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RESUMEN

Estudiamos el efecto un principio activo auricular
producto de la distension controlada de auriculas de rata
sobre los efectos de la norepinefrina y determinamos la
participacion endotelial del vaso aislado sobre tal efecto
relajante. Para ello, se diseco la aorta torécica de rata
en solucion Krebs-Henseleit modificada, a pH 7,4,
burbujeada con una mezcla gaseosa de 95% &% CQ
atemperatura constante de 37°C. Se obtuvieron manguitos
de 5 mm de longitud, se montaron en bafio de érgano
aislado y se ensayaron curvas de dosis crecientes y
acumulativas de norepinefrina antes y después de
incubarlos con factor vasorrelajador liberado por la
auricula, tanto en manguitos con endotelio vascular y sin
éste. Encontramos que el factor vasorrelajador liberado
por laauricula, disminuye significativamente larespuesta
vasoconstrictora de la norepinefrina después de incubar
con el factor vasorrelajador liberado por la auricula. En
conclusion, el factor vasorrelajador liberado por la
auricula obtenido y ensayado por nosotros, no requiere
del endotelio vascular para producir disminucion
significativa de los efectos vasoconstrictores de la
norepinefrina.

Palabras clave: Aorta-toracica. Rata. Endotelio.
Norepinefrina. Acetilcolina. Factor natriurético auricu-
lar. Factor vasorrelajante liberado por la auricula.

SUMMARY

The effect of an active substance produced by the
controlled rat atrium distension on the effects or norepi-
nephrine, and the endothelial isolated vessel participa-
tion on that relaxin effect were studied. Dissected rat
thoracic aorta was placed in a modified Krebs-Henseleit
solution, pH 7.4, gased with a mixture of 95%aDd 5%
CO, at constant temperature of 37°C. Rings of 5 mm were
obtained, and placed in an isolated organ bath, and
increasing dosis of norepinephrine were assessed before
and after incubation with vasorelaxin factor released by
the atrium, both rings with or without vascular endothe-
lium. The substance, significantly decreased the vaso-
constrictor response to norepinephrine after incubation
with this factor. In conclusion, the vasorelaxin factor
released by the atrium does not require the vascular
endothelium in order to produce significant decrease of
the norepinephrine vasoconstriction effects.

Key words: Thoracic aorta. Rat. Endothelium. Nore-
pinephrine. Acetylcholine. Atrium natriuretic factor.
Vasorelaxin factor released by the atrium.
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INTRODUCCION endoteliales, al cual se une la acetilcolina para
producir relajacion del musculo liso arterial, es

En los inicios de la década de los 80, se citan dos Muscarinico (2,5,6).
hallazgos de gran transcendencia para la inves- Existen, ademas de la acetilcolina, otras sustan-
tigacion cardio-reno-vascular experimental y clinica cias que necesitan del endotelio para producir
moderna: el rol del endotelio como relajador del relajacion de los vasos, tales como bradiquinina,
tono vasculary la existencia de un factor natriurético sustancia P, histamina, serotonina, acido araqui-
sintetizado y liberado por el mdsculo auricular (1,2). doénico. Por otro lado, la remocién de la estructura
Segan De Bold y col., previo a los afios 80, se endotelial no interfiere en la accion relajante de
describen morfoldgica e histoquimicamente en el Otrasdrogas entre las cuales destacan, isoproterenol,
atrio, granulos parecidos a los presentes en las célulasnitrito de sodio, nitroprusiato de sodio, papaverina,
que producen hormonas polipeptidicas y que son Prostaglandinas (PGl PGL) (6).
alterados por los cambios de volumeny por el balan- Por muchos afos, el interés acerca de la naturaleza
ce electrolitico (1). del FRDE atrajo la atencién de los investigadores,

En 1981 De Bold y col., obtienen un extracto desde que Furchgott y Zawadzki (2) lo sefialaron en
crudo, homogeneizado, del miocardio auricular de 1980, hasta que Palmer y col. (7) plantean su
rata, lo administran en especimetros homéloigos identidad quimica y farmacoldgica a partir de las
vivo, y obtienen disminucion de la presion sanguinea, células endoteliales cultivadas, correspondiéndose
aumento del volumen urinario y del sodio excretado. €ste con el 6xido nitrico (ON). En este mismo
Describen entonces el denominado factor natriurético Periodo, Ignarroy col. (8), fundamentan tal hallazgo.
auricular (FNA). Segun Cantiny Genest, este factor NO obstante Myersy col. (9), postulan que el FRDE
resulté ser un péptido el cual fue aislado y purificado S€ corresponderia mas bien con un nitrosotiol como
en 1983 y que en ese mismo afio se logra su sintesisla S-nitrosocisteina en vez del ON.
quimica en el laboratorio (1,3). El 6xido nitrico derivado del endotelio es

Jellife en 1962, da a conocer el efecto relajador Sintetizado a partir de L-arginina endégena por un
producido por la acetilcolina en tiras aisladas de Proceso enzimatico que puede ser inhibido por
aorta de conejo precontraidas con norepinefrina o analogos estructurales de la arginina. Es un gas con
epinefrina, desconociéndose el mecanismo por el Un nimero impar de electrones, lo que se define
cual esto sucedia (4). como un radical libre (8).

