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Introduccion

L GENERALIDADES SOBRE LA HIPERTENSI6N PORTAL.
I.1.- Fisioiogia de la circulacién hepitica y esplicnica.

El higado recibe el aporte de sangre a través de dos vias, la arteria hepdtica y la vena
porta. En el hombre, el flujo sanguineo aportado por estos dos vasos es de 800-1200 ml/min,

aproximadamente el 25-30% del gasto cardiaco. (Guyton, 1985)

Por la vena porta llega aproximadamente el 75% del flujo sanguineo hepético. En
condiciones normales, la presion en esta vena es de 7 mmHg (valores similares en humanos
y en animales de experimentacién, incluida la rata). Recoge el flujo sanguineo venoso
procedente del tubo digestivo, bazo y pancreas (flujo esplacnico), los cuales estan irrigados
por las arterias mesentérica superior e inferior, asi como por las ramas del tronco celiaco,
del cual forma parte también la arteria hepitica. En el higado se divide én dos ramas
principales que van a irrigar los 16bulos hepéticos derecho e izquierdo, en cuyo interior se
ramifican dando lugar a pequefias venas que circulan por los espacios porta, y que drenan
hacia los sinusoides hepdticos. La sangre eferente de los sinusoides es recogida por las venas
hepéticas terminales (venas centro-lbbulillares), tributarias de las distintas venas
suprahepdticas, a través de las cuales el efluyente venoso del higado llega a la vena cava
inferior, a pocos centimetrds de su desembocadura en la auricula derecha. La sangre portal,
ademis de poseer una saturaciéon de oxigeno (alrededor de 80%) superior a la de otros
territorios venosos, aporta al higado factores tréficos esenciales para una correcta funcién

hepatica que regulan un aspecto tan importante como la capacidad de regeneracién hepatica.
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La sangre arterial vehiculiza, a través de la arteria hepitica, entre el 25% y el 35%
del flujo sanguineo hepdtico total, y aporta el 50% del oxigeno que consume el higado,
mientras que el resto se transporta por la vena porta. Por otra parte, la capacidad de esta
arteria para aumentar el flujo sanguiﬁeo cuando se producen descensos en el suministro de
sangre portal, permite que el flujo sanguineo hepitico se mantenga relativamente constante
en éondiciones normales. El mecanismo de esta respuesta "tampOn" de la arteria hepética no
es bien conocido, pero se han sugerido efectores intrahepéticos que actuarian por vias
neurogénicas o metabdlicas. Esta respuesta adquiere relevancia clinica siempre que se altera
la cantidad de sangre portal que alcanza el higado, lo que ocurre con frecuencia cuando
existe hipertensidn portal (HTP) debido a la presencia de derivaciones porto-sistémicas, ya

sean espontaneas 0 quirurgicas.

La sangre arterial y venosa se mezcla en los sinusoides hepaticos. La sangre arterial
llega a ést_os a baja presion, dada la existencia de esfinteres pre-sinusoidales y de un plexo
capilar alrededor de los canaliculos biliares por los cuales tiene que circular la sangre antes
de entrar en los sinusoides. Estos se hallan recubiertos por finas ldminas celulares a modo
de endotelio. Entre los hepatocitos, organizados en columnas, y la luz sinusoidal existe un
espacio virtual (espacio de Disse) comunicado con esta iltima pbr la existencia de
fenestraciones en el recubrimiento endotelial. Esta estructura peculiar permite un contacto

méximo entre los hepatocitos y la sangre que perfunde el higado (Vallance, 1991).
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~ 12.- El sindrome de la hipertensién portal‘._
1.2.1.- Definicién.

La HTP es un sindrome clinico frecuente caracterizado por un aumento patolégico de
la presién hidrostética en el territorio venoso portal, el cual conduce a la formacién de un
extcnsh yed venosa de colaferales porto-sistémicas que divergen el flujo sanguineo esplacnico
hacia la circulacién sistémica séslayando el rhig';ado (Bosch y cols., 1989). En este sindrome,
el aumento de la presién hidrostitica implica un incremento del gradiente de presiones entre
la vena porta y las venas suprahepéticas o la vena cava inferior. Por este motivo, se define
el llamado gradiente venoso de presion portal (GVPP) que expresa el gradiente entre en vena

porta y la vena cava inferior (Bosch y cols., 1989).

Asociado al sindrome qué describimos, hallamos alteraciones de naturaleza
hemodindmica, metabdlica y humoral. Este conjunto de factores estdn relacionados entre sf

y participan de una manera directa en la fisiopatologia del proceso.

La importancia de este sindrome viene definida por la frecuencia y gravedad de las
complicaciones a las que da lugar: hemorragia digestiva por rotura de varices esofago-
géstricas, ascitis, encefalopatia hepdtica, transtornos en el metabolismo de férmacos y
sustancias endogenas depuradas normalmente por el higado, bacteriemia e hiperesplenismo.
De todas ellas, destacamos la hemorragia gastrointestinal masiva como la complicacién més
sévera de la HTP, con frecuencia consecuencia de la rotura de varices esofagicas, que puede

llegar a ser letal (Bosch y cols., 1984; 1989).
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Sin embargo, es preciso reconocer que no todo aumento de la presién portal tiene la
misma trascendencia clinica. Asi, las complicaciones que se suelen asociar s6lo se presentan

cuando el gradiente de presién es superior a 12 mmHg (Garcia-Tsao y cols., 1985).

1.2.2.- Etiologia de la hipertensién portal.

La HTP puede ser causada por cualquier patologia que interfiera con el flujo
sanguineo a cﬁalquier nivel dentro del sistema venoso. De acuerdo con su localizacién
anatémica, las patologias causantes de HTP son agrupadas como prehepdticas (alteraciones
patolégicas que afectan las venas esplacnica, mesentérica o porta), intrahepdticas
(hepatopatias agudas o crénicas) o posthepdticas (patologias que interfieren en el drenaje
venoso procedente del higado). Las causas mis comunes de HTP son las enfermedades
crénicas del higado (cirrosis de cualquier étiolqgia, hepatitis crénica, carcinoma
hepatocelular, hepatitis alcohdlica), infecciones parasitarias (esquistosomiasis), y la trombosis

de la vena porta (Bathal y Groszmann, 1985; Albillos y cols., 1990).

1.2.2.1 Modelo de hipertensién portal animal.

La ligadura parcial de la vena porta (LVP) en la rata induce inicialmente, una
elevacion de la presion portal y la resistencia, asi como una disminucion del ﬂujo sanguineo
(Sikuler y cols., 1986). Sin embargo, 8 - 14 dias mas tarde, se forma un red extensa de
colaferales que proporciona un shunt porto-sistémico que desvia aproximadamente el 90%
del flujo total del sistema venoso esplacnico (Chojkier y Grozmann, 1981). Posteriormente,

se observa una disminucién de la resistencia portal a niveles comparables con los grupos



Introduccion

control, asi como un incremento sustancial del flujo venoso que contribuye a mantener
elevada la presion portal (Vorobioff y cols. 1983; Benoit y cols., 1984;, Sikuler y cols.,
1985; kravetz y cols., 1986; 1988). El aumento del flujo venoso a este nivel, se ve
potenciado por la vasodilatacién esplécnica y renal, reflejo de la caida de resistencias
vasculares sistémica, esplécnica y renal, con una reduccion de la presién arterial sistémica
y un .incrementor del gasto cardiaco (Groimanh y cols., .1982; Sikuler y cols., 1985; Benoit

y cols., 1986; Kravetz y cols., 1988).

1.2.3.- Fisiopatologia de la hipertension portal.

1.2.3.1 Principios hemodinimicos.

Para entender los factores implicados en la fisiopatologia de la HTP debemos
comprender y aplicar los principios que determinan el flujo de fluidos en cualquier sistema
hidrodinimico. Estos principios, en lineas generales, son aplicables al estudio de la
circulgcién portal. En cualquier sistema hemodindmico, el gradiente de presion entre los dos
extremos de un vaso (AP) es directamente proporcional al flujo sanguineo a través del mismo
(Q) y a la resistencia (R) que se opone a este flujo, y viene definido por la ecuacién (Ley de
Ohm):

AP = QXR

donde AP es el gradiente de presion portal, Q es el flujo sanguineo, y R es la resistencia
vascular que representa la suma de las resistencias en serie de la vena porta y el territorio

vascular hepdtico y de la resistencia en paralelo de la derivacién porto-sistémica.
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Como se puede deducir de esta formula, la presién en este territorio venoso puede
incrementarse como resultado de un aumento del flujo sanguineo (Q), de la resistencia

vascular (R), o de una combinacién de ambos.

" Los factores que afectan a la resistencia vascular est4n interrelacionados por la ley de
Poiseuille en la ecuacion:

"R = 8uL/ar*

siendo "u" el coeficiente de viscosidad de la sangre, "L" es la longitud del vaso y "r" su
radio. Por lo tanto, cambios en el radio de los vasos constituyen el principal factor que
influye sobre la resistencia vascular y, en consecuencia, el que tiene mayor trascendencia en
la fiSiopatologia de la HTP. Conviene recordar que, en la fisiopatologia de este sindrome
clinico influye, no sélo el territorio vascular porto-hepético, sino también las colaterales, que

pueden transportar hasta un 90% del flujo sanguineo espldcnico (Chojkier y cols., 1981).

1.2.3.2 Papel de las alteraciones de la resistencia vascular en la fisiopatologia de

la HTP.

Cualquier causa que incremente la resistencia al flujo venoso portal dara lugar a la
HTP. Las caﬁsas més usuales que la prc;vocan son enfermedades que aumentan la resistencia

vascular en la circulacién hepatica (cirrosis y otras enfermedades hepiticas) o en la vena

porta (trombosis, compresion extrinseca) (Bosch y cols., 1989).
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En condiciones normales, la resistencia al flujo sanguineo se ejerce a nivel de la.
microcirculacién hepdtica. La resistencia vascular en el higado es baja y puede ser capaz de
amortiguar grandes cambios en este flujo sanguineo produciendo s6lo minimos cambios en
la presién (Bruix, 1990). Sin embargo, el higado no controla el volumen del flujo, que esti
determinado principalmente por la resistencia vascular de los 6rganos esplécnicos que drenan

el sistema venoso portal.

El tipo de resistencia vascular varia marcadamente en la HTP. En el modelo
prehepiético (ligadura de la vena porta) la resistencia hepética no varia, pero la resistencia
portal estd marcadamente aumentada en la vena obstruida; mientras que en la cirrosis, la
resistencia venosa es normal pero la resistencia hepética estd aumentada considerablemente
(probablemente a nivel sinusoidal y post-sinusoidal). Es importante remarcar que cuando la
HTP esta presehte, la circulacién colateral participa en la resistencia total que se opone al

flujo sanguineo.

El principal factor que incide sobre la resistencia vascular es el radio de los vasos.
Este puede estar influenciado por cambios pasivos (por ejemplo: la dilatacién en respuesta
a un incremento en la presion o en el flujo sanguineo; la contraccion en respuesta a un
volumen sanguineo reducido), o activamente por factores que modifican el estado contractil
del musculo liso vascular - (estimulo neurogénico, factores humorales, y agentes
farmacol6gicos) (Navasa y cols., 1989). La longitud de los vasos es otro factor que
contribuyé significativamente a la resistencia colateral, ya que las colaterales son a menudo

largas y tortuosas. Finalmente, cambios en la viscosidad de la sangre, debidas a variaciones
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en el hematocrito y en la concentracién de las proteinas plasméticas, pueden afectar la

resistencia, especialmente cuando siguen a una hemorragia gastrointestinal.

a) Resistencia intrahepdtica.

Se ha descrito que el aumento de la resistencia vascular hepdtica en la cirrosis ¢std
localizado principaimente en los sinusoides hef:éticos V(Slvﬁb.ayama y cols., 1985). Hasta lace
- poco tipmpo, se habia asumido que la elevada resistencia vascular hepatica que aparece en
la cirrosisvera f_ija, como consecuencia mecénica de la distorsion de la arquitectura vascilar
en el higado causada por la fibrosis y la posterior formacion de nédulos. Sin embargo, loy
en dia existen evidencias de que la resistencia vascular hepética no tiene un comportamiento
estdticos, sino que hay un componente activo que puede ser modificado por algunos estimuos

(Bathal y Groszmann, 1985; Valla y cols., 1987).

La parte modificable podria serlo gracias a la presencia de miofibroblastos, presertes
en los‘ septos fibrosos que rodean los nédulos y las vénulas terminales (Bathal y Groszmain,
1985). La contraccién sostenida de estos elementos, como resultado de una estimulacdén
neurogénica o humoral, puede contribuir a aumentar la resistencia hepética al flujo portal en
la cirrosis. Este hecho se apoya en estudios realizados en preparaciones de higado perfunddo
procedente de ratas con cirrosis, en los que se ha podido observar una respuesta mayor que
en animales sands, sugiriéndose que en la cirrosis hay una hiperactividad de algunos de es:0s
factores (Bathal y Groszmann, 1985). Parece ser que in vivo esta respuesta es menor. Esios

resultados abren una nueva orientacién en el tratamiento farmacolégico de la HTP.
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b) Resistencia porto-colateral sistémiga.

El incremento de la presion portal es el principal factor responsable de la formacion
de colaterales porto-sistémicas (Chojkier y Groszmann, 1985), que se desarrollan por la
apertura, dilatacion, e hipertrofia de canales vasculares pre_existentes. También podria estar
involucrado un componente de angiogénesis activa. Esta génesis se establece en funcion del
tiempo, como lo de_mueStran estudioé reaiiZadbs Ven mﬁséuio longifudinal de ratas con LVP

(Bruix, ‘1990) y en animales sometidos a seccién del colédoco (Sikuler'y cols., 1985).

En estadiés avanzados de HTP, la circulacion colateral puede llegar a representar el
90% del flujo sanguineo portal (Chojkier y Groszmann, 1981; Kravetz y cols., 1989). En
estas circunstancias, es obvio que los cambios en la resistencia porto-sistémica pueden
modificar la presién portal. Estos vasos colaterales tienen una notable cantidad de tejido
muscular liso, y pueden Aexhibir cambios activos en su didmetro, inducidos por estimulos
neurogénicos y/o humorales. Asi por ejemplo, se ha demostrado que en la HTP el lecho
vascular mesentérico muestra una hipersensibilidad a la serotonina (Cummings y cols., 1986;
1988). Estudios experimentales han verificado que la administracién de bloqueadores
selectivos de los receptores ‘tipo 2 de la serotonina producen un descenso de la presion portal
a través de una disminucién de la resistencia porto-colateral (Kaumann y cols., 1988; Garcia-

Pagéan y cols., 1991).
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II.LALTERACIONES DE LA REACTIVIDAD VASCULAR EN LA HIPERTENSION

"~ PORTAL.

II.1.- Inﬁuencia del flujo sanguineo: vasodilatacion esplicnica y aumento del flujo
venoso porta.l. Cifcu]acién hiperdindmica.

Durante mucho tienipo se pens6 que la HTP era principalmente debida a un
incremento de la resistencia al flujo sanguineo portal causado por el bloqueo prehepético,
intrahepatico o posthepético asociado a un flujo espldcnico disminuido (teorfa retrégrada)
(Bosch y cols., 1989).v Sin embargo, la disponibilidad de técnicas que permitieron evaluar
este flujo, apoyé la teoria opuesta (anterégrada o de hiperaflujo), anunciada ya por Vorioff -
y cols. (1984) y en la que el incremento del flujo venoso portal se considera como el factor
principal que participa en el desarrollo de este sindrome clinico (Pizcueta y cols., 1989). La
existencia de una circulacién esplacnica hiperdindmica ha sido comprobada tanto en animales

de experimentacién como en pacientes.

En estadios avanzados de HTP existe un aumento del flujo sanguineo por el sistema
porto-colateral que juega un papel trascendental en el mantenimiento y agravamiento del
sindrome (Vorioff y cols., 1984; Kravetz y cols., 1989; Pizcueta y cols., 1989). Es facil
entender que si el flujo sanguineo no aumentara, la circulacion colatgral provocaria un
descenso de la presién portal. Este hiperaflujo sanguineo es el resultado de uma marcada
vasodilatacién arteriolar en los drganos esplacnicos que drenan al sistema venoso jportal y en
cuyo}mecanismo de produccién se han implicado, entre otros, sustancias vasodilatadoras

end6genas. Se piensa que, en conjunto, estos vasodilatadores humorales podrian explicar
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hasta un 40% del aumento del flujo sanguineo portal. Por tanto, su contribucién es

importante aunque limitada.

