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Introduccion 1

1.1.- PAPEL FUNCIONAL DEL Mg** EN EL ORGANISMO
1.1.1.- Distribucion y metabolismo del Mg**

El Mg es el cuarto cation mas abundante en el organismo y el segundo mas
~ abundante en el medio intracelular después del potasio.. Como promedio, €l organismo de
un ser humano de 70 kg de peso contiene aproximadamente 24 g de Mg**, los cuales se
distribuyen desigualmente de tal forma que las mayores concentraciones se encuentran en
aquellos tejidos con una mayor tasa metabdlica: cerebro, corazon, higado y rifion.
Aproximadamente el 1% del Mg?* total existente en el organismo se encuentra en el espacio
extracelular constituyendo el Mg?* circulante. Alrededor del 35% estd unido
inespecificamente a la albumina, y el resto se encuentra fundamentalmente en forma
ionizada. Una baja concentracion sérica de Mg** implica una deficiencia en Mg®*". El Mg**
sérico, sin embargo, puede no reflejar el contenido intracelular del cation. De hecho, puede
producirse una depleccion del Mg?* intracelular a pesar de que exista una concentracion
sérica de Mg?* normal. No obstante, la determinacién del Mg?* sérico es el método por el
cual se identifica la deficiencia en Mg®* en la practica clinica. Los valores normales de Mg**

en suero se situan entre 0.75 y 1.5 mM; valores menores representan hipomagnesemia.

Los parametros basicos del metabolismo del Mg** estan bien caracterizados. De la
ingesta normal de 200-300 mg/dia, aproximadamente un tercio se absorbe en el intestino
delgado, aunque esta cantidad depende de la ingesta: cuanto mas Mg se ingiere menor es
la eficacia de su absorcion. El rifion representa el lugar en el que con mas precision se
regulan los niveles de Mg”*. En condiciones normales, los rifiones filtran aproximadamente
2.5 g/dia de los cuales un 95% son retenidos; el resto (unos 100-150 mg) se excretan con
la orina para mantener la homeostasis. En condiciones de hipomagnesemia el rifion retiene
Mg?** con gran avidez, pudiéndose reducir la cantidad excretada hasta 10-20 mg/dia (Rude,
1989; Lauler, 1989).
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1.1.2.- Significacion funcional del Mg*

El sistema ATP-ADP actiia como transportador de energia en el medio celular. El
ADP es capaz de aceptar un grupo fosfato en las reacciones productoras de energia,
mientras que el ATP es capaz de ceder su grupo fosfato terminal en reacciones
consumidoras de energia. En la célula intacta existen muy pocas cantidades de ATP y ADP.
en forma de aniones libres; se hallan presentes, en su mayor parte, en forma de complejos
1:1 con el ion Mg (MgATP?> y MgADP") a causa de la elevada concentracion de este ion
y de la gran afinidad de los grupos pirofosfato para enlazar cationes divalentes. Por lo tanto,
el Mg?* tiene como funcién primordial la de formar el sustrato para la actuaciéon de enzimas
que catalizan reacciones en las que se requiere una transferencia de energia. Ademas,
también actia activando directamente a determinados enzimas. Mediante este doble
mecanismo de accion el Mg®* participa en la funcion catalitica de algunos de los principales
enzimas de la glucolisis (hexoquinasa, fosfofructoquinasa, fosfogliceratoquinasa,
fosfogliceromutasa, enolasa, piruvatoquinasa), enzimas del ciclo de Krebs (isocitrato
deshidrogenasa especifica del NAD, succinil-CoA-sintetasa, piruvato carboxilasa) y enzimas
de la ruta del fosfogluconato (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa). De particular interés
resulta la participacion del sustrato MgATP? en la fosforilacion de la miosina, fenémeno
que, como después se expondra, resulta clave para el desarrollo de la contraccion muscular.
Otro grupo de importantes enzimas cuya actividad depende del Mg** son las ATPasas
implicadas en el transporte idnico a través de la membrana, principalmente la Na*-K*-
ATPasa y las Ca**-ATPasas (de la membrana plasmatica y del reticulo sarcoplasmico), cuyo
significado funcional en el musculo liso vascular se expondra mas adelante (Altura, 1982;

Rude, 1989; O'Donnell y Owen, 1994) (Figura 1).

Dado su importante papel como cofactor enzimatico, resulta evidente que la
alteracion de la homeostasis del Mg®* puede causar alteraciones del metabolismo que se
traducen en manifestaciones clinicas. En este sentido, la deficiencia en Mg*
(hipomagnesemia) posee una mayor relevancia clinica que el exceso de dicho ion

(hipermagnesemia).
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La hipomagnesemia es una condicioén que puede presentarse por multitud de causas,
aunque todas ellas pueden agruparse en dos grandes grupos: las que producen una ingestion
reducida y las que dan lugar a una eliminacion aumentada. En la Figura 2 se muestran las
principales causas de la deficiencia en Mg®* en humanos (Seelig, 1989; Reinhart, 1995). Por
su parte, la hipermagnesemia aparece principalmente como consecuencia del deterioro de
la fu(nci_én' renal, aunque otras circunstancias tales como la ingestion de medicacion rica.en
Mg**, uremias y shock circulatorio se asocian a menudo con hipermagnesemia (Mordes y
Wacker, 1978). En cuanto a las alteraciones organicas originadas por las variaciones de la
magnesemia (en la Figura 3 se muestran las alteraciones orgéanicas asociadas a la

hipomagnesemia), resultan de especial interés las que se producen en el sistema

cardiovascular.
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1.2.- PAPEL DEL Mg?* EN LA FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR
1.2.1.- Efecto del Mg** sobre la presion arterial

El interés por el papel del Mg®" en las enfermedades cardiovasculares resultd
estimuladp por alguno_s estudios ecologicos que demostraron una relacion inversa entre la
dureza del agua (uno de cuyos principales responsables es el Mg?*) y la tasa de hipertension
y de enfermedades cardiovasculares (Stitt et al., 1973; Dawson et al, 1978). Estudios
experimentales con ratas han demostrado que la ingestion de dietas deficitarias en Mg**
produce aumento de la presion arterial (Altura et al., 1984). Aunque las relaciones
hipermagnesemia/hipotension e hipomagnesemia/hipertension se han constatado tanto en
animales como en humanos (Altura, 1982), su incidencia, severidad y duracion han resultado
ser muy variables. Por lo que respecta al posible efecto antihipertensor del Mg*, en la
experimentacion animal no resulta facil sustraerse a la influencia de la anestesia y de las
diferencias interespecificas; en cuanto a los humanos, hay que considerar la via de
administracion asi como la diferente susceptibilidad entre individuos frente a la

hipermagnesemia (Mordes y Wacker, 1978).

Las investigaciones acerca de la influencia del Mg®* sobre la presion arterial han sido
particularmente intensas en el area obstétrica. Esto es consecuencia de la extendida
utilizacion del sulfato magnésico en los Estados Unidos de America para la prevencion y
tratamiento de los desordenes hipertensivos asociados a la gestacion, aun cuando, como mas
adelante se describira, los fundamentos de su accion beneficiosa siguen estando sujetos a
debate. Ni la experimentacion animal ni los ensayos clinicos controlados permiten concluir
taxativamente que el sulfato magnésico sea un antihipertensor. Hay estudios que apoyan que
el sulfato magnésico provoca descenso mantenido de la presion arterial (Lee et al., 1984,
1985; Bathia et al., 1987; England et al., 1990), descenso transitorio (Dandavino et al.,
1977; Ayromlooi et al. 1980; Cotton et al., 1984) y una ausencia de efecto (Thiagarajah et
al., 1985; Chestnut et al., 1988; O'Brien et al., 1990; Aisenbrey et al., 1992; Armson et al.,
1992). No obstante, puesto que cierto grado de hipotension es evidente en muchos estudios,

resulta de gran interés conocer el mecanismo de accion a través del cual el Mg** podria
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ejercer dicho efecto.
1.2.2.- Efecto del Mg** sobre la resistencia vascular y el flujo sanguineo

Las asociaciones hipermagnesemia-reduccion de la resistencia vascular-
~vasodilatacion y, por otra parte, hipomagnesenia-aumento. de la resistencia vascular-
vasoconstriccion han sido puestas de manifiesto desde hace afios en una amplia variedad de
lechos vasculares y constituyen, de hecho, el esquema basico para comprender el efecto de
las alteraciones de la magnesemia sobre la hemodinamica general y sobre la presidn arterial
en particular (Mordes y Wacker, 1978; Altura, 1982). Desde esta perspectiva, el efecto
- hipotensor a menudo asociado con la hipermagnesemia podria atribuirse é la capacidad del
Mg?* para reducir la resistencia vascular e incrementar el flujo sanguineo, mientras que lo
inverso ocurriria para la hipertension asociada a la hipomagnesemia: incremento de la

resistencia vascular y reduccion del flujo sanguineo.

En los Gltimos afios se han acumulado numerosas evidencias experimentales que
apoyan la hipétesis de que los efectos hemodinamicos del Mg?* se deben, al menos en parte,
a su accion directa sobre la pared vascular influyendo en el tono, la actividad espontanea y

la reactividad de los vasos sanguineos.
1.2.3.- Efecto del Mg?* sobre el calibre vascular: estudios in situ

Experimentos en los que se mide el calibre de los microvasos mediante un sistema
de intensificacion de imagenes por television, han demostrado que la administracion local
o sistémica (intravenosa) de Mg* en forma de sulfato magnésico produce un aumento del
calibre vascular (dilatacion) en diferentes lechos vasculares tales como mesenterio (Altura
et al., 1987; Nishio et al., 1989) y muasculo esquelético (Altura et al., 1987; Nagai et al.,
1988) de rata. Las caracteristicas principales de esta respuesta son la inmediatez de su
aparicion (2-5 seg de latencia cuando se aplica localmente) y su dosis-dependencia. Ambas
evidencias apuntan hacia un efecto dilatador directo del Mg?* sobre los microvasos. Por otra

parte, la deficiencia en Mg®* inducida experimentalmente por ingestion de dietas pobres en
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este ion, produce una disminucién del calibre vascular (constriccidn) de magnitud
directamente proporcional al déficit de Mg®* en microvasos mesentéricos de rata (Altura et
al., 1984).

1.2.4.- Efecto del Mg** sobre los vasos sanguineos aislados: estudios in vitro

1.2.4.1.- Influencia de la concentracion extracelular de Mg** sobre tono, actividad

espontdnea y reactividad vascular

Est4 suficientemente documentado que la concentracion extracelular de Mg?
([Mg**],) afecta directamente al tono basal de los vasos sanguineos. Las primeras
investigaciones al respecto fueron llevadas a cabo a principio de los afios 70 por el grupo
de Altura y colaboradores. Estudiando diferentes lechos vasculares aislados de diferentes
especies animales, estos investigadores han demostrado que existe una relacion inversa entre
la [Mg®']. y el tono basal, de tal forma que descensos en la [Mg**], resultan en un aumento
de la tensién basal, mientras que aumentos en la [Mg?'], resultan en una disminucién de la
tension basal (Altura y Altura, 1974, 1977, Altura et al., 1983; Turlapaty y Altura, 1980;
Turlapaty et al., 1981). Otros autores han confirmado esta relacion mas recientemente
(Noguera y D'Ocon, 1993). Ademas, este comportamiento se manifiesta también en
pequeflos vasos de resistencia (arteriolas). Utilizando un sistema de perfusion in vitro de
arteria mesentérica de rata, se ha observado que la eliminacion de Mg** del medio de
perfusion da lugar a una reduccion rapida y progresiva del calibre arteriolar
concomitantemente con una reduccion del flujo sanguineo (Altura y Altura, 1978). Los
cambios en la [Mg?*], afectan también al tono activo de los vasos aislados, es decir, de los
vasos previamente expuestos a alglin agente que induce un aumento sostenido de la tension
vascular. En estas condiciones, la reduccion de la [Mg*‘], produce invariablemente relajacion
vascular que se sigue 0 no de recuperacion (completa o incompleta) del tono activo (Ku y

Ann, 1987, 1991; Gold et al. 1990; Szabo et al., 1992a,b)

La [Mg”], influye en la actividad contrictil espontanea en aquellas preparaciones

vasculares que la manifiestan. En aorta de rata, el aumento de la [Mg?*], desde 1.2 mM
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(valor fisiolégico) hasta 6.0 mM inhibié completamente la actividad esponténea (Altura y
Altura, 1974). En vena mesentérica de conejo se ha observado que el aumento de la [Mg**],
desde 1.2 mM a 2.4 mM, disminuye significativamente la magnitud de las contracciones
espontaneas sin afectar a su frecuencia (Goldstein y Zsotér, 1978). En vena porta de rata,
la eliminacion de Mg?* del medio potencio la amplitud y la frecuencia de las contracciones
fasicas espontaneas, mientras que el aumento gradual de la [Mg?*]. desde 1.2 mM hasta-
9.6 mM redujo en forma concentracion-dependiente ambos parametros hasta su total

inhibicién con la concentracion mas alta (Altura y Altura, 1977; Turlapaty et al., 1981).

