecuencia cardiaca de los animales y facilita también autométicamente
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su valor. En esta Tesis Doctoral la medida de la PAS y de la PAD se obtenia en los animales
siempre entre las 10:00 horas y las 14:00 horas, para evitar variaciones por influencia del ritmo
circadiano. Ademas estas medidas se obtenian después de permanecer los animales durante
aproximadamente una hora en una habitacion aislada de ruidos, a una temperatura aproximada de
25-30 °C. Antes de colocar el manguito en la cola de los animales ésta se calentd durante 10-15
minutos con una lampara de rayos infrarrojos. Todo ello permitia que la arteria de la cola se
dilatase, y facilitaba que posteriormente obtuviésemos una buena sefial en el aparato. En el
estudio n° 1 el animal se colocaba ademas en un cepo antes de aplicar el manguito y cuando éste
se habia introducido en la cola se hinchaba autométicamente hasta presionarla de forma adecuada
y se procedia a la medida de la PA por este método descrito por Bufiag en 1973 (Bufiag, 1973).En
el estudio n° 2 utilizamos Unicamente ratas SHR. Los animales de esta raza son especialmente
nerviosos y se estresan facilmente cuando se manipulan. Por este motivo, en dicho estudio,
después de haber dilatado la arteria de la cola de las ratas éstas se anestesiaban suavemente con
éter etilico, y a continuacion se procedia a colocarlas el manguito para obtener la medida de la
PAS y de la PAD. Este procedimiento de medida de las ratas SHR fue descrito por Dietz et al. en
1978 (Dietz et al., 1978). Existen manguitos con distintos didmetros para medir la PA por el método
descrito en ratas de distinto tamafio. Concretamente el manguito utilizado en esta Tesis Doctoral
nos permitia medir la PAS y la PAD de las ratas a partir de las 5 semanas de vida. Los animales se
sometian ya al proceso requerido para conseguir estos valores (manipulacién por parte del
investigador, exposicién a temperatura ambiental de 25-30 °C, exposicion a la radiaccion infrarroja
en la cola, inmovilizacion en el cepo, etc...) cuando tenian esa edad y asi se familiarizaban con él.
Estas medidas obtenidas a las 5 semanas sirvieron para el aconstumbramiento de los animales
pero no se incluyeron en los protocolos experimentales de nuestros estudios. En ellos mediamos
semanalmente la PAS y la PAD en las ratas a partir de la 62 semana de vida. En este momento el
animal ya estaba aconstumbrado al procedimiento y era previsible que las medidas resultasen
fiables. El periodo durante el cual se media la PA en los estudios de esta Tesis Doctoral figura en
la descripcion del protocolo experimental correspondiente. Los grupos de ratas destinados para las
medidas de PA tenian un minimo de 10 animales (2 jaulas de 5), lo que hacia previsible que
siguiendo todas las precauciones mencionadas anteriormente, se consiguiesen al menos 6
medidas semanales de PA fiables. Como ya hemos sefialado en el protocolo del estudio n°® 2, cabe
ademas recordar que en dicho estudio siempre se obtuvo la medida de la frecuencia cardiaca de

los animales cuando se media su PAS y su PAD.

3.4.- Ensayos en la preparacion de "pithed rat"

La preparacion de "pithed rat" se monta en nuestro laboratorio siguiendo la técnica

originalmente descrita por Shipley y Tilden (Shipley y Tilden, 1947), y posteriormente por Guillespie
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(Guillespies 1967, 1970). A continuacion se detalla el procedimiento seguido para montar esta

preparacion.

La rata debe anestesiarse antes de comenzar las manipulaciones quirdrgicas y
preferiblemente debe utilizarse una anestesia suave y pasajera. Para ello en nuestro laboratorio se
introduce al animal en una campana de cristal en la que previamente se ha colocado un algodén
impregnado en éter dietilico. Tras esperar unos minutos la rata se duerme y en ese momento se
saca al animal de la campana, pero se mantiene el algodén préximo al hocico para evitar que se
despierte. La rata se coloca entonces en posicion decubito supino, usualmente en una cama
termostatizada que permite mantener su temperatura constante a 37°C durante todo el ensayo.
Alternativamente puede utilizarse calor radiante durante el ensayo para calentar al animal. En
nuestro laboratorio es habitual colocar un corcho entre la cama y el animal para poder fijar después
en este corcho los soportes y separadores durante la cirugia. Por ello utilizamos de hecho una
lampara para calentar al animal, y esta lampara a su vez nos ilumina el campo quirdrgico. Una vez
colocado el animal sobre el corcho, las extremidades y la cabeza se sujetan de forma adecuada a
la cama antes de comenzar el procedimiento quirargico. Efectuamos a continuacion una incision
en la zona ventromedial del cuello, y procedemos a separar y cortar la piel, dejando un campo
quirdrgico en forma de ojal de aproximadamente 4 cm de largo y 2.5 cm en su zona mas ancha.
Ello permite realizar las manipulaciones que describimos a continuacién. A través del ojal, se
separan los musculos paratraqueales hasta dejar al descubierto la traquea. Pasamos entonces dos
hilos de sutura por debajo de la misma, uno en posicion proximal y otro en posiscion distal, y a
continuacion realizamos una incision entre dos anillos traqueales introduciendo a su través una
canula que se fija anudando los hilos. Para poder retirar cuanto antes el anestésico, procedemos
entonces a descerebrar y desmedular al animal con un vastago metalico de 18 cm de largoy 1.5
mm de didmetro. Este vastago se introduce por la Orbita del ojo derecho pasandolo por el
foramen magnun hasta alcanzar el bulbo raquideo, y a continuacién se hace avanzar por el canal
medular hasta el sacro, completando asi la destruccién medular. Para evitar la muerte del animal
conectamos inmediatamente después la canula traqueal a un equipo de respiracion asistida
(Scientific & Research Insruments Ltd. "ventilador para animales pequefios"), y podemos
entonces retirar ya logicamente el algodén impregnado con éter dietilico. Ajustamos a eleccién el
volumen y la frecuencia de respiracion para que el respirador suministre un volumen de aire de 2
cc por cada 100 g de peso del animal, con una frecuencia de 50 emboladas por minuto. Pasamos