Otros de los hechos que acontecen en la HTP es la existencia de una menor
sensibilidad vascular a estimulos vasoconstrictores endégenos como la noradrenalina (Kitano
y cols., 1982; Bomzon y cols.; 1987; Piicuét# y col;c.., 1990; Joh y cols., 1991),
angiotensina-II (Castro y cols., 1993) y vasopresina (Mesh y cols., 1991), lo que también
podria contribuir al desarrollo de una vasodilatacién esplécnica . Los estudios disefiados in
vivo no han bermitido delimitar claramente la contribucién relativa de cada uno de estos
factores vasodilatadores (Alon y cols., 1982; Benoit y cols., 1984), ni la hiporrespuesta a los
vasopresores enddgenos (Kiel y cbls., 1985; Murray y Paller, 1985), asi como las

interacciones que se establecen entre ellos (Kiel y cols., 1985; Mesh y cols., 1991).

Las manifestaciones hemodindmicas que aparecen asociadas en la HTP crénica con
shunt porto-sistémico concomitante han sido foco de atencién de numerosos estudios en los
tiltimos afios. Como resultado de los mismos, se ha visto, tanto en humanos (Schrier y cols.,
1988) como en modelos animales (Sikuler y cols., 1985) que la HTP crénica conduce a un
estado circulatorio hiperdindmico caracterizado por un incremento del gasto cardiaco,
elevacién del flujo sanguineo sistémico y esplacnico, asi como una disminucién de las
resistencias vasculares (Bosch y cols., 1992). El mecanismo responsable de esta circulacion
hiperdindmica es, probablemente, semejante al de la vasodilatacién esplacnica. Estas
alteraciones de la hemodindmica sistémica tienen gran importancia, pues desencadenan

respuestas neurohumorales (activacién del sistema nervioso auténomo simpético, del sistema
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renina-angiotensina-aldosterona, etc..), dirigidas a mantener la tensién arterial en niveles
normales, con profundas consecuencias en la fisiopatologia de la ascitis y en los trastornos

de la funcién renal que aparecen en la cirrosis hepdatica (Bosch y cols., 1980) (Figura 1).
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FIGURA 1. Representacion esquematica de los principales factores implicados en la

fisiopatologia de la hipertension portal.
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'IL2.- Sensibilidad vascular a los vasoconstrictores endégenos.

La disminuida reactividad vascular a sustancias vasopresoras es una de las principales
caracteristicas que acompafia a las manifestaciones hemodindmicas asociadas a la HTP. En
este sentido, algunos estudios han demostrado la existencia de un incremento en el flujo
sanguineo y ﬁna reduccién en la resistencia vascular de la mucosa gastrica de ratas cirréticas,
posiblemente debido a una respﬁesta alteradé a lé nofadrenalina en la microcirculacién
gastrica (Kitano y cols., 1982). Otro estudio que apoya los resultados de este trabajo es el
cjue presentaron Kiel y cols. (1985) quienes, empleando preparaciones de intestino delgado
in situ de ratas con HTP, demostra;on una reducida sensibilidad a la noradrenalina exgena
verificado por el aumento de la DE,, (dosis que causa un 50% del efecto maximo).Esta

alteracion juega un papel crucial en la vasodilatacién esplacnica asociada a la HTP.

Otros autores demuestran una respuesta presora disminuida a la angiotensina II y
vasopresina (Murray y Paller, 1985; 71986) en arteria mesentérica de ratas cirréticas con
HTP. La ausencia de una actividad alterada de los barorreceptores, asi como una anémala
uni‘(’)n} de estos vasoconstrictores endogenos a sus respectivos receptores, permiten concluir
que la disminuida sensibilidad vascular a determinados vasopresores en ratas con hipertension

portal podria ser debida a un defecto post-receptor.

En esta linea se dirigen también los estudios realizados por Sieber y Grozmann
(1992), que muestran un significativa hiporreactividad a la noradrenalina y a la vasopresina
en animales con HTP, empleando un sistema de perfusion vascular in vitro. Los resultados

obtenidos no parecen relacionar dicha hiporreactividad vascular con la sensibilidad, puesto
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que los valores de pD, (logaritmo de la concentracién eficaz 50 con signo negativo) resultan
similares tanto en animales hipertensos como normales. Esta hipétesis es apoyada por el
hallazgo de una hiporrespuesta en ratas hipertensas al cloruro potisico, un agente

despolarizante que induce vasoconstriccion por un mecanismo receptor-independiente.

Por otra parte, estudios realizados en vena mesehtéﬁcé y porta han demostrado una
hipersgnsibilidad manifiesta a la serotonina, verificindose que la administraciéon de
bloqueadores séléctivos de los receptores tipo 2 de la serotonina producen un descenso de la
presion portal a través de un descenso de la resistencia porto-colateral (Cummings y cols.,
| 1986).

Se ha postulado que la hiporrespuesta a los vasopresores endégenos pudiera estar
relacionada con la presencia de un antagonismo vasodilatador (Pizcueta y cols., 1990; Mesh

y cols., 1991).

vH.3.- Papel de los vasodilatadores endégenos.

Como ya sabemos, el aumento del flujo sanguineo portal es el resultado de un
marcada vasodilatacion arteriolar en los drganos esplicnicos que drenan al sistema venoso
portal. El mecanismo de produccién de esta vasodilatacién esplicnica no es bien conocido,
si bien se sabe que en su aparicién juega un papel muy importante la existencia de
cortocircuitos porto-sistémicos y/o a la apaficién de shunts intrahepaticos, anatémicos o
funcionales. Estos permitirian que a la circulacién sistémica llegaran sustancias vasoactivas

de origen esplicnico que se metabolizan en el higado y/o cuya produccién estd aumentada
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en la hipertensién portal. Algunos trabajos realizados en ratas con anastomosis portocava,
asi como en pacientes cirréticos, establecen una intima relacion entre los nivelés elevados de
glucagén plasmético y la vasodilatacién esplécnica y sistémica (Kravetz y cols., 1987).
Existen evidencias mas recientes que confirman el papel destacado del glucagén sobre este
hecho en particular (Pizcuetar y.cols., 1990; Mesh y cols., 1991).

La observacién de que el glucagén actia antagonizando la accién presora a
determinados Qasoconstrictores como la vasopresina no es una novedad. Richardson y
Withrington (1976) ya demostraron la capacidad de esta hormona para atenuar la accién
vasoconstrictora de la vasopresina sobre la arteria hepética a concentraciones farmacol6gicas
(ug/ml) e incluso menores (pg/ml) (Pizcueta y cols., 1990). Este mismo estudio demuestra
cémo el shunt portosistémico asociado a la hipertensién portal conduce a una disminucién
del aclaramiento de glucagén y de otros vasodilatadores plasméticos. El aumento de los
niveles plasméticos de estos vasodilatadores end6genos actuarian por un mecanismo doble:
por un lado, directamente sobre las arteriolas esplacnicas elevando el flujo sanguineo
espldcnico; por otro, indirectamente interfiriendo con la accion de los vasoconstrictores

enddgenos: vasopresina, angiotensina II y noradrenalina.

Otros factores humorales sugeridos son la prostaciclina, la adenosina, la
~ colecistoquinina, secretina, péptido intestinal vasoactivo, sustancia P, neurotensina y otros
péptidos vasodilatadores de origen esplacnico (Benoit y cols., 1984; 1986; Thomas y cols.,

1991).
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I1.4.- Papel de los factores endoteliales: el 6xido nitrico.

El endotelio juega un papel importante en la modulacién intrinseca del tono vascular
mediante la e]aboracién de potentes sustancias vasoactivas (Furchgott, 1983; Vanhoutte y
cols., 1986). El factor relajante derivado del endotelio, actualmente conocido como 6xido
nitrico (ON) (Palmer y cols., 1988), es un de los principales vasodilatadores liberados por
el endotelio; El ON se origina a pariir del nitfégéno guénidiﬁo terminal del amino4cido L-
arginina mediante la accion de la enzima ON sintasa (Palmer y cols., 1989). Actualmente
se conocen treé tipos de dicha enzima: la constitutiva, la inducible y la neuronal. La forma
constitutiva fue la primera que se identificd, originalmente descrita en el citosol de las células
endoteliales (Palmer y Moncada, 1989), pero que actualmente ha sido aislada en tejido
neuronal (knowles y cols., 1989; Schmidt y cols., 1989), glandulas adrenales (Palacios y
cols., 1989) y pléquetas (Radomski y cols., 1990). Es una enzima soluble que requiere
caicio, calmodulina y NADPH para su actividad (Mayer y cols., 1989; Bredt y Snysder,
1990; Busse y Mulsch, 1990), y sintetiza ON en cortos periodos de tiempo en condiciones
basales. La enzima inducible, al contrario que la constitutiva, es calcio independiente y se
ha aislado principalmente en macrdéfagos (Marletta y cols., 1988; Hibbs y cols., 1988),
neutréfilos (Rimele y cols., 1988; Wringt y cols., 1989), hepatocitos (Busse y Mulsch,
1990), células tumorales, misculo liso y en el pulmén (Nathan y Stuehr, 1990; Knowles y
cols., 1990), aunque recientemente también ha sido aislada en células endoteliales
(Ramdomski y cols., 1990). Su expresién puede ser inducida por citoquinas como la
interleucina-1, el interferon gamma, y el factor tumoral (TNF) o por productos bacterianos
como la endotoxina. La induccién de esta enzima y la subsecuente generacién de ON

requiere de 4 a 18 horas de exposicion al inmunoestimulador y es dependiente de sintesis
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proteica. Por otro lado, determinados estudios han demostrado la existencia de la ON sintasa
neuronal dependiente de calcio en el sistema nervioso central (SNC) (Garthwait y cols.,
1988). Estos estudios han conducido actualmente a la definicién de un nuevo término
lingiiistico conocido como "nervios nitrérgicos”. No obstante7 la ON sintasa neuronal no sélo
se expfesa en el SNC sino también en neuronas periféricas, como las neuronas mientéricas,
lo que fue defcfminado inmunorreactivamente pbr. uﬁ éuxﬁentd de anticuerpos enfrentados

contra la ON sintasa del cerebelo (Bredt y cols., 1991; Costa y cols., 1991).

El ON sintetizado en condiciones basales por el endotelio vascular es liberado en
respuesta a diversos estimulos (acetilcolina, trombina, ADP, bradiquinina, serotonina,
adenosina, A23187) (Nathan y Stuehr, 1990) y tiene una corta vida media, descomponiéndose

rdpidamente a formas mixtas de nitrito y nitrato.

El ON produce la relajacién de la fibra muscular lisa al aumentar los niveles
intracelulares de GMPc que consigue a través de la estimulacién de la guanilato ciclasa

soluble (Figura 2).

Uno de los hechos més ttiles de la sintesis del ON es que un ndmero importante de
andlogos de la L-arginina pueden ser reconocidos por las células e inhibir competitivamente
la ON sintasa (Palmer y cols., 1987; Moncada y cols., 1991). El descubrimiento de dichos
inhibidores especificos nos han proporcionado una importante base para el estudio del papel
biolégico del ON. El primer anilogo y también el mds extensamente usado fue la NC-mono

metil-L-arginina (L-NMMA) (Gillespie y cols., 1989; Rees y cols., 1989). Entre otros
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anélogos también podriamos citar a la N°-nitro-L-arginina (L-NA o L-NOARG), N¢nitro-L-
arginina metil ester (L-NAME), NCiminoetil-L-ornitina (L-NIO) y N°-amino-L-arginina

(L-NAA). Todos estos inhibidores pueden ser administrados tanto in vitro como in vivo.

Por su parte, investigaciones recientes han sugerido la implicacién directa del ON en
la modulaciéon del tono vascular, regulando de este modo el flujo sanguineo de diversos

territorios vasculares (Gardiner y cols., 1986; Piqué y cols., 1989; Tolins y cols., 1991).

I1.4.1.- Implicacién del ON en la hipertension portal.

Respecto a la cirrosis, se ha sugerido recientemente que la formacién vascular de ON
por la enzima inducible podria contribuir al estado hiperdindmico que frecuentemente se
observa en esfa enfermedad (Vallance y Moncada, 1991). En la cirrosis pueden haber un alto
nivel de endotoxemia, lo que podria provocar la induccién de la enzima ON sintasa, que a
su vez ocasionaria t;n aumento en la sintesis de ON, vasodilatacion e hipercinesia

circulatoria.
Todas esta evidencias apuntan la posibilidad de que més de un factor humoral esta

implicado en la génesis de la circulacion hiperdindmica asociada a la HTP y que ademas

estarian relacionados con la disminuida sensibilidad a vasoconstrictores endégenos.
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Vasodilatadores dependientes
del endotelio Nitratos organicos
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FIGURA 2. Mecanismo de accion de los nitratos organicos a nivel celular. Sintesis bioldgica

del oxido nitrico y relajaciéon de la fibra muscular lisa.
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III.PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS: aproximacién al tratamiento farmacolégico de
la hipertensi‘()n portal.

Estudios prospectivos han demostrado que aproximadamente el 30% de los pacientes
con cirrosis y varices esofagicas presentan eventualmente un sangrado activo a este nivel. A
pesar, obviamente, de los avances en el manejo de cuidados criticos en este tipo de\enfermos,
la mortalidad en cada episodio de sangrado activo permanece todavia elevada, aproximéndose

al 50% en todas las series revisadas (Matloff, 1992).

En la actualidad, el tratamiento farmacolégico de la HTP se basa en el supuesto por
el cual una reduccidén de la presion portal disminuye la incidencia de complicaciones. De esta
manera, sabemos que para el desarrollo y ruptura de las varices esofagicas, el GVPP, debe
superar los 12 mmHg (Vialet y cols., 1975; Garcia-Tsao y cols., 1985). Estudios recientes
han confirmado que cuando este gradiente se reduce por debajo de un valor umbral, el riesgo
de sangrado a nivel de las varices esofigicas no se ve incrementado, disminuyendo
progresivamente su tamafio y aumentando la supervivencia de modo significativo (Groszmann
y cols., 1990). Este aspecto existe potencialmente, ya que la ruptura de las varices acontece
aparentemente cuando la tensién de la pared del vaso, la cual esta en relacion directa con la
presién que soporta, excede un valor critico (Polio y Groszmann, 1986; Rigau y cols., 1989).
En cualquier caso, una disminucién marcada en la presién portal (la cual conduce al menés
a una disminucién similar de la presién a nivel de las varices) (Bosch y cols., 1988; Feu y
cOlg., 1991) atenuard profundamente la tension varicosa y, con toda probabilidad, su

sangrado (Feu y cols., 1991).
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En el caso de la cirrosis, la presion portal elevada deriva de la combinacién de dos
factores. Por un lado, el aumento del flujo sanguineo portal, y por otro el aumento de la
resistencia hepatica. Este hiperaflujo portal resulta de la situacién hiperdindmica que
caracteriza -como ya definimos anteriormente- el »sindrome de la hipertensién portal,
manifestada fundamentalmente por el aumento del gasto cardiaco y del flujo espldcnico. La
compresién de los simisoides hepéticos, principalhénté bor'la.ﬁt-)rosisl, conduce al aumento
referido de la resistencia hepética. Los agentes farmacolbgicos han jugado un papelr
importante en el tratamiento del sangrado agudo de las varices a través de la disminucién de
la presién portal, asi como mediante la reduccién del flujo sanguineo portal o la atenuacion
de la resistencia hepétiéa. Nos referimos a continuacién a las alternativas farmacoldgicas

conocidas hasta la fecha actual:

El propranolol y el nadolol, dos formacos beta bloqueantes adrenérgicos no selectivos,
son en 'la actualidad perfectamente aceptados como agentes terapeuticos para la prevencién
del sangrado y resangrado varicoso (Pagliaro y cols., 1989; Conn y cols., 1991). No
obstante, casi el 40% de los pacientes tratados con estos firmacos exhibe una deficitaria
reduccién del GVPP (Bosch y cols., 1984; Garcia-Tsao y cols., 1986). Otras ]imitacionés
de estos fairmacos se relacionan con las contraindicaciones y los efectos secundarios asociados
a su empleo. Entre las primeras nos referimos a las més frecuentemente observadas tales
como la broncopatia obstructiva cronica, el bloqueo cardiaco auriculo-ventricular, arritmias,
la psicosis y la diabetes insulino-dependiente (Conn y cols., 1991). Por su parte, los efectos
secundarios son relativamente comunes (un 15% de los pacientes); sin embargo, los eventos

severos (caso del broncoespasmo) son raros (Conn y cols., 1991). Las complicaciones mas

22



Introduccion

frecuentes son la fatiga que suele asociarse con bradicardia y los desordenes del suefio. Se
prefiere el uso del nadolol frente al del propranolol, dada su vida media mas prolongada que
permite la administracion en una sola toma diaria, y su eliminacién principalmente renal lo
que hace mas segura su dosificacion (Idéo y cols., 1988; Lebrec y cols., 1988). Ademas,
carece de efectos centrales dado que no atraviesa la barrera hematoencefalica (Idéo y cols .,
1988; Lebrec y | cols., 1988). Sin embargo, este férn‘ch:or né ha sido suficientemente

investigado en la cirrosis.