Ademas de su influencia sobre el tono y la actividad contractil espontanea, la [Mg*'],
afecta también a la respuesta vascular frente a agonistas. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este ultimo caso no son tan homogéneos, lo cual indica que la influencia de la
[Mg”"], depende tanto del estimulo como del tejido investigados. Asi, se ha observado que
la incubacion en medio libre de Mg** en unos casos disminuye (Altura y Altura, 1971;
Jurevics y Carrier, 1973; Fujiwara et al., 1978) y en otros incrementa (Takagi et al., 1972;
Turlapaty y Altura, 1980) la respuesta contractil de determinados tejidos frente a
norepinefrina. La ausencia de Mg* potencia la respuesta contractil frente a
5-hidroxitriptamina en ciertos tejidos (Goldstein y Zsotér, 1978; Turlapaty y Altura, 1980;
Altura et al., 1983); sin embargo, en otros dicha respuesta no se ve modificada (Altura y
Altura, 1971). Otros agonistas tales como angiotensina II (Altura y Altura, 1971; Turlapaty
y Altura, 1980; Altura et al., 1983) y acetilcolina (Altura y Altura, 1971; Jurevics y Carrier,
1973; Turlapaty y Altura, 1980) muestran resultados mas homogéneos, ya que en todos los

tejidos investigados su efecto se ve incrementado tras la eliminacién de Mg** del medio.

De acuerdo con lo que se acaba de exponer, no puede afirmarse que la ausencia de
Mg?** potencie la respuesta vascular contractil en todos los casos, y lo mismo se puede

afirmar de reducciones mas discretas de la [Mg*'], (Szabd et al., 1991a).

Los resultados obtenidos acerca del efecto de la hipermagnesemia son mas
homogéneos. La incubaciéon en medio hipermagnesémico atenia la respuesta tanto a

norepinefrina (Fujiwara et al., 1978, Szab6 et al., 1991a; Noguera y D'Océn, 1993),
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5-hidroxitriptamina y angiotensina II (Goldstein y Zsotér, 1978; Turlapaty y Altura, 1980;
Altura et al., 1983) como a acetilcolina (Turlapaty y Altura, 1980, Szabo et al., 1991a) en

todos los tejidos investigados.

Ademas de sus efectos sobre la zona efectora (nivel postsinaptico), también se ha
~descrito un efecto del Mg’ sobre la liberacion de norepinefrina desde las terminaciones
simpaticas perivasculares (nivel presinaptico). La adicion de Mg (1.2-24 mM) inhibi6 las
contracciones de la aorta de conejo inducidas eléctricamente, siendo la magnitud de la
inhibicién dependiente de la [Mg*'],; con la concentracién mayor (24 mM) la inhibicion fue
completa. Aunque no de forma tan acusada, la hipermagnesemia inhibié también la
liberacion de *H en este mismo tejido (Fujiwara et al., 1978). Estos autores sugieren, no
obstante, que en la valoracién global de la influencia de la [Mg?*], sobre la funcién vascular,

su accion a nivel postsiniptico es mas importante que a nivel presinaptico.
1.2.4.2.- Influencia de la concentracion extracelular de Mg** sobre la funcion endotelial

La influencia del Mg?* sobre las respuestas relajantes dependientes de endotelio es
poco conocida. Como se ha mencionado en el epigrafe anterior, 1a reduccion total o parcial
de la [Mg*"], produce relajacion de las arterias aisladas precontraidas. La atencién de los
investigadores se ha dirigido hacia la posible participacion de un factor relajante derivado
del endotelio ("endothelium-derived relaxing factor", EDRF) en dicha respuesta, para lo cual
se han desarrollado protocolos experimentales en los que se incluye la eliminacion mecéanica

del endotelio, la incubacion con inhibidores de la produccion/liberacion de EDRF, o ambos.

Las primeras evidencias sobre la importancia del Mg en la generacion de EDRF
fueron aportadas por Ann y Ku en 1986. Sus resultados ponen de manifiesto la implicacion
del EDRF en la respuesta relajante producida por la ausencia de Mg?' y, al mismo tiempo,
la accion inhibidora del Mg?* sobre la produccion de EDRF cuando el endotelio se encuentra
intacto (Ann y Ku, 1986; Ku y Ann, 1987, 1991). Investigaciones posteriores han
confirmado estas conclusiones (Gold et al., 1990; Szabo et al., 1992a,b). Sin embargo, los

resultados acerca de la posible influencia de la [Mg?'], sobre la produccion/liberacion de
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EDREF inducida por agonistas parecen menos concordantes. (Alturay Altura, 1987; Faragd
et al., 1989; Gold et al., 1990; Ku y Ann, 1991). Considerados globalmente, estos resultados
demuestran que la influencia del Mg** sobre la produccion/liberacion de EDRF es un
fenémeno complejo ya que su comportamiento parece ser diferente en la liberacion de

EDREF basal y en la inducida por agonistas.

Otro de los factores endoteliales relacionado con el Mg* es la prostaciclina,
prostaglandina vasodilatadora que ademas inhibe la agregacion plaquetaria (Moncada y
Vane, 1979). Las evidencias experimentales demuestran que el Mg™* estimula la produccion
de prostaciclina en células endoteliales cultivadas de vena umbilical humana (Watson et al.,
1986) y que es el mediador de las acciones vasculares del Mg®* cuando éste se administra
en humanos (Nadler et al., 1987). No obstante, también existen evidencias experimentales

en contra de esta mediacion (O'Brien et al., 1990).

El Mg?* también parece influir en la liberacion de factores endoteliales de naturaleza
vasoconstrictora, particularmente de endotelina, aunque de forma indirecta. Se ha postulado
la hipotesis de que la deficiencia de Mg®* activa los macrofagos produciéndose un estado
pro-inflamatorio sistémico. Las citoquinas inflamatorias resultantes (interleuquinas,
abreviadamente IL) podrian activar a su vez las células endoteliales y estimular asi la
produccion de endotelina (Lerman et al., 1990). Hay resultados experimentales que apoyan
esta hipotesis (Weglicki et al., 1992). Por otra parte, se ha sugerido que el Mg?* influencia
la produccion/liberacion de prostaglandinas constrictoras en el endotelio vascular, y que una

elevada concentracion de glucosa potencia este efecto (Félétou et al., 1994).
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1.3.- MECANISMO DE ACCION DEL Mg*

Varios son los mecanismos de accion propuestos a través de los cuales el Mg**
podria influir sobre la funcién vascular: 1) modificando la osmolaridad del medio de
incubacion en los estudios in vitro; 2) modificando la capacidad de los agonistas para unirse
‘a sus receptores; 3) a través de algin mediador vasoactivo liberado desde las células-
musculares lisas o el endotelio; y 4) modificando la actividad de los enzimas Mg*'-
dependientes que participan en el transporte idnico. Aunque algunos de estos mecanismos
podrian contribuir, al menos parcialmente, a explicar los efectos del Mg®* sobre los vasos
sanguineos, evidencias experimentales directas e indirectas sugieren que el Mg actia
principalmente modulando la entrada, la unién y la translocaciéon de Ca** en el miisculo liso
vascular (Altura y Altura, 1984a; Altura et al., 1987). De hecho, en los ultimos afios se ha
postulado la hipotesis de que el Mg®* puede considerarse realmente como un "antagonista
fisiologico del Ca®*". Esta hipotesis, formulada reiteradamente por Altura y colaboradores
(Altura y Altura, 1977, 1981a,b,c; Altura et al., 1982; Altura y Altura, 1984a,b), ha

suscitado el interés de otros investigadores (Levine y Coburn, 1984; Iseri y French, 1984).

Para comprender el posible papel del Mg** como "antagonista fisiologico del Ca*™",
es necesario considerar primeramente el papel del Ca** en la fisiologia de la contraccion
muscular. Por la naturaleza del trabajo relativo a la presente Tesis Doctoral, se presenta

exclusivamente la informacidn relativa al masculo liso vascular.
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1.3.1.- Papel del Ca®* en la actividad vascular

1.3.1.1.- Ca’* y acoplamiento excitacion/contraccion en el miisculo liso vascular

El acoplamiento excitacion/contraccion consiste en la sucesion de procesos que liga

~un estimulo a la respuesta contractil muscular, y en la.cual el aumento de la concentracion

de Ca” libre en el citosol ([Ca*'],) desempefia un papel primordial. Los fenomenos que a

nivel molecular se producen en el ciclo contraccion-relajacion del musculo liso,

esquematizados en la Figura 4, son los siguientes (Allen y Walsh, 1994):

1.-
2.-
3.-

7.-
8.-
9.-
10.-

Estimulacién (neuronal u hormonal) de las células musculares lisas.

Incremento de la [Ca®']; desde 140 nM a 500-700 nM (4-5 veces).

Formacién del complejo Ca**-calmodulina (CaM) con 4 iones Ca** por cada
molécula de CaM [(Ca*"),-CaM].

Formacion del complejo ternario entre (Ca**),-CaM y MLCK ("myosin light-chain
kinase", quinasa de la cadena ligera de la miosina). Dicho complejo (Ca**),-CaM-
MLCK es la forma activa de la MLCK.

Fosforilacion de la miosina por transferencia del grupo fosforil terminal del
MgATP?* al resto Ser19 en cada una de las dos cadenas ligeras de miosina de 20kDa
("myosin light-chain,,", MLC,,).

Activacion de los lugares de union de la cadena pesada de miosina con la actina,
produciéndose ciclos repetidos de hidrolisis de ATP: ciclo de los "puentes
cruzados". CONTRACCION.

Descenso de la [Ca?*]..

Disociacion del complejo Ca**-CaM.

Inactivacion de la MLCK.

Desfosforilacion de la miosina por la MLCP ("myosin light-chain phosphatase”,

fosfatasa de la cadena ligera de miosina). RELAJACION.

Por lo tanto, la [Ca®']; es el factor clave del acoplamiento excitacion/contraccidn por

su influencia directa sobre el nivel de fosforilacion de la miosina. Sin embargo, la
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procedencia del Ca®* responsable de la activacion de la maquinaria contréctil es una cuestién
aun no completamente resuelta, es decir, la contribucion relativa del Ca** procedente del
medio extracelular y del Ca* liberado desde los depositos intracelulares (reticulo

sarcoplasmico) (Himpens et al., 1995).

En el musculo liso vascular se han descrito dos tipos principales de acoplamiento:
electromecanico y farmacomecanico. En el acoplamiento electromecanico, los cambios en
el potencial de membrana dan lugar al incremento de la [Ca*], el cual se produce como
consecuencia de la entrada de Ca** extracelular tras la apertura de canales de Ca®* operados
por voltaje ("voltage-operated Ca?* channels", VOCs) localizados en la membrana celular.
De entre los distintos tipos de VOC:s tipificados (L, T, N y P) (Spedding y Paoletti, 1992),
los canales de tipo L (de /arga duracion) parecen ser los unicos que intervienen en el
acoplamiento electromecanico durante la excitacion del musculo liso vascular. Se
caracterizan por poseer una alta conductancia y por ser altamente sensibles a la inhibicion
por las dihidropiridinas y otros bloqueadores organicos e inorgéanicos. Se desconoce
actualmente si la despolarizacién de la membrana produce la liberaciéon de Ca** desde el

reticulo sarcoplasmico (Himpens et al., 1995).

En el acoplamiento farmacomecadnico no se precisan cambios en el potencial de
membrana para el incremento de la [Ca**],, el cual se produce como consecuencia tanto de
la entrada de Ca** extracelular como de su liberacion desde el reticulo sarcoplasmico. La
entrada de Ca®* extracelular se produciria a través de canales de Ca’* operados por
receptor ("receptor-operated Ca®* channels", ROCs). En cuanto a la liberacion de Ca**
desde el reticulo sarcoplasmico, la hipotesis mas reciente postula que ésta ocurre a través
de dos tipos de canales de Ca?*: el receptor de inositol 1,4,5,-trifosfato (InsP,R) y el
receptor de rianodina (RyR). Ambos receptores se activan cuando aumenta la [Ca*],
estableciéndose asi un circuito de retroalimentacion positiva denominado de "liberacion de

Ca” inducida por el Ca**" (Himpens et al., 1995).