a describir a continuacion el proceso utilizado para controlar los cambios de PA en este animal.

Despues de ajustar adecuadamente el equipo de respiracién asistida, disecamos el
paquete vasculo-nervioso del lado derecho formado por la arteria carétida y el nervio vago.

Separamos y cortamos dicho nervio para dejar libre la arteria y la aislamos pasando por debajo
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dos hilos de sutura. Ligamos el hilo situado en la parte distal, y dejamos iniciado un nudo en el
hilo situado en la parte proximal. Ello permitira fijar posteriormente una canula en la arteria por un
procedimiento similar al descrito para fijar la canula de la traquea. Esta canula debe estar
conectada a un sistema cerrado lleno de suero fisiolégico, que a su vez conecta con un
transductor de presion. Debemos hacer una incision para introducir la canula, pero antes de hacer
el corte colocamos una pinza en la arteria para evitar que el animal pierda sangre cuando
realicemos el corte. Esta pinza debe situarse entre los dos hilos de sutura y debe quedar mas
cerca del hilo proximal. Se hace a continuacién la incision con una tijera fina, ya que el corte en la
arteria debe ser pequefio, aproximadamente la mitad de su calibre. Antes de colocar la canula
introducimos por esta incision un catéter acoplado a una jeringuilla con heparina sodica, y
soltamos momentaneamente la pinza para poder llevar a cabo una administracién de este
farmaco. Inyectamos lentamente 400 U.l./kg de heparina sédica en un volumen de suero
fisiologico de 0.4 ml para evitar la coagulacion sanguinea durante el ensayo. Una vez terminada
la administracién de heparina, se ajusta de nuevo la pinza, se retira el sistema de inyeccion, y se
introduce a través de la incision la canula de plastico. La canula debe fijarse entonces con el hilo
situado en la parte proximal, que previamente habiamos dejado preparado para anudar, sirviendo
asi mismo el hilo situado en la parte distal para sujetarla mas firmemente. Después de fijar la
canula, se procede a retirar definitivamente la pinza arterial, y el sistema queda dispuesto para
medir la PAS y la PAD. La canula permite de hecho la conexién enrtre la arteria y el sistema de
flujo cerrado, de forma que el flujo arterial ocasiona una onda mecanica que se transmite a lo
largo de todo sistema. El transductor de presion recoge la sefial mecanica, la transforma, y la
manda a un sistema de adquisicion de sefiales analdgicas. Es importante realizar una calibracion
previa del transductor con un manémetro ordinario para asegurar la exactitud de las medidas.
Para nuestros estudios los cambios en la PAS y en la PAD se registran a través del sistema de
adquisicion de sefiales analdgicas Datasystem 8C Panlab (DS8C Panlab), que permite la
digitalizacién, visualizacién, almacenamiento, y posterior reproduccion de sefiales analdgicas, y

éste sistema consta de los siguientes elementos:

- Unidad digitalizadora de 4 canales Pb40032
- Tarjeta Pb400031

- Programa DS8C Panlab

- Ordenador

-. Impresora

Este sistema permite que las sefiales aparezcan sobre la pantalla en tiempo real, y permite asi
mismo que una vez almacenadas, se puedan reproducir en pantalla o impresora. La frecuencia