En 1966, Lord Adrian Florey (citado por Lerman El endotelio regula el tono del masculo liso
y Burnett (5)), considera el revestimiento endotelial vascular, tanto en vasos de conduccién como en
como una barrera de proteccion de la pared vascular Vasos de resistencia que son mas pequefios. Algunos
y propone la analogia de un papel de celofan que de los factores paracrinos que pueden modular el
recubriria la cara interna del arbol vascular. No es tono vascularincluyen las prostaciclinas y factores
sino en 1980 cuando Furchgott y Zawadzki (2), dan relajantes no prostanoides y, también, diferentes
a conocer sus hallazgos sobre la obligatoriedad de |a factores vasoconstrictores incluyendo la familia de
presencia del endotelio para que se produzca el |as endotelinas (10).
efecto relajador de la acetilcolina en tiras aisladas El endotelio vascular es un drgano blanco en el
de aorta toracica de conejo precontraidas con un que patologias comunes como la aterosclerosis,
adrenérgico. Desde entonces se conoce el rol delinsuficiencia cardiaca congestiva, diabetes e
endotelio enlaaccion relajante de muchas sustanciashipertension arterial, producen deterioro importante
y drogas. A suvez, mediante una técnicaingeniosa, que afectan la relacion vascular dependiente del
tales autores descubren que el mecanismo respon-endotelio (5,10,11).
sable de la relajacion es indirecto, es decir, através  E| efecto vascular del factor natriurético auricu-
de un elemento que ellos llamaron factor relajante |gr (FNA), ya sea como péptido sintético o como
derivado del endotelio (FRDE), que se difunde desde productos purificados de extractos atriales, ha sido
el endotelio hasta el musculo liso subyacente para gmpliamente ensayado en arteiimasitro. En 1983,
producir su efecto relajante. Ademas, demostraron cyrrie y col. (12), ensayan un homogeneizado de

morfol6gicamente que la presencia del endotelio en ayricula de rata sobre espirales de aorta de conejo
las arterias aisladas esta directamente vinculada con precontraidas con infusién continua de norepinefrina

la relacion vascular. EIl receptor de las células
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y encontraron un efecto vasorrelajador sobre estasy, a su vez, disminuye la respuesta vasoconstrictora
preparaciones. La separaciéon de los componentesa esta droga cuando los manguitos han sido incubados
activos a través de columna cromatografica revel6 previamente con el principio activo. Aunque los
la presencia de por lo menos dos principios con autores desconocen lanaturaleza quimica del princi-
actividad vasorrelajante. Winquist y col. (13), al pio obtenido, es razonable pensar que el mismo
ensayar FNA sintético de 26 aminoacidos sobre podria corresponderse con el FNA.

manguitos aislados de aorta toracica de conejo, En el presente trabajo, se estudia la influencia
precontraidos con serotonina, encontraron relajacion geg| principio activo o factor vasorrelajador liberado
marcada tanto en manguitos con endotelio vascular por la auricula (FVLA) sobre los efectos vaso-
como en los que se les destruyé mecanicamente el constrictores de la norepinefrina. En vista de que se
mismo. Segun Cantiny Genest (3), el FNA sintético pa descrito que péptidos atriales sintéticos y semi-
inhibe tanto la actividad vasoconstrictora de la gjntéticos producen relajacién vascular, aun en
angiotensina Il como de la norepinefrina, persis- aysencia de endotelio de arterias aisladas, dilu-
tiendo el efecto vasorrelajador en vasos sanguineos cigamos si la integridad funcional del endotelio en
sin endotelio; lo cual indica que el FNA actia sobre |5 preparacion de aorta aislada es necesaria para que
las células musculares lisas de los vasos. el FVLA ejerza su accion vasodilatadora.

Currie y col. (14) en 1984, a partir de un extracto
auricular de rata, mediante técnicas de purificacién
de péptidos, obtienen un precursor polipeptidico
llamado atriopeptindgeno, del cual derivaron a su
vez dos péptidos o atriopeptinas |y Il, con 21y 23
aminoacidos, respectivamente. La atriopeptrina |
produjo relajacién del masculo liso intestinal, pero
no del muasculo liso vascular. En cambio, la
atriopeptina Il produjo relajacién en ambos tipos de
musculos lisos.