La hipétesis que postula la existencia de VOCs y ROCs como vias principales para

la entrada de Ca*" extracelular se ha sustentado exclusivamente en observaciones indirectas
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basadas en la asuncion de que el nivel de contraccidn refleja la [Ca®*], (Mulvany et al., 1982;
Janis et al., 1987). Sin embargo, la proporcionalidad entre la magnitud de la contraccion y
la [Ca®]; es cuestionable ya que, seglin los resultados obtenidos con técnicas que permiten
la medicion directa de la [Ca®'],, la activacion del receptor puede alterar dicha relacion
sensibilizando o desensibilizando la fosforilacion de la miosina por el Ca** (Nishimura et al.,
1990; Jensen et al., 1992). C'onl la.té‘cnig:a.dg “patch-clamp" se ha demostrado la existencia.
| dé VO‘Cs'en‘ el. musculo liso vascular (Nelson et al., 1990; Ganitkevich e Isenberg, 1990).
Por el contrario, la demostracion directa de ROCs no ha sido realizada en el momento
actual, y por lo tanto su contribucién en la entrada de Ca?* asi como su posible influencia
indirecta sobre el potencial de membrana resultan inciertas. Evidencias recientes obtenidas
en pequefias arterias mesentéricas de rata parecen demostrar que los ROCs juegan un papel

insignificante en la regulacion de la [Ca®*], al menos en estos vasos (Nilsson et al., 1994).

Por otra parte, existen mecanismos de extrusion por los cuales el Ca®* es retirado
del citosol una vez ha concluido la contraccion, restituyéndose la [Ca*'],, Uno de estos
mecanismos son las denominadas bombas de Ca’*: bomba de Ca** de la membrana
plasmatica, que media el transporte de Ca®* desde el citosol hacia el exterior (medio
extracelular) y es estimulada por la calmodulina, y bomba de Ca* del reticulo
sarcoplasmico, que media el transporte de Ca** desde el citosol hacia el interior del reticulo
sarcoplasmico. Ambas son ATPasas estimuladas por el Ca** y dependientes de Mg**, por

lo cual reciben también la denominacion de Ca**-Mg?*-ATPasas (O'Donnell y Owen, 1994).

Otro mecanismo para la extrusion de Ca®* es el intercambiador Na*-Ca®*, que
media el flujo de Ca** desde el citosol hacia el medio extracelular. Sin embargo, mientras
que la bomba de Ca** de la membrana plasmatica opera como un sistema de alta
afinidad/baja capacidad, el intercambiador Na‘’-Ca** opera como un sistema de baja
afinidad/alta capacidad. Esto significa que el primero de dichos mecanismos seria el
responsable del "ajuste fino" de la [Ca**]; mientras que el segundo seria el responsable de

la eyeccidon masiva de Ca** (O'Donnell y Owen, 1994) (Figura 4).



Introduccion 14

1.3.1.2.- Papel del Ca** en la funcion del endotelio vascular

Desde la observacion inicial de que la acetilcolina induce relajacion arterial mediante
la liberacion de EDRF (Furchgott y Zawadzki, 1980), se ha acumulado mucha informacion
sobre los factores que influencian la sintesis y liberacion de dicho factor. De particular

_importancia resulta la influencia del Ca*".

~Se ha demostrado que la liberacion de EDRF depende de la presencia de Ca*
extracelular, y por lo tanto se ha postulado que la entrada de Ca** extracelular inducida por
agonistas contribuye al aumento de la [Ca*}; en las células endoteliales, y que este proceso
es de gran importancia para la liberacion de EDRF (Zawadzki et al., 1980; Singer y Peach,
1982; Long y Stone, 1985). Estudios posteriores con marcadores fluorescentes del Ca®* han
aportado la evidencia directa de que los agonistas incrementan la [Ca®], en células
endoteliales en cultivo, aunque la procedencia de dicho Ca®" es una cuestidn que contin(ia

estando abierta al debate (Schilling y Elliott, 1992).

Agonistas tales como la bradikinina producen un aumento de 4-5 veces en la [Ca*'];
de células endoteliales de aorta bovina en cultivo: a un aumento de la [Ca*"]; en forma de
pico réapido y transitorio le sigue un descenso hasta un nivel sostenido por encima del valor
basal. El componente transitorio se observa en presencia de La’* o en ausencia de Ca**
extracelular, mientras que el componente sostenido desaparece en esas condiciones. Estos
resultados sugieren que el componente transitorio refleja la liberacion de Ca** desde los
depositos intracelulares, mientras que el componente sostenido refleja la entrada de Ca**
extracelular (Colden-Stanfield et al., 1987). Actualmente se sabe que la liberacion de Ca**
desde los depositos intracelulares sigue un proceso similar al descrito para las células
musculares lisas, es decir, via la formacion de InsP,. Por el contrario, los mecanismos por
los cuales los agonistas estimulan la entrada de Ca** extracelular en las células endoteliales
no han sido identificados en el momento presente. Aunque se ha sugerido la presencia de
VOCs en las células endoteliales, estos serian diferentes de los de las células musculares lisas
subyacentes (Rubanyi y Vanhoutte, 1988). Independientemente del mecanismo exacto por

el que se produzca la entrada de Ca*, el aumento de la [Ca*']; inducido por agonistas es
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importante para la liberacion de factores paracrinos, los cuales influyen en la reactividad y

permeabilidad vasculares (Schilling y Elliott, 1992).
1.3.1.3.- Canales de Ca’** en las arterias cerebrales

a) Musculo liso

El registro por medio de la técnica de "patch-clamp" de las corrientes macroscopicas
de Ca® en musculo liso aislado de arteria basilar de cobaya, ha permitido identificar dos
componentes en dichas corrientes: uno con caracteristicas electrofisiologicas y
farmacologicas propias del canal L, y otro menos sensible a las dihidropiridinas el cual, por
sus caracteristicas diferentes del canal T, ha recibido la denominacion de canal B (Simard,
1991; West et al., 1992). Sin embargo, s6lo el canal L se expresa en miocitos en cultivo
procedentes de este segmento vascular (Kent et al., 1992). Por el contrario, en miocitos
aislados de arteria basilar de rata no se registra ningin componente de tipo T y, por lo tanto,
la corriente de Ca® hacia el interior tiene lugar exclusivamente a través de canales L. Puesto
que estos canales tienen una "probabilidad de estado abierto" (P,) significativa para voltajes
proximos al potencial basal, existe un flujo basal de Ca** hacia el interior que contribuye al
mantenimiento de una tension basal en el miocito y, por consiguiente, del tono arterial
(Langton y Standen, 1993). En miocitos aislados de arteria cerebral media de perro también
se han identificado Gnicamente corrientes de Ca** correspondientes a canales de tipo L

(Buljubasic et al., 1992).

Las técnicas de patch-clamp de alta resolucién se han aplicado para el estudio de
corrientes de Ca®* a través de un canal Gnico (corrientes unitarias de Ca*"). En miocitos
aislados de arteria basilar de conejo se han identificado dos tipos de corrientes
correspondientes a dos tipos de canales de Ca**: L y T (Oike et al., 1990). Por el contrario,
en un trabajo recientemente publicado en el que se registran corrientes unitarias de Ca®* en
musculo liso aislado de arteria basilar y arteriolas precapilares de cobaya, se identifica
Unicamente el canal de tipo L (Michelakis et al., 1994). Una observacion importante en este

trabajo es que la actividad del canal de Ca*" es mas prominente proxima al potencial de
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membrana basal (la activacion del canal depende de un potencial mas negativo) en las células
musculares lisas de las arteriolas que de la arteria basilar. Ademas, la densidad de los canales
es mayor en las primeras que en la segunda. Ambas observaciones explican que el tono basal
de las arteriolas cerebrales dependa en mayor medida del Ca®* extracelular que el de las

grandes arterias cerebrales (Takayasu et al., 1988; Takayasu y Dacey, 1989) y, por lo tanto,

_que las primeras contribuyan en mayor medida a la resistencia cerebrovascular (>50%) y-

al control del flujo sanguineo cerebral (Seidel et al., 1991).
b) Inervacion perivascular y endotelio

Ademas de su participacion en el fenémeno de la contraccion, existen otros procesos
celulares que dependen de la entrada de Ca** extracelular y que intervienen decisivamente
en el control de la funcién cerebroarterial: la liberacion de neurotransmisores desde la
inervacion perivascular y la liberacion de EDRF. Estos aspectos han sido investigados
utilizando, entre otras aproximaciones experimentales, farmacos bloqueadores de la entrada
de Ca** (BECa). Respecto al primero de estos procesos, se ha observado que la respuesta
contractil inducida por estimulacion eléctrica de los nervios perivasculares en arteria basilar
de perro resulto inhibida por diltiazem (Fujiwara et al., 1982). Por lo que respecta a la
liberacion de EDRF, se ha demostrado que la entrada de Ca®* contribuye a la sintesis y
liberacion de NO tanto desde las terminaciones nerviosas como desde el endotelio en la
arteria cerebral media de perro; sin embargo, nicardipina no inhibio ni la liberacion de NO
ni la relajacion subsiguiente (Toda y Okamura, 1992). Resultados semejantes se han
obtenido con otro farmaco BECa de tipo dihidropiridinico, nifedipina, en arterias cerebrales
porcinas (Baik et al., 1988). Estos resultados sugieren que los canales de Ca®* en las células
endoteliales son diferentes a los que se encuentran en las células musculares lisas. Ademas,
la relajacion producida por nitrendipina en arteria basilar porcina se debe a la liberacion de
NO, la cual, a su vez, depende del flujo de Ca** a través de membrana (Giinther et al.,
1992).
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1.3.2.- Influencia del Mg** en la homeostasis del Ca*

Las evidencias experimentales directas e indirectas que sugieren que el Mg** actia
principalmente modulando la entrada, la union y la translocacion de Ca** en el musculo liso

vascular son las siguientes:
a) Influencia del Ca** sobre la respuesta vascular inducida por la eliminacion de Mg**

La eliminacion de Mg** del medio de incubacion produce un incremento inmediato de
la tension en varias preparaciones vasculares sometidas Gnicamente a la tension basal, dicha
respuesta quedd abolida cuando el medio carecia de Ca®* o contenia alglin firmaco BECa
(verapamil), lo cual pone de manifiesto la dependencia de esta respuesta contractil respecto

del Ca®* (Altura y Altura, 1974; Turlapaty et al., 1981).

Los resultados de algunas 'mvestigacionés parecen demostrar que la respuesta relajante
(dependiente del endotelio) al reducir total o parcialmente la [Mg>*], es también dependiente
del Ca®*. La respuesta relajante inducida por la eliminacion de Mg** resulté progresivamente
inhibida al incrementar la [Ca®"],, mientras que la reduccion de la [Ca®"], inhibi6 la respuesta
contractil que se manifiesta en arterias desprovistas mecanicamente de endotelio (Ann y Ku,
1986; Ku y Ann, 1987; Gold et al., 1990). Considerados en conjunto, estos resultados
sugieren que Ca** y Mg® ejercen acciones contrapuestas a dos niveles: sobre la
activacion/liberacion de EDRF y sobre la contraccion del musculo liso. En ambos casos el

Ca” actuaria como un estimulante mientras que el Mg?* actuaria como inhibidor.

b) Efecto de la concentracion extracelular de Mg**sobre las contracciones inducidas por
el Ca**

Esta bien documentado que las variaciones de la [Mg**], afectan a la respuesta contractil
inducida por el Ca*. Diferentes estudios han demostrado que la presencia de Mg**
disminuye la sensibilidad y aumenta la contractilidad de arteria aorta de conejo y rata frente

al Ca** (Jurevics y Carrier, 1973; Altura y Altura, 1971; Turlapaty et al. 1981). Sin embargo,
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en vena porta de rata ninguno de los dos parametros se modificaron, indicando que el efecto

del Mg?* dependi6 del tejido investigado (Turlapaty et al. 1981).

¢) Influencia de la concentracion extracelular de Mg** sobre el contenido y el intercambio

de Ca** en el musculo liso

Distintos estudios apoyan que la [Mg®'], también influye sobre el contenido y el
intercambio de Ca*" en el musculo liso vascular. Fueron Altura y Altura en 1971 los
primeros investigadores en demostrar que la [Mg®*], afectaba al contenido tisular de Ca**
y Mg?*: la ausencia de Mg?" produjo disminucién del contenido tisular de Mg®* del 40% y
aumento del contenido tisular de Ca*" del 15%. Otros autores han obtenido idénticos
resultados (Goldstein y Zsotér, 1978; Turlapaty y Altura, 1978). Estudios mas recientes
confirman que la eliminacién de Mg* del medio extracelular produce un marcado
incremento de la [Ca*']; concomitantemente con la contraccidn de las células, y que dicho
incremento se inhibe en ausencia de Ca®*. Por el contrario, la elevacion de la [Mg*'],
produce disminucion de la [Ca*']; aunque, en términos relativos, el efecto es menor que el
de la eliminacion de Mg?* (Zhang et al., 1992b). Ademas, se ha demostrado la existencia del
intercambio de Ca** por medio del transportador Na'-Ca** en la membrana plasmatica de
las células musculares lisas vasculares, y la influencia del Mg?* sobre dicho mecanismo de

transporte (Smith et al., 1987; Altura et al., 1990).

d) Influencia de la concentracion extracelular de Mg’ sobre el contenido y el

intercambio de Ca’* en el endotelio

Al igual como ocurre en el misculo liso vascular, el Mg** parece jugar un papel
importante sobre el contenido y el intercambio de Ca®* en el endotelio. Se ha sugerido que
el mecanismo de "liberacion de Ca® inducida por el Ca*™" interviene también en la
regulacion de la [Ca]; en las células endoteliales, y que el Mg** modula dicho mecanismo
(Zhang et al., 1993). También se ha sugerido la existencia del intercambiador Na*-Ca*" y su

modulacion por el Mg®* en células endoteliales de aorta de rata (Zhang et al., 1992a).
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Las evidencias experimentales resefiadas indican claramente la influencia del Mg®* sobre
la [Ca*},. Dicha influencia se lleva a cabo principalmente modulando el transporte de Ca?*
a través de la membrana celular. No obstante, también parece claro que el Mg** afecta a la
liberacion de Ca** desde los depositos intracelulares. En arterias femorales y coronarias de
gato se ha observado que las contracciones producidas por prostaglandina F,, y
norepinefrina se redujeron en medio sin Ca™, y que dicha inhibicion fue atin mayor si éste .
-medio contenia una concentracion de Mg superior a la fisiologica (4.4 6 13.2 mM). Estos
resultados ponen de manifiesto la accion inhibidora de la hipermagnesemia sobre la

liberacion de Ca** desde los depdsitos intracelulares (Sjogren y Edvinsson, 1988).