de muestreo para nuestros estudios en cada canal es de 50 datos por segundo.
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La administracion de farmacos en esta preparacion se suele realizar por via intravenosa y
mAas concretamente en nuestro laboratorio los farmacos se administran en la vena yugular. Por
este motivo, después de haber canulado la carétida de la rata, disecamos contralateralmente su
vena yugular izquierda, ligandola con un hilo en su parte distal, y dejando iniciado un nudo con
otro hilo en la parte proximal. Aislamos y cortamos el vago del lado izquierdo completando asi
una vagotomia bilateral en el animal, que nos servira para evitar secreciones y reflejos vagales
durante el ensayo. Realizamos a continuacion un corte de aproximadamente la mitad del calibre
de la vena con una tijera fina, para posteriormente introducir una canula. La vena puede
colapsarse después del corte, y aunque usualmente este corte puede localizarse realizando
suaves tracciones con unas pinzas, en algunas ocasiones es necesario dilatar la vena con un
algodén impregnado en suero fisiologico caliente para poder introducir la canula. Una vez que se
dilata la vena, introducimos la canula en la incision, y la fijamos anudando los hilos que habiamos
colocado previamente. La canula que se introduce en la yugular esta conectada a un sistema de
goteo de suero fisiolégico, y para administrar los farmacos se introducen bolos en la vena de un
volumen de 0.4 ml/kg. Se considera que las ratas adultas con alimentacion normal tienen un peso
aproximado de 250 g y por ello las disoluciones se preparan para poder inyectar siempre cada
dosis prevista de farmaco en un volumen de 0.1 ml, pudiendo ajustarse de todos modos este
volumen cuando el peso del animal no es el usual. Después de inyectar el farmaco en la yugular,
procedemos a lavar el sistema con el goteo de suero fisiolégico, dejando pasar un volumen de 0.4

ml para el arrastre completo de cada dosis.

En esta Tesis Doctoral hemos llevado a cabo ensayos en la preparacién de “pithed rat”
con animales que se alimentaban con distintas dietas y que en ocasiones recibian tratamiento
farmacologico. En estos ensayos se evaluaron segun los protocolos descritos para los estudios n°
1y n° 2 los efectos presores dosis-dependientes de distintos agonistas. Administramos los
farmacos en la preparacién de "pithed rat" en concentraciones crecientes y acumulativas para
poder de este modo construir las curvas dosis-respuesta del agonista selectivo a; metoxamina
(10-3000 ug/kg), del agonista selectivo a, B-HT 920 (3-1000 ug/kg) y de angiotensina Il (300-
10000 ng/kg) en los distintos ensayos. En cada animal se obtuvo Unicamente una curva dosis-
respuesta, y para construirla se median siempre los incrementos maximos de PA (PAS y PAD)
que producia la administracion de cada dosis utilizando las medidas que proporcionaba el
sistema DS8C Panlab ya descrito. Cuando se administraban dosis bajas de metoxamina o
angiotensina Il, después de cada administracién esperabamos hasta que el animal recuperaba
los niveles previos de PAD antes de llevar a cabo una nueva administracion. Las dosis altas de
estos farmacos y las dosis de B-HT 920, se administraban sin embargo sin esperar a que el

animal hubiése recuperado los niveles previos de PAD, ya que en estos casos la reversion del
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efecto farmacolégico no es facil en un margen razonable de tiempo. Con cada agonista se

llevaron a cabo un minimo de 6 ensayos homogéneos.

Dado que cuando se realizan experimentos in vivo es dificil obtener el efecto maximo y el
valor del pD2 de los farmacos, cuando llevamos a cabo ensayos en la preparacion de "pithed rat"
se obtenia el area bajo cada curva (AUC) dosis-respuesta del agonista considerando siempre 100
el AUC de los valores medios control. Esto permitia comparar el efecto que tenian las dietas y/o el

tratamiento farmacolégico sobre las respuestas presoras.

3.5.- Determinacion de la calcemia

Para la determinacion de la calcemia la sangre se obtuvo sacrificando a los animales por
decapitacion después de sus anestesia con pentobarbital sodico (50 mg/kg i.p.). La sangre se
recogié en tubos heparinizados, y se centrifugé a 5000 g y 2° C de temperatura durante 15
minutos. A continuacion se separé el plasma para determinar el calcio plasmatico y las proteinas

totales.

La valoracién del calcio plasmatico se llevd a cabo por el método colorimétrico de la O-
Cresolftaleina-Complexona, que utiliza como reactivos: R1 = Tampdn (2 metilpropanol 1,5 M) y R2

= Cromogeno (Ortocresolftaleina Complexona 0.18 mM).

La valoracion de las proteinas totales se llevo a cabo por el método colorimétrico de Biuret,
que utiliza como reactivos: R1 = Blanco (NaOH 0.40 M; K-Na-Tartrato 64 mM) y R2 = Reactivo
Biuret (NaOH 0.40 M; K-Na-Tartrato 64 mM; SO4,Cu 6.0 mM; KJ 61 mM). Se utilizé un
autoanalizador Hitachi 717, calibrado previamente con el calibrador Multi de Boehringer Mannheim,
utilizandose como controles de calidad Precinorm U y Precipath U de la misma casa. A partir de los
valores de calcio plasmatico y proteinas totales se calculd indirectamente el valor del calcio i6nico
mediante la formula de Zeisler (citado por Weissman y Pileggi, 1980). Esta férmula para la
estimacién del calcio i6nico aparece a continuacion y es la que actualmente utiliza el Servicio de
Analisis y Laboratorio Central del Hospital del Aire de Madrid, centro donde se llevaron a cabo las

determinaciones analiticas anteriormente referidas.