El mecanismo a través del cual el FNA produce
relajacion vascular es aumentando la actividad de la
guanilato ciclasa particulada y por consiguiente del

guanosinmonofosfato ciclico (GMPtisular (13).
) ] K (mM): NaCl 122,00; KCL 4,87; KEPO, 1,2; MgCl,
El FNA es sintetizado en una forma pre-pro 6H,0 1,2; Glucosa x kD 11,5; CaCJx 2H,0 2,00;

hormona peptidica que contiene 152 aminoacidos NaHCO, 15,00; EDTA 0,026 a 10°C que contenia
- ’ - - 3 1 1 1
en laratay 151 aminoacidos en el humano. EXxiste jqemsq1 mg/l de lisinopril, un inhibidor enzimético.

un glto, glrado de homologia entre las secuencias ,de Las ratas se mataron con un golpe contundente en la
ammoamdos de I.a hgrmona humanay la de rata, sélo cabezay se les separ6 la cabeza con una guillotina.
difiere en un aminoé&cido (15). El peso de las ratas fue 23559 g.
Segun De Bold, la principal forma de FNA en el Durante la diseccion, la solucién se burbujeaba

homoggnglzado aurlculgrd? rlataygranulos glslados, con una mezcla gaseosa dg @6% y CQ5%. En

es un péptido de 126 aminoéacidos, la forma circulante un lapso no mayor de 30 minutos, con hilo de seda
un péptido de 28 aminoacidos derivado de un pré- qo 5,46 cada auricula por ambos extremos, unién-
pro FNA de 123 a 150 aminoacidos. Este péptido de 446 1yego un extremo al fondo del bafio de 6rgano

28 aminoacidos es también la principal forma ,igiado v el otro a su respectivo transductor de
detectada en perfusados de auriculas aisladas; defuerza Grass ETO3. Estos. a su vez. estaban

modo que es probable que el péptido de 126 ami- .,hectados a un fisiografo Grass modelo 7E, que fue
noacidos sea procesado al péptido de 28 amin0acidos g, osamente equilibrado y calibrado con una pesa
antes Qe su liberacion de los cardiocitos (15). de un gramo para obtener posteriormente el registro

Recientemente, lllanesy col. (16) en 1993, dan a y medir las contracciones espontaneas de las auri-
conocer la existencia de un principio activo liberado culasy las tensiones basalesy diastélicas controladas

METODOS

Extraccién del factor vasorrelajador liberado por
la auricula (FVLA)

Para obtener el principio activo (FVLA) de las
auriculas de rata, se procedi6 de acuerdo con la
técnica descrita por lllanes y col. (16). Réapida y
cuidadosamente, se extrajeron y disecaron, suce-
sivamente, dos auriculas de ratas Wistar, con un
minimo de traccién o estiramiento en una capsula de
organo aislado con solucion Krebs-Henseleit (KH)
modificada con la siguiente composicion milimolar

por distension controlada de las auriculas deirata
vitro. El mismo relaja manguitos aislados de aorta
toracica de ratm vitro precontraidos con fenilefrina

Gac Méd Caracas

a las que fueron sometidas.
Una vez que se colocaron las dos auriculas en el
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bafio de érgano aislado, se procedi6 a agregar 5 ml  Se registraron los cambios de tono mediante un
de solucion KH con pH 7,4 y se controld, en esta transductor de fuerza Grass FTO3 y un fisiégrafo
situacion, la temperatura permanentemente & 31 Grass modelo 7E. Después de 1 hora de esta-
1°C; a continuacion las auriculas se sometieron a la bilizacion en solucidn KH con una tensiéon basal de
tension basal de 0,5 g, desplazando el transductor 1,5 g, que se ajustaba a su valor inicial cada 15
mediante un tornillo micrométrico hasta alcanzar la minutos y se le hacia un recambio de KH para
carga deseada. Después de haber estabilizado lasprevenir la acumulacion de metabolitos, la solucion
auriculas y registrado sus contracciones espontaneasque bafiaba la preparacién se cambiaba a solucién
porunlapso de 1 hora, se procedi6 a aplicar tensionesdespolarizante isoosmética con KCl 70 mM, todo
crecientes y progresivas a cada preparacion de 1,5, siguiendo la técnica de Vinety col. 1991 (18). Con
3y 4,59, sucesivamente, dejando un intervalo de 20 esto se obtenia la contraccion isométrica maxima
minutos entre cada aplicacion. Después de latension (100%) desarrollada por el manguito. A continuacion
maxima se procedié a tomar la muestra, la cual se se sometia la preparacion a la prueba de la
acidifico a pH aproximadamente de 5 con una acetilcolina. Para ello, se contraia el manguito con
solucién de acido acético un molar (M), se liofilizé, una concentraciéon de M de norepinefrina (NE)

se sello en frasco estéril y almacen6 aunatemperaturay cuando se alcanzaba la contraccion maxima, lo
de -15°C. gue ocurria en un tiempo menor de 5 minutos, se le