Después de todo lo expuesto parece razonable admitir que el Mg®* es un tipo especial
de antagonista del Ca®*, ya que, a diferencia de la mayoria de los BECa organicos, el Mg?*
actua sobre canales de los tipos VOCs, ROCs y LOCs ("leak-operated Ca** channels",
canales de Ca** operados por filtracidn o goteo) (Altura et al., 1987). Dicha actuacion se

manifiesta en las acciones descritas del Mg?* sobre los vasos sanguineos.
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1.4- ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS Y TERAPEUTICOS RELACIONADOS
CON EL Mg*

Sin duda una de las aplicaciones del Mg** (en forma de sulfato magnésico) que mas
investigaciones ha suscitado es su posible utilidad en el tratamiento del sindrome de la

preeclampsia-eclampsia.
1.4.1.- Fisiopatologia y patogénesis de la preeclampsia-eclampsia

La hipertension complica casi el 10% de todos los embarazos. Segun el consenso
alcanzado por el Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos en 1972, se distinguen
cuatro tipos: 1) hipertensién crénica; 2) preeclampsia-eclampsia;, 3) preeclampsia

superpuesta a hipertension cronica; y 4) hipertension transitoria.

La preeclampsia es una enfermedad especifica de la gestacion que se presenta
después de la 20 semana de amenorrea y se caracteriza por el aumento de la presion arterial
acompafiado de proteinuria, edema o ambos. La preeclampsia es una enfermedad progresiva
que puede llevar a una complicacion convulsiva denominada eclampsia. Una convulsion es,
por lo tanto, la linea divisoria entre la preeclampsia y la eclampsia, y puede producirse antes,
durante o después del parto. El sindrome de preeclampsia-eclampsia es la principal causa
de mortalidad y morbilidad asociadas al embarazo (National High Blood Pressure Education

Program Working Group Report on High Blood Pressure in Pregnancy, 1990; Donaldson,
1994).

Desde el punto de vista fisiopatologico, la preeclampsia-eclampsia implica
alteraciones en el funcionamiento de numerosos sistemas organicos: cardiovasculares
(incremento de la post-carga cardiaca, hemoconcentracion), hematologicas
(trombocitopenia), renales (endoteliosis capilar glomerular), hepaticas (necrosis hemorragica
periportal, hematoma subcapsular), neuroldgicas (confusion, manifestaciones visuales,
afasia, coma, cefalea, hiperreflexia, convulsiones, etc.) (Donaldson, 1994). Sin embargo, la

situacion basica de la preeclampsia es el vasoespasmo generalizado (National High Blood
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Pressure Education Program Working Group Report on High Blood Pressure in Pregnancy,
1990) (Figura 5).

El fendmeno de vasoespasmo afecta al cerebro (aumento de la resistencia vascular
cerebral). En pacientes que sufrieron ataques eclampticos, la realizacion de angiografias
_cerebrales y visualizacion mediante tomografia computerizada han puesto de manifiesto
vasoconstriccion cerebral generalizada (Will et al., 1987; Lewis et al., 1988), hemorragias
intraventriculares e intraparenquimatosas, asi como infartos en sustancia blanca (Gaitz y
Bamford, 1982), edema difuso y aumento de la presion intracraneal (Kirby y Jaindl, 1984).
Por otra parte, estudios postmortem en pacientes eclampticas pueden revelar la existencia
de algunas de las siguientes anomalias: 1) zonas de hemorragias petequiales en el cortex; 2)
multiples areas no hemorréagicas reblandecidas; 3) pequefias areas hemorragicas en la
sustancia blanca; 4) una Unica hemorragia de gran extension en sustancia blanca; y 5)
hemorragia en los ganglios basales o en el puente, a menudo con rupturas dentro de los
ventriculos (Sheehan y Lynch, 1973). La patologia cerebral es responsable del 30-60% de

la mortalidad eclamptica.

Una cuestion intensamente debatida y de gran alcance es la patogénesis de las
lesiones cerebrales eclampticas. La controversia se centra en la validez de cada una de las
dos hipotesis siguientes: "hipétesis de la vasoconstriccion primaria” e "hipdtesis de la
encefalopatia hipertensiva". Segiin la primera de estas hip6tesis la vasoconstriccion cerebral
seria responsable de hipoperfusion cerebral y, por tanto, de isquemia e infarto cerebral.
Segun la segunda hipotesis, la vasoconstriccion cerebral seria el resultado del mecanismo
de la autorregulacion, segun el cﬁal las arterias cerebrales reaccionan contrayéndose frente
a los aumentos de la presion arterial con el fin de mantener la constancia de la perfusion
tisular. Si la presion arterial rebasa el limite superior de autorregulacion, se produce
hiperemia regional, hemorragia y edema cerebral (Donaldson, 1988, 1994). Resulta del
maximo interés determinar cuél de las dos hipdtesis es la que mejor explica la patogénesis
de las lesiones cerebrales eclampticas, ya que de ello dependera el tipo de farmaco mas
idoneo para su prevencion y tratamiento. Segun la "hipotesis de la vasoconstriccion cerebral

primaria", el mejor anticonvulsivo/cerebroprotector sera aquel que evite o elimine el
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vasoespasmo cerebral. Segin la "hipétesis de la encefalopatia hipertensiva", el mejor
anticonvulsivo/cerebroprotector sera el mejor antihipertensor. Hay que hacer notar que
ambas aproximaciones son contrapuestas ya que, si se administra un vasodilatador cerebral
sin que se reduzca la presion arterial, se atenta la vasoconstriccion cerebral autorreguladora
y por tanto el sistema de proteccion que ella supone para el cerebro (Thulin et al., 1993).
‘De este modo, la vasodi_latacién cerebral podria ser contraproducente, e incluso fatal, en el

tratamiento de la preeclampsia-eclampsia (Donaldson, 1994).

Evidencias experimentales acumuladas en los ultimos afios sugieren que la
preeclampsia-eclampsia tiene su origen en la disfuncion de las células endoteliales (Roberts
et al., 1989). Esta disfuncion endotelial explicaria algunos hallazgos relevantes que se
producen en la preeclampsia-eclampsia: 1) disminucién de la produccion de prostaciclina
(vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaquetar) y aumento de la produccion de
tromboxano A, (vasoconstrictor y pro-agregante plaquetario) (McGiff y Carroll, 1994); 2)
cambios en el sistema hemostatico tales como aumento de fibronectina, disminucion de
antitrombina III y disminucion de a,-antiplasmina (Saleh et al., 1987); 3) incremento de los
niveles plasmaticos del péptido vasoconstrictor de origen endotelial, endotelina-1 (Taylor
et al., 1990; Mastrogiannis et al., 1991; Nova et al., 1991; Schiff et al., 1992); y 4) aumento
de la sensibilidad vascular frente a factores presores endogenos (Roberts et al., 1989). Todas
estas alteraciones cooperarian para producir los fenémenos de vasoconstriccion,
coagulacion y redistribucion intravascular de fluidos que finalmente dan lugar al sindrome
clinico de preeclampsia-eclampsia (Figura 6). Por lo tanto, estas evidencias apoyan la
"hipétesis de la vasoconstriccion primaria” para explicar la patogénesis de la preeclampsia-
eclampsia y sugieren que la supresion del vasoespasmo es la principal estrategia terapéutica

en este desorden.
1.4.2.- Mg en la prevencién y tratamiento de la preeclampsia-eclampsia
Al igual que el origen de esta patologia, la utilidad terapéutica del sulfato

magnésico es objeto de intensa controversia en la actualidad. En los Estados Unidos de

América la administracion parenteral de sulfato magnésico es la opcion mas utilizada por los
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obstetras para la prevencion y tratamiento de las convulsiones eclampticas (Catanzarite et
al., 1991). La revision de la literatura obstétrica en los Estados Unidos durante las Gltimas
seis décadas indica que el sulfato magnésico satisface todos los criterios del anticonvulsivo
ideal: 1) es rapidamente eficaz; 2) la duracion del efecto es predecible y fiable; 3) posee un
amplio margen de seguridad y no es depresor ni toxico para la madre y el feto; 4) su

administracion y monitorizacion en la clinica es muy simple; y 5) los médicos y enfermeras

de las unidades obstétricas estan familiarizados con su farmacocinética y farmacodinamica

(Dinsdale, 1988; Pritchard, 1989; Sibai, 1990). Por el contrario, los detractores del sulfato
magnésico (principalmente neurélogos) aducen que: 1) no es ni antihipertensor ni
anticonvulsivo; 2) su uso es empirico ya que no se conoce su mecanismo de accion; 3)
incrementa el riesgo tanto de la madre como del feto (Kaplan et al., 1988; Donaldson,
1988). Lo cierto es que, aunque a los detractores no les falta parte de razon en sus
argumentaciones, el sulfato magnésico "funciona". Como apunta Sibai (1990): "...su uso
empirico sin compararlo con otros anticonvulsivos en un ensayo clinico no menoscaba su
eficacia clinica, como se desprende de su repercusion favorable en el embarazo descrita
en amplios estudios...". De hecho, el 95% de las pacientes eclampticas en los Estados
Unidos son tratadas por obstetras, y es por tanto al Colegio Americano de Obstetras y
Ginecblogos a quien corresponde establecer las pautas en la prevencion y tratamiento de la
preeclampsia-eclampsia. El sulfato magnésico es una de dichas pautas, y por tanto prescindir

de su uso puede acarrear problemas de tipo legal al terapeuta (Lindheimer, 1989).

Posiblemente, el fendmeno clave que podria explicar los efectos beneficiosos del
sulfato magnésico en la preeclampsia-eclampsia seria la capacidad del Mg** para influir sobre
la fisiologia vascular a través de su relacién de antagonismo con el Ca**. Esta hipétesis,
sustentada por las evidencias experimentales que se han descrito detalladamente en los
epigrafes precedentes, permite predecir que el Mg®* podria actuar como un antagonista del
Ca* atenuando el vasoespasmo cerebral implicado en la patogénesis de la eclampsia (Zaret,
1983; Sadeh, 1989).
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1.5.- Mg?* Y CIRCULACION CEREBRAL

El primer estudio del que tenemos conocimiento acerca de la influencia del Mg*
sobre la circulacion cerebral fue llevado a cabo por Kapp y colaboradores en 1970.
Midiendo el calibre de la arteria basilar de gato, estos autores observaron que la infusioén
intravenosa de sulfato. magnésico era capaz de revertir parcialmente el espasmo de dicha’
arteria producido por la exposicion previa a sangre autologa. Este supuso el primer estudio
acerca de la posible utilidad del sulfato magnésico en el tratamiento del vasoespasmo
cerebral secundario a hemorragia subaracnoidea (HSA). Muchos afios después se ha
confirmado este potencial terapéutico en investigaciones en las que se han utilizado otros
modelos de HSA, como el utilizado por Ram y colaboradores en ratas, en las cuales la
inyeccion intravenosa o la aplicacion topica de sulfato magnésico dilaté la arteria basilar
previamente contraida por induccion de HSA (Ram et al., 1991). Entre estos dos estudios
(realizados ambos in situ midiendo el calibre de la arteria basilar), varios han sido los
trabajos publicados en los que se ha constatado la capacidad del Mg** para inhibir la
contraccion de las arterias cerebrales frente a diferentes substancias (Allen et al., 1976;

Sjogren y Edvinsson, 1986, 1988; Farago et al., 1991; Huang et al., 1990a,b).