6[Ca] - (PT/3)
Ca*/100ml =

PT+6

[Ca] = mg de calcio total/100ml y PT = g de proteinas/100ml.

Se hicieron siempre determinaciones de calcemia con un minimo de 12 muestras y los valores se
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expresaron en mg/100 mly en mM para facilitar la interpretacion de los resultados.

3.6.- Farmacos utilizados

En esta Tesis Doctoral se utilizaron los siguientes farmacos y compuestos:

-Amlodipino besilato (Pfizer S.A.)
-Angiotensina Il acetato sal (Sigma S.A.)
-B-HT 920 2CIH (Boehringer Ingelheim S.A.)
-Eter dietilico (Panreac Quimica S.A.)
-Heparina sddica Leo (Byk EImu S.A))
-Metoxamina CIH (Sigma S.A.)

-Pentobarbital s6dico Euta-Lender (Normon S.A.)

Hemos creido oportuno representar también las estructuras quimicas de los agonistas
utilizados en los ensayos con la preparacién de "pithed rat" que aparecen en la figura 3M (pagina

104). La férmula del amlodipino figura en la pagina 67.

Para su administracion, los farmacos se disolvieron y diluyeron diariamente en solucion
salina, exceptuando la angiotensina Il que se disolvia en agua destilada, y el amlodipino que se
disolvia semanalmente en agua corriente de Madrid. La angiotensina Il es en realidad un péptido
fotosensible de facil degradacion, y por ello la solucion madre y las diluciones de este farmaco se

hacian ademas inmediatamente antes de su uso y se protegian del contacto con la luz solar.

3.7.-Tratamiento estadistico de los datos

Los resultados obtenidos se agruparon, y se obtuvo la media + el error estandar de la
media (E.S.M.) para un minimo de 6 animales o muestras homogéneas segin hemos sefialado en
las distintas evaluaciones o determinaciones. Para comparar los datos y obtener la significacion
estadistica se utiliz6 el test de la “t de Student” para datos no apareados o un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido del test de Bonferroni para comparaciones mdltiples y se consider6

siempre significativa la diferencia para valores de p<0.05.
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B-HT 920: 6-alil-2-amino-5,6,7-tetrahidro-4h-tiazolo-[4,5-d]azepina

H.N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH

Angiotensina Il

Figura 3M: Estucturas quimicas de los agonistas utilizados en los ensayos con la preparacion de "pithed
rat".
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Figura 19R: Histogramas de la presién arterial sistélica (PAS) y diastélica
(PAD), de ratas espontdneamente hipertensas de 16 y 23 semanas de vida de
distintos grupos: alimentado con dieta de contenido normal en calcio (Ca 1%)
(v), alimentado con dieta enriquecida en calcio (Ca 2.5%) (v), alimentado con
dieta de contenido normal en calcio y tratado con amlodipino (v), y alimentado
con dieta enriquecida en calcio y tratado con amlodipino (v). Los histogramas
representan la media £+ E.S.M. para un minimo de 6 animales. Las letras
indican diferencias significativas entre los valores obtenidos en los animales de
los distintos grupos, utilizando un ANOVA de una via seguido del test de
Bonferroni (?p<0.05; °p<0.001 vs Ca 1%; °p<0.05; Yp<0.01 vs Ca 2.5%; °p<0.01
vs Ca 1% + amlodipino).
4.2.3.- Calcemia de ratas espontaneamente hipertensas alimentadas con dos dietas de

distinto contenido en calcio, que alternativamente se habian tratado con amlodipino, o

no habian recibido tratamiento farmacoldgico

Hemos sefialado en el apartado anterior que los valores de la PAS y de la PAD en los
animales de 16 y 23 semanas de vida, podian resultar representativos para comparar la PA de
los distintos grupos de ratas SHR de este estudio. Hemos estudiado también en los animales
de estas edades las modificaciones de otras variables, y mas concretamente hemos estudiado
en ellos las modificaciones de la calcemia ocasionadas alternativamente por la administracion
de la dieta enriquecida en calcio, por la administracion de amodipino, y por la administracion

simultanea de esta dieta y este farmaco.

En este estudio pudimos apreciar que el calcio plasmatico total de las ratas SHR del
grupo control (grupo alimentado con la dieta de contenido normal en calcio que no se trataba
farmacol6gicamente), aumentaba ligeramente con la edad de los animales. Por el contrario, los
niveles de calcio iénico en el plasma de estas ratas disminuian ligeramente con la edad de los

animales. Cabe recordar que en el estudio n°® 1 también sucedia ésto con los animales de esta
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raza que se mantenian en estas mismas condiciones. En la tabla 22R (pagina 159), figuran los
valores de la calcemia de las ratas SHR de 16 y 23 semanas de vida del grupo control. En la

figura 20R (pagina 160), se representan esos valores en histogramas.

