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RESUMEN

Introduccién: El envejecimiento impacta la funcién endote-
lial y las respuestas adrenérgica y nitroérgica. Se desconoce
como se modifican dichas interacciones con la edad. Objetivo:
Evaluar el efecto del envejecimiento sobre la respuesta vascu-
lar adrenérgica y su relacién con la sintesis de 6xido nitrico
(ON) endotelial. Material y métodos: Mediante el método de
Furchgott se montaron preparaciones aisladas de cilindros de
aorta de ratas de 10-12, 20-22 y > 40 semanas de edad. Se eva-
lué la respuesta contraccién/relajacién inducida por adrenali-
na, acetilcolina y nitrito de potasio en presencia y ausencia
mecénica o funcional de endotelio y en ausencia y presencia de
L-arginina como facilitador de la sintesis de ON. Se corrieron
curvas dosis-efecto acumulativas. Resultados: La edad dismi-
nuy6 en forma progresiva la capacidad del endotelio para pro-
ducir ON y la respuesta vasodilatadora inducida por acetilcoli-
na, incrementando la respuesta contréctil inducida por nora-
drenalina sin modificar la respuesta vasodilatadora inducida
por nitrito de potasio. El endotelio favorecié la respuesta vaso-
dilatadora, mientras que su ausencia mecénica o funcional po-
tenci6 la respuesta contractil. Conclusiones: El envejecimien-
to reduce la produccién de ON endotelial, incrementa la res-
puesta contractil a noradrenalina, disminuye la respuesta
vasodilatadora a acetilcolina, y no afecta la respuesta a nitrito
de potasio.

Palabras clave: Envejecimiento, reactividad vascular, 6xido
nitrico, disfuncién endotelial.
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ABSTRACT

Background: It is known that aging has an impact on endot-
helial function and on nitroergic and adrenergic responses;
however, it is not known how these interactions are modified
with age. Aim: To evaluate the effect of aging on the adrener-
gic vascular response and its relationship with endothelial
Nitric Oxide synthesis.

Material and methods: Using Furchgott’s method isolated
rat aortic cylinders of 10-12, 20-22 and greater than 40 weeks of
age. The response (contraction/relaxation) to adrenalin, acetyl-
choline and potassium nitrite was evaluated in the presence or
absence of functional endothelium and in the presence or ab-
sence of L-Arginine as a nitric oxide synthesis facilitator. Dose-
effect cumulative curves were drawn. Results: There was an in-
verse relationship between age and the endothelial ability to
produce nitric oxide and its vascular dilatory response to ace-
tylcholine; age also increased the contractile response to norad-
renalin and didn’t modify the effects of potassium nitrite. The
presence of endothelium favored vasodilatory response while its
absence, mechanic or functional, increased the contractile res-
ponse. Conclusions: Aging reduces endothelial nitric oxide
synthesis, increases the contractile response to noradrenalin,
diminishes the vasodilatory response to acetylcholine and
doesn’t affect the response to Potassium Nitrite.

Key words: Aging, vascular reactivity, nitric oxide, endothe-
lial dysfunction.
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INTRODUCCION