Dias después se reconstituy6 con agua destilada agregaba al bafio 1 ml de solucién de acetilcolina
y se ensayé sobre manguitos aislados de aorta 10° M.
toracica de la misma especie. Si la preparaciéon se relajaba rapidamente nos
indicaba que conservaba su endotelio funcional, y
en caso contrario lo habia perdido: prueba de
Furchgott y Zawadzki (2). Como no se ha definido
o i un patrén cuantitativo en relacion con la aceptacion
Con el propédsito de estudiar el efecto del gg |3 presencia o no de endotelio funcional, con base

perfusado auricular obtenido por nosotros en el on nuestra experiencia introdujimos el siguiente
laboratorio, como se mostr6 anteriormente, la aorta .riterio:

toracica de rata Wistar de 29552 g, fue cuida-
dosamente disecada en una capsula de rgano aisladd
con solucion KH a pH 7,4 y atemperatura ambiente,
como lo describe lllanes y col. (16). Las ratas se b- Relajacion < 12%, carencia de respuesta
mataron con un golpe contundente en la cabeza, se 'elajadora o respuesta vasoconstrictora a la
les separ6 la misma con una guillotina y se acetilcolina: endotelio funcional ausente.
exanguinaron. Se abri6 el térax y se extrajo la aorta Luego de realizada la prueba con acetilcolina se
toracica. Mientras se practicaba la diseccidén del lavé la preparacion tres veces con solucion KH a
vaso, la solucién se burbujeaba con una mezcla de intervalos de 3 minutos entre cada lavado, se
0, 95% y CQ, 5%. Unavez que éste quedaba libre comenzo6 el ensayo en diferentes grupos expe-
de grasa perivascular, se seleccionaba y seccionabarimentales y control que se definen a continuacion.
un manguito de aorta toracica de aproximadamente
5 mm de longitud.

Dependiendo del protocolo de experimentacion
se C(?n_servaba el endotelio vas_cular o se le ext_ra|a + FVLA + NE, en manguito con endotelio.
mecanicamente; para esto, se introducia una pinza _ i o o
curva de uso oftalmolégico en la luz del manguito Este serie experimental consistié en lo siguiente:
haciéndolo rodar y presionandolo suavemente sobre 1. Ensayo de dosis crecientes y acumulativas de NE
el papel de filtro de 3 a 4 veces, siguiendo la técnica Yy posterior lavado con solucion KH.
de Furchgott y Zawadzki (2), y de Carrier y col. 2 Incubaciénen 1 mlde FVLA reconstituido, durante

(17). El manguito se montaba en ganchitos con 15 minutosy sin lavar la preparacion se procedié
forma de estribo y se instalaba en un bafio de 6rgano g,

aislado CO(;] 5307“;80; Kbe pl(-j| 7,4 31 a tem||oeratura 3. Ensayo de una segunda curva de concentraciones
constante de ,burbujeada conlamezclagaseosa . ocientes y acumulativas de NE.

ya mencionada.

Ensayo del principio activo (FVLA) sobre
manguitos aislados de aorta toracica

Relajacion= 12%, producida por acetilcolina:
endotelio funcional presente.

Grupos experimentales
A. Grupo experimental: norepinefrina (NE) + lavado
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Se comenzé el ensayo de 5 dosis crecientes y
acumulativas de NE; desdedifasta 18 M, dejando
un intervalo entre cada dosis de 3 a 5 minutos,
durante el cual se alcanzo6 el efecto maximo. Poste-
riormente se realizaron 5 lavados de la preparacioén
con KH, con intervalos de 3 minutos entre cada
lavado. Luego se incub6 con 1 ml reconstituido del
perfusado auricular (FVLA), obtenido como se
describié anteriormente, durante 15 minutos. A
continuacién, sin lavado previo, se ensayaron otra
vez las 5 dosis crecientes y acumulativas de NE,

como se describié antes. Seguidamente se ensay0

de nuevo acetilcolina 1I0OM. Esto se evidencio a
través de larelajacion del manguito segun el criterio
descrito. Posteriormente, se lavé la preparacion con
KHy serealizé la prueba con solucién despolarizante
KCI 70 mM pararegistrar nuevamente la contracciéon
isoométrica maximay con ello se comprob6 al final
del experimento, la integridad funcional de la pre-
paracion.

B. Grupo experimental: NE + lavado + FVLA - NE,
en manguito sin endotelio.

Esta serie experimental consistié en lo siguiente:

1. Ensayo de dosis creciente y acumulativa de NE y
posterior lavado con solucion KH,

. Incubacién con 1 ml de FVLA reconstituido,
durante 15 minutos, sin lavar la preparacion y
luego,

crecientes y acumulativas de NE.
Se procedi6 igual a lo referido en (A), excepto

que en este caso se comprob6 a través de la prueba

de la acetilcolina 1® M, al inicio y a final, la
ausencia del endotelio vascular funcional, segun el
criterio ya establecido.

C. Grupo control: NE + lavado + vehiculo + NE, en
manguitos aislados de aorta de rata.
Esta serie experimental consistio en lo siguiente:

1. Ensayo de curva acumulativa dosis-efecto nore-

pinefrina y posterior lavado con solucién KH.

Incubacién de 1 ml de vehiculo reconstituido,
durante 15 minutos, sin lavar la preparacion.

norepinefrina.

