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Rol del endotelio en el efecto vasodilatador de la acetilcolina
cuando el vaso aislado se somete a la accidén contractil de
norepinefrina o de potasio
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RESUMEN

La acetilcolina depende de la conservacion del
endotelio vascular, para producir su efecto vasodilatador
gque es ocasionado por laliberacion de un factor relajador
derivado del endotelio y que corresponde al éxido nitrico.
Se estudiaron las acciones de la acetilcolina, en manguitos
aislados de aorta de rata con endotelio, contraidos por
norepinefrina o cloruro de potasio. Se ensayaron dosis
Unicas de norepinefrina, 1M y también dosis crecientes
y acumulativas desde Ehasta 10 antes y después de la
incubacion con acetilcolina. Ademas, se sometid la
preparaciéon con endotelio a los efectos de una solucion
despolarizante de potasio y luego se le agrego acetilcolina,
10%. También se observaron los efectos de la acetilcolina
afladida previamente a la solucidon despolarizante. A
modo de control, en otra serie experimental, se utilizd
solucién Krebs-Henseleit. La acetilcolina adicionada
previamente a la solucién de potasio antagoniza la
contraccion producida por esta solucion despolarizante.
En cambio, cuando la preparacién es contraida
previamente con dicha solucién la acetilcolina no pro-
duce vasodilatacién. La incubacion en acetilcolina
disminuye la acci6on contractil de dosis crecientes y
acumulativas de norepinefrina, probablemente por
liberacién de factor de relajacion derivado del endotelio.

Palabras clave: Endotelio. Reactividad vascular.
Solucidon despolarizante. Acetilcolina.

SUMMARY

Acetylcholine depends on the vascular endothelium
integrity, for the production of its vasodilator effect due
to release of a relaxing factor derived from the endothe-
lium corresponding to nitric oxide. Acetylcholine actions
were studied, in isolated rat aorta segments with endot-
helium contracted with norepinephrine or potassium chlo-
ride. Single doses of acetylcholine were used, MCas
well as increasing an accumulative doses front 10
4 before and after incubation with acetylcholine. Addi-
tionally, the endothelium preparation was exposed to the
effects of a depolarizing potassium solution and later
acetylcholine was added, 20 The effects of acetylcho-
line previously added to the depolarizing solution were
also observed. As a control, in other experiments a
Krebs-Henseleit solution was used. Acetylcholine added
before the potassium solution antagonized the contrac-
tion produced by this depolarizing solution. When the
preparation is contracted previously with that solution,
acetylcholine did not produce vasodilation. The incuba-
tion in acetylcholine reduce the contractile action of
increasing and accumulative doses of norepinephrine,
probably for release of relaxation factor derived from the
endothelium.

Key words: Endothelium. Vascular reactivity. Depo-
larizing solution. Acetylcholine.

INTRODUCCION

En la pasada década, muchos estudios demos-
traron que el endotelio regula el tono vascular y que
éste libera diferentes sustancias capaces de actuar
sobre el musculo liso vascular (1,2).

Entre estas sustancias se menciona el factor de
relajacion derivado del endotelio (FRDE) y que,
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segun algunos autores, se corresponde con el 6xido2,00; NaHCQ: 15,00; acido diamino tetra aceético
nitrico (ON). Este 6xido nitrico es producido enla (EDTA): 0,026.
célula endotelial a partir del aminoacido L- arginina, Una vez limpiada quirdrgicamente del tejido
y este radical libre se difunde al musculo liso vascu- conjuntivo y de la grasa que rodea la aorta, se
lar local, donde incrementa los niveles de guano- seleccioné una zona, menos traumatizada y se
silmonofosfato (GMPc) intracelulares por activacion seccioné transversalmente el vaso, separando
de la Guanilato ciclasa y asi produce la relajacion manguitos de aorta de aproximadamente 5 mm de
del misculo liso vascular (3-5). longitud. Dependiendo del protocolo de experi-
Se ha descrito que la vida media de este 6xido mentacién, se conservaba el endotelio o se extraia
nitrico es de tan sélo 30 segundos (6) y es liberado quirdrgicamente. Para lo cual se introducia una
por la accién de sustancias como la acetilcolina. De pinza fina y curva de uso oftalmolégico en el inte-
esta manera es como la acetilcolina relaja prepa- rior del manguito, haciendo rodar y presionandolo
raciones previamente contraidas por norepinefrina suavemente tres o cuatro veces sobre un papel de
(7,8). filtro humedecido con solucion K-H, y siguiendo la