Los vasos sanguineos, antes considerados simples con-
ductos para la sangre, hoy son verdaderos 6rganos con
procesos de autorregulacion endocrina, autocrina y pa-
racrina, donde convergen la accion de multiples sus-
tancias vasoactivas, tales como catecolaminas, acetil-
colina, endotelinas, péptidos natriuréticos, ademas de
factores de crecimiento y proliferaciéon que modulan en
su conjunto el tono y la resistencia vascular, el estado
de trombosis o antitrombosis, la permeabilidad vascu-
lar, los procesos de proliferacion y fibrosis e incluso
gran variedad de pasos del proceso inflamatorio/repara-
tivo, que en su conjunto influyen en la probabilidad
para desarrollar enfermedad cardiovascular.! La adre-
nalina y la noradrenalina son aminas vasoactivas que
se encuentran en cantidad significativa en sangre, la
adrenalina es liberada por la médula suprarrenal y la
noradrenalina por las terminaciones nerviosas, estimu-
lando los receptores « y f-adrenérgicos. La acetilcolina
estimula las células endoteliales estimulando la pro-
duccién del factor de relajacién endotelial (EDRF),2
hoy conocido como 6xido nitrico (ON), mismo que al
estimular la guanilatociclasa del musculo vascular
produce el monofosfato ciclico de guanidina, (GMPc)
responsable directo de la relajacién del musculo liso
vascular.3 El ON endotelial se forma del nitrégeno de
guanidina de L-arginina por accién de la sintasa del
ON (ONS) endotelial, dependiente de calcio™*/calmo-
dulina, de forma tal que la administraciéon exégena de
L-arginina estimula la produccién de ON,* mientras
que anélogos de L-arginina como L-NAME, acttian
como antagonistas competitivos de la 6xido nitrico sin-
tasa (ONS) inhibiendo la produccién de ON.5 Los prin-
cipales efectos del ON son: a) potente acciéon vasodila-
tadora,®7 b) mediador intercelular en la regulacién de
la resistencia vascular, ¢) distribucién del flujo sangui-
neo, d) regulacion del aporte de oxigeno (O,), e) parti-
cipa en la regulacién del balance de Nat y la presion
arterial. El exceso de ON produce hipotensién, mien-
tras que su inhibicién vasoconstriccién patolégica e is-
quemia tisular.

El estrés oxidativo tiene gran influencia sobre la
funcién del ON, ya que el exceso de aniones super6xi-
do inactivan el ON al reaccionar con él y producir pe-
roxinitrito y al inhibir la accién de la superoéxido-dis-
mutasa produce acido nitroso (HNO,), disminuyendo
el pH del medio.8

El endotelio ademas regula el tono vascular median-
te la produccién de otros potentes vasodilatadores
como la prostaciclina,?19 los péptidos natriuréticos y el
péptido semejante a EDRF, mismas que guardan equili-

brio con las sustancias vasoconstrictoras como las
prostaglandinas, la angiotensina II y la endotelina I.11

El estudio de la reactividad vascular permite evaluar
la respuesta del endotelio y del muisculo liso vascular a
diferentes sustancias vasodilatadoras y vasopresoras,
que actuan estimulando o inhibiendo procesos funcio-
nales que afectan el tono vascular y como dicha res-
puesta se modifica en las diferentes etapas de la vida.!2

El envejecimiento produce alteraciones en el fe-
némeno de contraccidén/relajacion de los vasos
sanguineos con tendencia al incremento de vaso-
constriccion y disminucién de los procesos vaso-
dilatadores, teniendo como expresién clinica el
incremento de los valores de la presiéon arterial en
forma paralela a la edad, pudiendo deberse estos
fen6menos a modificacién de la reactividad vascu-
lar inducida por el envejecimiento,!? como el in-
cremento demostrado de la sensibilidad vascular a
la angiotensina-II.14

Para evaluar como se modifica la reactividad vas-
cular con la edad, se requiere analizar el comporta-
miento de los principales sistemas de regulaciéon va-
soactiva, cuantificando la respuesta a diversos
vasopresores y vasodilatadores que acttien en siste-
mas funcionales distintos, especialmente el adrenér-
gico (noradrenalina), el colinérgico (acetilcolina) y
un sistema independiente no mediado por receptores
especificos (nitrito de potasio) en las diferentes eda-
des, ademaés de la participacion que tiene el endotelio
vascular en dichas respuestas.

El propésito del presente trabajo fue evaluar el
efecto del envejecimiento sobre la respuesta vascu-
lar adrenérgica y su relacién con sintesis de 6xido
nitrico (ON) endotelial en cilindros aislados de aor-
ta de rata.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental para evaluar la
reactividad vascular utilizando cilindros aislados de
aorta de rata macho de la cepa Wistar, criadas y ma-
nejadas en condiciones de bioterio (Método de Fur-
chgott), en donde se corrieron curvas dosis-efecto
acumulativas in vitro con noradrenalina, acetilcoli-
na y nitrito de potasio, ademas de evaluar la capaci-
dad de produccién de ON en anillos in vitro de las
mismas aortas.
Se formaron tres grupos de 20 ratas cada uno:

Grupo 1, jévenes de 10 -12 semanas de edad
Grupo 2, adultas de 20 -22 semanas de edad
Grupo 3, ancianas > 40 semanas de edad
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En cada grupo se montaron los cilindros de aorta
para correr las curvas dosis-efecto y evaluar la reacti-
vidad vascular. Se tomaron anillos de la misma aorta
para incubacion in-vitro y cuantificacién de la produc-
cion de ON en las siguientes condiciones: a) aortas
con endotelio integro (control), b) aortas con desendo-
telizacion mecanica e incubadas con L-NAME.

Obtencion y montaje de las tiras aérticas

* Se extrajeron cilindros de 1 cm de la aorta tora-
coabdominal con corte a 45°, se lavaron con solu-
cion de Krebs oxigenada y estabilizada a pH entre
7.35y 7.45 (preparada 90 minutos previos al pro-
cedimiento)

¢ Los extremos se anudaron con seda 6/0, un extre-
mo se fij6 al transductor de tensién y otro a la ca-
mara de preparaciones aisladas de doble luz. El
compartimiento externo se utiliz6 para flujo de
agua a temperatura constante y el interno se lle-
noé con solucién de Krebs oxigenada con gas car-
bégeno (95% de O, y 5% de CO,) para el montaje
de la preparacion.

* Se aplicé tension basal de 2 g con tensores meca-
nicos de giro. El registro se realizé con transduc-
tor de fuerza UFI-1030 (MAC LAB/4e de AD Ins-
truments, Bridge Amp Maclab).

* Los cilindros se estabilizaron 60 minutos con lava-
dos a intervalos regulares de 15 minutos. La desen-
dotelizacién mecanica se realizé con papel secante.

Reactividad vascular

Se obtuvieron curvas dosis-efecto acumulativas de
acetilcolina, noradrenalina y nitrito de potasio para
evaluar la respuesta contractil y/o vasodilatadora
mediada o no por el endotelio, bajo las siguientes
condiciones: aorta integra con endotelio y aorta sin
endotelio e incubada con L-NAME.

Cuantificacion de nitritos

Anillos de 1 mm de las mismas aortas estudiadas en
fase de reactividad vascular fueron incubadas duran-
te 60’ en 1 mL de soluciéon Krebs sola (control) y
adicionada de acetilcolina 103 M. Se hicieron contro-
les en solucion de Krebs adicionada de farmaco sin
tejido. Se incubaron a 37 °C durante 60’. Para la de-
terminacién de nitritos se utilizé la reacciéon de
Greiss, basada en la diazotizacién entre el nitrito y
la procaina; el grupo «azo» reacciona con la N-naftil
etilendiamina y forma un compuesto colorido. Se co-
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locaron 500 uL del sobrenadante en tubos de ensaye
por duplicado y se agregd: Acido tricloroacético al
50% (20 mL), clorhidrato de procaina 0.04% (10 mL)
y dihidroclorato de N-1-naftil-etilendiamina 0.02%
(10 mL), se agit6é vigorosamente y reposaron duran-
te 10 min. La cuantificaciéon se realizé por lectura es-
pectrofotométrica a 548 nM de longitud de onda. La
curva se estandarizé a concentraciones conocidas de
nitrito de potasio (0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50 y 100
uM). Los anillos se dejaron secar a temperatura am-
biente durante 24 horas y luego se pesaron. Los re-
sultados se expresaron en uM/mg de tejido seco/60’.

Analisis estadistico
Reactividad vascular

Se trazaron curvas dosis-efecto graduales en papel
semilogaritmico expresadas como porcentaje del efec-
to maximo. En cada punto experimental se obtuvo
media = desviacién estandar (DE). Se realiz6 anéali-
sis comparativo de la pendiente de las curvas en cada
grupo, desplazamiento, asimetria y/o paralelismo,
ademas de cuantificar el efecto.