Se procedi6 de igual forma que con los grupos
experimentales (Ay B), excepto que en este caso, en
vez de afadir 1 ml de FVLA reconstituido, se

Gac Méd Caracas

. Ensayo de una segunda curva de concentraciones

administré igual volumen de solucién KH
reconstituido (vehiculo) el cual se mantuvo en las
mismas condiciones de almacenamiento que las
muestras, en este caso sin haber estado en contacto
con el muasculo auricular (FVLA).

Esta prueba control se practic6 tanto en manguitos
con endotelio como en aquellos en los cuales la
pruebade Furchgotty Zawadzki fue negativa. Como
entre ambos grupos no hubo diferencia, los resultados
se presentan acumulados (n= 10).

Analisis estadistico

Los resultados se expresan en porcentaje de
tensién desarrollada por los manguitos de aorta,
tomando como patrén de comparacién el porcentaje
maximo de 100% desarrollado por el manguito en
presencia de solucién despolarizante KH-KCI 70
mM. La dosis de norepinefrina se expresan como el
logaritmo negativo de la concentracion molar (-Log
M). Los valores se presentan en promedio como
medida de tendencia central y su dispersion=en
error estandar de la mediaEEM). Para los grupos
experimentales en los que se ensay6 el FVLA en
manguitos de aorta toracica con endotelio y sin
endotelio, asi como en el grupo control en el que se
ensayo el vehiculo mantenido en iguales condiciones
de almacenamiento que la solucién con FVLA, se
usOtesttde Student sobre datos pareados para medir
a nivel de significacion estadistica. EI nivel de
significacion para descartar la hipotesis nula fue
P< 0,05 (19,20).

RESULTADOS

En la Figura 1 se observa que el aumento de
tension desarrollado por la accién de la norepinefrina
en manguitos con endotelio luego de incubarlos con
FVLA, disminuye significativamente (P< 0,005) para
las concentraciones de NE-AM hasta 1¢ M, en
comparacion con el aumento de tension por NE
antes de la incubacion con los manguitos con el
FVLA .

En la Figura 2, se muestra que el aumento de
tension desarrollado por la accion de la NE en
manguitos de aorta sin endotelio, luego de incubarlos

Ensayo de una segunda curva de dosis-efecto de€on FVLA, es signifivativamente menor (P< 0,05)

para las concentraciones de NE®M hasta 16 M,

en comparacion con el aumento de tension por NE
antes de la incubacion de los manguitos con el
FVLA.
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Efecto del FVLA sobre la respuesta a la noradrenalina manguito; siendo desarrollada por la accién despola-
de manguitos aislados de aorta toracica de rata con rizante: 1,68 0,70 g (n=7). Las dosis se expresan como

endotelio el logaritmo negativo de la concentracion molar. Los
valores son el promedio de n= 8 para NE y FVLA + NE
para todas las dosis excepto -Log 8 n=4* (P< 0,05).
Tensién 120 n= numero de experimentos.
desarrollada
en 100/ oy NE
%
80 . 5 ~ FVLA+NE .
60 En la Figura 3, se observa que el aumento del
tono vascular producido por NE en los manguitos de
40 aorta es significativamente mayor (P< 0,025), cuando
20 los mismos estan desprovistos de endotelio, para to-
0 s 7 5 5 7 3 das las concentraciones de NE ensayada%s-({0*

M).
Enla Figura 4, se aprecia que el aumento de tono
Figura 1. Curva de dosis-respuesta de norepinefrina en Vascular producido por NE en manguitos de aorta,

manguitos aislados de aorta toracica de rata con endotelio S€ diferencia estadisticamente (P> 0,05) antes y
antes (NE) y después de incubar la preparacién con factor después de incubarlos con una solucién control

Norepinefrina -log[M]

vasorrelajador liberado por la auricula de rata (FVLA +
NE). Latension desarrollada por cada dosis acumulativa
se expresa como el porcentaje de respuesta contractil
maxima producida por una solucién despolarizante con
KCL 70 mM, en cada manguito; siendo la tension maxima
desarrollada por la accién despolarizante: 118896 g
(n=8). Las dosis se expresan como el logaritmo negativo
de la concentracién molar. Los valores son el promedio
de n= 8 para NE para todas las dosis excepto -Log 8 n=4;
* (P< 0,005).

n= namero de experimentos.

Efecto del FVLA sobre la respuesta a la noradrenalina
de manguitos aislados de aorta toracica de rata sin
endotelio

Tension 140

desarrollada
NE

FVLA+NE
Kl G/e/%/?‘__gr

120
100

en
%

80
60
40
20

0

7 6 5 4

Norepinefrina (NE) -log[M]

Figura 2. Curva de dosis-respuesta de norepinefrina en
manguitos aislados de aorta toracica de rata sin endotelio
antes (NE) y después de incubar factor vasorrelajador
liberado por la auricula (FVLA + NE). La tension
desarrollada por cada dosis acumulativa se expresa como
el porcentaje de respuesta contractil maxima producida
por una solucion despolarizante con KCL 70 mM, en cada
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(vehiculo).