Sin embargo, no hemos encontrado en la literatura técnica aprendida de Vinet y col. ya descrita por
sila acetilcolina es capaz de actuar como antagonista N0SOtros en otra publicacion (10).
cuando se usa previamente al ensayo de vaso- El manguito se colocaba en ganchitos con forma
constrictores, como la solucion despolarizante de de estribos y se montaba en un bafio de o6rgano
potasio (K-70) o de norepinefrina (NE). aislado con solucion K-H, pH 7,4, a temperatura

En esta situacién experimental, es de esperar un constante de 37°C y gasificando finamente con la
menor efecto de los agentes vasoconstrictores por laMisma mezcla gaseosa ya mencionada.
presencia del FRDE en el bafio, al ser éste liberado  Se registraron los cambios de tono con un
del endotelio vascular por la acetilcolina. Por otra transductor de fuerza Grass FT 03 conectado a un
parte, este neurotransmisor produce hiperpolari- fisiografo de la misma marca, y debidamente
zacion en otros tejidos excitables y por este calibrado. Después de una hora de estabilizacion en
mecanismo , también la acetilcolina podria disminuir soluciéon K-H, la soluciéon despolarizante utilizada,
el efecto despolarizante del ién potasio. El cual, por contenialos mismos componentes de la K-H, excepto
ese mecanismo, produce intensas respuestas vasoque la concentraciéon de NaCl era 56,7 mM por un
constrictoras (9). total de 70,00 mM (11). Con esta soluciéon des-

En el presente trabajo, hemos comprobado que la polarizante, se obtenia la contraccién isométrica
acetilcolina agregada al bafio que contiene al vaso Maxima de los manguitos, considerada ésta como
aislado con endotelio, antagoniza parcialmente no 100% para efectos de medicion y comparacion de
s6lo la respuesta vasoconstrictora al i6n potasio, 10 resultados.
sino que también disminuye las respuestas vasocons- A los efectos de lograr los objetivos de este
trictoras de varias dosis crecientes de norepinefrina. trabajo, se elaboré un protocolo en el que figuraban

4 grupos experimentales los cuales se detallan a

MATERIALES Y METODOS continuacion:

Se utilizaron ratas adultas Wistar, las cuales Grupo 1: norepinefrina (NE), previamente +
fueron sacrificadas mediante un golpe contundente,  acetilcolina, (AcC), posteriormente, en prepa-
en la regién occipital, para luego ser desangradas a  raciones con endotelio y sin éste.
traves de la decapitacion con guillotina. La aortade Grupo 2: K-70 + acetilcolina después, en prepa-
la rata fue cuidadosamente disecada y removida a raciones con endotelio y sin éste.
través del térax abierto quirdrgicamente, colocada
en una capsula de Petri que contenia una solucién de
Krebs-Henseleit (K-H) a temperatura ambiente, ) de dosi . lati
burbujeada con una mecla de 95%y®% CQ,. La G”fjpo 4: ensayo de dosls crecientes y acumulativas
solucién K-H tenia la siguiente composicion en enoreplmef.rmaantesydespues delamcubac!on
mM: NaCl: 122,00; KCI: 4,87; KEPO,: 1,20; MgC| con acetilcolina, en preparaciones con endotelio.
x 6H,0: 1,20; glucosa x }D: 11,15; CaClx 2H,0:

Grupo 3: acetilcolina + K-70 después, en prepa-
raciones con endotelio y sin éste.
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Grupo 1. Esta serie experimental consistié en Los registros fueron medidos milimétricamente,
agregar acetilcolina después de haber alcanzado latomando la respuesta al K-70 como el 100% para
respuesta maxima a una dosis de norepinefrina de cada experimento, para efectos de procesamiento de
0,1 ml de una solucién 1 x 20 disuelta en los 15 los datos.