El pD, (logaritmo negativo de la dosis efectiva
50) se obtuvo en cada curva dosis-efecto para el
analisis cuantitativo de la respuesta en cada grupo
de edad y condiciéon experimental. Se comparé la
produccién de ON de cada grupo y condicién experi-
mental. Se realiz6 ANOVA de una cola (anillos con
y sin endotelio) y DUNNETT para comparar las
condiciones experimentales contra el control (ani-
llos con endotelio). Se consider6 p < 0.05 como sig-
nificativa. Se utilizaron los programas IGOR PRO
3.0 y Prisma 2.0.

Consideraciones éticas

Se respetaron las normas internacionales de procedi-
mientos y manejo de animales de experimentacion.
El estudio fue evaluado y aceptado por el Comité de
Etica y de Investigacion del Departamento de Fisio-
logia del Centro Universitario de Ciencias de la Sa-
lud de la Universidad de Guadalajara.

RESULTADOS
Analisis cualitativo de reactividad vascular
La figura 1 muestra la respuesta de contraccién/re-

lajacion de los cilindros adrticos con endotelio inte-
gro en los diferentes grupos de edad con la adminis-
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tracion de noradrenalina (panel superior) y de ace-
tilcolina (panel inferior). Destaca el hecho que con-
forme aumenta la edad del animal, se produce des-
plazamiento paralelo hacia la izquierda de las cur-
vas dosis-respuesta a noradrenalina, requiriendo
dosis cada vez menores de esta amina simpatica
para obtener el nivel equivalente de respuesta al
obtenido con dosis mayores en los animales mas j6-
venes. La respuesta a acetilcolina se caracterizo
por desplazamiento paralelo y progresivo de las
curvas dosis-efecto a la derecha conforme aumenté
la edad, significando que se requieren dosis cada
vez mayores de acetilcolina para obtener la misma
magnitud de relajacion a la obtenida con dosis mu-
cho menores en los animales mas jévenes.

La afectacién mecanica o farmacolégica en la fun-
cién endotelial, disminuy6 la magnitud de la respues-
ta vasodilatadora inducida por acetilcolina (Figura 2-
A), manifestada por el corrimiento de las curvas
dosis-respuesta hacia la derecha, con respecto a las
obtenidas en presencia del endotelio funcional y po-
tencié la respuesta vasopresora inducida por noradre-
nalina (Figura 2-B), demostrado con el corrimiento
hacia la izquierda de las curvas dosis-respuesta con
respecto a las obtenidas en las mismas condiciones
pero en presencia del endotelio integro.

La respuesta vasodilatadora producida por el
nitrito de potasio no mostré diferencias signifi-
cativas entre los distintos grupos de edad (Figu-
ra 3) donde se muestra la sobreposicion de todas
las curvas dosis-respuesta sin modificacién sig-
nificativa.

Llama la atencion en la figura 4 la pobre produc-
cién de ON de los anillos de aorta de las ratas de > 40
semanas, mientras que las adultas mostraron impor-
tante expresion del ON.

Analisis cuantitativo de reactividad vascular

El cuadro I muestra los cambios cuantitativos obser-
vados en la reactividad vascular a la noradrenalina,
acetilcolina y nitrito de potasio en las aortas de los
distintos grupos de edad probados. Los resultados se
expresan como pD,, de forma tal que a mayor valor
del pD,, existe mayor potencia de la sustancia en la
funcién probada. Cada unidad corresponde a un or-
den de magnitud. La lectura de la tabla en sentido
vertical muestra el cambio cuantitativo producido
por la edad en la reactividad vascular a cada una de
las sustancias probadas, mientras que la lectura ho-
rizontal muestra los cambios observados en la reacti-
vidad vascular con supresion fisica o funcional del
endotelio o con la adicién de L-arginina como promo-
tor en la sintesis de 6xido nitrico.