El posible uso de vasodilatadores y otros agentes en el caso que nos ocupa, ha atraido
la étencién de numerosas investigaciones en los tltimos afios. Los vasodilatadores reducirfan’
la presién portal mediante la disminucién de la resistencia vascular de la porta, reduciendo
el flujo sanguineo a nivel de las colaterales porto-sistémicas y generando un reflejo de
vasoconstriccién esplédcnico como respuesta a la reduccién de la presion arterial media y la
presién de llénado cardiaco (Navasa y cols., 1989). Otra de las ventajas tedricas de los
vasodilatadores sobre los beta-bloqueadores seria la forma de atenuar la presién portal sin
perjudicar la perfusién hepatica (Navasa y cols., 1989). Sin embargo, una limitacién
importante a la que debemos hacer alusién es la hipotension que inducen todos los
vasodilatadores; este efecto es escasamente tolerado por los pacientes en un estadio avanzado

de cirrosis hepatica.

Los nitrovasodilatadores como el dinitrato de isosorbide (Blei y cols., 1987; Mols y‘
cols., 1989) y el mononitrato-5-isosorbide (Hayes y cols., 1988; Navasa y cols., 1989) .

causan una marcada reduccién del GVPP; sin embargo, este efecto es menor en el
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tratamiento a largo plazo (Garcia-Pagin y cols., 1990). La tolerancia a los
nitrovasodilatadores podria conducir a una verdadera tolerancia farmacolégica, a la activacién
del sistema vasogctivo neurohumoral enddgeno y a la expansién del volumen plasmatico
(Garcia-Pagén y cols., 1990). Es poco probable que los nitrovasodilatadores pued'an llegar
a ser‘ agentes (tiles como monoterapia en la hipertensioén portal a causa del su efecto minimo
sobre la presién portal. Recientemente, se ha sugeridor qﬁe la <;ombinaci6n con un diurético
podria incrementar los efectos de estos compuestos sobre la GVPP. La molsidomina (Vinel
y.cols., 1990; Ruiz del Arbol y cols., 1991), que actia de manera similar al dinitrato de
isosorbide, no causa tolerancia; no obstante, no se han realizado estudios comparativos a

largo plazo en pacientes con HTP.

La clonidina, un agonista alfa-2 adrenérgico, causa una reduccion del influjo
adrenérgico y reduce la presién portal disminuyendo la resistencia portal y el flujo sanguineo
esplacnico (Willet y cols., 1986; Albillos y cols., 1992). También reduce de forma marcada
la presion arterial sin presentar efectos adversos en la funcién renal ni sobre el manejo del
sodio (Debinski y cols., 1989). Sin embargo, la magnitud de la caida de la presién portal
inducida por la clonidina es mayor que la obtenida con el propranolol (Albillos y cols.,

1992).

La espironolactona, un antagonista de la aldosterona, se nos presenta como un potente
farmaco capaz de disminuir de forma importante el GVPP en pacientes con cirrosis
(Okumura y cols., 1991; Garcia-Pagén y cols., 1991). La reducci6n del volumen plasmético

causado por la espironolactona ateniia el incremento del gasto cardiaco observado en la

24



Introduccion

cirrosis y activa mecanismos vasoactivos que disminuyen el flujo sanguineo esplacnico
(Garcia-Pagdn y cols., 1991). Es por este motivo que la espironolactona potencia la
disminucién de la presién portal producida por los nitrovasodilatadores o el propranolol.
Efectivamente, el grado de expansién del volumen plasmético es una variable importante que

influye sobre la presion portal, y que en el pasado no fue plenamente considerada.

La observacién realizada por algunos estudios con vena mesentérica procedente de
“animales con HTP, en ‘los que se advertia de la hipersensibilidad al efecto venoconstrictor
de la serotonina (Cummings y cols., 1986), obligé a plantear el empleo de sustancias
bloqueantes de los receptores tipo S, de la serotonina. La ritanserina y otros antagonistas de
estos receptores (como la ketanserina) han demostrado su capacidad para reducir la presién
portal en modelos de HTP y/o pacientes con cirrosis (Vorobioff y cols., 1989; Mastai y
cols., 1990). Esta atenuacidn de la presion portal se debe, en parte, a la disminucién de las
resistencias vasculares a nivel de la colaterales porto-sistémicas. Es interesante resaltar el
hecho de que los antagonistas de los receptores S, de la serotonina no causan disminucién
de la prcsién arterial (Kaumann y cols., 1988; Mastai y cols., 1990), confiriendo a su accién
un efecto selectivo de la regidn esplacnica. El potencial uso de estas sustancias, solas o en

combinacién con otros agentes farmacoldgicos, requiere futuras investigaciones.

Revisado todo el abanico de posibilidades farmacolégicas destinadas al tratamiento de
la HTP y de sus complicaciones clinicas mas importantes, resulta improbable que un agente
aislado pueda disminuir la presién portal lo suficiente como para eliminar el riesgo de

hemorragia digestiva o el resangrado en la mayoria de pacientes con cirrosis. Una reduccién
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importante de la presi6n portal es, probablemente, més ficil de obtener mediante el empleo
combinado de estos agentes actuando por mecanismos de accién diferentes (Hadengue y

cols., 1989; Garcia-Pagan y cols., 1990; 1991).

Por otra parte, resulta interesante profundizar en el estudio de la respuesta que las
venas y arterias del territorio esplécnico muestraﬁ ahte lé ac.:cirénr de determinados agonistas
endégenos (noradrenalina, vasopresina, angiotensina-II, endotelina-1 y la serotonina), asi
como evaluar las modificaciones que en esta respuesta acontecen si simulamos una situacién
de HTP. Todo ello quizd contribuya, en un futuro préximo, a establecer nuevos

planteamientos terapetiticos destinados al tratamiento de esta patologia.
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IV. SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA: hipétesis de trabajo.

La HTP crénica se asocia a un estado de hiperdinamia hemodindmica, caracterizado
por un incremento del gasto cardiaco y del flujo sanguineo esplidcnico. Ademds, se ha
| relacionado con una disminucidn periférica y esplacnica de las resistencias. La disminucién
de la resistencia vascular podria ser resultado de una respuesta atenuada a los
vasoconstrictores endégenos cbmo la noradrenaliha (Kiel yrcols., 1985; Bomzon y cols.,
1987; 1991; Joh y cols., 1993), la vasopresina (Mesh y cols., 1991) y la angiotensina

(Sitzmann y cols., 1990).

El aumento funcional del endotelio vascular liberando 6xido nitrico (Vallance y
Moncada, 1991; Sieber y Groszmann, 1992; Pizcueta y cols., 1992), prostaciclinas (Sitzmann
'y cols., 1989) y/o el aumento de hormonas vasodilatadoras circulantes como el glucagén
(Benoit y cols., 1984; Pizcueta y cols., 1990), han sido implicados en la hiporreactividad
vascular a los vasoconstrictores endégenos en el sindrome de la HTP. Esta hipétesis ha sido
principalmente investigada en estudios in vivo, mientras que los trabajos obtenidos en
modelos in vitro han aportado hasta la fecha resultados conflictivos. Asi, algunos estudios
in vitro han descrito una hiporrespuesta (Liao y cols., 1994; Wu y cols., 1994), y otros una
hiperrespuesta (Jensen y cols., 1987; Cawley y cols., 1995) a la noradrenalina en arteria
mesentérica aislada procedente de ratas con HTP. Ademds, los resultados de los estudios_in
vitro varian en funcién del territorio sistémico o esplacnico seleccionado, e incluso dentro

de un mismo territorio vascular segiin fueran vasos arteriales o venosos (Bomzon y cols.,

1991).
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No tenemos informacién acerca de la reactividad de la arteria géstrica, territorio
especialmente relevante si consideramos su implicacion, directa o indirecta, en Ias

complicaciones hemorrégicas de la HTP. (Bosch y cols., 1994)

Son también conflictivas las hipdtesis que, hasta el momento, se han sugerido para
explicar la naturaleza de los cambios que aconteéen eh lé reaétividad vascular in vitro, en
caso de HTP, desconociéndose si en los mismos se halla implicada una alteracién a nivel de
receptores (Villamediana y cols., 1988; Liao y cols., 1994), o bien un defecto intracelular
post-recéptor que afecta los mecanismos contrictiles de la fibra lisa muscular de los vasos

(Murray y Paller, 1985; Chao y cols., 1992).

La respuesta contréctil de las arterias, tanto ir vivo como in vitro, estd generalmente
disminuida en la HTP (Sieber y cols Groszmann, 1992; Karatapanis y cols., 1994), aspecto
éste atribuido a una liberacion excesiva de sustancias relajantes endégenas como el glucagén
y otro péptidos vasodilatadores (Mesh y cols., 1991; Pizcueta y cols., 1990), 6xido nitrico
(Sieber y Groszmann, 1992; Pizcueta y cols., 1991) y/o prostaciclinas (Sitzman y cols.,
'1989; Wu y cols., 1993). Sin embargo, estas observaciones contrastan con los resultados en
la fibra muscular lisa longi;udinal aislada de vena mesentérica que muestra como la HTP
induce un incremento de la respuesta contractil a dos vasoconstrictores netamente distintos,
como son la vasopresina y la 5-hidroxitriptamina (Cummings y cols., 1986). Estos hallazgos
contradictorio§ podrian sugerirnos la existencia de diferencias en la reactividad de la
musculatura lisa arterial y venosa durante la HTP, aspecto importante si consideramos que

en el tratamiento farmacoldgico de las complicaciones clinicas asociadas a la cirrosis se
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hallan directaménte implicados agentes vasoactivos (Matloff, 1992; Bosch y cols., 1993;
1994). Por otra parte, son escasos los trabajos realizados hasta la fecha que'consideran los
cambios que la HTP induce a nivel del sistema venoso esplécnico,‘ a diferencia de los
estudios publicados sobre arterias. Desde este punto de vista, resulta interesante plantearse
si las modificaciones sobre la reactividad vascular en el sistema venoso esplécnico se ajustan
a un patrén de comportarri-ientor h‘omogéneo 0 s1 por el contrario, la respuesta varfa en
funcién del origen anatémico de la muestra venosa considerada (localizacién proximal o distal
respecto del higado). La relevancia clinica de este hallazgo seria la de inferir, a través de un
modelo de experimentacién animal, las posibles modificaciones de la reactividad en aquellos
.territorios venosos mas distales y de ese modo, atisbar lo que puede suceder a nivel de las
colaterales porto-sistémicas, implicadas en la evolucion de este sindrome y especialmente con

las complicaciones hemorragicas asociadas.
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Objetivos

Basidndonos en que la HTP crénica se asocia a una disminucion de las resistencias
periféricas y un aumento del flujo esplacnico, en el presente trabajo evaluamos la implicacién
que sobre estos fenémenos tienen una serie de agonistas vasoconstrictores endégenos
"per se", en ausencia de factores vasodilatadores circulantes, y esclarecer los conflictivos

- resultados que hasta la fecha se han presentado al respecto. Nuestros objetivos son:

I. Estudio de la reactividad vascular en vena mesentérica.
1. Evaluar la reactividad "in vitro" de la vena mesentérica, a los principales

vasoconstrictores endégenos (NA, AVP, 5-HT, ANG-1, END-II).

2. Investigar los cambios que sobre dicha reactividad vascular provoca la HTP

inducida a través de la ligadura parcial de la vena porta.

3. Valorar la influencia que sobre la respuesta vascular espldcnica supone la
localizacién anatdémica del segmento venoso que consideremos, configurando un
territorio proximal (cercano a la vena porta) y otro distal (alejado de la vena porta),

e inferir los posibles cambios que puedan acontecer en las colaterales porto-sistémicas.

4. Sugerir los factores y/o mediadores que pudieran estar implicados en las posibles

alteraciones de la reactividad vascular en la HTP.
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5. Demostrar la especificidad de los cambios observados exclusivamente a nivel del

territorio esplacnico.

II. Estudio de la reactividad vascular en arteria mesentérica y géstrica.
1. Evaluar las alteraciones que induce la HTP sobre la reactividad vascular "in vitro"

a los principales vasoconstrictores endégenos a nivel del territorio arterial.

2. Considerar en la respuesta vascular a dichos vasoconstrictores la participacion de

vasodilatadores endégenos (6xido nitrico y/o prostaglandinas).
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Material y métodos

I. ASPECTOS TECNICOS.
I.1.- Material biolégico.

En el presente trabajo se han utilizado segmentos vasculares de:

- venas: mesentérica e iliaca

- arterias: géstrica, mesentérica y aorta toricica.

Los vasos pro'cedién dé rata§ ﬁacho, raza Spr;gue-Dawley (200-250 g). Los animales
fueron agrupados en: |

1) Ratas con hipertensidn portal: sometidas a ligadura parcial de lé vena porta (LVP).

2) Ratas control: sometidas a una intervencién quirdrgica ficticia.

1.2.- Induccién de la hipertensién portal: Ligadura parcial de la vena porta (LVP).
Siguiendo la técnica descrita por Chojkier y Groszmann (1981), la HTP fue inducida
" experimentalmente a nivel pre-hepitico mediante la LVP. Para ello, ratas de 200-250 g
fueron anestesiadas con Ketamina (Ketolar, 100mg/Kg, i.m) y tras laparotomia, se accedid
a la vena porta que fue aislada cuidadosamente de los tejidos y vasos adyacentes. Una sutura
de seda 3-0 anudé conjuntamente la vena y una aguja de calibre 20 G en un punto de maxima
proximidad al higado y con especial cuidado de no incluir la arteria hepatica. Esta operacién
se reaiizaba con rapidez para evitar la trombosis de la vena, y permitir una vez retirada la
aguja, la expansion pasiva de la vena. De este modo, obteniamos una estenosis calibrada de

la misma. Finalmente, la incisién quirdrgica abdominal era cerrada.
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Se consider$ un periodo de 14 dias para inducir la HTP, tras los cuales los niveles
de presién estaban significativamente aumentados y se hacfa visible a simple vista, la
circulacion colateral porto-sistémica. En las ratas consideradas control, la vena porta fue

igualmente aislada, pero se obvié La ligadura de la misma.

1.3.- Medicién de la presion portal.

Transcurridas dos semanas de la cirugia, los animales eran anestesiados con éter y tras
laparotomia, se procedia a la medicién de la presién portal a nivel de la unién ileocélica-
mesentérica inferior. La vena mesentérica inferior era canalizada con una fina aguja 23 G

conectada a un transductor (Grass P23XL) y a un poligrafo (Grass 7F).

Los animales con LVP que no alcanzaban niveles de presion portal superior a
12 mmHg no fueron incluidos en los protocolos, a menos que demostraran
macroscOpicamente manifestaciones marcadas de circulacién colateral. Los animales control

que presentaron presiones superiores a 10 mmHg fueron de igual modo descartados.

1.4.- Aislamiento y preparacién de los tejidos.