Comparacion de los efectos de la norepinefrina sobre
manguitos aislados de aorta toracica de rata con y sin

endotelio
Tension 120 NE sin E
desarrollada NE con E
en 10 - f
% Eon in = *
80j|ci| ke
3
60
*
4
2
0
8 7 6 5 4 3

Norepinefrina -log[M]

Figura 3. NE sin E: primera curva dosis-efecto de
norepinefrina en manguitos con endotelio. NE con E:
primera curva de dosis-efecto de norepinefrina en
manguitos con endotelio. La tensién desarrollada por
cada dosis acumulativa se expresa como el porcentaje de
la respuesta contractil maxima (100%) producida por una
solucion despolarizante con KCL 70 mM, en cada
manguito; siendo la tension desarrollada por la accion
despolarizante: con E: 1,890,96 g (n=8) y sin E: 1,68

+ 0,70 g (n=7); P> 0,05. Las dosis se expresan como el
logaritmo negativo de la concentracién molar. Los valores
son el promedio de n= 8 para todas las dosis excepto n=4
para -Log 8, en ele grupo NE con E; y n=7 para todas las
dosis excepto n= 6 para las dosis -Log 8, en el grupo NE
sin E* (P< 0,01) **(P< 0,025).

n= ndmero de experimentos.

E= endotelio.
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Efecto de la norepinefrina sobre el tono de manguitos
aislados de aorta toracica de rata, antes y después de
incubarlos en una solucion control

Tension 14
desarer:‘)llada 12
% 10

80

60

40|

20

0
0

Vehiculo + NE
**NE

— %k

*

8 7 6 5
Norepinefrina -log[M]

Figura 4. Curva de dosis respuesta de norepinefrina en

cular o disminucién del aumento del tono producido
por tal vasoconstrictor adrenérgico. Se demuestra,
en nuestro caso, que el FVLA también desempefia
un papel en el organismo que contrarresta el efecto
constrictor de un alfa adrenérgico.

La comparacion de dos curvas de dosis-respuesta
a norepinefrina a concentraciones crecientes y
acumulativas de 10M hasta 16 M, en manguitos
aislados de aorta tordcica de rata sin endotelio,
antes y después de incubar el FVLA, demuestra que
el aumento de tensién producido por la NE disminuye
significativamente (P< 0,05) luego de la incubacién
con FVLA, parala dosis de NE 20M, 10°M, y 10
4 M, respectivamente. Como en los vasos con
endotelio, tampoco hay disminucién significativa
del tono para la dosis mas bajas d€ Wy 107 M.

manguitos aislados de aorta toracica de rata antes (NE) y Sin embargo, es evidente la tendencia de la accién

después de afiadir al bafio una solucion control (vehiculo
+NE). Latensién desarrollada por cada dosis acumulativa

del FVLA a disminuir el efecto vasoconstrictor de
todas las concentraciones de NE y es sdélo

se expresa como el porcentaje de la respuesta contractil estadisticamente significativo para dosis mas altas

maxima producida por una solucién despolarizante con
KCL 70 mM en cada manguito; siendo la tension
desarrollada por la accién despolarizante: 51883 g
(n=10). Las dosis se expresan como el logaritmo negativo
de la concentracién molar. Los valores son el promedio
de n= 10 para NE y vehiculo + NE para todas las dosis.
*(P> 0,05) **(P> 0,20) y ***(P< 0,02).

(10°M - 10*M). Es posible pensar que el aumento
del nUmero de experimentos haria significativo este
efecto para todas las dosis.

Como hemos descrito, el FVLA obtenido y
ensayado por nosotros en el laboratorio, disminuye
significativamente el aumento de tono de la aorta de

n= numero de experimentos (Por no haber diferencias se rata producido por un vasoconstrictor alfa adre-

acumularon resultados de 5 experimentos con endotelio
més 5 sin endotelio

DISCUSION Y CONCLUSION

nérgico como la NE. A su vez, hemos visto que el
efecto vasorrelajador del FVLA, se ejerce también
cuando las preparaciones de aorta han sido
desprovistas de su endotelio.

Se han descrito numerosas sustancias que necesi-
tan del endotelio para producir relajacion vascular,

Cuando se compara el aumento de tono vascular liberando factor de relajacion derivado del endotelio

producido por dosis creciente y acumulativas de
norepinefrina (NE) en manguitos aislados de aorta

(FRED), y otras que prescinden del mismo para
producir tal efecto (6,13). El FVLA obtenido por

toracica de rata con endotelio, antes y después de lanosotros no requiere endotelio para producir su efecto

incubacién por FVLA, se observa una disminucion
altamente significativa (P< 0,005) de las tensiones
desarrolladas por los manguitos a partir de las
concentraciones 1M hasta 10 M de NE. Para las
concentraciones My 107 M, aunque si bien hay

relajador de la musculatura lisa del vaso; aunque,
cuando hemos quitado el endotelio, se aprecia una
menor accién relajadora. Esto se podria explicar
por una desensibilizacion de la preparacién al serle
extraido mecanicamente el endotelio o que la FVLA

disminucion de lafuerza, ésta no es estadisticamenteejerce su accién vasodilatadora al menos en parte a