Al igual que sucedia en el estudio n° 1, la dieta enriquecida en calcio ocasiond también
un aumento de la calcemia en las ratas SHR de este estudio. Los valores de calcio total y
calcio ionico, obtenidos en el plasma de las ratas SHR de 16 semanas de vida, que se habian
alimentado con la dieta enriquecida en calcio, y que no habian recibido tratamiento
farmacoldgico, fueron mayores que los correspondientes valores de calcio total y calcio idnico,
obtenidos en el plasma de los animales de esta misma edad del grupo control. Existié sin
embargo Unicamente diferencia significativa, cuando se comparaban los valores de calcio
plasmatico total de estos dos grupos de animales (p<0.05). Los valores de calcio total y calcio
iGnico, obtenidos en el plasma de las ratas SHR de 23 semanas de vida, que se habian
alimentado con la dieta enriquecida en calcio, y que no habian recibido tratamiento
farmacologico, fueron asi mismo algo mayores que los correspondientes valores de calcio total
y de calcio iénico, obtenidos en el plasma de los animales de esta misma edad del grupo

control. No existi6 sin embargo significacion estadistica al comparar estos valores

En este estudio pudimos apreciar que el tratamiento con amlodipino ocasionaba
también un aumento de la calcemia en las ratas SHR, y este aumento pudo apreciarse en los
animales alimentados con ambas dietas. Los valores de calcio total y calcio i6nico, obtenidos
en el plasma de las ratas SHR de 16 y 23 semanas de vida, que se habian alimentado con la
dieta enriquecida en calcio, y que habian recibido tratamiento con amlodipino, fueron
significativamente mayores que los correspondientes valores de calcio total y de calcio i6nico
en el plasma de los animales de la misma edad del grupo control. Los valores de calcio total y
calcio i6nico, obtenidos en el plasma de las ratas SHR alimentadas con la dieta de contenido
normal en calcio que se habian tratado con amlodipino, fueron sélo ligeramente mayores que
los correspondientes valores de calcio total y calcio i6nico, obtenidos en el plasma de los

animales de la misma edad del grupo control.
En la tabla 22R (pagina 159), figuran los valores de la calcemia obtenidos en los cuatro

grupos de ratas SHR, cuando los animales tenian 16 y 23 semanas de vida. En la figura 20R

(pagina 160), se representan estos valores en histogramas.
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Figura 20R: Histogramas de los niveles plasmaticos de calcio total (Cay) y de calcio
i6nico (Ca“"), de ratas espontaneamente hipertensas de 16 y 23 semanas de vida de
distintos grupos: alimentado con dieta de contenido normal en calcio (Ca 1%) (v),
alimentado con dieta enriquecida en calcio (Ca 2.5%) (v), alimentado con dieta de
contenido normal en calcio y tratado con amlodipino (v), y alimentado con dieta
enriquecida en calcio y tratado con amlodipino (v). Los histogramas representan la
media £+ E.S.M. para un minimo de 12 muestras homogéneas. Las letras indican
diferencias significativas entre los valores obtenidos en los animales de los distintos
grupos, utilizando un ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni (°p<0.05;
°p<0.01; °p<0.001 vs Ca 1%; “p<0.05 vs Ca 2.5%; °p<0.01; 'p<0.01 vs Ca 1% +
amlodipino).

4.2.4.- Reactividad vascular de ratas espontaneamente hipertensas alimentadas con dos
dietas de distinto contenido en calcio, que alternativamente se habian tratado con

amlodipino, o no habian recibido tratamiento farmacolégico

En este estudio, la reactividad a vascular, al igual que la calcemia, se evalu6 en las
ratas SHR de 16 y 23 semanas de vida. Es decir, en los momentos de la vida en los que se
habian observado cambios relevantes de la PA en los distintos grupos de ratas. Comentaremos
en primer lugar el efecto que tuvo la destruccion del SNC sobre la PAS y la PAD de las ratas de
los distintos grupos, y expondremos a continuacion los resultados obtenidos en ellas cuando se

administraban los agonistas a después de montar la preparacién de “pithed rat”.

Del mismo modo que sucedia en el estudio n® 1, cuando se destruy6 el SNC de las
ratas SHR de este estudio, se produjo también una brusca caida de la PA, reduciéndose
mucho los niveles de la PAS y de la PAD de estos animales. La disminucién de la PAS y de la
PAD, producida al destruir el SNC, fue sin embargo algo distinta en las ratas de los distintos
grupos. De hecho, la dieta enriquecida en calcio condicioné que esta disminucién fuese algo
mayor en los animales de mas edad, y el tratamiento con amlodipino condicioné que esta
disminucion fuese algo menor en todos los animales, revirtiendo en parte el efecto de la dieta

enriquecida en calcio en los de mas edad.