ml de K-H que contenia el bafio. Siendo su control, Los posibles cambios en el tiempo de dos curvas

larespuesta maxima obtenida s6lo con norepinefrina. gycesivas crecientes y acumulativas de norepinefrina
Se considerd que la preparacion conservaba su han sido descartados en trabajos anteriores de

endotelio, cuando se respetd al maximo la integridad algunos de nosotros (Cuadro 5) (Correa RC, lllanes

de la preparacion, y la relajacion de ésta, por la A, no publicado).

acetilcolina previamente contraida por la nore-

pinefrina, alcanzé un valor superior al 5%, al Menos ) 4lisis estadistico

en una de las pruebas. Igualmente, se consider6 . o

como preparaciones sin endotelio aquellas en las _ L0S estudios estadisticos de los valores prome-

cuales se practica una extraccién mécanica y, al di0s, su error estandar, asi como la aplicacion del

menos en una de las pruebas, se observé unaproc¢d|m|ento delos datos,pareados,, eIprome@m de

contraccién superior al 5% con la acetilcolina. las diferencias, su error estandar, asi como el calculo

de los niveles respectivos de significancia, se hicie-

ron de acuerdo con nuestras publicaciones previas 'y

los textos de Schefler (12) y Bahn (13).

Grupo 2. La solucién que contenia la preparacion
se cambiaba por una despolarizacién isosmaética con
70mM de KCI, y una vez obtenida la contraccion
isométrica maxima del manguito, se procedia a agre-

gar 1 ml de una solucién de acetilcolina 1 xX*\0 RESULTADOS
disueltaenlos 15 ml del bafio y se esperaba al menos
5 minutos por la respuesta. 1. Efectos de la acetilcolina sobre los manguitos

Grupo 3. Siguiendo a la serie experimental 2, se aislados de aorta de rata con endotelio y sin éste,
lavaba la preparacion y se repetia la operacién, pero ~ previamente contraidos con norepinefrina.
ahora agregando acetilcolina antes de ensayar el K-  La acetilcolina relaja los manguitos aislados de
70. Las respuestas a K-70 con acetilcolina se aorta con endotelio en un valor promedio de
compararon con las repuestas maximas obtenidas 5,38% (p< 0,05) (Cuadro 1).
s6lo con K-70 (control). Cabe destacar que las
pruebas de la contractilidad de la preparacién se
realizaron tanto al inicio como al final de cada
experimento; esto, con la finalidad de demostrar que Efecto de la acetilcolina (AcC) sobre manguitos
la capacidad contractil del manguito se mantuvo a lo aislados de aorta de rata, precontraidos con
largo de toda la experiencia, es decir, hubo una norepinefrina (NE)
integridad funcional del manguito.

Grupo 4. Esta serie consistié en: 1. Ensayo de Tono en % (K-70= 100%)
dosis crecientes y acumulativas de norepinefrina sin

Cuadro 1

lavar, desde 0,1 ml de una solucién’M\ hasta 0,1 Con endotelio Sin endotelio

ld lucion 1M, deiand int | ~ (NE) (NE) + (AcC) (NE) (NE) + (AcC)
mide unasolucion 1, dejando un intervalopara y 555+ 132 49,9+ 9 64,1+ 21,3 70,9+ 22,2
cada dosis de norepinefrina. Una vez observado el - 6 10
efecto maximo de la mayor dosis estudiada, se g+ eds 5.4+ 2,1 6,8+ 1,9
practicaba el lavado repetido del manguito, hasta p < 0,05 < 0,01

alcanzar valores iguales a los controles iniciales. 2.
Incubacién en acetilcolina 1 ml en una solucion
10° M disuelto en los 15 ml de K-H del bafio, P=nivel de significacion segln test t Student, datos
durante 20 minutos. Al cabo de los cuales y sin Pareados. .

remover la acetilcolina del bafio, se procedia a 3. (AcC)=acetilcolina, 1 ml de solucion 1 x 10E-3M/en 15

: . ml.
Ensayo d'e una segundg curva de dosis creC|e.ntes y(NE):norepinefrina, 0,1 ml de solucién 1x10E-6M/en 15
acumulativas de NE de igual valor a las estudiadas .

previamente. K-70=solucién despolarizante isosmdtica con 70 mM de
KCI.
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Por otra parte, la acetilcolina contrae los 2.2. Por otra parte, en los vasos de rata despro-

manguitos de aorta sin endotelio de una manera vistos de su intima y previamente contraidos

significativa (p< 0,01) (Cuadro 2y Figura 1). por K-70, la acetilcolina aumenta el tono de
2. Efectos de la acetilcolina sobre manguitos de los manguitos aislados de aorta significati-

aorta de rata contraidos por la solucién
despolarizante (K-70) con endotelio y sin éste.