Otro de los aspectos investigados ha sido la influencia del Mg** sobre el tono
vascular cerebral. Fueron Altura y Altura (1980) los primeros investigadores en observar
que la [Mg?], afectaba el tono basal de las arterias cerebrales aisladas (basilar y media) de
perro: mientras que la disminucién de la [Mg?*], incrementd la tension basal, el aumento de
la [Mg?"], la disminuy. Esta relacién inversa entre la [Mg?*], y el tono vascular se confirmé
posteriormente en estudios in situ en los que se observd que el incremento de la
concentracion de Mg?* en el liquido cefalorraquideo produjo incremento del calibre de las
arterias piales de gato (vasodilatacion), mientras que la reduccion de la [Mg?], produjo
reduccion del calibre arteriolar (vasoconstriccion) (Seelig et al., 1983). Resultados similares
se han obtenido posteriormente al aplicar una metodologia semejante para el estudio de la

circulacion cortical de rata (Altura et al., 1987).
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La influencia de la [Mg?'], sobre el tono cerebroarterial ha sido investigada también
en segmentos de arterias cerebrales sometidos a tono activo, es decir, contraidos
previamente con algiin agente vasoconstrictor. Esta cuestion se ha abordado siguiendo dos
protocolos experimentales diferentes: incrementando o reduciendo la [Mg?**], dentro del

rango fisiologico, y afiadiendo Mg** acumulativamente hasta obtener una respuesta maxima.

'En cuanto al primero de estos protocolos, se ha observado que la reduccion de la [Mg*].-

produjo relajacion mantenida de los segmentos de arteria cerebral media de gato y piales
humanas precontraidos con norepinefrina, mientras que la reposicion de la [Mg?'], produjo
contraccion recuperandose el tono basal control (Szabo et al., 1991b; Szabé et al., 1992¢).
En cuanto al segundo de los protocolos, se ha constatado que la adicién acumulativa de
Mg** produjo relajaciones de magnitud dependiente de la concentracion en segmentos de
arteria cerebral media de gato precontraidos con KCl o prostaglandina F,, (Sjogren y
Edvinsson, 1986), y en segmentos de arteria cerebral media de perro contraidos con el

analogo del tromboxano A,, U46619 (Belfort et al., 1994).

La revision de la literatura pone de manifiesto la escasez de estudios en los que se
registra el efecto del Mg?* sobre el flujo sanguineo cerebral, y ademas la carencia es absoluta
en cuanto al registro continuo de dicho parametro en animales, anestesiados o conscientes.
Utilizando el método autorradiografico para la medicion del flujo sanguineo cerebral local,
se ha puesto de manifiesto que la infusion intravenosa de sulfato magnésico no modifico la
hipoperfusién tardia subsiguiente a un periodo de isquemia cerebral global en ratas
(Grogaard et al., 1988). Por el contrario, en ratas sometidas a isquemia focal por ligadura
de la arteria cerebral media, la infusion de sulfato magnésico incremento el flujo sanguineo
en el area isquémica (Chi et al., 1990). En cuanto a las investigaciones realizadas en
humanos, se ha evidenciado que el sulfato magnésico redujo el "indice de pulsatilidad" en
la arteria cerebral media de pacientes preeclampticas, lo cual es indicativo de dilatacion de

los vasos de pequetio calibre distales a la arteria cerebral media (Belfort y Moise, 1992).
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La presente Tesis Doctoral se ha disefiado con el fin de contribuir al conocimiento
de la influencia del Mg** en el lecho vascular cerebral, teniendo como referencia fundamental
la hipotética relacion de antagonismo del Mg** sobre el Ca?* en este lecho vascular. Para ello
se ha desarrollado un plan de trabajo experimental utilizando técnicas in vitro e in vivo,

cuyos objetivos concretos se detallan a continuacion:

ESTUDIOS IN VITRO

1.- Determinar la influencia de la concentracion extracelular de Mg?* sobre el tono

de la arteria cerebral media aislada de cabra.

2.- Analizar el efecto relajante de Mg?* sobre arterias aisladas en funcién de la

especie, el agente inductor del tono activo y el tipo de arteria.

3.- Investigar la posible influencia de factores derivados del endotelio en la

respuesta relajante de la arteria cerebral media aislada de cabra frente a Mg®*
4 - Estudiar el efecto de la concentracidn extracelular de Mg?* sobre la respuesta

de las arterias cerebrales aisladas frente a vasoconstrictores: Ca?*, endotelina-1,

5-hidroxitriptamina, norepinefrina y prostaglandina F,,.

ESTUDIOS IN VIVO

5.- Determinar la influencia de la barrera hemato-encefalica en el transporte de

Mg?* al cerebro.

6.- Registrar el efecto del sulfato magnésico sobre el flujo sanguineo cerebral y

otros parametros fisiologicos en la cabra sin anestesiar.

7.- Examinar el efecto del sulfato magnésico sobre la vasoconstriccion cerebral

inducida por 5-hidroxitriptamina, endotelina-1 y norepinefrina.



3.- MATERIAL Y METODOS
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La experimentacion se llevo a cabo siguiendo la normativa vigente en Espafia por
REAL DECRETO 223/1988, de 14 de marzo, sobre proteccion de los animales utilizados

para experimentacion y otros fines cientificos.

3.1.- MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO: REGISTRO DE LA TENSION
ISOMETRICA DESARROLLADA POR ARTERIAS AISLADAS

3.1.1.- Preparacion experimental

Los experimentos se realizan con segmentos cilindricos de arteria cerebral media de
cabra, ramas de arteria cerebral media de humanos y arteria basilar y carétida de conejo. Los
animales se sacrifican mediante inyeccion, en la vena yugular (cabra) y en una vena marginal
de la oreja (conejo), de una mezcla de 1 g de tiopentotal sdédico (Pentotal sdédico, Abbot)
y 40 mEq de cloruro potasico, que produce la muerte del animal por parada cardiaca como
consecuencia de la despolarizacion miocéardica en un estado de anestesia general. El craneo
se expone mediante una incision circular a nivel de la base de los cuernos (cabra) y de las
orejas (conejos), realizandose a continuaciéon una craniotomia circular con una sierra
eléctrica siguiendo dicha incision. Una vez descubierto el encéfalo, el cerebro se separa del
resto del eje nervioso tras haber retirado la duramadre y seccionado las vias aferentes y
eferentes, nerviosas y hematicas. Inmediatamente se sumerge el cerebro en solucién salina
fisiologica fria (4°C). Las dos arterias cerebrales medias de cabra y la basilar de conejo se
disecan cuidadosamente bajo lupa binocular (WILD, Heerbrugg) a 6.4 aumentos, eliminando
todos los restos de sangre de su interior y se cortan en segmentos cilindricos de 4 mm de
longitud. Después de haber extraido el cerebro del conejo se sitia al animal en decubito
supino, se le practica una incision a nivel de la traquea y por diseccion roma se diseca con
sumo cuidado la arteria carétida, obteniéndose segmentos de 4 mm de longitud. Las ramas
de arteria cerebral media humana se obtuvieron post-mortem de 7 hombres y 3 mujeres
(durante autopsia) un méximo de 7 h después de la muerte. El rango de edad fue entre 30-70
afios y las causas de la muerte fueron: paro cardiaco (3 casos), traumatismo toracico (2

casos), edema pulmonar (1 caso), asfixia (1 caso) y otros (3 casos).
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Para el registro de la tension isométrica desarrollada por los segmentos arteriales se
introducen dos alambres de acero inoxidable, de diametro adecuado a cada tipo de arteria,
a través de la luz vascular. Uno de ellos esta unido a un soporte fijo que mantiene el
segmento arterial en posicion horizontal. El otro alambre, en forma de "L", se introduce por
su lado mas corto en la luz vascular, sujetandose por su lado mas largo a un transductor de
tension. Por lo tanto, este. Gltimo. alambre puede traccionar verticalmente en sentido -
perpendicular al eje mayor del segmento vascular en respuesta a los cambios de tension que
se producen en la pared arterial. El tiempo maximo empleado en el montaje de la

preparacion es aproximadamente de 30 minutos.

Cada segmento arterial se aloja en un bafio de 6rganos que contiene 5 ml de solucion
Ringer-Locke burbujeada continuamente con una mezcla gaseosa de O, (95%) y CO, (5%)
que le confiere un pH de 7.3-7.4. Un circuito de agua caliente que rodea exteriormente a las
cubetas mantiene una temperatura constante en el liquido nutritivo de 37°C. Ademas, se
dispone de una reserva de solucion Ringer-Locke, en condiciones idénticas a las descritas,

que se utiliza para renovar el medio en el que se hallan inmersas las arterias (Figura 7).

3.1.2.- Técnicas de registro y medicion

El sistema de registro consta, para cada segmento arterial, de un transductor de
tension isométrica ("Universal Transducing Cell" UC3, Gould Statham), una microescala
accesoria (ULS, Gould Statham), un tornillo micrométrico ("Micrometer Boss Head",
Bioscience) adaptado al transductor que permite desplazar el conjunto transductor-alambre
movil, y un amplificador de tension (Hewlett-Packard 8805C). La tension isométrica se
registra continuamente en cuatro registradores (Omniscribe, Houston D 5237-5) de dos

canales cada uno.

Los cambios de tension isométrica producidos por farmacos que incrementan la
tension vascular se cuantifican midiendo sobre el trazado la longitud desde la linea basal de
tension hasta el efecto maximo desarrollado por cada una de las dosis. Esta distancia se

multiplica por el factor de calibracion determinado por el sistema de amplificacion, lo cual
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permite la conversion de unidades de longitud (mm) en unidades de tension (mg). Las
cantidades obtenidas pueden expresarse en términos absolutos (mg) o relativos, es decir,
porcentualmente, bien respecto del efecto maximo obtenido al final de la curva

concentracion-respuesta, o bien respecto del efecto producido por un estimulo aplicado con
anterioridad (KCl 50 mM).

3.1.3.- Procedimiento experimental

Mediante la rotacion del tornillo micrométrico se aplica una tensién pasiva a los
segmentos arteriales de 0.5, 1 6 2 g, segun se trate de arteria basilar, cerebral media o
carotida, respectivamente. Dado que la respuesta inmediata de los mismos es la de relajarse,
la tension debe de reajustarse periodicamente hasta que se alcance el equilibrio, fo cual
sucede entre los 60 y los 90 minutos desde el momento del primer ajuste. Durante este
periodo el liquido nutritivo se renueva cada 20 minutos aproximadamente. Para examinar
la capacidad contractil de los segmentos arteriales, estos se exponen a una solucién

despolarizante de KCl (50 mM).

Una vez se ha alcanzado la tension basal constante, se obtienen las curvas
concentracion-respuesta acumulativamente, de forma que la concentracion del farmaco en
el bafio cuando se aplica una dosis es la resultante de la suma de esta ultima con las
concentraciones administradas anteriormente. Una concentracion se afiade cuando la
inmediatamente anterior ha desarrollado su efecto maximo. El volumen total de un farmaco
afiadido a un bafio no supera en ningin caso el 10% del volumen del liquido del bafio.
Después de cada curva se renueva repetidamente la solucion nutritiva, dejando transcurrir

45-60 minutos antes de obtener una nueva curva concentracion-respuesta.
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3.1.4.- Protocolos experimentales

a) Influencia de la concentracion extracelular de Mg** sobre el tono de la arteria

cerebral media aislada de cabra

La influencia de la [Mg®']. sobre el tono de las arterias cerebrales de cabra se -
determind en segmentos arteriales sometidos al tono basal de 1 g y en segmentos arteriales
sometidos a tono activo inducido por prostaglandina F,, (10° M), endotelina-1 (10° M) o
KC1 (50 mM). En el primero de estos protocolos se procedio de la siguiente forma: una vez
estabilizado el tono pasivo o basal de 1 g, el medio de incubacion conteniendo la
concentracion normal de 1 mM Mg* se sustituyd secuencialmente por medios con
concentracion de Mg?* progresivamente menor (0.3,0.1y0 mM) ymayor (0.1,0.3, 1y
10 mM). En el segundo de los protocolos se procedi6 en primer lugar precontrayendo los
segmentos arteriales con cada uno de los agentes vasoconstrictores mencionados; una vez
alcanzado el nivel de tension estable (tono activo) se sustituyo secuencialmente el medio de
incubacioén normal (1 mM Mg?*) por medios de incubacidn con concentracion de Mg*
progresivamente menor (0.6, 0.3, 0.2, 0.1 y 0 mM) conteniendo cada uno de ellos la misma
concentracion del agente inductor del tono activo empleada al principio del experimento.
Con el fin de establecer los correspondientes controles, en experimentos realizados en
paralelo se sigui6 el mismo procedimiento pero utilizando en todos y cada uno de los

cambios el medio con la concentracion fisiologica (1 mM) de Mg?*.

b) Efecto relajante de Mg** sobre arterias aisladas en funcion de la especie, el agente

inductor del tono activo y el tipo de arteria

El efecto relajante de Mg”* sobre arterias aisladas se analizd en segmentos de arteria
cerebral media de cabra y de arterias basilar y cardtida de conejo sometidos al tono basal de
1, 0.5y 2 g, respectivamente y en segmentos de arteria cerebral media de cabra, de arterias
basilar y carétida de conejo y en segmentos de ramas de arteria cerebral media de humanos
sometidos a tono activo inducido por distintos agentes vasoconstrictores. Los agentes

inductores del tono activo utilizados para los segmentos arteriales de cabra fueron:
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S-hidroxitriptamina (10 M), endotelina-1 (10° M), prostaglandina F,, (10 M) o KCl
(50 mM). En el caso de los segmentos arteriales de conejo el agente vasoconstrictor
utilizado fue endotelina-1 (10® M) y para los segmentos arteriales de humanos fueron
S-hidroxitriptamina (10 M), prostaglandina F,, (10 M) o KCI (50 mM). En todos los
casos se obtuvieron curvas concentracion-respuesta afiadiendo de forma acumulativa Mg?*

-(10%-3x10% M) en medio carente de Mg?*.