Las ratas eran sacrificadas mediante decapitacion y posteriormente exanguinadas. Se
aislaron las venas mesentérica e iliaca, y las arterias géstrica, mesentérica y aorta toricica.
Los diversos vasos fueron cuidadosamente aislados y extraidos, conservindose sobre una

placa de Petri con solucién modificada de Krebs (cuya composicion en mM: CINa 118, CIK
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4.8, CICa, 2.5, CiIMg, 6H,0 1.1, NaHCO, 24, K,EDTA 0.02 y glucosa 5). Bajo visién
microscépica de 20 aumentos (lupa binocular Zeiss), se diseco la vena y liber6 del tejido

conectivo adherido. Distinguimos:

* Anillos de vena mesentérica; La vena fue arbitrartamente diferenciada en dos

segmentos:

a) Cefdlico o proximal: Cercano a la ligadura de la vena porta de aproximadamente
1 cm de longitud. Los primeros 0.5 cm de vena mesentérica fueron sisteméticamente
rechazados dada la posibilidad de atriccién mecanica del tejido por efecto directo de

la ligadura.

b) Caudal o distal: Alejada de la anterior, y al menos distanciada 1.5 cm de la

ligadura.

De cada uno de estos segmentos se obtuvieron dos anillos vasculares de 4 mfn de
longitud y didmetros externos variables en funcién del grupo (animales control o hipertensos)
y del segmento (cefdlico o caudal). Asi, los anillos procedentes de animales con HTP
presentaron didmetros externos de aproximadamente 2 mm para los anillos proximales y
1 mm para los distales. En las ratas control se obtuvieron anillos vasculares de idénticas -

localizaciones y su didmetro fue de 1 mm y 0.5, respectivamente.
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* Anillos arteriales: Procedentes de arteria gastrica, mesentérica y aorta toracica, de

4 mm de longitud y didmetros de 300 um, 800 um y 1500 um, respectivamente.

No se observo, utilizando lupa binocular de 20 aumentos, cambios en el didmetro de

los vasos arteriales en las ratas hipertensas.

Se evitd en lo posible la existencia de ramificaciones vasculares, ya que la
contractilidad en sus alrededores puede verse alterada por la disposicién irregular de las

fibras musculares en dichas zonas.

1.5.- Montaje del preparado en el sistema de baiio de érganos.
1.5.1.- Aspectos generales.

Se utilizé un sistema de bafio de érganos formado por 16 elementos. Cada elemento
estaba formado por un sistema de doble copa de vidrio con una cdmara interna de 5 ml de
capacidad con la solucién de Krebs modificada donde se montaban los anillos vasculares, y
por otra externa, solidaria a un circuito cerrado hidrico encargado de mantener un
temperatura constante de 37° C. Para mantener la temperatura y asegurar la circulacién del
agua destilada se utiliz6é una bomba calefactora Thermocirculator (Harvard Co.). En el fondo
de esta cdmara interna existfa un filtro poroso para la entrada de carbdgeno (95 % de oxigeno
y 5% de diéxido de carbono) que aseguré la oxigenacién de los tejidos durante la

experiencia.
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El montaje se realizd bajo lupa binocular introduciendo dos alambres finos y rigidos
de 120 pm de didmetro cada uno a través de la luz del cilindro vascular. Cada anillo
vascular, con los alambres en el interior de su luz, se introdujo en el bafio de érganos
(_:onteniendoS ml de soluciéﬁ modificada de Krebs a 37° C y manteniendo un burbujeo
continuo de carbégeno. Uno de los alambres se fijé a la pared interna del bafio y el otro,
mévil con desplazamiento paralelo al antérior contrblédd rﬁediahte un tornillo micrométrico,
se conectd a un transductor isométrico (Grass FT-03) acoplado a un poligrafo (Grass 7F),
que permitiria el registro continuado de las contracciones isométricas de cada una de las

muestras (Figura 3).

1.5.2.- Determinacién de la tension basal éptima.

La tensién basal Optima se determiné aplicando tensiones pasivas crecientes a los
anillos vasculares y‘observando la respuesta de la mismas al cloruro potasico 60 mM. La
funcionalidad 6ptima del musculo liso, medida como la respuesta contrictil méxima, se
obtuvo a la tension basal de 0.5 g para los anillos venosos y arteriales gastricos, de 1 g para
los arteriales mesentérico, y de 1.5 g para los anillos aérticos, por lo que estas tensiones

fueron elegidas para todas las experiencias.
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FIGURA 3. Esquema del bafio de organos para registro de la tension isométrica de

segmentos vasculares.
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II. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.

I1.1.- Estudio de la reactividad vascular en vena mesentérica.

- II.1.1.- Respuesta contractil al cloruro potisico.

Tras un periodo de estabilizacion de 60 min., la funcionalidad de los tejidos era
testadé medianfe la cohtraccién inducida por una concentracién submaximal (60 mM) de
cloruro potésico. Se descartaron preparaciones cuya respuesta al cloruro potdsico fuera
inferior a 250 mg de fuerza, generalmente coincidentes con una manipulacién excesiva de

la muestra en la fase del montaje en el bafio.

I1.1.2.- Estudio funcional de la viabilidad del endotelio vascular.
La integridad funcional del endotelio vascular era testada en cada muestra mediante
la existencia de una relajacién-dependiente inducida por la sustancia P (107°-10*M), habiendo

previamente contraido con endotelina-1 (10°M), segiin técnica descrita por Stones y cols.

(1995).

Estos estudios farmacolégicos eran posteriormente corroborados mediante métodos

histolégicos a los que posteriormente nos referiremos.

I1.1.3.- Estudio de la reactividad a los vasoconstrictores endégenos.

- Una vez valorada la respuesta al cloruro potésico y testada la funcionalidad del
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endotelio en cada anillo, las muestras eran sometidas a sucesivos lavados durante 20 a 30
minutos, tras los cuales se realizaba una curva concentracion-respuesta (CCR) a un agonista
mediante la adicién de concentraciones acumulativas del mismo (excepto para la angiotensina-
II). Los agonistas empleados, asi como sus concentraciones, fueron las que a continuacion

se detallan:

1) Vasopresina (AVP, 109-3x10"’M).

2) 5-Hidroxitriptamina (5-HT, 107-10°M).
3) Noradrenalina (NA, 10%-10°M).

4) Endotel.ina-l (END-1, 10"-4x10°M).

5) Angiotensina-1I (ANG-II, 10°-10"M).

Se realiz6 una tnica CCR en cada anillo mesentérico. Estudios experimentales
preliminares mostraron taquifilaxia para la ANG-II por lo que las CCR de este agonista se

realizaron de manera no-acumulativa, empledndose una dnica concentracion para cada anillo.

I1.1.4.- Reactividad a los vasoconstrictores en presencia de diferentes blogueantes.
La obtencién y manipulacién de los anillos vasculares fueron realizados de manera
similar a la descrita previamente, empleando anillos proximales y distales de vena

mesentérica de ratas hipertensas y controles.
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Disefiamos CCR adicionales para la AVP y el 5-HT en presencia de atropina a una
,c.oncentraci()n de 10°M, fentolamina 10°M, propranolol 10°M e indometacina 5x10°M. De
este modo, valordbamos lg posible participacién de receptores colinérgicos, adrenérgicos (alfa
y beta) o de prostaglandinas, respectivamente, en las alteraciones sobre la reactividad
vascular a los diferentes vasoconstrictores endégenos. Los antagonistas eran afiadidos al bafio

de 6rganos entre 20-30 min. antes de los vasoconstrictores.

En las dltimas series de experiencias, los anillos venosos fueron incubados durante
20 minutos con el inhibidor especifico de la sintesis del 6xido nitrico, el L-NAME (N®-nitro-
L-arginina metil ester) a una concentraciéon 10“M, y se realizaron las CCR a la NA (10%-

3x10°M) y a la END-1 (10"'-4x10°M) en presencia de dicho inhibidor.

I1.2.- Estudio de la reactividad vascular en vena iliaca.

Con el objeto de comprobar si las posibles alteraciones de la reactividéd vascular
quedaban localizadas especificamente a nivel del territorio portal, se obtuvieron anillos de
vena iliaca procedentes de animales controles e hipertensos. La obtencién y manipulacién de
los anillos procedentes de estas muestras, asi como el protocolo experimental empleado, se

realiz6 de modo similar al descrito previamente.
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I1.3.- Estudio de la reactividad arterial.

Se obtuvieron muestras procedentes de arteria mesentérica y gastrica, ambas
representativas del territorio vascular esplacnico. De igual forma, empleamos muestras
procedentes de aorta torécica como control sistémico de la especiﬁcidad de los resultados

obtenidos a nivel esplacnico. De cada muestra se obtuvo uno o dos anillos vasculares.

Tra§ un periodo de estabilizacién de 60 minutos, la capacidad contractil de cada anillo
arterial era testada induciendo una contraccién con una dosis submaximal de cloruro potésico
- (60 mM), sometiendo posteriormente al tejido a un lavado con solucién modificada de Krebs
durante 30 minutos. La funcionalidad del endotelio era valorada mediante la relajacion

inducida por acetilcolina (10°M), previa contraccién de la muestra con fenilefrina (10°M).

Estudios preliminares nos confirmaron como 6ptimas las concentraciones empleadas.
Las muestras que no relajaron al menos un 90% fueron autométicamente excluidas del

protocolo experimental.

Posteriormente, y tras realizar sucesivos lavados durante 30 min., se iniciaron las

distintas CCR, empleando para ello los siguientes agonistas:

a) NA (10%-3x10°M).
b) AVP (107°-3x10*M).
c) END-1 (10°-10M).

d) ANG-II (10°-10°M).
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Se determind una tinica curva para cada agonista y territorio arterial determinado
(mesentérico, géstrico y adrtico). Estudios preliminares mostraron taquifilaxia para la ANG-II
por lo que la curva de este agonista se realiz6 de forma no-acumulativa empleando una

concentracién determinada para cada anillo.

Las experiencias se ejecutaron en paralelo, tanto con anillos arteriales de ratas

hipertensas como controles.

a) Efecto del L-NAME sobre la respuesta a la noradrenalina.

Para valorar la participacién del ON en la respuesta vascular a nivel arterial, se
realizaron CCR de NA (10%-3x10°M) previa incubacién con el inhibidor del 6xido nitrico
ON, NC-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 10“M), 30 minutos antes en el bafio de

6rganos. El disefio de esta experiencia se extendio al territorio de las arterias mesentérica y

aorta toracica.

b) Efecto de la indometacina sobre la respuesta a la angiotensina-II.
Para evaluar el posible papel de las prostaglandinas en el efecto de la ANG-II sobre
la arteria mesénterica, incubamos las muestras con indometacina (10°M), 20 minutos antes

de la adicién de una concentracién tinica de ANG-II (10"M).
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I1.3.- Alteraciones estructurales inducidas por la hipertension poi'tal: estudios
morfologicos.
Las alteraciones estructurales de los anillos vasculares inducidas por la HTP fueron

observadas mediante técnicas histolégicas.

Para comprobar la presencia o ausencia de endotelio tras los experimentos, se
procedid a su tincién utilizando una modificacién del método descrito por Caplan y Schwartz

(1973).

Al finalizar la experiencia, se extrajo cuidadosamente los cilindros vasculares del
baﬁo‘. En uﬁ medio con solucién modificada de Krebs, y bajo lupa de diseccibén, se
seccionaron longitudinalmente con unas tijeras de microdiseccién de Castroviejo (Harvard.
52-2375), procurando no dafiar la capa fntima del vaso. A continuacién se extendio sobre un
soporte blando y liso de forma que la capa adventicia contactara con él, quedando expuesta
su superficie interna. Los extremos del segmento vascular se fijaron al soporte mediante
cuatro alfileres finos de entomologia. Se lavaron dos veces en solucién de glucosa al 5%,
cubriéndose posteriormente con nitrato de plata al 0.4% durante 40 segundos, y se lavé de
nuevo en dos ocasiones mds. El revelado se realiz6 mediante exposicién a luz ultravioleta
(Osram, Ultravitalux, 300 w) durante 10 minutos y a una distancia de la muestra a la ldmpara
de 30 cm. Previamente se cubri6 la muestra con una gota de glicerina para evitar su

desecacion excesiva.
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Tras el revelado, la preparacion se fijé6 durante 5 min. en una solucién cuya
composicion es:

- Formalina 10 ml.

- Alcohol 80% 90 ml.

- Acético glacial 5 ml.

Para finalizar el proceso se procedié al montaje de la preparacion "en face" sobre un
portaobjetos para su observacion y cuantificacién al microscopio éptico (Nikon, Biohot). Las

microfotogré.fl’as se obtuvieron en pelicula Ektar 25 de Kodak.

III. FARMACOS UTILIZADOS: Procedencia y preparacién.
Los productos farmacoldgicos empleados durante las experienciés asi como, su

procedencia comercial, se detallan a continuacién:

* Acetil colina clorada (Sigma Chemical Co.)

* Acido-L-ascorbico (Panreac).

* Angiotensina-1I, sal de acetato (Sigma Chemical Co.)
* Atropina, sal sulfatada (Sigma Chemical Co.)

* Bicarbonato sddico (Panreac).

* Cloruro célcico hidratado (Sigma Chemical Co.)

* Cloruro de magnesio hexahidratado (Merck).
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* Cloruro potisico (Sigma Chemical Co.)

* Cloruro sédico (Sigma Chemical Co.)

* D(+)-glucosa anhidra (Panreac).

* EDTA K, (Panreac).

* Endotelina-1 (Sigma Chemical Co.)

* Eter dietﬂico (Panreac).

* Fentolamina hidroclorada (Sigma Chemical Co.)

* Indometacina (Sigma Chemical Co.)

* Ketamina hidroclorada (Sigma Chemical Co.)

* L-fenilefrina hidroclorada (Sigma Chemical Co.)

* L-NAME o N nitro-L-arginina metil ester hidroclorado (Sigma Chemical Co.)
* MOPS o (3-[N-Morpholino] propane-sulfonic acid) (Sigma Chemical Co.)
* Norepinefrina hidroclorada (Sigma Chemical Co.)

* Propanolol hidroclorado (Sigma Chemical Co.)

* Sustancia P (Sigma Chemical Co.)

* Serotonina (5-Hidroxitriptamina) (Sigma Chemical Co.)

* Vasopresina, sal de acetato (Sigma Chemical Co.)

Los farmacos se disolvieron en agua destilada, excepto la indometacina que fue

disuelta en una solucién Na,CO; al 5% y la serotonina, noradrenalina y fenilefrina en 4cido

ascorbico (0.01%). Las soluciones "madres" concentradas fueron preparadas y congeladas

en alicuotas, disolviéndolas diariamente para obtener las diferentes concentraciones, excepto

para firmacos muy inestables como la fenilefrina o noradrenalina, cuya preparacion era
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diaria. De todas las concentraciones se afiadieron al bafio 50 L mediante una micropipeta

de precisién Pipetman (Glisson).

IV. EXPRESION DE LOS RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS
DATOS. -

Las respuestas de los agentes vasoconstrictores se expres6 como porcentaje del
incremento de tono respecto al inducido por el cloruro potésico (% de CIK, 60 mM). De
igual forma, la relajacion se expresé como porcentaje de la disminucién del tono inducido
por los vasoconstrictores empleados. En ambos casos, los resultados se representaron como
la media + error estindar de la media (e.s.m) del niimero de animales indicados (n). La
comparacioén entre grupos y la evaluacién de las diferencias esﬁdisticas significativas se
realiz6 mediante la t-test de Student para datos pareados o no pareados segin procediera,
considerando valores con una p menor o igual de 0.05 como estadisticamente significativos
Cp <0.05, * p<0.01, ™ p<0.001). Cada punto experimental () representa el nimero de
ratas usadas. La pD, equivale al logaritmo negativo en base 10 de la concentracién molar de
agonista requerida para obtener el 50% de la respuesta maxima. La CCR se calculé mediante

un programa informético, el cual ajustaba cada punto de la curva a una ecuacion logistica:
y=A+ (B-A)/1+ [10°/ 107

~ donde, y equivale al efecto logrado con una concentracién dada del agonista; A, el efecto

minimo; B, el efecto maximo; ¢ = -pD,; x representa el logaritmo base 10 de la
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concentracion molar del agonista, con signo positivo; D, la pendiente de la curva en una

regresion no-lineal.
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Resultados

I.- Protocolo A: Reactividad en venas.

I.1.- Resultados en territorio venoso portal: Vena mesentérica.
I.1.1.- Aspectos preliminares. |

‘a) Cambios fisico-morfoldgicos inducidos por la hipertensién portal.

La presién vehoéa poftal fﬁe SignificétiQaﬁménté nrla);orv (pq< 0.001)enel ‘grup‘o de ratas
hipertensas (n=33) con valores de 14 + 0.4 mmHg de presion, frente al grupo control

(n=29) con valores de 8 + 0.3 mmHg.