Destaca el hecho que no existen cambios signifi-
cativos en las respuestas a la noradrenalina ni a la
acetilcolina entre las edades de jovenes a adultas,
sin embargo, existen cambios muy significativos en
la reactividad vascular a noradrenalina entre las
aortas de las ratas adultas y las aortas de las ratas
de > 40 semanas con cambios mayores a los 2 6rde-
nes de magnitud. La respuesta cuantitativa a acetil-
colina fue muy similar, no habiéndose observado
cambios significativos entre las ratas jévenes y las
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Figura 2. Reactividad vascular a acetilcolina y a noradrenalina. (A) En el panel superior se muestra la respuesta vasodilatadora a acetilcolina
en las aortas con endotelio integro, mientras que en el panel inferior se observa el desplazamiento hacia la derecha de las curvas dosis-res-
puesta a acetilcolina en ausencia mecanica o funcional del endotelio. (B) En el panel superior se observa la respuesta contractil inducida por
noradrenalina en las aortas con endotelio integro, mientras que en el panel inferior se observa el desplazamiento hacia la izquierda de las curvas
dosis-respuesta en ausencia mecanica o funcional del endotelio.
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Cuadro I. Andlisis cuantitativo de reactividad vascular por
grupo de edad y condicion experimental en aortas de rata.

Valor de pD,
Sin
Edad en Con endotelio
semanas endotelio L-NAME
Noradrenalina 10-12 8.7 9.3
20-22 8.8 9.8
> 40 11.3 11.8
Acetilcolina 10-12 8.7 75
20-22 8.3 7.4
> 40 5.9 5.7
Nitrito de potasio 10-12 7.35 7.7
20-22 7.35 7.7
> 40 7.6 8.05

Evaluacion cuantitativa de la respuesta dosis-efecto por grupo de edad en
aortas de rata (pD,). Se muestran los cambios cuantitativos observados en la
reactividad vascular a noradrenalina, acetilcolina y nitrito de potasio en las
aortas de los distintos grupos de edad probados. Los resultados se expresan
como pD,. La lectura de la tabla en sentido vertical muestra el cambio
cuantitativo producido por la edad, mientras que la lectura horizontal muestra
los cambios observados con la supresién fisica o funcional del endotelio o
con la adicién de L-arginina como promotor en la sintesis de 6xido nitrico.

adultas y si en forma significativa en la respuesta
vasodilatadora obtenida en las aortas de las ratas
adultas con respecto a las aortas de las ratas ancia-
nas. En relacién a la capacidad de relajacién vascu-
lar obtenida con el nitrito de potasio, no se obser-

varon cambios significativos entre los distintos gru-
pos de edad.

La presencia de endotelio funcional potencié6 la
respuesta vasodilatadora inducida por acetilcolina en
todos los grupos de edad, siendo su participacién me-
nos significativa en aortas de las ratas de > 40 sema-
nas. La ausencia mecanica o funcional del endotelio
potencié la respuesta vasopresora inducida por la no-
radrenalina en todos los grupos de edad, siendo su
participacién menos significativa en las aortas de las
ratas viejas. La presencia de endotelio no modificé la
respuesta vasodilatadora inducida por el nitrito de
potasio en ninguna de las edades probadas.

DISCUSION

El incremento en edad y la ausencia del endotelio
vascular disminuy6 la capacidad de relajacién y au-
ment6 la capacidad de contraccién. La produccién in
vitro de ON present6 maximos valores en ratas de
20-22 semanas. Los analisis cualitativo y cuantitati-
vo demuestran que existe un paralelismo entre la al-
teracion funcional del endotelio, la potenciacién de la
respuesta vascular adrenérgica y la disminucién de
la respuesta vasodilatadora a acetileolina, sin rela-
cionarse con la vasodilatacién producida por el nitri-
to de potasio. Con la remocién mecanica del endote-
lio o con la administracién del L-NAME se disminu-
yo significativamente la respuesta vasodilatadora y
se magnificé la respuesta presora, sin embargo, no se
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abolié completamente la respuesta vasodilatadora in-
ducida por el endotelio, lo que puede explicarse por
la presencia de endotelio funcional residual en las ti-
ras de aorta, a pesar de la desendotelizacién mecani-
ca y/o que las concentraciones de L-NAME no hayan
sido las dosis inhibitorias maximas. Otra condicién
que pudiera explicar esta respuesta es la presencia
de receptores a la acetilcolina en la membrana del
musculo liso vascular con efecto relajante, asi como
la L-arginina sustrato de la NOS para la produc-
cion de ON y citrulina, generando asi la respuesta
vasodilatadora.l®