En la tabla 23R (pagina 162), figuran los valores de la PAS y de la PAD, obtenidos

después de destruir el SNC en los cuatro grupos de ratas SHR, cuando los animales tenian 16
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y 23 semanas de vida. En la figura 21R (paginal63), se representan estos valores en
histogramas. Aunque en esta tabla y en esta figura puede constatarse que la diferencia en la
caida no fue en ningun caso significativa, puede observarse que cuando los animales tenian 16
semanas de vida, el nivel de PAS y de PAD después de destruir el SNC, era incluso algo mayor
en el grupo de ratas alimentado con la dieta enriquecida en calcio. Por el contrario, cuando los
animales tenian 23 semanas de vida, el nivel de PAS y de PAD después de destruir el SNC,
fue menor en el grupo de ratas alimentado con esta dieta. Puede también observarse que
cuando los animales tenian 16 semanas de vida, la PAD de los grupos tratados con amlodipino
era ligeramente mayor que la PAD del grupo control (grupo alimentado con la dieta de
contenido normal en calcio que no se trataba farmacoldégicamente). Asi mismo, pudimos
apreciar que cuando se destruia el SNC, de los animales de los grupos tratados con amlodipino
que tenian 23 semanas de vida, los valores de la PAS, y también de la PAD, eran mayores que

los de los animales de los grupos no tratados farmacolégicamente.
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Figura 21R: Histogramas de la presion arterial sistélica (PAS) y diastdlica (PAD),
después de destruir el sistema nervioso central, de ratas espontaneamente
hipertensas de 16 y 23 semanas de vida de distintos grupos: alimentado con dieta de
contenido normal en calcio (Ca 1%) (v), alimentado con dieta enriquecida en calcio
(Ca 2.5%) (v), alimentado con dieta de contenido normal en calcio y tratado con
amlodipino (v), y alimentado con dieta enriquecida en calcio y tratado con amlodipino
(v). Los histogramas representan la media + E.S.M. para un minimo de 6 animales.
Nunca existio diferencia significativa cuando se compararon los valores obtenidos en
los animales de los distintos grupos, utilizando un ANOVA de una via seguido del
test de Bonferroni.

La administracion de los agonistas a, metoxamina y B-HT 920, ocasioné incrementos
presores dosis dependientes en las ratas SHR descerebradas y desmeduladas de este estudio.
Pudimos apreciar modificaciones de estas respuestas cuando aumentaba la ingesta de calcio
en los animales, y asi mismo también pudimos apreciar que estas respuestas se modificaban
en los animales que se habian tratado con el antagonista del calcio amlodipino. Indicaremos
mas adelante estas madificaciones, pero queremos antes exponer el efecto que tenian los
agonistas a en la preparacion de "pithed rat", cuando se utilizaban animales de distintas

edades del grupo control.

Cabe recordar que en el estudio n°® 1, las respuestas presoras del agonista qy,
metoxamina, en la preparacion de “pithed rat”, eran mayores en los animales del grupo control
que tenian mas edad. En este estudio, por el contrario, no pudimos apreciar un incremento
claro de las respuestas presoras de metoxamina en la preparacion de "pithed rat", al aumentar
la edad de los animales del grupo control (alimentado con la dieta de contenido normal en
calcio y no tratado farmacol6gicamente). Las respuestas presoras de este agonista, y
especialmente los incrementos de la PAS que producia en dicha preparacion, fueron en
realidad semejantes cuando los animales del grupo control tenian 16 semanas de vida, y

cuando los animales de este grupo tenian 23 semanas de vida.

Cabe también recordar que en el estudio n°® 1, las respuestas presoras del agonista a5,
B-HT 920, en la preparacion de “pithed rat”, eran muy parecidas en los animales del grupo
control de distintas edades. En este estudio, las respuestas de B-HT 920 en la preparacién de
“pithed rat”, fueron algo menores en las ratas SHR del grupo control que tenian 23 semanas de
vida, que en las ratas SHR del grupo control que tenian 16 semanas de vida. Pero de todos

modos las respuestas de este agonista fueron también bastante parecidas en estos dos grupos
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de animales. En las tablas 24R y 25R (pagina 165), figuran respectivamente los incrementos
de la PAS y de la PAD, producidos por metoxamina y B-HT 920 en la preparacion de “pithed
rat”, cuando se utilizaban ratas SHR de 16 y 23 semanas de vida del grupo control. En la figura
22R (paginal66), se representan las correspondientes curvas dosis-respuesta de estos
agonistas obtenidas en estos animales. No existi6 diferencia significativa cuando se
compararon las AUC del incremento de PAS y de PAD de un agonista, en animales de 16
semanas de vida, y las correspondientes AUC del mismo agonista en animales de 23 semanas

de vida.
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Al igual que sucedia en el estudio n° 1, la administracién de la dieta enriquecida en
calcio ocasioné una disminucién de las respuestas presoras de metoxamina y de B-HT 920 en
la preparacion de “pithed rat”, pero esta disminucién pudo apreciarse Unicamente en las ratas
SHR de mas edad. El tratamiento con amlodipino ocasion6 por el contrario un ligero incremento
de las respuestas presoras de metoxamina y de B-HT 920 en la preparacion de “pithed rat”, y
revirtid en parte el efecto que tenia la dieta enriquecida en calcio en las ratas SHR de mas
edad. Expondremos a continuacion mas detalladamente los resultados obtenidos con los
agonistas a en la preparacion de "pithed rat", cuando utilizdbamos las ratas SHR de los
distintos grupos.