¢) Influencia de factores derivados del endotelio en la respuesta relajante de la arteria

cerebral media aislada de cabra frente a Mg**

La posible influencia de factores relajantes derivados del endotelio en la respuesta
relajante de las arterias cerebrales de cabra frente a Mg®* se investigd en segmentos
arteriales sometidos a tono activo inducido por prostaglandina F,, (10 M), para lo cual se
siguieron dos protocolos experimentales distintos: reduciendo la concentracion de Mg*' y
afiadiendo Mg”* acumulativamente. En el primero de estos protocolos, y una vez alcanzado
el nivel de tension estable (tono activo), se procedio a sustituir secuencialmente el medio de
incubacién normal (1 mM Mg?") por medios de incubacion con concentracion de Mg**
progresivamente menor (0.6, 0.3, 0.2, 0.1 y 0 mM) conteniendo cada uno de ellos la misma
concentracion de prostaglandina F,,. Este protocolo se sigui6 durante los siguientes
tratamientos: eliminacién mecanica del endotelio (legrado) e incubaciéon con N®-nitro-L-
arginina (10”° M). La eliminacién mecénica del endotelio se realizé introduciendo una varilla
de acero inoxidable con la superficie ligeramente abrasiva por la luz arterial. En el segundo
protocolo se obtuvieron curvas concentracion-respuesta de Mg? (10°-3x10% M) en
segmentos arteriales precontraidos durante los siguientes tratamientos: incubacién con
indometacina (10° 6 10° M), incubacion con NC-nitro-L-arginina (10° 6 10™* M) y

eliminacion mecanica del endotelio.
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d) Efecto de la concentracion extracelular de Mg’ sobre la respuesta de las arterias
cerebrales  aisladas  frente a vasoconmstrictores: Ca’*, endotelina-1,

5-hidroxitriptamina, norepinefrina y prostaglandina F,,

El efecto de la [Mg*'], sobre la respuesta de la arteria cerebral media de cabra frente
a Ca™, se estudi6 con la obtencion de ‘curvas concentracion-respuesta de Ca®" (10°-10%
M) en medio despolarizante (KCl 50 mM) libre de Ca** conteniendo concentraciones
variables de Mg®* (C, 0.1, 1 y 10 mM). Para ello, y tras alcanzar el tono estable de 1 g, se
procedi6 a lavados repetidos cada 15 min de las preparaciones con solucion libre de Ca**
conteniendo KCl 50 mM hasta que no apareciera respuesta contractil alguna. En esas
condiciones se adicionaron las distintas concentraciones de Mg®* y se procedié a la

obtencion de las curvas concentracion-respuesta de CaCl,.

El efecto de la [Mg?*], sobre la respuesta de la arteria cerebral media de cabra frente
a endotelina-1 (10"'-3x10"* M), 5-hidroxitriptamina (10®°-3x10"° M) y norepinefrina (10°*-
3x10™ M) se estudi6 afiadiendo dosis acumulativas de cada uno de los vasoconstrictores al
bafio de érganos conteniendo 0 (medio libre de Mg**), 0.1, 1 (control) y 10 mM Mg*". Los
segmentos arteriales fueron incubados durante 30 min (dos cambios de 15 min) en el medio
libre de Mg™, y las concentraciones de 0.1, 1 y 10 mM de Mg?** fueron afiadidas 15 min
antes de la exposicion a cada uno de los tres vasoconstrictores. Del mismo modo se
procedi6 para estudiar el efecto de la [Mg?*], sobre la respuesta de las arterias cerebrales
humanas frente a 5-hidroxitriptamina (10°-10° M) y prostaglandina F,, (107-3x10®° M). Se
obtuvo una primera curva concentracion-respuesta para cada segmento arterial frente a
5-hidroxitriptamina y prostaglandina F,,, tanto en arterias no tratadas (para valorar posibles
cambios en la respuesta a estos fairmacos, y para servir como controles) como en arterias

tratadas.
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3.1.5.- Farmacos y soluciones

La solucién nutritiva de Ringer-Locke tiene la siguiente composicion (mM): NaCl
120, KCl 5.4, CaCl, 2.2, MgCl, 1.0, NaHCO, 25 y glucosa 5.6. Se prepar6 una solucién
concentrada (20x) de cloruros, y se diluyé en el momento de su uso, afiadiendo el NaHCO,
y la glucosa. Tras el burbujeo con la solucion de carbogeno (95% O, y 5% CO,) el pH se -
mantuvo en 7.3-7.4. La solucion despolarizante de KCl (S0 mM) se prepar6 de igual forma
que la solucion nutritiva de Ringer-Locke pero sustituyendo parte del NaCl por una cantidad
equimolar de KCI. Las soluciones conteniendo cada una de las concentraciones de Mg** se
prepararon afiadiendo las concentraciones correpondientes de MgCl, (MgCl,.6H,0) o de
MgSO, (MgS0,.7H,0) a la solucién de Ringer-Locke libre de Mg?*. El medio sin Ca®" se
prepar6 omitiendo el CaCl, de la solucién de Ringer-Locke, y del mismo modo la solucion
despolarizante (KCI 50 mM) libre de Ca*".

La prostaglandina F,_ (Sigma) se disolvio (10 M) en etanol y se diluy6 en solucidn
salina. La endotelina-1 (Peptide Institute Inc.) se disolvié (10 M) en agua bidestilada y se
diluy6o en PBS (tampdn fosfato, NaCl 150 mM y NaH,PO, 10 mM) con seroalbumina
(grado V, Sigma) al 0.05%. La 5-hidroxitriptamina (Sigma), la N®-nitro-L-arginina (Peptide
Institute Inc.) y la norepinefrina (L-arterenol bitartrato, Sigma) se disolvieron (102 M) y
diluyeron en solucion salina. La indometacina (Sigma) se disolvié (10 M) en etanol y se

diluy6 en solucién NaHCO; al 3%.
3.1.6.- Analisis de los resultados

La respuesta bifasica resultante de la reduccion de la [Mg?*], se expreso del siguiente
modo: el componente fasico como porcentaje del tono activo inmediatamente anterior al
cambio del medio de incubacion, y el componente tonico como porcentaje del tono activo
alcanzado al principio del experimento. La respuesta relajante de Mg?* se expres como
porcentaje del tono activo inducido previamente. La respuesta contractil a Ca**, endotelina-1
y a norepinefrina se expresé porcentualmente respecto de la contraccion provocada

previamente por la solucion despolarizante de KCl 50 mM. La respuesta contractil a
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S-hidroxitriptamina y a prostaglandina F,, se expres6 como porcentaje del efecto maximo

(E..;0) obtenido en la correspondiente curva control.

Cada curva concentracion-respuesta se repitid en segmentos arteriales procedentes
de animales diferentes. Los resultados se agruparon posteriormente por experimentos, y a
partir de los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones se calcul6 la media
aritmética, la desviacion tipica y el error estandar de la media (EEM). Con estos resultados
se construyeron las curvas concentracion-respuesta medias de los diferentes farmacos.
Ademas, para cada curva concentracion-respuesta se calculo la CEs,, es decir, aquella
concentracion del farmaco que produce la mitad del efecto méximo. Para ello se halla la
mitad del efecto maximo y las concentraciones que lo acotan. A continuacion se calcula la
concentracion que corresponde a la mitad del efecto maximo mediante una proporcion entre
el efecto y el logaritmo de la concentracion. Para calcular el valor medio de la CE;, y sus
intervalos de confianza al 95%, se calcula la media y el intervalo de confianza de los valores
pD, (-log CE,y) ya que se ajustan a una distribucion normal. La posterior conversion

aplicando antilogaritmos proporciona la media geométrica y los intervalos de confianza de
la CEy,.

La comparacion estadistica entre los distintos grupos, tanto en los datos relativos
al tono vascular como en los valores de CE5 y E ., se realizé con un anélisis de la varianza
(ANOVA) seguido del test de rango multiple de Newman-Keuls. Las diferencias se

consideraron significativas si p<0.05.
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3.2.- MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

3.2.1.- Consideraciones anatomicas y fisioldgicas acerca del lecho vascular cerebral de

la cabra

La cabra es el animal de elecciéon en nuestras investigaciones por las especiales -
disposiciones anatomicas y caracteristicas fisiologicas de su circulacion cerebral (Anderson
y Jewell, 1956; Baldwin y Bell, 1963), que permiten medir el flujo sanguineo de un

hemisferio cerebral sin contaminacion por flujo sanguineo extracerebral.

La arteria maxilar interna, rama de la carétida externa, proporciona el flujo
sanguineo total para cada hemisferio cerebral a través de la rete mirabile, compacta red de
arterias que se anastomosan entre si y que se sitiia en el seno cavernoso a ambos lados de
la hipofisis. Este aporte sanguineo procedente de la arteria maxilar interna llega a la rete
mirabile a través de dos ramas principales: el ramo anastomoético, que se une a la refe
mirabile en sus porciones lateral y posterior, y la arteria anastomotica, que se une a la rete
mirabile en su posicion anterior. Las arterias oftalmica, etmoidal y buccinadora tienen su
origen distalmente a la arteria anastomotica, mientras que la arteria dental lo tiene
proximalmente; todas ellas constituyen la fuente principal del flujo sanguineo extracerebral
aportado por la arteria maxilar interna. En la cabra las arterias vertebrales no contribuyen
al aporte sanguineo cerebral puesto que no comunican con la arteria basilar. Ademas, no
existen cardtidas internas extracraneales, quedando soélo vestigios de las mismas que
comunican la rete mirabile con el poligono de Willis. Este poligono se diferencia del
humano en que la sangre que circula por la arteria basilar fluye en direccion caudal. Todas
estas particularidades anatomicas se han confirmado mediante el modelado del arbol
vascular de la cabeza de la cabra con un polimero acrilico y mediante arteriografias (Daniel

et al., 1953; Reimann et al., 1972) (Figura 8).

Aunque anatoémicamente la rete mirabile representa un alto grado de comunicacion
entre ambos hemisferios, en condiciones normales, sin embargo, la sangre no atraviesa de

un lado a otro, y solo tras la oclusién de la arteria maxilar interna de un lado la sangre se
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distribuye por ambos hemisferios cerebrales. Este hecho se ha demostrado mediante la
inyeccion de macroagregados de albimina marcada radiactivamente en la arteria maxilar
interna: en condiciones normales el is6topo se distribuye exclusivamente por el hemisferio
correspondiente al lado donde se ha efectuado la inyeccion,; tras la oclusion de la arteria

maxilar interna contralateral el isdtopo aparece en ambos hemisferios (Reimann et al., 1972).

3.2.2.- Técnica quirurgica: preparacion vascular para la medicion del flujo sanguineo

cerebral y otros parametros fisioldgicos.

La técnica quirirgica que se describe a continuacion tiene por objeto la eliminacion
del flujo sanguineo que, circulando por la arteria maxilar interna, va a irrigar tejidos
extracerebrales. De este modo, el flujo sanguineo en la arteria maxilar interna coincide con
el flujo sanguineo del correspondiente hemisferio cerebral, y por tanto un transductor
electromagnético de flujo implantado en dicha arteria mide en realidad el flujo sanguineo del

hemisferio ipsilateral (Reimann et al., 1972) (Figura 8).

Las intervenciones se realizan en condiciones estériles y con el animal en ayunas.
Previa sedacion con Ketolar (clorhidrato de ketamina, Parke Davis) a dosis de 10 mg/kg
intramuscular, se canaliza la vena safena y se induce la anestesia administrando lentamente
una solucién de tiopentotal sddico al 2% (pentotal sddico, Abbot). Tras la intubacion
traqueal y gastrica se mantiene la ventilacion asistida con un respirador (Themel) que
suministra una mezcla de halotano (Fluothane, ICI) al 1.5% en una mezcla de 20% O, y 80
% N,O. Los parametros ventilatorios son: frecuencia respiratoria 18 ciclos/min, volumen

ventilatorio 6-8 litros/min y presion de insuflacion 20-30 cm H,O.