Los cambios en la reactividad vascular observados
con el envejecimiento deben analizarse con un enfo-
que multifactorial, considerando la participaciéon de
los receptores, los mecanismos de liberacién de sus-
tancias vasoactivas producidos por el endotelio, la
expresion de la NOS-III que puede estar influenciada
por los estimulos mecanicos ejercidos sobre la super-
ficie endotelial o por la acciéon de agentes neurohu-
morales como la acetilcolina. En condiciones fisiol6-
gicas, el principal estimulo mecanico a que esta
sometido el endotelio es al estrés de rozamiento, mis-
mo que estimula la produccién de ON, mismo que di-
funde al musculo liso vascular subyacente, incre-
mentando la producciéon del GMPc, responsable final
de producir la vasodilatacién dependiente del endote-
lio. La expresiéon de la NOS-III esta mediada por una
proteina G (acetilcolina y sustancia P) que activan
la via Ca*t *-calmodulina por bradicinina e incluso al-
gunos agonistas adrenérgicos pueden estimular en
forma directa la expresion de la NOS-III.

La «disfuncién endotelial» se traduce funcionalmen-
te como la disminucién en la disponibilidad de ON y la
consecuente disminucién de la respuesta vasodilatado-
ra mediada por el endotelio. La disminucién de ON
puede estar condicionada por alteracién a 4 niveles del
proceso de su sintesis o degradacién: a) disponibilidad
reducida de L-arginina, b) defecto de receptores selecti-
vos o de las vias de transduccién, ¢) disminucién de la
actividad de NOS-III o d) destruccién o inactivacion
incrementada de ON y disponibilidad reducida de sus-
tratos.16 El envejecimiento es la condicién que correla-
ciona més fuertemente con disfuncién endotelial.l” La
vasodilatacién producida por acetilcolina en aortas vie-
jas se potencié mas significativamente con la adminis-
traciéon de L-arginina que en jévenes,!® lo que pudiera
interpretarse como que el joven tiene suficiente sustra-
to (L-arginina) y por eso no se magnifica la respuesta
a acetilcolina con su adicién, mientras que en la vejez
posiblemente existe disminucién en la cantidad o acce-
sibilidad a este sustrato y por eso la adicién del mismo
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mejora en forma mas significativa la disfuncién endote-
lial presente en este grupo de edad.

La evaluacion de la funcién endotelial es procedi-
miento 1til para tratar de determinar el estado fun-
cional de los lechos vasculares y por ende la salud
cardiovascular, permitiendo evaluar el impacto de
nuevas estrategias terapéuticas en la preservaciéon o
restauraciéon de la misma.!? La administraclién de
L-arginina a pacientes hipertensos produce menor
vasocostriccién que en sujetos sanos2? sin modifi-
car la respuesta a la acetilcolina,?! sugiriendo que
el tono arterial del paciente con hipertensién arte-
rial depende menos del efecto del ON, quizé por el
dano del sistema. En el presente trabajo la adicién
de L-arginina increment? significativamente la vaso-
dilatacion inducida por acetilcolina en las arterias de
las ratas ancianas, mientras que en los pacientes hi-
pertensos la respuesta es muy pobre,22 esta observa-
cion pudiera deberse a que la disfuncién endotelial
producida por el envejecimiento pudiera implicar me-
canismos diferentes a los involucrados en la hiper-
tension arterial, siendo quiza la disminucién en la
disponibilidad del sustrato el mecanismo mas impor-
tantemente involucrado en el envejecimiento como
causal de la disminucién en la produccién del ON.

El presente estudio s6lo permite establecer corre-
lacion entre el envejecimiento y la capacidad dismi-
nuida de los vasos arteriales para producir ON, asi
como la reversion parcial de dicha disfuncién con la
adicion de L-arginina. Sin embargo, se requieren de
estudios adicionales para establecer si la disminu-
cién en la produccion de ON es por alteraciéon en la
sintesis, aumento en la degradacion o interferencia
funcional por otros mecanismos.
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