El didmetro de los anillos vasculares procedentes de ratas hipertensas (animales con
ligadura venosa portal, LVP) fue claramente mayor (aproximadamente 2 mm en anillos
proximales y 1 mm para los distales), que en los controles (aproximadamente 1y 0.5 mm,
respectivamente). Igualmente, observamos diferencias microscpicas en el grosor de la pared
de las anillos, con un incremento en el rango de 100 a 200 um en las muestras procedentes

de animales hipertensos.

b) Comprobacién farmacolégica e histolégica de la presencia o ausencia de

endotelio.

Ha sido descrita la relajacién endotelio-dependiente en venas a agonistas como la
substancia P (Stones y cols., 1995). En nuestras experiencias, la sustancia P (107°-10 M)
caus6 menos de un 10 % de relajacion en los anillos venosos mesentéricos, previamente

contraidos con Endotelina-1 (10°M). Ademds, esta insuficiente relajacién venosa a la
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sustancia P se observé tanto en preparaciones control como en las procedentes de animales
con LVP. Por tanto, todos los anillos venosos utilizados en el estudio carecieron de endotelio

desde un punto de vista funcional.

De igual modo, los estudios histologicos realizados con las muestras mediante la
tincién utilizando una modificacién del método descritd prorv Caplan y Schwartz (1973),
permitié comprobar la escasa presencia de células endoteliales en la vena mesentérica, tanto
en el grupo de animéles hipértensos como controles, aspecto éste en consonancia con la débil

relajacién endotelio-dependiente demostrada en los estudios farmacolégicos (Figura 4).

49



Resultados

FIGURA 4, Tincién del endotelio en arteria (a) y en vena mesentérica de rata (b), segun la
técnica descrita por Caplan y Schwartz. Apreciese la presencia de células endoteliales en
arteria, y la practica ausencia de las mismas en vena, dejando visible la capa muscular lisa.

Sefialado mediante una flecha un pequefio fragmento residual de endotelio en vena.

50



Resultados

¢) Respuesta vascular al cloruro potdsico.

La contraccién inducida por el cloruro potdsico (60 mM) en los anillos de vena
mesentérica de ratas control, fue significativamente (p<0.001) mayor en los segmentos
proximales (n=29) que en los distales (n=24) con un efecto mximo de 1482 + 65 mg.
frente a 801 + 61 mg, respectivamente. Esta variacién anatémica fue sustancialmente
reducida (p<0.05) en los anillos procedentes de ratas hipertensas, presentando un efecto
méximo en los segmentos proximales de 1583 + 76 mg (n=33) y 1336 + 90 mg (n=31),

en los distales (Figura 5).

En anillos de vena mesentérica distales, la respuesta al cloruro potisico (60 mM) fue
significativamente (p <0.001) mayor en el grupo con LVP que en el grupo control

(Figura 5).

I.1.2.- Reactividad a la vasopresina.
Como muestra la figura 6, la adicién acumulativa de la AVP (10°-3x10M) produce
una respuesta contrictil dependiente de la concentracién, tanto a nivel de los anillos

mesentéricos proximales como distales.
En las ratas control observamos una respuesta marcadamente superior en los anillos

distales que en los proximales, con diferencias significativas en el efecto maximo pero no en

el valor de pD, de las curvas concentracién-efecto (Tabla 1).
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La hipertension portal indujo'un incremento significativo del efecto de la AVP tanto
en anillos proximales como distales,‘ obteniendo a partir de la concentracién de 10°M
diferencias significativas (p <0.001) respecto al grupo control. El incremento en la respuesta
a la vasopresina, inducido por la hipertension portal, fue mayor en los segmentos distales que

en los proximales con un grado de significatividad del orden de p<0.01 (Tabla 1).

1.1.3.- Respuesta a la serotonina.
En la figura 7, se observa que la adicién acumulativa de 5-HT (107-10°M) induce una
respuesta contréctil concentracién-dependiente en anillos de vena mesentérica proximal y

distal.

En el grupo control, los anillos distales mostraron una mayor respuesta a la 5-HT
respecto a los proximales, con un rango de significatividad de p<0.01 que se mantuvo a lo
largo de toda la curva desde concentraciones iniciales de 5-HT (10"M) (Figura 7). Esta

mayor respuesta se reﬂejé en valores de Ey, pero no en los de pD, (Tabla 1).

La LVP causo, al igual que para la vasopresina, un aumento de la reactividad a la
5-HT de los anillos tanto proximales como distales, siendo dicha hiperreactividad mucho mas
marcada a nivel dé estos dltimos (p<0.001). El efecto madximo obtenido en el segmento
distal fue de 76 + 9 % CIK (n= 18) mostrando una clara diferencia significativa (p <0.001)
respecto a su homoélogo control. El efecto méximo en el segmento proximal fue de 18 + 3

%v CIK (n=16) sin que ello supusiera diferencia significativa respecto al control. No
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encontramos cambios importantes, en los valores de pD, (Tabla 1).

1.1.4.- Hiperreactividad a la vasopresina y serotonina: estudio de los posibles
mediadores.

Estudiamos la posible influencia de estimulos adrenérgicos o colinérgicos, y/o la
posible participacion de las prostaglandinas en la hiperreactividad a la AVP y al 5-HT

observada en las ratas hipertensas.

Los resultados obtenidos tras incubar las preparaciones venosas con fentolamina

- (10°M), propranolol (10°M), atropina (10° M) e indometacina (5x10°M) no reflejaron
cambios significativos sobre dicha hiperreactividad. En la tabla 2 se muestra que los valores
de efecto maximo y pD, de las curvas concentracién-efecto a la vasopresina fueron similares
en presencia y ausencia de dichos bloqueantes. De igual forma, la hiperreactividad a la 5-HT
en preparacionés incubadas con dichos bloqueantes se mantuvo presente en las preparaciones
de ratas ‘hipertensas (Tabla 2). No obstante, observamos una atenuacién significativa
(p <0.05) de la respuesta contractil a la 5-HT, en el grupo incubado con antagonistas, tanto

controles como hipertensos, respecto a sus homoélogos sin antagonistas (Tabla 2).

I.1.5.- Reactividad a la noradrenalina.
Los anillos proximales de la vena mesentérica mostraron una respuesta a la NA (10°*-

10°M) significativamente (p<0.001) superior que los distales, tanto en preparaciones
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procedentes de animales control como hipertensas. Como refleja la Figura 8, la HTP atentio
la respuesta contréctil con una significatividad mayor (p <0.01) en los segmentos proximales.

Sin embargo, el valor de la pD, no se modificé (Tabla 1).

1.1.6.- Respuesta a la endotelina-1.

El efecto contractil de la END-1 (10"'-10*M) fue homogéneo a lo largo de la vena
mesentérica procedente de ratas control, como muestran las CCR de los anillos proximales
y distales (Figura 9). La respuesta a la END-1 en los anillos distales del grupo de animales
hipertensos fue similar al observado en los anillos del grupo control. Los anillos proximales
de las ratas con LVP mostraron una respuesta atenuada a la END-1, con una desviacién

significativa (p <0.05) hacia la derecha de la CCR y un disminucién de la pD, (Tabla 1).

I.1.7.- Estudio de la iliporreactividad de la noradrenalina y endotelina-1.

La naturaleza de la hiporreactividad a los agonistas citados -principalmente de los
segmentos vasculares proximales- observada en las muestras procedentes de ratas hipertensas,
fue evaluada mediante la incubacién de los anillos de vena mesentérica con el inhibidor del
6xido nitrico (L-NAME, 10*M). El L-NAME incrementé significativamente (p <0.05) la
respuesta a la NA tanto en el grupo de ratas con LVP como en el control. Aunque los efectos
del L-NAME fueron equivalentes en ambos grupos de muestras, la respuesta maxima de los
anillos proximales hipertensos (52 + 13 % CIK, n=5) fue significativamente (p <0.05)

menor que en el grupo control (82 + 11% CIK, n=5) tras la incubacién con L-NAME. De
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la misma manera, los valores de la pD, para la NA no se vieron modificados por la presencia
deL—NAME en el bafio de 6rganos (5.331 + 0.181 para las hipertensas y 5.209 + 0.121

para los controles) (Figura 10).

"~ Por su parte, la incubacién con L-NAME (10*M) aumentd significatjvamente
(p%0.0S) la respuesta a la END-1 en los anillos proximales dé vena mesentérica procedentes
de ratas con LVP como controles. Sin embargo, los efectos del L-NAME fueron equivalentes
y la respuesta maxima de los anillos del grupo de ratas hipertensas (150 + 16 % CIK, n=6)
y control (151 + 11 % CIK, n=6) no fueron sustancialmente diferentes. Ademis, la
incubacién con L-NAME no modific6 la diferencia significativa (p <0.05) de la pD, para la
END-1 entre los anillos proximales de vena mesentérica de ratas con LVP (9.213 + 0.142)

y animales control (9.559 + 0.068), ya constatada en estudios previos (Figura 11).

1.1.8.- Respuesta a angiotensina-II.

En constraste con los demds agonistas evaluados, no encontramos diferencias
significativas éntre las ratas hipertensas y control, ni entre los anillos distales y proximales
de las muestras analizadas. Ademads, como 'muestra lé figura 12, la reactividad a la ANG-II
fue similar a lo largo de toda la vena mesentérica tanto en ratas hipertensas como controles.
No observamos cambios significativos en el efecto maximo (116 + 6 % CIK), ni en la pD,

(Figura 12).
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I.Z.- Reactividad vascular en territorio venoso extréportal: vena iliaca.

Anillos de vena iliaca fueron empleados como controles para evaluar la influencia de
la hipertensién portal inducida sobre la reactividad a varios agonistas fuera del territorio
esplacnico. A diferencia de los anillos obtenidos de la vena mesentérica, aquellos procedentes
de vena iliaca no contrajeron en presencia de ninguna de las concentraciones empleadas de

AVP (10°-3x10*M) y 5-HT (107-10°M) (Tabla 3).

Como podré observarse en la Tabla 3, la LVP no modificé ninguno de los parametros

(efecto maximo y pD,) de la CCR a la NA, END-1 y ANG-II.
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2000 -

CONTROLES HIPERTENSAS

FIGURA 5. Contraccién inducida por CIK (60 mM), expresada en miligramos de fuerza,
en anillos proximales (blanco) y distales (rayado) de la vena mesentérica en ratas control e
hipertensas. Las columnas representan la media + e.s.m de al menos 24 muestras. El nivel
de significatividad estadistica respecto al homoélogo del grupo control viene representado

por*><0.001 y respecto al anillo proximal como 7?2<0.050.001.
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FIGURA 6. Curva concentracidon-respuesta con dosis acumulativas de vasopresina (10~3-3x
10'8M) en anillos proximales (circulos) y distales (cuadrados) de vena mesentérica
procedentes de ratas control (blancos) y ratas hipertensas (negros). La respuesta contractil
a la AVP se expresa como el % de la contraccion inducida por una concentracion
submaximal de CIK (60 mM). Cada punto representa la media = e.s.m de al menos 10
animales para cada curva. Las diferencias significativas respecto al grupo control se
representan como *p<0.05,***p<0.001; y respecto a los respectivos anillos proximales como

#< 0.05 y **p<0.01.
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FIGURA 7. Curva acumulativa concentracién-respuesta a la 5-HT (1CL-10'6M) de anillos
proximales (circulos) y distales (cuadrados) en la vena mesentérica procedente de ratas
control (blancos) e hipertensas (negros). La respuesta contractil a la 5-HT se expresa como
% de la contraccion inducida por una concentraciéon submaximal de CIK (60mM). Cada
punto representa la media = e.s.m de al menos 7 animales para cada curva. Las diferencias
significativas respecto al grupo control se representan como */?<0.01 y *Hp <0.001; y

respecto a los anillos proximales como **p<0.01 y mp < 0.001.
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FIGURA 8. Curva acumulativa concentracidén-respuesta a la NA (10~8&105M) en anillos
proximales (circulos) y distales (cuadrados) de vena mesentérica procedente de ratas control
(blancos) e hipertensas (negros). La respuesta contractil a la NA se expresa como % de la
contraccién inducida por una concentracion submaximal de CIK (60mM). Cada punto
representa la media = e.s.m de al menos 9 animales para cada curva. Las diferencias
significativas respecto al grupo control se representan como *p<0.05, */?<0.01 y

*¥%%p<0.001; respecto a los anillos proximales como **p<0.01 y mp < 0.001.
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ENDOTELINA—1 (-Log[Mj)

FIGURA 9. Curva acumulativa concentracion-respuesta a la END-1 (Kfn-10'8M) en anillos
proximales (circulos) y distales (cuadrados) de vena mesentérica procedente de ratas control
(blancos) e hipertensas (negros). La respuesta contractil a la END-1 se expresa como % de
la contraccion inducida por una concentracién submaximal de CIK (60 mM). Cada punto
Representa la media + e.s.m de al menos 6 animales para cada curva. Las diferencias

significativas respecto al grupo control se representan como /?<0.01.
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FIGURA 10. Efecto del L-NAME (I0"M) sobre las curvas concentracion-respuesta a la NA
(10"8-10'5M) en anillos proximales de vena mesentérica de ratas control (rombo blanco) e
hipertensas (rombo negro). La respuesta contractil a la NA se expresa como % de Ia
contraccién inducida por una concentracion submaximal de CIK (60mM). Cada punto
representa la media + e.s.m de al menos 9 animales para cada curva. Las diferencias
significativas respecto a los segmentos homoélogos del grupo sin L-NAME se representan

como /?<0.05 y **p<0.01.
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FIGURA 11. Curva acumulativa concentracion-respuesta a la END-1 (KU'-IO 8M) en anillos
proximales de vena mesentérica procedentes de rata control (diamante vacio) e hipertensas
(diamante negro), habiéndose incubado las muestras previamente con L-NAME (I0*M). La
respuesta contractil a la END-1 se expresa como % de la contraccion inducida por una
concentraciéon submaximal de la C1K (60mM). Cada punto representa la media £ e.s.m de
al menos 6 animales para cada curva. Las diferencias significativas respecto al grupo sin

L-NAME control, se representan como *p<0.05 y +/7<0.01. Respecto al grupo L-NAME

hipertensas, #7<0.05 y “pcO.0O]l.
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FIGURA 12. Curva no-acumulativa concentracion-respuesta a la ANG-II (10'¢10'7M) en
anillos proximales (circulos) y distales (cuadrados) de vena mesentérica procedente de ratas
control (blancos) e hipertensas (negros). La respuesta contractil a la ANG-II se probd para
cada dosis del citado agonista en anillos diferentes ya que se demostr6é taquifilaxia. La
respuesta contractil se expresa como % de la contraccion inducida por una concentracioén
submaximal de CIK (60 mM). Cada punto representa la media = e.s.m de al menos 6

animales para cada curva.
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HIPERTENSION PORTAL

: _ ' _ GRUPO CONTROL
VASOCONSTRICTORES . T . . .
proximal (n) distal (n) proximal (n) distal (n)
5-HIDROXITRIPTAMINA  pD, —- 6.524 + 0.092 (10) | 6.358 + 0.079 (16) 6.544 + - (18)
Emax 27+ 6 18 + 3## 0.050
76 j: 9000
VASOPRESINA pD, --- 7.665 + 0.130 (13) | 8.386 + 0.082  (6) 8.063 + 6)
Eyax 8.6 + 4.6/ 35 +£ 12 73 + 8* 0.291
126 + 16™
NORADRENALINA pD, 5.155 +0.271 (10| 4.883 £ 0.135 (5) 5.515 £ 0.130 . (9) -
Ewax 56+ 4% ) 14 + 4 25 4 5" #
ENDOTELINA-1 pD, 9.418 £ 0.130 (6) | 9.039 + 0.085 (9) | 8.826 + 0.121° (6) 9.076 + 9
Eyax 110 + 14 142 + 9 99 + 13 0.146
142 + 19
ANGIOTENSINA-II pD, 9.712 £ 0.141 (9) | 9.671 £ 0.171  (6) 9.803 + 0.212 (12) 9.771 £ (8)
Eyvax 111 + 8 116 + 9 107 + 11 0.101
‘ 116 + 6

TABLA 1. Valores de la pD, y la respuesta mixima (E,,,x) de la curva concentracion-respuesta a los agonistas vasoconstrictores en anillos
proximales y distalgs procedentes de ratas control e hipertensas. La respuesta mixima se expresa como % de la de contraccién inducida por
una concentracién submaximal de CIK (60mM). Los valores se expresan como la media + e.s.m. (n) indica el nimero de animales. Las
diferencias significativas respecto al grupo control se muestran como “p<0.05, *p<0.01,"'p <0.001; y respecto a los anillos distales, como

*p<0.05, #p<0.01 y *p <0.001.