La exposicion de la arteria maxilar interna se lleva a cabo mediante una incision a lo
largo del ramo mandibular izquierdo y posterior separacion por diseccion roma de la
glandula parétida. A continuacion se procede a la desinsercion parcial del masculo masetero
y la reseccion de la pequefia parte de la mandibula que cubre la arteria maxilar interna en la
zona de origen del ramo anastomético y de la arteria dental. El nervio facial, que cruza el

campo operatorio, se respeta en todos los casos. Una vez expuesta la arteria maxilar interna
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se efectua una ligadura distalmente al origen del ramo anastomotico y otra en la arteria
dental. Sin embargo, esta maniobra no es suficiente para eliminar el flujo sanguineo
extracerebral que pasa por las arterias oftalmica, etmoidal y buccinadora, las cuales reciben
de nuevo su aporte sanguineo como consecuencia del flujo retrégrado que, procedente de
la rete mirabile se establece a través de la arteria anastomotica debido a la caida de presion
en la arteria maxilar interna después de la ligadura.. Dado que por su situacion anatoémica -
estas arterias no pueden ser expuestas quirurgicamente, se inyectan 1000 unidades N.I.H.
(National Institute of Health) de trombina (Sigma) disueltas en 1.5 ml de solucién salina
fisiologica en la arteria maxilar interna en sentido craneal, inmediatamente distal a la ligadura
realizada previamente. Asi se produce una obliteracion inmediata de estos vasos que priva
al ojo de su irrigacion normal, con lo cual aparece una ceguera secundaria. No obstante, la
circulacidn colateral parece ser suficiente para evitar la necrosis de las partes blandas de la
cara. El flujo sanguineo extracerebral eliminado representa el 30-50% del flujo sanguineo
total que circula por la arteria maxilar interna (Reimann et al., 1972). En estas condiciones,
practicamente todo el flujo sanguineo de la arteria maxilar interna se destina al cerebro, tal
y como ha sido confirmado inyectando microesferas marcadas en esta arteria y analizando
posteriormente la distribucion de la radiactividad en los tejidos extracerebrales e
intracerebrales. Si se tiene en cuenta que el flujo sanguineo extracerebral representa el 23%
del flujo sanguineo total tras la ligadura de la arteria maxilar interna (Edelman et al., 1972),

la importancia de la trombosis de los vasos extracerebrales resulta evidente.

Tras la eliminacion del flujo sanguinéo extracerebral se implanta un transductor
electromagnético de flujo, previamente calibrado, en la arteria maxilar interna,
inmediatamente antes del origen del ramo anastomotico. Para que la medicion posterior del
flujo sanguineo cerebral sea correcta hay que constatar que el vaso sanguineo es normal, a
continuacion dejar la superficie exterior del vaso limpia y uniforme, y por tltimo asegurarse
de que el vaso esta ajustado al transductor en todo momento (Wyatt, 1984). Algunos
estudios en los que se ha empleado una preparacion similar han mostrado una gran
correlacion entre el flujo sanguineo cerebral registrado por el método de la fluximetria y

mediante la técnica de las microesferas radiactivas (Chapman et al., 1979).
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Para la determinacion del flujo cero, se coloca un oclusor mecanico de vasos
alrededor de la arteria carotida externa y proximalmente a la arteria temporal. El oclusor
consiste basicamente en un hilo de nilén en forma de lazo que rodea a la arteria sobre una
superficie de silicona. A su vez, este hilo se halla enfundado en todo su trayecto excepto en
la zona de contacto con la arteria, para que su desplazamiento no irrite la zona intervenida.
Los extremos del hilo van unidos a una pieza tope con la cual se pueden modificar las
dimensiones del lazo y, por tanto, de la arteria, pudiéndose llegar hasta la completa oclusién
de la misma. La inyeccion o infusion de farmacos directamente en la circulacion cerebral se

realiza a través de un catéter de polietileno introducido en la arteria temporal.

Los terminales del transductor de flujo, del catéter y del oclusor se dirigen
subcutaneamente y se fijan a la base del cuerno, quedando asi dispuestos para llevar a cabo
los experimentos en el animal despierto. La sutura se realiza por planos segun la técnica
habitual, procediendo a continuacién a la aplicacion tépica de un antiséptico para evitar la
infeccion de la herida. Para el registro de la presion arterial sistémica y toma de muestras de
sangre, se introduce un catéter en la arteria femoral. vEl terminal de este catéter se lleva a
través de un tunel subcutaneo y se fija en la parte posterior de la pata con puntos de seda.
De la misma forma se introduce un catéter en la vena femoral para la infusion de farmacos
via intravenosa. Como medida preventiva, después de la intervencion se le administran al

animal 1.200.000 unidades de penicilina por via intramuscular.

3.2.3.- Procedimiento experimental: medicion del flujo sanguineo cerebral en la cabra

sin anestesiar

Los experimeﬁtos se realizan en el animal despierto, totalmente recuperado de la
intervencion quirirgica, con parametros cardiorrespiratorios estables y colocado en una
plataforma portatil especialmente disefiada para que pueda adoptar su posicion estatica
natural. Dicha plataforma va provista de una plancha de metacrilato que se adapta a modo

de yugo alrededor del cuello del animal, impidiéndole el movimiento de marcha.
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Los experimentos se inician al tercer o cuarto dia de la operacion. Una vez el animal
en la plataforma comienza la experimentacion. Aunque lo habitual es que permanezca
tranquilo y no manifieste ningtin signo de incomodidad durante las inyecciones de farmacos
y durante las oclusiones de la arteria carétida, el experimento se interrumpe siempre que
aparecen signos de excitacion o irritabilidad, devolviéndose el animal a los estabularios y

dejando transcurrir 24 h antes de intentar un nuevo experimento:

El registro del flujo sanguineo cerebral se realizd conectando el transductor
electromagnético de flujo (Carolina Medical Electronics) implantado en la arteria maxilar
interna a un medidor electromagnético de flujo (Carolina Medical Electronics, mod. 501),
y éste a su vez a un amplificador (Hewlett-Packard 8802A). La presion arterial sistémica se
registro a partir del catéter introducido en la arteria femoral conectado a un transductor de
presion (Hewlett-Packard 8805C). La frecuencia cardiaca se registré mediante un tacometro
(Hewlett-Packard 7807C) a partir de la onda pulsatil de la presion arterial. El flujo
sanguineo cerebral (pulsatil y medio), la presion arterial y la frecuencia cardiaca se

registraron continuamente en un poligrafo de ocho canales (Hewlett-Pacakard 7758A).

El flujo sanguineo cerebral basal se obtiene midiendo la altura en milimetros desde
la linea que aparece al practicar una oclusion de la arteria carétida externa (3-4 segundos
de duracion) y que corresponde al flujo cero, hasta la onda de flujo sanguineo cerebral
medio. El producto de esta distancia por el factor de calibracién determinado de antemano
proporciona el flujo sanguineo cerebral en ml/min. Cuando se quieren obtener valores de
flujo sanguineo cerebral en distintos periodos de tiempo sin que medie la inyeccion de un
farmaco, se procede de igual forma. Esta maniobra se repite también cuando la inyeccion
de una dosis de un farmaco desarrolla su efecto maximo. La variacion de flujo entre ambas
situaciones se expresa en valores absolutos (ml/min) y porcentualmente. De forma similar
se procede para la medicion de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial, aunque en
estos casos el valor cero se obtiene al principio del experimento a partir de la sefial interna
de los amplificadores correspondientes y se considera constante a lo largo de todo el
experimento. La resistencia vascular cerebral se calcula como el cociente entre la presion

arterial sitémica en mm Hg, y el flujo sanguineo cerebral en ml/min por 100 g de tejido, y
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sus cambios se expresan en valores absolutos o porcentualmente.

Los farmacos se inyectaron directamente en la circulacion cerebral a través del
catéter introducido en la arteria temporal, o por via intravenosa. Todos los farmacos,
excepto la endotelina-1, se inyectaron disueltos en 1 ml de solucion salina fisiologica. En
todos los casos se realizo inmediatamente después una inyeccion de 1 ml de solucion salina
para arrastrar los restos de farmaco que pudieran haber quedado en el catéter. Inyecciones
control realizadas con este volumen de solucion salina fisioldgica no produjeron en ningin

caso modificaciones en el flujo sanguineo cerebral ni en otros parametros hemodinamicos.
3.2.4.- Protocolos experimentales
a) Influencia de la barrera hemato-encefdlica en el transporte de Mg’* al cerebro

La influencia de la barrera hemato-encefalica en el transporte de Mg?* al cerebro se
determind obteniendo la evolucion temporal de los niveles de Mg?* en plasma y liquido
cefalorraquideo, tras administracion intravenosa de una dosis de sulfato magnésicode 3 g
durante 15 min. Los experimentos se realizaron en el animal anestesiado segun el
procedimiento descrito anteriormente. Para la toma de muestras de liquido cefalorraquideo
se realizd una puncion cervical percutanea en la cisterna magna. Las muestras de sangre se
tomaron a través del catéter de la arteria femoral. El sulfato magnésico se administré a
través del catéter situado en la vena femoral por medio de una bomba de perfusion (Hoechst
PP50, velocidad de 1 ml/min). Las muestras de sangre y de liquido cefalorraquideo se
tomaron a los 0 (control), 5, 15, 30, 60, 120 y 180 min desde el comienzo de la infusion. La
sangre se centrifugd a 3500 rpm para separar el plasma. Mediante un espectrofotometro UV
visible (Shimadzu, modelo UV-240) y utilizando Magnesium (reactivos para la
determinacion cuantitativa colorimétrica de magnesio, Sigma) se determiné la concentracion

de Mg?* presente en todas las muestras.
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b) Efectos del sulfato magnésico sobre flujo sanguineo cerebral y otros pardametros

fisiologicos en la cabra sin anestesiar

El efecto de sulfato magnésico sobre flujo sanguineo cerebral, presion arterial,
frecuencia cardiaca y resistencia vascular cerebral en la cabra sin anestesiar se registro
durante la administracién directa de sulfato magnésico en el sistema de aporte
.ce‘rel')ro.art‘erival 0 por via intravenosa. En el primer grupo de experimentos se inyectaron
dosis crecientes de sulfato magnésico (10, 30, 100 y 300 mg) en la arteria maxilar interna
a través del catéter temporal. En el segundo grupo de experimentos se infundieron dosis
crecientes de sulfato magnééico (0.3, 1 y 3 mg) a través del catéter de la vena femoral por
medio de una bomba de perfusion (Hoeschst PP50, velocidad 1 ml/min) durante 15 min cada

una.

c) Efecto del sulfato magnésico sobre la vasoconstriccion cerebral inducida por

S-hidroxitriptamina, endotelina-1 y norepinefrina

El efecto del sulfato magnésico sobre la vasoconstriccion cerebral inducida mediante
5-hidroxitriptamina, endotelina-1 y norepinefrina, se examin6 realizando infusiones de
5-hidroxitriptamina (10 pg/min), endotelina-1 (0.1 6 0.001 nmol/min) y norepinefrina (10
pg/min) directamente en la arteria maxilar interna. Tras 15-20 min de infusidn se alcanza una
vasoconstriccion cerebral estable que permite examinar los efectos del sulfato magnésico.
Para ello se siguieron dos protocolos: en el primer grupo de experimentos se inyectaron
dosis crecientes de sulfato magnésico (10, 30, 100 y 300 mg) en la arteria maxilar interna;
en el segundo grupo de experimentos el sulfato magnésico se infundié a través de la vena
femoral a dosis de 3 g/15 min en el caso de endotelina-1 y 5-hidroxitriptamina, y de 0.3,
1y 3 g/15 min en el caso de norepinefrina. En un tercer grupo de experimentos se infundié

norepinefrina (30 pg/min) y sulfato magnésico (0.3 y 3 g/15 min) ambos por via intravenosa.
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3.2.5.- Farmacos y soluciones

La preparacion de los farmacos (disolventes y diluyentes) es idéntica a la descrita en
el epigrafe 3.1.5., obteniéndose en este caso las dosis correspondientes a los protocolos

descritos en el epigrafe 3.2 4.
3.2.6.- Analisis de los resultados

Las concentraciones de Mg?" en plasma y liquido cefalorraquideo se expresaron en
valores absolutos (mg/dL). Con los datos obtenidos en todos los experimentos se calculo
la media aritmética, la desviacion tipica y EEM. El analisis estadistico de la evolucion

temporal de dichas concentraciones, se realizo aplicando el test de rango multiple de

Newman-Keuls.