2.1. En el Cuadro 2 vemos que la acetilcolina
no modifica el tono del manguito de aorta
de rata, cuando éste conserva el endotelio
y esta contraido previamente por solucién

vamente (p< 0,002).
Véase Cuadro 2 y Figura 2.

TONO EN % (K-70=100%)

. 120 %]
despolarizante K-70. °
100 %
o/ L
80 % * 80 %1
60 %-
60 o/o' 40 %
— 20 %
40 Yr 0%
K-70 K-60+AcC K-70 K-60+AcC
20 Yor == SIN ENDOTELIO *p<0,02
[ CON ENDOTELIO
0 % . . . .
NE NE+AcC NE NE+AcC Figura 2. Efecto de la acetilcolina (AcC) sobre manguitos

aislados de aorta de rata, precontraidos con solucion

= SIN ENDOTELIO *p<0,01 despolarizante. Fuente: Cuadro 2.

[ CON ENDOTELIO **p<0,005
Figura 1. Efecto de la acetilcolina sobre manguitos 3. Efectos de la solucién despolarizante (K-70)
aislados de aorta de rata precontraidos con norepinefrina. sobre los manguitos aislados de aorta de rata,
Fuente: Cuadro 1. con endotelio y sin éste, previa adicion de
acetilcolina.

3.1. La acetilcolina administrada previamente a
la preparacién de aorta aislada, antagoniza

Cuadro 2

Efecto de la acetilcolina (AcC) sobre manguitos
aislados de aorta de rata, precontraidos con solucion

despolarizante (K-70) parcialmente la contraccion inducida por
K-70 (p< 0,05) en los vasos con endotelio.
Tono en % (K-70= 100%) 3.2. La acetilcolina aplicada previamente al bafio
Con endotelio Sin endotelio de la preparacién sin endotelio no modifica
K-70 K-70 + (AcC)  K-70  K-70 + (AcC) la respuesta al K-70 (p> 0,05) (Figura 3,
B Cuadro 3).
X 104,25+ 7,26 1 10,7 12+ 9,97 102 2 : . - _
04,25+ 7,26 100,99 10,7 96,12£ 9,97 102,86 8,9 4. Influencia de laincubacién con acetilcolina sobre
n= 6 6 10 10 el efecto contractil de dosis crecientes y acumu-
— lativas de norepinefrina en manguitos de aorta de
d+eds -3,26t 1,73 6,74+ 2,36
rata.
p > 010 < 0,02 En la Figura y el Cuadro 4 se observa que luego
de la incubacion con acetilcolina, las respuestas
P=nivel de significacion segun test t Student, datos a las dosis crecientes y acumulativas de nore-
pareados (AcC)= acetilcolina, 1 ml de solucién 1x10E- pinefrina 166 M,10° M, 104 M, en los manguitos
3M/en 15 ml. ' ' ’

d=promedio de las diferencias de aorta de rata disminuyen significativamente
K-70=solucién despolarizante isosmaética con 70 mM de comparadas con las anteriores a la |ncuba_C|on,
KCl. (p< 0,01, p< 0,001 y p< 0,01 para cada dosis de
+ esd= error estandar. norepinefrina, respectivamente). Por otro lado,

14 Vol. 105, N° 1, marzo 1997



FERREIRA M, ET AL

para las respuestas, las dosis crecientes y
acumulativas de norepinefrina en las prepara-
ciones incubadas en la solucion control (K-H),
no se observan variaciones estadisticamente
significativas, antes y después de la incubacion
en K-H (Cuadro 5).

TONO EN % (K-70=100%)

120 %
100 %}
80 %
60 %
40 %
20 %
0%
K-70 K-60+AcC K-70 K-60+AcC
= SIN ENDOTELIO * p<0,05
= CON ENDOTELIO
Figura 3. Efecto de la solucion despolarizante sobre

manguitos aislados de aorta de rata previa adicion de
acetilcolina. Fuente: Cuadro 3.