SIN ANTAGONISTAS

CON ANTAGONISTAS

CONTROL HP CONTROL HP
VASOPRESINA D, 7.665 + 0.130 8.063 + 0201 | 7.45 + 0.08 8.24 + 0.12
E.. 35 + 12 126 + 16™ 41 + 17 133 + 9™

5-HIDROXITRIPTAMINA  pD, 6.524 + 0.092 6.54 + 0.05 621 + 0.11 | 6.0944 + 0.048
E.. 2746 76 + 9™ 11 + 1.04* 59 + 10

TABLA 2. Estudio de la hiperreactividad vascular en vena mesentérica distal a los agonistas, AVP (10°-3x10*M) y 5-HT (107-10°M) en

muestras de rata hipertensas y controles cuando se emplean antagonistas [atropina (10°M), fentolamina (10°M), propanolol (10°M) e

indometacina (5x10°M)] en el liquido de Krebs. Las diferencias significativas respecto al grupo control las expresamos como

‘p<0.05,"p<0.01,""p<0.001; respecto al homélogo del grupo sin antagonista como #p <0.05. Cada media fue obtenida de al menos 4

animales.



HIPERTENSION PORTAL CONTROL

ANGIOTENSINA-II Eyax 103.76 + 12.5 n=5 98.58 + 8.75 n=5
pD, 7.986 + 0.130 8.243 + 0.165

ENDOTELINA-1 Epax 196.59 + 34.76 n=8 220.53 + 36.1 n=8
pD, 9.421 + 0.027 9.547 + 0.019

NORADRENALINA Eyiax 128.88 + 7.7 n=9 107.85 + 8.39 n=10
pD, 6.425 + 0.032 6.537 + 0.075

TABLA 3. Valores de la pD, y la respuesta maxima (Ey,x) de la curva concentracion-respuesta a los agonistas vasoconstrictores NA, END-1
y ANG-II en anillos de vena iliaca procedentes de ratas control e hipertensas. La respuesta mixima se expresa como % de la de contraccion

‘inducida por una concentracién submaximal de CIK (60mM). Los valores se expresan como la media + e.s.m.
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III.Protocolo B: Reactividad en arterias.
I1.1.- Estudios preliminares.

a) Cambios f'lsico-moffolégicos inducidos por la hipertension portal.

Como pudimos- observar a través de la microscopia dptica, no hallamos diferencias
sustanciales en el didmetro ni grosor de las arterias procedentes de animales con LVP

respecto a las muestras procedentes de animales control.

b) Respuesta vascular al cloruro potisico.

En el grupo control, la contraccién inducida por el CIK (60mM) fue supérior en los
segmentos adrticos, logicamente en relacion con la mayor masa muscular de estos anillos
vasculares; la arteria gastrica y mesentérica presentaron una respuesta contractil similar sin
que pudiera objetivarse diferencias significativas entre ambas (Figura 13). La hipertension
portal no modificé la contraccion inducida por el CIK (60mM) en ninguno de los segmentos
arteriales seleccionados. En ambos grupos, la respuesta al CIK en aorta fue mayor,
presentado diferencias significativas (p <0.001) respecto al efecto observado tanto en arteria

géstrica como mesentérica (Figura 13).
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FIGURA 13. Respuesta contractil al C1K (60mM) en anillos arteriales, de aorta (blanco),
mesentérica (rayado) y arteria gastrica (negro). Distinguimos un grupo'de animales control
y otro grupo de animales con hipertension portal. Cada columna representa la media +
e.s.m, expresada en miligramos de fuerza, de al menos 9 animales. El nivel de
significatividad estadistica respecto al efecto maximo obtenido en aorta se expresa como

*> < (0.001.
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" ¢) Estudio funcional de la viabilidad del endotelio vascular.

La adicién de concentraciones crecientes de Ach (107'-10°M) en anillos arteriales
(géstrica, mesentérica y aorta) precontraidos con fenilefrina (10°M) causé una relajacién
concentracién-dependiente (Figura 14). A la concentraciéon 10*M todos los anillos arteriales
procedentes de animales control como hipertensos, relajaron més del 90% reépecto ala
contraccién inducida. Como ya se ha descrit§ (Furchgott, 1980), dicha relajacién a la Ach
es dependiente del endotelio y muestra la integridad funcional del mismo. Por tanto, todas

las preparaciones arteriales de nuestro estudio presentaron una funcionalidad endotelial

conservada (Figura 14).
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FIGURA 14. Registros graficos donde se demuestra la relajacion endotelio-dependiente a la Ach (10'n-10'6M) de aorta, arteria mesentérica

y arteria gastrica, previamente contraidas con fenilefrina (105M), en muestras control e hipertensas.
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- IL.2.- Estudio de la reactividad vascular en arterias del territorio esplicnico: gastrica y
mesentérica. |
IL.2.1.- Reactividad vascuiar a la noradrenalina, vasopresina y endotelina-1.

La adicién acumulativa de NA (10%-3x10°M), AVP (10"°-3x10*M) o END-1
( 10”°-10'8M) indujo una contraccién concentracién-dependiente en arterias gastricas y
mesenféricas. La HTP inducida no afecté significativamente las curvas concentracién-

respuesta en ninguno de los agonistas citados.

- La HTP no modific6 la CCR de la NA en arteria mesentérica ni gastrica, por lo que
no observamos cambios significativos en el efecto méximo y el valor de pD, respecto a sus
homoélogos controles. La respuesta contrictil fue mayor en arteria mesentérica que en la

géstrica, tanto en un grupo como en el otro (Figura 15 y Tabla 4).

Como muestra la tabla 4, tampoco hallamos alteraciones en la CCR de AVP inducidas
por la hipertensién portal. Sin embargo, y a diferencia de lo observada para la NA, la AVP

presentd una respuesta contractil superior en arteria géstrica que en mesentérica (Figura 16).

La END-1 caus6 una contraccién de magnitud similar en ambas arterias, sin encontrar

diferencias significativas entre los grupos de animales control e hipertensos (Figura 17 y

“Tabla 4).

I1.2.2.- Respuesta vascular a la noradrenalina en presencia de L-NAME.

Estudiamos especificamente la reactividad de la arteria mesentérica a la NA en
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presencia del inhibidor especifico del 6xido nitrico, L-NAME (10*M). Como muestra la
Tabla 5, el L-NAME incrementd significativamente tanto el efecto maximo (p <0.01) como
el valor de pD, (p<0.05) a la NA. Sin embargo, estos aumentos inducidos por el L-NAME

fueron equivalentes en ambos grupos de estudio (Tabla 5).

I1.2.3.- Reactividad vascular a la angioténsina-ll.

La ANG-II es uno de los agonistas evaluados que mostraron una respuesta contréctil
incrementada tanto en anillos de arterias géstrica como mesentérica del grupo de animales
con LVP. En ambas, la HTP inducida causé un aumento significativo (p<0.05) en la
réspuesta méaxima de la ANG-II (10°M). El E,;,x obtenido en arteria géstrica control fue de
45.5 + 7.8 % CIK (n> 8) comparado con 70.4 + 80.3 % CIK (n>6) en el grupo LVP. En
arteria mesentérica, el Eyax fue de 24.2 + 4.2 % CIK (n>11) en preparaciones control
respecto a 39.6 + 6.4 % CIK (n>5) en las muestras proccdehtes de animales con LVP

(Figura 18).

| IL.2.4.- Respuesta vascular a la angiotensina-II en presencia de indometacina.

La incubacién con indometacina (10°M) de anillos de arteria mesentérica procedentes
del grupo control, bloque6 significativamente (p <0.05) el efecto contractil de la ANG-II (10
™M) ad5+22 .% CIK (n=4) frente a la respuesta obtenida en ausencia del inhibidor,-

18.5 + 2.3 % CIK (n=17).
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Asimismo, en la arteria mesentérica procedente de ratas con LVP, la indometacina
inhibi6 significativamente (p <0.001) el efecto de la ANG-II (10'M) a 6.6 + 2.2 % CIK
(n=5) comparado con el efecto obtenido en ausencia del inhibidor, 39.6 + 6.4 % CLK
(n=19). El efecto de la indometacina fue mayor en el grupo de ratas LVP, dando una

respuesta a la ANG-II no significativamente diferente del grupo control (Figura 19).

I1.3.- Estudio de la reactividad vascular fuera de territorio esplacnico: aorta toricica.
I1.3.1.- Respuesta a la noradrenalina y angiotensina-II.

Empleamos anillos vasculares de aorta como controles para evaluar la influencia que
la HTP pudiera inducir sobre la reactividad vascular a determinados vasoconstrictores fuera

del territorio esplacnico.

Como se observa en la figura 20, la respuesta a la NA (10%-10°M) fue similar en
anillos procedentes de animales control (Eyax= 110 + 3.9% CIK, n=13) e hipertensos
(Eyax=104.4 + 5.7 % CIK, n=10). El efecto de la ANG-II (10°-10°M) también fue
semejante en ambos grupos, control (Eyax= 54.5 £ 7.1 % CIK, n>7) y con LVP (E\ux=

50.4 £ 9.3 % CIK, n>7).

En ninguno de los casos se observaron diferencias significativas a los valores de pD,,

tanto en las ratas con LVP como en las control.
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I1.3.2.- Respuesta a la noradrenalina en presencia de L-NAME.
Al igual que en la arteria mesentérica, L-NAME (10*M) iﬁdujo un aumento
significativo (p<0.05) de la respuesta maxima y de la pD, para la NA. Sin embargo, el

. efecto obtenido fue equivalente en ambos grupos de estudio, LVP y control (Tabla 5).
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FIGURA 15. Curva concentracion-respuesta a la NA (10 &3x10'SM) en anillos de arteria gastrica (A, n> 8) y mesentérica (B, n> 11)
procedentes de animales control (circulos blancos) y de ratas con hipertensién portal (circulos negros). La respuesta contractil a la NA se

expresa como % del incremento de tono inducido por el CIK (60 mM) y cada punto representa la media + e.s.m.
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FIGURA 16. Curva concentracién-respuesta a la AVP (10'10:3x10'8M) en anillos de arteria gastrica (A, n>9) y mesentérica (B, n>1)
procedentes de animales control (circulos blancos) y ratas con hipertension portal (circulos negros). La respuesta contractil a la AVP se expresa

como % del incremento de tono inducido por el CIK (60 mM) y cada punto representa la media + e.s.m.
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FIGURA 17. Curva concentracion-respuesta a la END-1 (ICTI0-10~8M) en anillos de arteria gastrica (A, n>7) y mesentérica (B, n> 8)
procedentes de animales control (circulos blancos) y ratas con hipertension portal (circulos negros). La respuesta contractil a la END-1 se

expresa como % del incremento de tono inducido por el CIK (60 mM) y cada punto representa la media £ e.s.m.



ARTERIA MESENTERICA

ARTERIA GASTRICA

CONTROL HTP CONTROL HTP
NORADRENALINA Evax (D) 117 £ 9 (11) 129 + 10 (12) 91.1 £ 3.9 (8) 93.9 £ 4.2
pD, 6.105 + 0.026 6.106 + 0.03 5.631 + 0.057 5.526 + 0.031
VASOPRESINA Eyvax (n) 49.7 £ 7.8 (7) 56.7 £ 7.4 (9 140.2 £+ 5.9 (10) 125.4 + 4.6 (6)
pD, 8.361 + 0.135 8.372 £ 0.039 8.741 + 0.021 8.757 £+ 0.076
ENDOTELINA-1 Evax (n) 95.6 + 7.2 (9) 96.4 + 10.1 (8) 82.9 + 9.2 (8) 68.4 + 14.8 (7)
pD, ~ 8.710 £ 0.026 8.605 £ 0.063 8.645 + 0.073 8.768 £ 0.042

TABLA 4. Respuesta maxima (Ey.x) y valores de la pD, de la curva concentracion-respuesta a la NA (10%-10°M), AVP (10°-10"M) y END-1

(10°-10*M) en muestras aisladas de arteria mesentérica y gastrica procedentes de ratas control y con HTP. Ey,x se expresa como % de la

contraccién inducida por el CIK (60 mM). (n) representa el nimero de animales utilizados para cada experimento.



AORTA

ARTERIA MESENTERICA
CONTROL HP CONTROL HP
NORADRENALINA | E,, (n) 117 £ 9 (11) 129 + 10 (12) 110 + 4 (14) 105 £ 5 (12)
pD, 6.105 + 0.026 6.106 + 0.003 7.32 £ 0.13 7.07 £ 0.16
+ L-NAME E, . (0) 151 + 77 (11) 162 + 5" (10) 128 + 6" (9) 127 £ 9° (6)
pD, 6.36 + 0.12° 6.58 + 0.16" 'l 7.11 + 0.06 7.72 £ 0.1

TABLA 5. Respuesta méxima (E,,x) y valores de la pD, de la curva concentracién-respuesta a la NA (10*-10°M) en ausencia y presencia

de L-NAME (10*M) en muestras aisladas de arteria mesentérica y aorta procedentes de ratas control e hipertensas. Ey,y se expresa como %

de la contraccion inducida por el CIK (60 mM). Detallamos las diferencias significativas respecto al grupo sin L-NAME, como 'p<0.05 y

*p<0.01. Entre paréntesis el nimero de animales (1).



75 n r 75
(0]
(0)
50 - i -50 0o
g
(0]
0 O
(0)
<
& 25 - - 25
(0]
O
00
0 I LO
7 6 9 B 7

ANGIOTENSINA-Il (-Log [M])

FIGURA 18. Curva concentracion-respuesta a la ANG-II (10"®:10'6M) en anillos de arteria gastrica (A, n> 8) y mesentérica (B, «>11)
procedentes de animales control (circulos blancos) e hipertensos (circulos negros). La respuesta contractil a la ANG-II se expresa como % del
incremento de tono inducido por el CIK (60 mM) y cada punto representa la media + e.s.m. Las diferencias significativas en la respuesta

maxima (EMAX) respecto al grupo control se representan como 7?7<0.05,*77<0.01.
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FIGURA 19. Efecto de la indometacina (10'SM) sobre la respuesta contractil de la arteria
mesentérica a la ANG-II (10'7M) en ratas control e hipertensas. Representamos el grupo sin
antagonista en barras blancas y con antagonista en barras rayadas. Las diferencias
significativas respecto al grupo sin indometacina se expresan como */><0.05 y mp < 0.001;

respecto al homdlogo del grupo control como **p<0.01.
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FIGURA 20. Curva concentraciéon-respuesta a la ANG-II (1CC-106M, n>6) y a la NA (108105M, n> 12) en anillos adrticos procedentes de
ratas control (circulo blanco) y con LVP (circulo negro). La respuesta contractil a los agonistas se expresan como % del incremento en el tono

inducido por el C1IK (60 mM). Cada punto representa la media £ e.s.m.
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Discusion

Las alteraciones hemodindmicas que acompafian a la HTP crénica han sido ya bien
documentadas. Asociado a la situacién hiperdinimica que caracteriza el estado circulatorio
sistémico de este sindrome, se observan cambios importantes a nivel esplacnico que se
traducen en una elevacion de la pi'esién venosa portal, el establecimiento de un shunt porto-
sittmico, y el aumento del flujo sanguineo esplidcnico como resultado de una marcada

vasodilatacién en los 6rganos que drenan a la vena porta (Vorioff y cols., 1984).

Estudios recientes, refieren sobre la génesis y el mantenimiento de este estado
circulatorio hiperdinamico, la implicacién de factores miltiples entre los que se incluyen
factores vasodilatadores circulantes (Benoit y cols., 1984; 1986; Thomas y cols., 1991), un
tono vasocoriﬁtrictor reducido (Kitano y cols., 1982; Kiel y cols., 1985; Bomzon y cols.,
1987; Pizcueta y cols., 1990; Mesh y cols., 1991; Joh y cols., 1991; 1993) y la expansién
de volumen (Genecin y cols., 1990). Con el empleo del modelo de HTP en ratas, Benoit y
cols. (1984) propuso el papel clave del shunt porto-sisttmico como evento inicial que
conduce al desorden circulatorio de la HTP. De acuerdo con esta hipétesis el shunt porto-
sis_tém.ico, asociado a la hipertension portal crénica, facilitaria la acumulacién de sustancias
vasodilatadoras en el plasma evitando asi su metabolizacion hepdtica. Estas sustancias
vasodilatadoras bodrian aumentar el flujo sanguineo esplidcnico mediante un efecto dirccto

vasorelajante.