significativa (P> 0,05) lo mismo observaron lllanes

través de esta estructura del vaso; posiblemente

y col. (16) en relacién con estas dosis mas bajas al induciendo liberacion de sustancias vasodilatadoras

utilizar fenilefrina como vaso constrictor. Los

mismos autores citan el efecto vasorrelajador del
mencionado factor utilizando manguitos de aorta
toracica de rata previamente contraidos por fenile-
frina, no obstante, indagaron el posible mecanismo

a través del cual este factor produce relajacion vas-

Gac Méd Caracas

como el 6xido nitrico (ON). A este respecto, seria
interesante utilizar bloqueadores especificos de la
formacion de ON como la N-monometil-L-arginina
(L-NMMA), para evaluar el posible rol de este
compuesto en el efecto citado del FVLA (21).

Se han descrito los efectos vasorrelajadores de
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atriopeptinas sintéticas y de otros péptidos atriales incubarlos con una solucién control de KH sometida
sometidos a diversos procesamientos bioquimicos a igual proceso de almacenamiento que la muestra
(12-14,22-27); describiéndose a su vez que varios que contiene el FVLA, se observa que el aumento
de estos péptidos sintéticos producen efecto relajador del tono vascular producido producido por la NE no
en arterias aisladas, aun cuando se conserve o se lese diferencia estadisticamente (P> 0,10) antes y
quite el endotelio vascular o se le quite el endotelio después de la incubacion con dicha solucién. El
vascular (13,22,25,26). De manera que, segln el hecho de que una segunda curva de dosis efecto sea
efecto farmacoldgico producido por el FVLA, éste igual a la primera, en nuestras condiciones expe-
podria corresponderse con algunos de estos péptidosrimentales en el grupo control, descarta un posible
Ilamados cominmente FNA o atriopeptinas, pero en deterioro de las preparaciones de manguitos aislados
condiciones estructurales fisiolégicamente puro, de aorta durante el tiempo de experimentacién
porgue en su obtenciéon no ha sido sometida a ningiin empleado, asi como la influencia del pH de alma-
procesamiento fisico-quimico que no seafisiolégico. cenamiento de la muestra con FVLA. De igual
Por otro lado, Leonardo Gaete, del Departamento de forma, se descarta un posible efecto desensibilizador
Fisiologia de la Facultad de Medicina de la de una primera curva sobre una segunda de NE. A
Universidad de Chile (comunicacién personal) este respecto Furchgott y Bhadrakon en 1953 (28),
comprueba que las muestras tomadas de los bafiosdescribieron que si bien no existia diferencia
que contienen en FVLA, producto de las distensiones significativa entre las elevaciones absolutas de
controladas de las auriculas, luego de ser corridas encontraccion maxima entre dos curvas de dosis efecto
cromatografia liquida de alta presion y de comparar sucesivas, la sensibilidad de un espiral ala epinefrina
con el mismo procesamiento en paralelo de y norepinefrina disminuyé en una segunda curva
atriopeptina sigma, se obtiene la separacion de un respecto de la primera. Esta reduccién fue mas
péptido con un peso molecular muy préoximo al del marcada en niveles de contraccién por debajo de la
compuesto sintético citado. contraccién maxima, requiriéndose de 2 a 5 veces

manguitos de aorta toracica de rata, uno con endotelio d& dosis respuesta que en la primera, para producir

acumulativas, demuestra que el aumento de tono Marcada. Por otro lado segln Hu y col. (29), la
vascular producido por NE es significativamente €Xposicion prolongada de vasos sanguineos a las
mayor cuando los mismos estan desprovistos de catecolaminas produce desensibilizacién del mascu-
endotelio, para todas las concentraciones de NE 0 liso vascular mediada por receptores alfa-1
ensayadas (P< 0,025). Esto pone en evidencia la @drenérgicos.
importancia del endotelio en la regulacion de tono Merece atencidén que en nuestros experimentos
vascular aunn vitro, como ha sido descrito por control obtuvimos disminucién significativa (P<
otros autores. (17,18). En tal sentido, la presencia 0,02) del tono de los manguitos para la dosi$ 10
del endotelio funcional intacto parece ejercer un NE de la segunda curva dosis-efecto, hallazgo éste
efecto inhibitorio sobre la capacidad de los vasos de que por ser aislado de las otras cuatro dosis
contraerse en respuesta a estimulacién alfa- ensayadas, preferimos no darle relevancia porque
adrenérgica. Se ha postulado que los agonistas alfa-no oscurece el fenémeno global como se evidencia
adrenérgicos podrian activar unaliberacion, mediada en la Figura 3, y que sin este valor excepcional,
por receptores endoteliales, de FRDE, que podrian confirma los experimentos control realizados por
contrarrestar la vasoconstriccién inducida por el otro de nosotros, cuando lo hizo, con fenilefrina
agonista; la remocion de la capa endotelial podria (16); no obstante, no se descarta que algin fenémeno
eliminar este mecanismo y aumentar el efecto con- de desensibilizacion pudiera estar ocurriendo
strictor (18). especificamente para esta dosis submaxima de NE.
Cuando se comparan dos curvas de dosis-efecto  En el grupo control no se encontré diferencia
a la norepinefrina a concentraciones crecientes y entre los manguitos con endotelio y sin éste, lo que
acumulativas desde 2M hasta 18 M, en relacién concuerda con que el FVLA no necesita de esta
con el aumento del tono vascular de manguitos estructura para producir su efecto relajador.
aislados de aorta toracica de rata, antes y después de  En relacion con la prueba funcional del endotelio
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descrita por Furchgott y Zawadzki (2), hemos
introducido un criterio cuantitativo mediante el
cual consideramos presencia de endotelio funcional
cuando la relajacion, producida por una dosis de
acetilcolina 1¢ M en el manguito previamente
contraido con una dosis de NE®1M, es= al 12%;