Cuadro 3
Efecto de la solucion despolarizante (K-70) sobre
manguitos aislados de aorta de rata, previa adicion de
acetilcolina
Tono en % (K-70 = 100%)

Con endotelio Sin endotelio

K-70 (AcC) + K-70 K-70 (AcC) + K-70
X 104,25+ 7,26 98,23t 9,73 96,12+ 9,97 101,07 9,05
n= 6 6 10 10
d+ eds -3,26+ 1,73 4,95+ 2,73
P <005 > 0,05

P=nivel de significacion segun test t de Student, datos
pareados.

(AcC)=acetilcolina, 1 ml de soluciéon 1x10E-3M/en 15
ml.

d=promedio de las diferencias,esd= error estandar.
K-70=solucidn despolarizante isosmética con 70 mM de
KCL.

X=promedio* desviacion estandar.

Gac Méd Caracas

TONO EN % (KCL=100%)

140%

120% [~

100%
80%

60% —
=~ Control + NE
NE 2
AcC+NE
NE 1
00/ 1 1 1 1
’ 7 -6 5 -4
*p <0,01(Series relacionadas con aceticolina)
NE1- NE 1 x 10 E- 6 M antes de la incubacién con acericolina
NE 2- NE 1 x 10 E- 6 M antes de la incubacién solucion control

40% -

—~+
——

20% [~

Figura 4. Efecto de la norepinefrina en dosis crecientes

y acumulativas, sobre el tono de manguitos aislados de

aorta toracica de rata, antes y después de incubarlos en
acetilcolina o solucién control. Fuente: Cuadro 4 y 5.

Cuadro 4

Influencia de la incubacién con acetilcolina sobre el
efecto contractil de la norepinefrina en dosis crecientes
y acumulativas en manguitos aislados de aorta toracica

de rata

Norepinefrina (NE)

Concentraciones 7 6 5 4
X £ est 49,8+t 5,9 69,3+ 12 88,9+ 13 98,4+ 10
6 6 6 6

d 2,73 19,48 19,62 9,48

esd 0,65 43,43 0,91 1,43

P’ < 0,61 0,01 0,001 0,01

P>

_ (AcC) + (NE)

X + esd 52,1+ 9,7 58,6+ 10,5 75,5+ 13 88,7+ 13,4

n 6 6 6 6
2,34 -10,67 -13,35 -9,72

esd 3,11 1,74 1,77 2,26

P” > 0,2

P” < 0,01 0,001 0,01

P > 0,2

P’ < 0,01 0,001 0,001

(NE)=primer ensayo de dosis crecientes y acumulativas
de norepinefrina.

(AcC)=acetilcolina 0,1 ml de solucion 1x10E-3M/ 15 ml.
(AcC + NE)=segundo ensayo de dosisecientes y
acumulativas de norepinefrina, después de la incubacion
en acetilcolina.

X + est=promediat error estandar.

P’=nivel de significacion estadistica segun test de Stu-
dent, para datos pareados entre cada dosis de norepinefrina
y su estado anterior inmediato (P).

P’=datos pareados entre una misma dosis de norepinefrina
antes y después de la incubacién con AcC.
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Cuadro 5
Efecto de la norepinefrina sobre el tono de manguitos

lisa. También se ha postulado una accién
hiperpolarizante de la AcC que mediada por el 6xido

aislados de aorta de rata, antes y después de incubarlos Nitrico actuaria sobre, las fibras musculares lisas

en solucion control

Norepinefrina (NE)

Concentraciones 7 6 5 4
X + est 64,6+ 9 98+ 9 112,9+#4 119,1+ 10
n 10 10 10 10
Solucion control
(vehiculo) + NE
X + esd 64,59 89,6+12,7 115+12,5 119+ 12
n 10 10 10 10
d -0,1 -8,42 1,27 0,7
esd 2,74 2,63 2,03 1,23
P> 0,2 0,2 0,2
P< 0,02

(NE)=primer ensayo de dosis crecientes y acumulativas
de norepinefrina.

Solucion control + NEsegundo ensayo de dosis cre-
cientes y acumulativas de norepinefrina después de la
incubacion en solucién control.

X + est=promediat error estandar.