Compararemos primero las respuestas presoras de los agonistas a en los animales de
16 semanas de vida de los cuatro grupos. Pudimos comprobar que las respuestas presoras de
metoxamina y de B-HT 920 en la preparacién de "pithed rat”, fueron en realidad semejantes en
las ratas SHR de 16 semanas de vida de los cuatro grupos. Unicamente cabe sefalar que en
este momento de la vida, ambos agonistas ocasionaban usualmente respuestas presoras algo
mayores cuando se utilizaban ratas alimentadas con la dieta de contenido normal en calcio
tratadas ademdas con amlodipino. En las tablas 26R y 27R (pagina 168), figuran
respectivamente los incrementos de la PAS y de la PAD, producidos por metoxamina y por B-
HT 920 en la preparacion de “pithed rat”, cuando se utilizaban las ratas SHR de 16 semanas de
vida de los cuatro grupos establecidos para este estudio. En las figuras 23R y 24R (paginas
169 y 170), se representan respectivamente las correspondientes curvas dosis-respuesta de
los dos agonistas obtenidas en estos animales. Puede observarse que en este momento de la
vida, no existié nunca diferencia significativa, cuando se compararon las AUC del incremento
de PAS y de PAD de un agonista, con las correspondientes AUC del mismo agonista en los

restantes grupos.
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Figura 23R: Curvas dosis-respuesta logaritmicas de los incrementos de presién
arterial sistélica (PAS) y diastélica (PAD), producidos por metoxamina en la
preparacién de “pithed rat”, utlizando de ratas espontdneamente hipertensas de 16
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semanas de vida de distintos grupos: alimentado con dieta de contenido normal en
calcio (Ca 1%) (A); alimentado con dieta enriquecida en calcio (Ca 2.5%) ());
alimentado con dieta de contenido normal en calcio y tratado con amlodipino (A) y
alimentado con dieta enriquecida en calcio y tratado con amlodipino(?). Los simbolos
representan la media + E.S.M. para un minimo de 6 animales. Los ndmeros que
aparecen a la derecha representan las areas bajo las curvas (AUC) normalizadas.
Nunca existio diferencia significativa cuando se compararon las AUC obtenidas en
los animales de los distintos grupos utilizando un ANOVA de una via seguido del test

de Bonferroni.
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Figura 24R: Curvas dosis-respuesta logaritmicas de los incrementos de presion
arterial sistélica (PAS) y diastolica (PAD), producidos por B-HT 920 en la preparacion
de “pithed rat”, utlizando ratas espontdneamente hipertensas de 16 semanas de vida

de distintos grupos. alimentado con dieta de contenido normal en calcio (Ca 1%) (A);
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alimentado con dieta enriquecida en calcio (Ca 2.5%) (); alimentado con dieta de
contenido normal en calcio y tratado con amlodipino (A) y alimentado con dieta
enriquecida en calcio y tratado con amlodipino()). Los simbolos representan la media
+ E.S.M. para un minimo de 6 animales. Los nimeros que aparecen a la derecha
representan las areas bajo las curvas (AUC) normalizadas. Nunca existio diferencia
significativa cuando se compararon las AUC obtenidas en los animales de los
distintos grupos utilizando un ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni.