Por otra parte, la HTP se asocia con alteraciones marcadas a nivel de la reactividad
vascular (Groszmann y Atterbury, 1982; Cornel y cols., 1992; Bosch y cols., 1994). La

mayoria de los estudios realizados hasta la fecha han centrado su interés en valorar la
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reSpuésta contrctil a nivel del territorio arterial, tanto en modelos de perfusion in vitro
(Corhel y cqls., 1992; Lin y cols., 1994; Karatapanis y cols., 1994; Claria y cols., 1994),
~ como in vivo (Sitzmann y cols., 1990; Cornel y cols., 1992; Takashi y cols., 1993),
sugiriendo la existencia de una hiporrespuesta generalizada a los vasoconstrictor endégenos
~ enla HTP. De este modo, el incremento del flujo sanguineo intestinal puede verse potenciado
por la pérdida de la reactividad arteriolar esplacnica a estimulos vasoconstrictores como la
norepinefrina (Kitano y cols., 1982; Kiel y cols., 1985; Bomzon y ‘cols., 1987; Pizcueta y
cols., 1990; Joh y cols., 1993), vasopresina (Lee y Fisher, 1961), y la angiotensina II
(Finger y cols., 1981; Thomas y cols., 1991). La naturaleza de la hiporreactividad vascular
no estd todavia aclarada en la actualidad. Existen evidencias por las que un antagonismo
funcional, obtenido a través de sustancias vasodilatadoras circulantes y/o un defecto en el
aparato contractii de la fibra muscular lisa vascular, podria estar implicado en la

hiporreactividad en la HTP.

Algunos estudios consideran la implicacion de un mecanismo receptor-dependiente
cuya mediacion explicaria las alteraciones observadas en la reactividad de estos vasos
(Villaﬁlediana y cols., 1988). En este sentido, es probable, que la elevacion de la
concentraciéon plasmatica de NA, que suele documentarse en pacientes con cirrosis
descompensada por incremento de la actividad simpética (Bichet y cols., 1982; Arroyo y
cols., 1983; Tage-Jensen y cols., 1988), pueda intervenir sobre el nimero y/o afinidad de
los receptores, resultando de ésta una atenuacion de la respuesta contréctil de los vasos a la
~ NA. Sin embargo, y en contra de los resultados aludidos, Liao y cols. (1994) proporcionan

evidencias que sugieren la actuacion de un mecanismo post-receptor en la hiporreactividad
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vascular a la NA. También en este sentido, se dirigen los trabajos realizados en ratas
cirréticas por Murray y Paller (1985), en los que se demuestra una disminucién de la

respuesta presora a la ANG-IL.

Recientemente, se ha estudiado el supuesto papel del endotelio en la regulacjén del
tono vascular (Fufchgott., 1983), habiéndose revelado que el ON (Vallance y Moncada,
1991; Pizcﬁeta y cols., 1992; Lee y cols., 1993) y la endotelina (Yu y col., 1992), podrian
ser responsables de la hiporreactividad vascular a los vasopresores enddgenos en la HTP. El
empleo del inhibidor de la ON sintasa, L-NAME, ha confirmado esta hipétesis (Claria y
cols., 1992; Leé y cols., 1992; Pizcueta y cols., 1992). Para Liao y col. (1992), la
."sobreproduccién" de ON actuaria antagonizando funcionalmente la respuesta presora de los
vasoconstrictores en la HTP. A su vez, esta hiperproduccién de ON podria explicar los
elevados niveles de AMP. y GMP. que hallamos en los vasos de ratas con LVP, y que
conduciria a un supuesto defecto en los mecanismos post-receptor que controlan el tono

vascular.

Otro autores, como Benoit y cols. (1984) y Pizcueta y cols. (1990), demuestran en
ratas con HTP, niveles plasmaticos elevados de glucagén capaz de incrementar el flujo

sanguineo intestinal a través de sus propiedades vasorelajantes.

En resumen, vemos en la actualidad, dos hipétesis que intentan explicar la atenuacion
de la respuesta vascular a los vasoconstrictores endégenos en la HTP. Por un lado, se postula

un mecanismo directo que induciria un defecto en la fibra muscular lisa de estos vasos. Y
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por otro, un depresion indirecta de la respuesta vascular constrictofa mediada por sustancias
~ vasodilatadoras  circulantes. Desconocemos si estos mecanismos actuarian de forma
independiente, o si por el contrario, existe entre ellos una relacion directa que los implica.
Nuestro investigacion realizada in vitro, intenta esclarecer la respuesta "per se" -en ausencia
de factores circulantes- de los vasos de .animalcs Vcoh HTP, haciendo hincapié en la
reactividad a nivel dél sistema venoso portal, territorio vascular en el que acontecen los
‘cambios morfblégicos mds pronunciados y el que, adicionalmente, se ve implicado de modo
més directo en las complicaciones mas severas asociadas al sindrome como son las

hemorragias por rotura de varices gastro-esofagicas (Goff, 1993).

I. Protocolo A: vena mesentérica.

Nuestros resultados muestran que la hipertension portal producida por la ligadura
parcial de la vena porta de rata, induce profundas variaciones en la reactividad de la fibra
muscular lisa circular de la vena mesentérica a distintos agonistas vasoconstrictores.
ObservamosAtambién, que la naturaleza de estos cambios no es homogénea y que varian

segin el agonisté empleado.

Hemos tratado inicialmente de caracterizar la reactividad de la vena mesentérica
procedente de animales control para a continuacién, evaluar los posibles cambios inducidos
por la HTP. De hecho, nuestras experiencias demuestran que los cambios en la reactividad

dela ve'na mesentérica se relacionan con la procedencia anatémica de la muestra; cambios
que ya estdn presentes en ause;icia de HTP. De este modo, hemos podido comprobar como

los segmentos vasculares de localizacién proximal (es decir, los mdas cercanos al higado),
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procedentes de animales control respondieron més que los anillos distales (alejados del
higado) a la accién vasocomﬁictora del cloruro potésico, agente que como sabemos actiia de
forma inespecifica a través de la despolarizacién de la membrana celular. Estos datos
sugieren, como era de prever, que la capacidad contrictil de los anillos proximales es mayor
en funcién de su masa muscular, aspecto éste parcialmente corroborado por las dimensiones

(diametro y grosor) de los anillos.

Posteriormente, evaluamos la reactividlad de la vena mesentérica a agentes
vasoconstrictores especificos como la NA, AVP,‘S-HT, ANG-II y finalmente, la END-1. La
NA ejerci6 un mayor efecto en los anillos proximales. La AVP y la 5-HT tuvieron un
comportamiento diferente en tanto en cuahto, indujeron una mayor respuesta contractil en los
anillos dAistales. Por su parte, la ANG-II y la END-1 generaron una respuesta en vena
mesentérica similar, tanto en anillos proximales como distales, con un comportamiento

homogéneo a lo largo de la vena.

Excepto para la ANG-II y la END-1, estos resultados podrian indicar la existencia de
~ una distribucion anatomica y diferenciada de receptores a lo largo de la vena mesentérica ya
en condiciones control. De este modo, queda patente en nuestro estudio la necesidad de
referir la respuesta contrictil de la vena mesentérica a un determinado agonista en funcién
del origen anatémico de la muestra, lo que podrd evitar en un futuro resultados

contradictorios.
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La LVP causé cambios importantes en la reactividad de la vena mesentérica, tanto
a un agente inespecifico como el cloruro potisico, como a la mayorfa de vasopresores. La
respuesta contractil inducida por el c’lorurp potasico, fue similar en todos los anillos
vasculares, independientemente de su localizacién anatémica, a diferencia de los observado
en las muestras control en las que la mayor respuesta al CIK la obteniamos en los anillos
proximales. Esta variacion de la reactividad vascular podria implicar que la HTP genera un
incremento el la masa muscular de la fibra lisa en los segmentos distales de la vena
mesentérica, un concepto reforzado por nuestros hallazgos en los que observamos un aumento
del didmetro y del grosor de la pared de la vena, particularmente en los segmentos distales.
Una asociacién similar entre la hipertréfia de la pared vascular y el aumento de la capacidad
contréctil como respuesta al cloruro potasico queda ya patente en los trabajos realizados por
Thomas y cols. (1991) en conejos a los que se le indujo una HTP. Los cambios que

observamos en la reactividad contrictil de la vena mesentérica, generados por la LVP fueron:

a) un aumento de la respuesta contractil de los anillos vasculares distales a la AVP

y 5-HT. Y en menor proporcién, de los proximales.

b) una significativa atenuacién de la reactividad vascular en anillos proximales a la

NA y END-1.

c) ausencia de cambios tanto a nivel de los anillos proximales como distales para la

ANG-IL
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Las respuestas a los agonistas fueron referidas a la contraccién obtenida con el cloruro
potasico (60 mM), sin haber encontrado diferencias significativas entre los anillos proximales
procedentes de animales con LVP y control, por lo que las alteraciones de la reactividad

- vascular en la HTP resultan especificas para cada agonista.

Por otro lado, es importante resefiar que los cambios en la reactividad vascular en
ratas con LVP fueron especificos del territorio mesentérico, ya que la respuesta a estos

mismos agonistas no se vid modificada en la vena iliaca de ratas hipertensas.

Paralelamente a los estudios realizados sobre reactividad vascular, hemos tratado de
comprobar tanto farmacoldgica como morfolégicamente la integridad funcional del endotelio
~ de los vasos examinados al considerar que buena parte del ON liberado localmente procede
del mismo, y por tanto, participa de un modo importante en la regulacién del tono vascular.
No obstante, los resultados obtenidos mediante técnicas farmacol6gicas e histoldgicas
muestran una pérdida funcional del endotelio en la vena mesentérica. Este hecho, podemos
atribuirlo a las dificultades en la manipulacién de las venas mesentéricas de rata con un
didmetro menor de 400 pm, asi como la escasa consistencia de sus paredes. De cualquier
modo, todas las muestras tanto las procedentes de animales control como con LVP estuvieron
libres de endotelio siﬁ que esta ausencia modificara las conclusiones fundamentales de nuestra
investigacion.

De igual modo, es interesante sefialar ‘aqui , las observaciones apuntadas por Ts’ao y

cols. (1970) que permiten distinguir 2 tipos diferenciados de fibras musculares en la vena
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Vmesentérica de rata: una externa de disposicion longitudinal, y la otra interna circular. Esta
apreciacion resulta importante dado que en funcién del tipo de fibra considerada diferentes
autores obtienen respuestas variables. Otro de los aspectos a considerar, es la actividad
esponténea mostrada con tiras longitudinales de vena mesentérica (Mc Conell y Roddie,

1970), y que nosotros pudimos constatar en los estudios preliminares.

Asi pues, las alteraciones referidas en el presente estudio podrian no ser especificas
de la fibra muscular lisa circular y, aunque la distincion ya ha sido hecha, estudios previos
con fibra longitudinal de vena mesentérica procedente de ratas HTP han mostrado una
respuesia disminuida a los vasoconstrictores adrenérgicos y una hiperractividad a la AVP y
5-HT (Cummings y cols., 1986). Igualmente, algunos trabajos realizados con fibra muscular
lisa circular de vena porta han demostrado una respuesta contractil disminuida a la NA (Lin
y cols., 1994). Mathison, por su parte, comprobé que la fibra muscular circular de vena
mesentérica en ratas HTP mostraba una menor sensibilidad (aumento de la ED50) a la Ach,

'5-HT y ANG-II que las fibras longitudinales de ratas en similar situaciéon (Mathison, 1983).

'Nuestro estudio es el primero en demostrar que la HTP, in vitro, induce una
hiporreacﬁvidad de la vena mesentérica a la END-1 y una auséncia de cambios en la
respuesta contrictil a la ANG-II. Contrariamente a los cambios inducidos por la LVP sobre
la respuesta a la mayoria de agonistas, la cual afectd s6lo a la respuesta médxima, la
hiporreactividad a la END-1 estuvo acompaiiada por la desviacién hacia la derecha de la
CCR, evidenciado por una disminucién significativa del valor de pD, , expresando una menor

afinidad del agonista en cuestion por su receptor, y por tanto, una atenuacién de su potencia.
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En lineas generales, los resultados hallados en vena mesentérica procedente de -
animales con LVP exhibieron un incrémento, una atenuacién o un respﬁesta normal a
diferentes agonistas, sugiriendo firmemente que el/los mecanismo/s implicado/s en la
reactividad alterada de la vena mesentérica es especifica para cada agonista vasoconstrictor
y no un factor comiin para todos- ellos. La hipétesis mas reciente que ha sido propuesta para
explicar la sensibilidad vascular diéminuida én el lecho arterial mesentérico en animales’
hipertensos y en anillos aérticos de ratas cirréticas, atribuye estos hallazgos a una
hiperproduccién de factores vasodilatadores tales como el 6xido nitrico (Cornel y cols., 1992;
Pizcu'e‘ta y cols., 1992; Claria y cols., 1994; Karatapanis y cols., 1994), prostaciclinas
(Sitzmann y cols.l, 1989) y gluéagén (Benoit y cols., 1986; Pizcueta y cols., 1990).
- Investigamos especiﬁéamente la hiporreactividad observada a la NA y a la END-1 y su
hipotética relaciébn con un incremento en la liberacion o sintesis de ON. Aunque la
incubacién de los anillos de vena mesentérica con el inhibidor del ON (L-NAME) aument6
la respuesta contréictil a ambos agonistas, demostrando in vitro la liberacién del ON, Ia

hipbrreactividad observada en muestras de ratas con LVP no fue corregido poi' el L-NAME.

Sieber y Groszmann (1992), en un estudio realizado con un sistema de perfusion in
vitro en arteria mesentérica superior de ratas con HTP, obtiene una atenuacién marcada de
la respuesta a la NA, en cuyo mecanismo de produccién se haya involucrada la produccion,
y posterior liberacion, de ON por parte de células endoteliales. Por otro lado, los trabajos
in vivo realizados por Hartleb y cols. (1994), en ratas cirr6ticas demuestran la implicacién
del ON en la atenuacién de la respuesta presora a la END-1 cuando se emplea a dosis

elevadas (3,6 y 10 ug/Kg) y no a dosis inferiores. Todos estos hallazgos enfatizan
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‘observaciones previas realizadas por los mismos autores en las que la hiporreactividad a estos

vasopresores parece ser ocasionada por mecanismos independientes de receptor.

Por tanto, considerando los trabajos referidos, y sin poder excluir el diferente
vcomportamiento en otros territorios vasculares ni tampoco el comportamiento in vivo o en
Sistemas de perfusion ‘in Vitro, nuestros resultado§ sugieren que lé HTP, inducida por la LVP
de la vené porta de rétas, ‘no causa un incremento en la produccién de ON en la vena
mesentérica aislada por la que podamos justificar la hiporrespuesta a dichos agonistas, si bien

queda perfectamente establecido la liberacién de dicho mediador.

Por su parte, la implicacién de la 5-HT en la patogénesis de la HTP ha sido aludida
en numerosos trabajos. Sabemos que es un poderoso venoconstrictor capaz de incrementar
la resistencia portal en perros sanos (Richardson y Withrington, 1977). Otros autores, han
démdstrado in vitro que la vena mesetérica aislada procedente de ratas con HTP es
hipersensible a este agonista; ademds, esta respuesta estd competitivamente antagonizada por
la ketanserina (antagonista de los receptores S5-HT,) (Cummings y cols., 1986). Se ha.
demostrado que la infusi(’)n de este antagonisté disminﬁye de manera marcada la presion
portal sin causar cambios sistémicos hemodindmicos. Este efeéto es debido probablemente
a la disminucién de la resistencia porto-coléteral (Nevens y cols., 1991). Las experiencias
realizadas por Cummings y cols. (1986) con vena mesentérica superior en ratas hipertensas,
exhiben un incremento de la respuesta méxima a la 5-HT y AVP tres veces superior respecto
a lds controles; sin embargo, el incremento de la contraccién causada con CIK no es

comparativamente similar. El propio autor destaca en su trabajo la discrepancia entre la
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hipertrofia de la fibra muscular lisa de la pared de la vena mesentérica y la respuesta

obtenida con los agonistas citados. Nuestros resultados corroboran estos mismos datos.