y ausencia de endotelio funcional cuando la
relajacion es < del 12%, no se produce respuesta
relajadora o por el contrario, aumenta el tono vas-
cular. Este criterio nos ha servido para definir
mejor la presencia o ausencia de endotelio funcional
en las preparaciones. La accidon contractil a la
acetilcolina que se observa en algunos vasos
desprovistos de endotelio, ha sido descrita por otros
autores (2) y demuestra que la acetilcolina ademas
de liberar el factor endotelial de relajaciéon vascular
(FRDE), ejerce también una accién constrictora
directa o indirecta liberando factores contractiles
del musculo liso vascular. Enrelacion conla prueba
funcional de la integridad de la preparacién de
manguitos aislados de aorta, con solucién despo-
larizante KCL 70 mM, no encontramos diferencia
significativa (P> 0,05) en manguitos con endotelio
y sin él, hallazgo éste que concuerda con lo citado
por Vinet y col. (18).

En conclusion, el FVLA obtenido y ensayado
por nosotros antagoniza la accion vasoconstrictora
de la NE en manguitos aislados de aorta toracica de
rata y no requiere del endotelio vascular para
producir su efecto relajador.
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“Valor incierto del control electronico fetal en la prediccion de la
paralisis cerebral”

“El control electrénico fetal fue desarrollado relativamente raro desenlace como la paralisis cere-
para detectar los patrones de los latidos cardiacos bral, la cual no puede ser diagnosticada con seguridad
fetales supuestamente indicadores de hipoxia. Sesino afios después del parto. Ninguna prueba
pens6 que el reconocimiento precoz de la hipoxia aleatoria ha explorado la posible asociacion entre
podria alertar al clinico sobre los potenciales pro- los patrones de latidos cardiacos especificos, de-
blemasy, los capacitaria para intervenir rapidamente tectados en el control electrénico, y los cuadros
y evitar la muerte fetal o un dafio cerebral irrever- neurolégicos a largo plazo.

sible. Cuando se introdujo el control electrénico En un estudio de poblacion, hemos evaluado la
fetal, hubo la esperanza de que el uso de esta técnicaggociacion de la paréalisis cerebral en nifios con
podria prevenir la mayoria de las lesiones del parto pesos de 2 550 gramos 0 mas, con patrones espe-
debidas a hipoxia o asfixia, y se reduciria grandemen- ¢ificos del control electrénico fetal, y analizamos
te la frecuencia de la paralisis cerebral y el retardo |gg posibles factores de confusion. Investigamos la
mental. La introducciony amplia diseminacion de tjlidad del control electronico fetal como fue
este control fetal ocurrié antes que pruebas clinicas interpretado por los médicos tratantes en el momento

aleatorias hubiesen evaluado su eficacia. Despuésqe| parto de nifios que, mas tarde, fueron diagnos-

electrénico fetal parece tener poco beneficio docu-
mentado sobre la auscultacion intermitente, con
respecto a mortalidad perinatal o el desenlace
neuroldgico a distancia. Ademas, probablemente
debido al amplio uso del control electrénico fetal, la
tasa de cesareas ha aumentado, con un resultant
aumento de la morbilidad materna y en los costes,

Hallazgos anormales especificos en los trazados
electrénicos de los latidos cardiacos estuvieron
asociados con un aumentado riesgo de pardlisis
cerebral. Sin embargo, la tasa de falsos positivos
fue extremadamente alta. Puesto que la cesarea es
“hecha a menudo cuando tales anormalidades son
. . - S . notadas y ella estd asociada con riesgos para la
pero sin aparente disminucion de la incidencia de . -

s madre, nuestros datos originan la preocupacion de
paralisis cerebral. ; T :

~gue, si estas indicaciones son ampliamente usadas,

Pocos de los ensayos hechos hasta ahora han sidanychas cesareas seran hechas sin beneficio y con el

suficientemente grandes, o han durado el tiempo potencial de hacer dafio” (Nelson K, Dambrosia JM,

necesario, para investigar una posible asociacion Ting TV, Grether JK. N Engl J Med 1996:334:613-
entre los hallazgos del control electrénico fetal y un g13g.)
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