P=nivel de significacién estadistica segun test de Stu-

facilitando la relajacién, en razén de que algunos
investigadores han publicado que los nitritos produ-
cen efectos hiperpolarizantes sobre la membrana de
la célula muscular lisa (14). Por otra parte, en los
vasos desprovistos de su intima, el neurotransmisor
colinérgico produce una mayor contraccion, cuando
los manguitos estan previamente contraidos por la
dosis submaxima de NE (15).

En ausencia del 6rgano responsable de la
produccién de FRDE y de la relajacién del vaso, la
AcC produciria, por el contrario, despolarizacién,
actuando ahora directamente sobre la membrana de
la fibra contractil y aumentado por este mecanismo
la permeabilidad de ésta a los iones M&a".

La AcC agregada al bafio del vaso aislado con
endotelio, antagoniza parcialmente la contraccién
producida a continuacion por K-70, adicionado este
ultimo en el minuto siguiente, sugiriendo que el
factor de relajacion derivado del endotelio alcanza a
difundir del endotelio a la capa muscular y poner en

dent, para datos pareados entre una misma dosis deaccion los mecanismos bases de la relajacion, antes

norepinefrina antes y después de la incubacion con
solucién control.

DISCUSION

Hemos comprobado que la acetilcolina relaja los

de que se ejerza la accién despolarizante del potasio
sobre la fibra y resulte al cabo una contraccién
disminuida. Sin embargo, cuando el manguito con
endotelio se encuentra ya contraido por el K-70, la
acetilcolina falla en producir vasodilatacion y su
efecto es nulo; esto concuerda con los estudios de
Rappaporty col. (16,17) y mas recientemente Gupta
(18) y Palmer (5,8), indicando quizas que la solucion

manguitos aislados de aorta de rata, con endotelio y despolarizante del vaso, inhibe o bloquea la forma-
que contrae los sin endotelio, cuando ambos tipos de ci6n y/o liberacién del 6xido nitrico en esta situacion
preparaciones se encuentran contraidos por una dosisexperimental. Al utilizar técnicas bioquimicas, se

submaxima de norepinefrina. El efecto relajador de
la acetilcolina s6lo se observa cuando el vaso
conserva la integridad de su endotelio y este efecto
se debe a la formacién y liberacion, por la
acetilcolina, de un factor de relajacion derivado del
endotelio (FRDE); el cual corresponderia al 6xido
nitrico (4,8). Este se formaria a partir de la L-
arginina, la cual, por activacion de una enzima
especifica, liberaria el 6xido nitrico que difundiria
desde el endotelio a la capa muscular, produciendo
el efecto relajador. En esta capa, por accion del
O0xido nitrico, aumentan los niveles de guanosil-
monofosfato (GMPc) y con ello disminuyen las
concentraciones de calcio libre. Esta disminucion
del calcioidnico intracelular seria en altimo término
la responsable de la relajacion de la musculatura

16

ha visto que las concentraciones altas de potasio
inhiben las reacciones que conducen a la formacion
de oxido nitrico (9,18). En cambio y explica-
blemente, la AcC agregada previamente al bafio que
contiene la preparacion sin intima, no modifica la
respuesta contractil al K-70, dejando establecido
gue la AcC necesita del endotelio para antagonizar
la contraccién producida por el agente despo-
larizante. Lo que obviamente no puede producirse
en ausencia de la estructura formadora de FRDE
(3,7).

En cambio, la AcC administrada a la preparacion,
una vez inducida la contraccibn maxima por la
solucién despolarizante, logra aumentar ain mas el
tono muscular del vaso sin endotelio, poniendo en
evidencia que la AcC en esta situacion, refuerza la
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actividad contractil por mecanismos diferentes alos 7.

desencadenados por la despolarizacion, debida al
ion potasio. Al estar la fibra con un potencial bajo

de membrana podrian abrirse mas canales para el g.

ion calcio, con un mayor ingreso de este i6én a la
célula.

La incubacion con AcC durante 20 minutos y su

conservacién en el bafio, disminuye la acci6on 9.

contractil de varias concentraciones del neurotrans-
misor adrenérgico en preparaciones con endotelio.

Seria el FRDE liberado previamente por la AcC el 10.

que se encargaria de oponerse al aumento de fuerza,
producto del efecto de la dosis creciente de la
norepinefrina en esta preparacion con su intima ;4
intacta.
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