Considerados estos aspectos, pretendimos relacionar la hiperrespuesta de la vena
mesentérica a la S-HT y AVP con la mediacién de factores adrenérgipos y/o colinérgicos y/o
_ prostaglandinas. Como pudirﬁos corhprobar, la hiperfeactividad de la vena a los égonistas
citados, no esti relacionada con dichos factores, puesto que los cambios inducidos por la
HTP no fueron modificados en presencié en el bafio de 6rganos de atropina, fentqlamina,
propranolol e indometacina, sustancias como sébe_mos capaces de bloquear la respuesta a
estimulos  colinérgicos, alfa-adrenérgicos, beta-adrenérgicos y prostaglandinas,
respectivamente. No obstante, debemos sefialar que la respuesta a la 5-HT en presencia de
antaéonistas, fue significativamente atenuada (p <0.05), tanto en las muestras HTP como
control, respecto a sus homdlogos del grupo sin antagonistas. Esta diferencia la atribuimos
~a la presencia en el bafio de 6rganos de un bloqueante adrenérgico (o; y @,) como la
fentolamina, sustancia que actia como antagonista de receptores serotoninérgicos (Garcia-

Sevilla y Barturen, 1992).

La ausencia de cambios en la reactividad de la vena iliaca de animales con LVP es
otra de las razones que contradicen la hipdtesis de la participacién de factores sistémicos:
vasodilétadores en la reactividad alterada de la vena mesentéricaA a Vlos vasoconstrictores
observada en la HTP. Las experiencias realizadas sobre la reactividad de la vena iliaca en
los agonistas que respondieron (NA, ANG-II y END-I), muestran como la HTP no produce -

modificaciones en la respuesta contréctil, lo que apoya la especificidad de los cambios
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observados en la reactividad vascular a nivel espldcnico, y qué son inducidos por la LVP.

Una valoracién general de los cambios observados en la vena.mesentérica de animales
con LVP sugiere que esta anémala respuesta afecta especialmente la accién de aquellos
vasoconstrictores cuyos efectos muestran una gran ihﬂuencia del origen anatémico de los
vasos, como es el caso de la NA, AVP y la 5-HT. El reéultado es una disminucién en la
respuesta contréctil obtenida por aquellos agonistas con una accién marcada sobre los anillos
Qasculares proximales (por ejemplo, la NA), y un aumento de dicha respﬁesta en aquellos
agonistas con una accién preferentemente distal (AVP y 5-HT). Estos cambios pueden estar
reflejando el papel de aquellos mediadores implicados en la adaptacion de la pared de la vena
mesentérica a la nueva situacién generada por la HTP, aspecto éste que requerird futuras
investigaciones. Otfo de los aspectos interesantes, que se brinda a esclarecer en nuevas
experiencias, eé valorar si este modelo de respuesta vascular se reprqduce 0 no, en 4reas mas
distales a la vena mesentérica estudiada, territorio en el que acontecen la mayoria de las.

complicaciones hemorrigicas asociadas a la HTP.

Ademés, la existencia de efectos contrictiles difere_nciados sugiere firmemente que
la; respuestas alteradas de la vena mesentériéa procedente de ratas con LVP resulta de
defectos especificos a nivel de receptor o post-receptor, activados por alteraciones
‘morfolégicas de estos vasos y que estarian inducidos por la propia HTP. En este sentido,
investigacionés recientes, sugierén que la alteracion del mecanismo vasopresor demostrada
~ en la hipertensién crénica portal, se originaria por un defecto intracelular relacionado con

proteinas que intervienen en el proceso de la contraccién de la fibra muscular lisa, como son

95



Discusién

las proteinas. reguladbres de la guanina nucledtido (G proteinas) y' protein Kinasa C
activada, responsébles_ en tltimo término de la movilizacién del calcio extra e intracelular‘
(Wu y Benoit, 1994). Estas observaéiones pueden llegar a ser relevantes cuando
consideramos el tratamiento farmacolégico del sindrome que abordamos, el cual se basa en
el empleo de sustancias vasoactivas (Matloff, 1992; Bosch y cols., 1993). La reactividad
aumentada o disminuida observada en el sistema venoso portal podria inﬂuir sobre la

respuesta de la presion portal a la terapia farmacolégica con este tipo de sustancias.

II. Protocolo B: arteria mesentérica y gdstrica.

Por otra parte, es bien sabido, que la HTP induce hiporreactividad a la mayoria de
vasbconstrictorés end()genos en arterias del territorio esplacnico. Sin embargo, resultan
contradictorios los estudios realizados con arteria aislada que soportan esta hip6tesis. Prueba
de ello, es la existencia de trabajos en los que se describe un aumento (Chao y cols., 1992;
Cawley y cols., 1995), disminucién (Cornel y cols., 1992) o una respuesta contréctil normal
al CIK en arterias aisladas procedentes de ratas hipertensas. Nuestro estudio demuestra la
ausencia de alteraciones sigﬁificativas en la respuesta al CIK en territorio arterial espldcnico
(gastrica y mesentérica) y sistémico (aorta tordcica). Por ello, podemos sugerir que la HTP
no afecté la ﬁbra muscular lisa de los vasos arteriales, puesto que el CIK actiia como
sabemos, produciendo una despolarizacién inespecifica de membrana. Aunque la hipertrofia
y el 'en'grosamiento vde la pared ha sido demostrado en la vena mesentérica de animales con
 LVP (Thomas y cols., 1991), otros atitores como Cawley y cols. (1995) no han encontrado

alteracién alguna en el grosor de la arteria mesentérica.
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Nuestros estudios en arterias con LVP, demuestran una ausencia de alteracion en el -
funcionélisrﬁo del endotelio vascular, iaﬁto en el territorio espldcnico como sistémico, como
asi lo aségurq la ausencia de cambios significativos en la relajacién inducida por la Ach. No
obstante, no podemos descartar el posiblé papel que el endote_lio in vivo ejerce modulando
los cambios vasculares inducidos en la HTP. Nuestros datos apoyan los estudios de Cawley
y cols., (1995), y a su vez, contrasfan con los de Kataparnis y cols., (1994) en los que se
’describe como la hipertensién portal altera la relajacién dependiente de endotelio en la aorta
aislada de rata. Sin embargo, un déficit en el funcionalismo del endotelio es poco probable
un;a vez demostrado el indiscutible papel del endotelio en la regulacién del tono vascular
mediante la liberécién de ON, al cual se le respomabiliia de la vasodilatacién generalizada
en los estados de HTP (Sieber y Groszmann, 1992; Claria y cols., 1994; Karatapanis y cols.,

1994).

El presente estudio es el primero en evaluar la reactividad de la arteria gastrica,
territorio r_elevante si consideramos su implicacién, directa. o indirecta, en una de las
cofnplicaciones més frecuentes de la HTP como es el sangrado de las varices gastro-
esofégicaé. De iguallmodo, es él primero en investigar la respuesté ala AVP, END-1ya
la ANG-II en arterias gastrica y mesentérica procedentes de ratas con hipertensiéﬁ portal
| inducida. Si bien, se ha observado que 100 21 dias de duracién de la HTP podrian modificar
la reactividad de la aorta a la NA induciendo un aﬁmento (Bomzon y cols., 1987) o una
'atenuaéién (Bomzon y cols., 1991) del efecto contractil, respectivamente, este aspecto no
puede explicar los diferentés resultados obtenidos por Cawley y cols. (1995), y Lialo y cols.

(1994). Adem4s, nuestros datos evidencian firmemente que la LVP (14 dias de duracién) no
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induce cambios en la reactividad in vitro de la arteria géstrica, mesentérica y aorta a la NA,

AVP y END-1.

Las diferencias que observamos dependieron del territorio arterial y del agonista
estudiado, y no asi de la existencia o ausencia de HTP. De este modo, pudimos éomprobar
que la respﬁesta contféctil -ya en condiciones basales o control- de la arteria géstrica a la
AVP fue tres veces superiof a la obtenida con el mismo agonisté en arteria mesentérica. Por
su parte, la NA respondié en menor cuantia en arteria gastrica que en mesentérica. La ANG-
~ II duplicé la respuesta contréctil en arteria géstrica frente a la mesentérica. Finalmente, la
_END—J tuvo un comportamienio similar en ambos tipos de arterias. En cualquier caso, la
~ LVP no indujo cambio alguno de los resultados referidos.

Existe una clara evidencia por la que la hiperproduccién de ON podria contribuir al
estado hiperdindmico en la cirrosis (Vallance y Moncada, 1991; Pizcueta y cols., 1992; Lee
y cols., 1993), aspecto éste que ha sido relacionado in vivo con la hiporrespuesta a la NA:
(Kiel y cols., 1985; Pizcueta y cols., 1990 ), AVP (Murray y Paller, 1986) y END-1 (Yu
y cols., 1992). Otros autores, han relacionado la disminucién de la respuesta vascular a
‘determinados vasoconstrictores endégenos como la NA (Pizcueta y cols., 1990) y la AVP
(Mesh y cols.; 1991) con el aumento de los niveles plasmaético de glucagén én la HTP, y que
pafticiparia de un modo fun;iamenta] en la mencionada hiporrespﬁésta vascular, aspectos
todos ellos_que_ ya citamos cuando abérdamos el estudio en el sistema venoso. Aunque

nuestros hallazgos no mostraron un hiporrespuesta de las arterias aisladas en condiciones

basales, investigamos especificamente el efecto del inhibidor del 6xido nitrico (L-NAME)
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sobre la reacti\}idad de la arteria mesentérica, gastrica y aorta. El L-NAME, eféctivamente,
aumento la respuesta contractil a la NA, demostrando in vitro la liberacién de ON en los
tejidos; sin embargo, el L-NAME no demostré ninguna diferencia significativa en la arteria
mesentéricé y aorta de ratas con LVP respecto a las controies-. Ademads, no tenemos evidencia
de un incremento de la funcién in vitro del endotelio, al menos en términos de relajacién con
Ach, éspecto ésté que confirma los resultados aportados por Cawley y cols. (1995), y que
contradicen a su vez los datos sugeridos por Sieber y Groszmann (1992). Adem4s, apoyan
estos resultados, investigaciones paralelas realizadas en nuestro laboratorio y que han sido .
ya comentadas anteriormente, en las que se demuestra que el ON no esta implicado en la
respuesta atenuada de la vena mesentérica a la NA en rat'as‘ con LVP. Asi, la
sobreproduccién de ON in vivo podria ser consecuencia del propio estimulo generado por el
flujo sanguineo o por factores vasodilatadorés circulantes, ausentes obviamente en el tejido
aislado. Estos vasodilatadores actuarian como antagonistas fisiolégicos de la respuesta
vasoconstrictora observada en arteria mesentérica in vivo originando un cambio adaptativo

que modificaria la reactividad a los vasoconstrictores (Cawley y cols., 1995).

Un hallazgo relevante de nuestro estudio fue mostrar una hiperrespuesta de las arterias
mesentérica y géstrica a la ANG-II. Dicho hallazgo parece ser especifico para la ANG-II
puesto que no fue observada con otros agonistas ni con agentes cuyo efecto contrictil se
efectiia a través de un mecanismo inespecifico sobre la fibra muscular lisa, como es el caso
del CIK. Por lo demés, es importante destacar que dicha hiperreactividad es especifica del
territorio esplacnico, ya que' la respuesta de la adrta a la ANG-II no se vi6 afectada por la

HTP. Estos resultados en aorta confirmaron observaciones previas realizadas por Leehey y
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céls. (1993). Como sabemos, la ANG-II juega un importante papel en la regulacién de la
pfesién arterial y en el balance de fluidos. En animales sanos, la respuesta hemodindmica al
shock hemorrigico estd mediada, en su mayor parte, por la ANG-II, una potente hormona
vasoconstfictora (Bulkeley y cols., 1986). Varios modelos experimentales realizados en ratas
con hipertensién espontanea (RHE), han demostrado una aumento en la reactividad a este
agonista enrt-al tejido vascular (Lais y cols., 1974; Colins y cols., 1975; Berecek y cols.,
1980). Uno de los; mecanismos por los que la sensibilidad celular a la ANG-II puede verse
incrementada es por un aumento del nimero de receptores especificos en la superficie de las
células de la musculatura lisa vascular, aspecto éste, apuntado ya por Schiffrin y cols. en

1984.

Los datos que disponemos en la actualidad concernientes a los niveles basales de
prostaglandinas en la génesis de hipertensién son conflictivos disponiendo de estudios en los
.que se aseguran resultados netamente opuestos: una liberacién de prostaglandinas aumentada

Av(Pace-Asciak y cols., 1978), disminuida (Ishimitsu y cols., 1989) o similar (Dunn, 1976)
'respecto a ratas control. Por ello, quiza sea importante destacar aqui el estudio realizado por
Ueharé‘y cols;; (1991) en el que se demuestra una sintesis biolégica de PGI, aumentada
‘ekclusivamente en ratas en una fase de hipertensién bien establecida, y nb en fases inicial'es_.

en las que esta sintesis estaria reducida.

- Nuestros resultados, en los que observamos una hiperrespuesta en arteria gistrica y
-mesentérica a la ANG-II, contradicen los datos aportados por Wu y cols. (1991) en ratas con

hipertensién pdrtal, y en las puede comprobar una atenuacién de la respuesta de la arteria
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mesentérica que relaciona con la presencia circulante de PGI,. La incubacion de nuestras
muestras con indometacina bloqued la respuesta a la ANG-II de modo 'signiﬁcativo
A .(p<0.001), en anillos procedentes de animales HTP, sugiriendo una liberacion in vitro de
7 prosiaglandinas vasoconstrictoras en lugar de vasodilatadoras (PGE,, PGI,). M4s relevante
- es el hecho de que la indometacina corrigiera la hiperrespuesta a la ANG-II en la arteria
.mesentérica aislada de ratas .con LVP. No obstante, futuras investigaciones deben ser

dirigidas para resolver este hallazgo.

Estos datos sugieren que, en contraste con los estudios in vivo, no hay hiporrespuesta
a lbs vasoconstrictores en arterias esplécnicas aisladas ni tampoco en la aorta de ratas con
LVP. Ademais, hallamos una hiperrespuesta a la ANG-II en las arterias mesentérica y-
géstrica, aspecto de notable interés para entender mejor la fisiopatologia de los cambios que
acompafian la HTP y poder atisbar en un futuro pr6ximo nuevas perspectivas en el

tratamiento clinico de las varices gastro-esofigicas sangrantes.
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Conclusiones

1.- En condiciones fisiolégicas, la vena miesentérica presenta una reactividad
diferenciada en funcién, tanto del segmento vascular evaluado como del vasoconstrictor

end6geno considerado.

2.- Las diferencias existentes en la capacidad contrictil al CIK entre anillos
proximales y distales procedentes de animales control, se atendan en condiciones de
hipertensién portal, posiblemente consecuencia de alteraciones morfolégicas en la pared de

€stos vasos.

3.- La hipertensién portal induce cambios en la reactividad vascular especificos para
cada vasocpnstrictor estudiado y exclusivos del territorio esplacnico, determindndose de este
modo, una hiporrespuesta a la NA y END-1, y una hiperrespuesta a la 5-HT y AVP,

probablemente resultado de variaciones individuales a nivel de receptor o post-receptor.

4.- Hemos demostrado la liberacion in vitro de ON en la vena mesentérica, sin
embargo, este factor vasodilatador no explica la hiporreactividad a la NA y END-1 observada

en la hipertensién portal.

5.- En el territorio arterial, no hemos encontrado hiporreactividad in vitro a los
vasoconstrictores endégenos, aspecto éste genéricamente relacionado con una liberacién
incrementada de ON por el endotelio. No obstante, no podemos descartar el posible papel
que el endotelio in vivo ejerce modulando los cambios vasculares inducidos en la hipertensi6én

portal.
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6.-Enla hipertension portal existe una hiperrespuesta in vitro a la ANG-II en arteria
géstrica y mesentérica, probablemente en relacién con alteraciones a nivel de receptor o post-

receptor implicindose de modo evidente las prostaglandinas.
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