Compararemos ahora las respuestas presoras de los agonistas o en los animales de 23
semanas de vida de los cuatro grupos. Pudimos comprobar que las respuestas presoras de
metoxamina y B-HT 920 en la preparacion de "pithed rat", fueron mucho menores cuando se
utilizaban ratas SHR de 23 semanas de vida, que se habian alimentado con la dieta
enriquecida en calcio, y que no se habian tratado farmacoldégicamente, que cuando se
utilizaban ratas SHR del grupo control. Al igual que sucedia en los animales que tenian 16
semanas de vida, en los que tenian 23 semanas de vida, el tratamiento con amlodipino no llego
tampoco a modificar significativamente las respuestas que ocasionaban metoxamina y B-HT
920 en la preparacion de "pithed rat”. Las respuestas presoras de estos agonistas en la citada
preparacion, fueron sin embargo ligeramente mayores cuando se utilizaban ratas SHR de 23
semanas de vida alimentadas con la dieta de contenido normal en calcio que se habian tratado
con amlodipino, que cuando se utilizaban ratas SHR de la misma edad del grupo control.
Cuando se utilizaban ratas SHR de 23 semanas de vida alimentadas con la dieta enriquecida
en calcio, que se habian tratado ademas con amlodipino, las respuestas presoras de
metoxamina y de B-HT 920 en la preparacion de "pithed rat”, fueron también menores que las
respuestas correspondientes de estos agonistas en la citada preparacion, cuando se utilizaban
ratas de la misma edad del grupo control. Sin embargo, como ya dijimos anteriormente, el
tratamiento con amlodipino revirtié6 parcialmente el efecto de la dieta enriquecida en calcio
sobre la reactividad a, y de hecho en este momento de la vida, las respuestas presoras de
ambos agonistas en la preparacion de "pithed rat", fueron mayores cuando se utilizaban
animales que se habian alimentado con la dieta enriquecida en calcio y se habian tratado con
amlodipino, que cuando se utilizaban animales alimentados con esta dieta que no habian
recibido tratamiento farmacoldgico. Las respuestas de estos farmacos en la preparacion de
"pithed rat”, fueron por lo tanto mas parecidas cuando se utilizaban animales del grupo control y
animales del grupo tratado conjuntamente con la dieta enriquecida en calcio y amlodipino, que
cuando se utilizaban animales del grupo control y animales del grupo tratado Unicamente con la

dieta enriquecida en calcio.
En las tablas 28R y 29R (pagina 173), figuran respectivamente los incrementos de la

PAS y de la PAD, producidos por metoxamina y por B-HT 920 en la preparacién de “pithed rat”,

cuando se utilizaban las ratas SHR de 23 semanas de vida de los cuatro grupos establecidos
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para este estudio. En las figuras 25R y 26R (paginas 174 y 175), se representan
respectivamente las correspondientes curvas dosis-respuesta de los dos agonistas obtenidas
en estos animales. Pudo observarse que habia diferencia significativa, cuando se comparaban
las AUC del incremento de PAS y de PAD de un agonista en ratas SHR de 23 semanas de vida
alimentadas con la dieta enriquecida en calcio, y no tratadas farmacolégicamente, y las
correspondientes AUC del mismo agonista en ratas SHR de la misma edad del grupo control
(p<0.01). No existié sin embargo diferencia significativa, cuando se comparaban las AUC del
incremento de PAS y de PAD de un agonista en ratas SHR de 23 semanas de vida alimentadas
con la dieta de contenido normal en calcio, y tratadas con amlodipino, y las correspondientes
AUC del mismo agonista en ratas de la misma edad del grupo control. No existi6 tampoco
diferencia significativa, cuando se compararon las AUC del incremento de PAS y de PAD de un
agonista en ratas SHR de 23 semanas de vida, que se habian alimentado con la dieta
enriquecida en calcio, y se habian tratado con amlodipino, y las correspondientes AUC del

mismo agonista en ratas SHR de la misma edad del grupo control.
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Figura 25R: Curvas dosis-respuesta logaritmicas de los incrementos de presién
arterial sistélica (PAS) y diastélica (PAD), producidos por metoxamina en la
preparacién de “pithed rat”, utlizando ratas espontaneamente hipertensas de 23
semanas de vida de distintos grupos. alimentado con dieta de contenido normal en
calcio (Ca 1%) (A); alimentado con dieta enriquecida en calcio (Ca 2.5%) ());
alimentado con dieta de contenido normal en calcio y tratado con amlodipino (A), y
alimentado con dieta enriquecida en calcio y tratado con amlodipino(?). Los simbolos
representan la media £ E.S.M. para un minimo de 6 animales. Los nimeros que
aparecen a la derecha representan las areas bajo las curvas normalizadas. Las
letras indican diferencia significativa entre los valores obtenidos en los animales de
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los distintos grupos, utilizando un ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni
(*p<0.01 vs Ca 1%; bp<0.001 vs Ca 2.5%).
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Figura 26R: Curvas dosis-respuesta logaritmicas de los incrementos de presién
arterial sistolica (PAS) y diastélica (PAD), producidos por B-HT 920 en la preparacion
de “pithed rat”, utlizando ratas espontdneamente hipertensas de 23 semanas de vida
de distintos grupos: alimentado con dieta de contenido normal en calcio (Ca 1%) (M);
alimentado con dieta enriquecida en calcio (Ca 2.5%) (); alimentado con dieta de
contenido normal en calcio y tratado con amlodipino (A), y alimentado con dieta
enriquecida en calcio y tratado con amlodipino()). Los simbolos representan la media
+ E.S.M. para un minimo de 6 animales. Los nimeros que aparecen a la derecha
representan las areas bajo las curvas normalizadas. Las letras indican diferencia
significativa entre los valores obtenidos en los animales de los distintos grupos,
utilizando un ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni (*p<0.05; bp<O.01 S
Ca 1%; °p<0.01 vs Ca 2.5%).
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