Para determinar el efecto de las diferentes dosis de sulfato magnésico sobre los
cuatro parametros objeto de estudio se realizaron dos mediciones: una correspondiente a
la situacion basal (antes de la inyeccion) y otra correspondiente al efecto maximo sobre el
flujo sanguineo cerebral alcanzado tras la inyeccion. Los valores de flujo sanguineo cerebral,
resistencia vascular cerebral, presion arterial y frecuencia cardiaca se expresaron
porcentualmente de sus valores control. Con los datos obtenidos en todos los experimentos
se calculd la media aritmética, la desviacion tipica y EEM para cada una de las dosis,
construyéndose las correspondientes curvas dosis-respuesta. Las comparaciones multiples
entre dosis se hicieron aplicando el test de minimas diferencias significativas (LSD). De la
misma forma se procedié en aquellos experimentos en los que previamente se habia inducido
vasoconstriccion cerebral mediante S-hidroxitriptamina, endotelina-1 y norepineftina. La
comparacidn estadistica entre dosis, se realizd con un analisis de la varianza (ANOVA)
seguido del test de rango multiple de Newman-Keuls. Las diferencias se consideraron

significativas si p<0.05.
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4.1.- ESTUDIOS IN VITRO

4.1.1.- Influencia de la concentracion extracelular de Mg?* sobre el tono de la arteria

cerebral media aislada de cabra

~ En tono basal constante de 1 g, la sustitucion secuencial del medio de incubacién que -
contenia la concentracion normal de Mg?* (1 mM) por medios con concentraciones de Mg**

decrecientes (0.3, 0.1, 0) y crecientes (0.1, 0.3, 1 y 10 mM), no produjo cambios apreciables

en la tension de los segmentos arteriales (Figura 9).

En arterias precontraidas con prostaglandina F,, 10° M, la sustitucién secuencial del
medio de incubacién con 1 mM Mg por medios con concentraciones decrecientes en Mg?*
(0.6,0.3, 0.2, 0.1 y 0 mM), produjo una respuesta bifasica: una primera relajacién inmediata
transitoria (componente fasico) seguida de contraccion, es decir, recuperacion del tono
activo llegando a superar en ocasiones el valor control (componente tonico) (Figuras 10 y
11). El anlisis estadistico mostrd que los componentes fasicos correspondientes a cada una
de las concentraciones de Mg** eran estadisticamente significativos, aunque su magnitud no
era funcion de la hipomagnesemia. Por el contrario, los componentes tonicos no fueron
estadisticamente significativos y tampoco lo fueron entre ellos. Tras renovar sucesivamente
el medio de incubacion conteniendo 1 mM Mg y prostaglandina F,, 10° M, se observo de
igual forma una respuesta bifasica con cada uno de los cambios (Figuras 10 y 11). Todos
los componentes fasicos obtenidos fueron estadisticamente significativos, aunque no hubo
diferencias entre ellos. En cuanto a los componentes tonicos, ninguno resulto
estadisticamente significativo. Ademas, el analisis estadistico mostré que los componentes
fasicos y tonicos obtenidos al disminuir la concentracion de Mg®* no fueron diferentes de

los obtenidos al mantener la concentracion normal de Mg?* (1 mM).

En arterias precontraidas con endotelina-1 10”, la sustitucién secuencial del medio
de incubaciéon con 1 mM Mg? por medios de incubacién con concentraciones de Mg**
progresivamente menores (0.6, 0.3, 0.2, 0.1 y 0 mM) provoc6 también una respuesta

bifasica: relajacion transitoria (componente fasico) seguida de recuperacion parcial del tono
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activo (componente tonico) (Figuras 12 y 13). El analisis estadistico mostré que los
componentes fasicos correspondientes a cada una de las concentraciones de Mg®* fueron
estadisticamente significativos, y su magnitud fue funcion de la hipomagnesemia hasta la
concentracién 0.2 mM. Los componentes tonicos correspondientes a las concentraciones
de 0.6 y 0.3 mM no fueron estadisticamente significativos; sin embargo, si lo fueron los
correspondientes a las concentraciones de 0.2, 0.1 y 0 mM, aunque su magnitud no fue
funcion de la hipomagnesemia. La renovacion sucesiva del medio de incubacion conteniendo
1 mM Mg** y endotelina-1 10 M, produjo también respuesta bifasica en todos los casos
(Figuras 12 y 13). Los componentes fasicos no fueron estadisticamente significativos hasta
el cuarto cambio del medio, y los componentes tonicos no lo fueron en ningin caso. El
analisis estadistico mostré que los componentes fasicos y tonicos obtenidos al disminuir la
concentracion de Mg?* no fueron diferentes de los obtenidos al mantener la concentracion
normal de Mg?* (1 mM).

En arterias precontraidas con KCl 50 mM no se evidencio6 ni el componente fasico
ni el componente tonico al sustituir el medio de incubacién, tanto al disminuir la

concentraciéon de Mg** como al mantenerla constante (1 mM Mg?").

4.1.2.- Efecto relajante de Mg®** sobre arterias aisladas en funcion de la especie, el

agente inductor del tono activo y el tipo de arteria

En tono basal de 1 g, la adicion al bafio de 6rganos de concentraciones acumulativas
de Mg?* (10°-3x10 M) sobre arteria cerebral media de cabra no provocd cambios en la
tension vascular. Por otra parte, la adicion de una Unica concentracion de
5-hidroxitriptamina (10~ M), endotelina-1 (10° M), prostaglandina F,, (10°M) o KCI
(50 mM) provocd contraccién mantenida (tono activo) en medio libre de Mg** cuya
magnitud fue (mg): 659+121, 1330+164, 1580+98 y 3200+400, respectivamente. En estas
condiciones, la adicion al bafio de érganos de dosis acumulativas de Mg?* (10°-3x107% M)
provocd relajaciones en todos los casos que fueron de magnitud concentracion-dependiente

- (Figura 14, Tabla 1). Tanto respecto de los valores de CEs, como de E,;, la menor respuesta

~ relajante al Mg?* correspondio a los segmentos arteriales precontraidos con KCl, siendo
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equiefectiva con los tres vasoconstrictores restantes.

La adicion de una concentracion unica de S-hidroxitriptamina (10° M),
prostaglandina F,, (10° M) o KCl (50 mM) provocd contraccion acusada y mantenida
(tono activo) de los segmentos arteriales humanos en medio libre de Mg?*, cuya magnitud
fue (mg): 1048+96, 3182+272 y 3013+367, respectivamente. La adicion al bafio de 6rganos
de dosis acumulativas de Mg* (10°-3x102 M) provocd relajaciones concentracion-
dependientes (Figura 15) del tono arterial obtenido al afiadir los distintos vasoconstrictores.

La mayor respuesta relajante se obtuvo precontrayendo con S-hidroxitriptamina, y la menor
con KCl (Tabla 1).

Al igual que en arteria cerebral media de cabra, la adicién acumulativa de Mg**
(1073-3x 10> M) no provocd cambios en la tension vascular de arterias basilar y carotida de
conejo en situacion de tono basal de 0.5 y 2 g, respectivamente. La adicion de una tnica
concentracién de endotelina-1 10® M en medio libre de Mg**, provocé contraccidon
mantenida (tono activo) en ambos tipos de arteria, cuya magnitud fue (mg): 102694 y
12524237, respectivamente. En estas condiciones, el Mg** provocd relajaciones
concentracion-dependientes en ambos casos, pero la respuesta fue significativamente menor

en la arteria carétida (Figura 16 y Tabla 1).

El analisis estadistico mostré que en términos de E_, el efecto relajante del Mg*
sobre arteria cerebral media de cabra precontraida con 5-hidroxitriptamina o KCl fue
significativamente menor que en las arterias cerebrales humanas, mientras que el efecto fue
el mismo cuando se precontrajo con prostaglandina F,,. En términos de CE,, la respuesta
relajante de Mg®* en segmentos arteriales precontraidos con prostaglandina F,, fue
significativamente mayor en arterias cerebrales humanas que en arterias cerebrales de cabra,
mientras que la respuesta fue equipotente cuando ambos tipos de arterias fueron
precontraidos con 5-hidroxitriptamina o KCl. En términos de E;,, el efecto relajante del
Mg?** sobre arteria cerebral de cabra precontraida con endotelina-1, no vari6 del obtenido

sobre arteria basilar de conejo, pero la CE, fue significativamente mayor (menor potencia)
(Tabla 1).
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4.1.3.- Influencia de factores derivados del endotelio en la respuesta relajante de

la arteria cerebral media aislada de cabra frente a Mg®*

Ni la eliminaciéon mecénica del endotelio ni la incubacion con N°-nitro-L-arginina
10° M, inhibieron las relajaciones (componente fisico) resultantes de disminuir
secuencialmente la concentracion de Mg>* en arterias precontraidas con prostaglandina F,, -
10° M. En el caso de las contracciones (componente ténico), la incubacién con N°-nitro-L-
arginina 10° M provocé nicamente un aumento significativo de la contraccion alcanzada

al eliminar el Mg** del medio de incubacion (Figura 17).

La adicion acumulativa de Mg?* (10°-3x102 M) sobre arteria cerebral media de
cabra precontraida con prostaglandina F,, (10”° M) e incubada con indometacina (10 6
10* M), produjo relajaciones de magnitud dependiente de la concentracion en todos los
casos (Figura 18). El analisis estadistico mostro que en términos de CE,, el efecto de la
incubacién con indometacina no vari6 la respuesta relajante al Mg*, pero el E_,. fue
significativamente menor para ambas concentraciones de indometacina (Tabla 2). Por otra
parte, ni la incubacién con N®-nitro-L-arginina ni la eliminacién mecéanica del endotelio

variaron el efecto relajante del Mg?* (Figura 18 y Tabla 2).

4.1.4.- Efecto de la concentracién extracelular de Mg?* sobre la respuesta de las
arterias cerebrales aisladas frente a vasoconstrictores: Ca**, endotelina-1,

S-hidroxitriptamina norepinefrina y prostaglandina F,,

a) Cabra

La adicion acumulativa de Ca** (10°°-102 M) provoco contraccidn concentracion-
dependiente de los segmentos de arteria cerebral media de cabra incubada en medio
despolarizante libre de Ca®> conteniendo 0, 0.1, 1 y 10 mM Mg?* (Figura 19). El analisis
estadistico mostro que en términos de E,_;, 1a respuesta contractil obtenida en medio 10 mM
Mg?* fue significativamente menor que la obtenida en medio 0.1 mM Mg*. La CE,,

obtenida en medio 10 mM Mg?** fue significativamente menor que la obtenida en medios 0,
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0.1y 1 mM Mg? (Tabla 3).

La adicion acumulativa de endotelina-1 (10"'-3x10® M) provocd contraccion
concentracion-dependiente, que se desarrollo lentamente, de los segmentos de arteria
cerebral media de cabra en solucion Ringer-Locke conteniendo 0, 0.1, 1 y 10 mM Mg*
(Figura 20). El analisis estadistico mostrd que, en términos de E,;,, las respuestas obtenidas -
en las cuatro concentraciones de Mg2+ no fueron estadisticamente diferentes, pero la CE,
fue significativamente menor en el medio conteniendo 0.1 mM Mg?* que en el medio 1 mM
Mg?** (Tabla 3).

La adicion acumulativa de 5-hidroxitriptamina (10”°-3x10”° M) provocé contracciéon
concentracion-dependiente de los segmentos de arteria cerebral media de cabra en solucidon
Ringer-Locke conteniendo 0, 0.1, 1 y 10 mM Mg?** (Figura 21). El analisis estadistico
mostro que, en términos de E,,, la respuesta contractil obtenida en medio libre de Mg** no
fue diferente de la obtenida en medio 1 mM Mg*, pero la CEj, fue significativamente menor.
La incubacion en medio 10 mM Mg redujo significativamente la respuesta contractil

inducida por 5-hidroxitriptamina, en términos de E,;,, pero la CE,, no vari6 (Tabla 3).

La adicion acumulativa de norepinefrina (10%-3x10* M) al bafio de 6rganos
conteniendo 0, 1y 10 mM Mg* provocd contraccion concentracion-dependiente de los
segmentos cerebroarteriales de cabra (Figura 22). El analisis estadistico no mostrod
diferencias significativas, en términos de CEj,, entre las respuestas obtenidas en las tres
"concentraciones de Mg?*. La incubacion en medio libre de Mg?* y en medio 10 mM Mg*

atenud significativamente, en términos de E_,,, la respuesta contractil (Tabla 3).

b) Humanos

La adicién acumulativa de 5-hidroxitriptamina (10°-10"° M) provocé contraccion
concentracion-dependiente de segmentos de ramas de arteria cerebral media humana en
solucion Ringer-Locke conteniendo 0.1, 1y 10 mM Mg?* (Figura 23). El analisis estadistico

mostréd que, en términos de E_,, la incubacién en medio 10 mM Mg* redujo
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significativamente la respuesta contractil inducida por S-hidroxitriptamina y la CE, fue
significativamente mayor que en el medio 1 mM Mg?**. También la incubacién en medio 0.1
mM Mg?* redujo significativamente la respuesta contractil en términos de E,;, pero sin
variar la CE,, (Tabla 4).

- Laadicién acumulativa de prostaglandina F,, (107-3x10"* M) provocé contraceion -
concentracion-dependiente de segmentos de ramas de arteria cerebral media humana en
medios 0.1, 1y 10 mM Mg?* (Figura 24). El analisis estadistico mostré que la incubacion
en medio conteniendo 10 mM Mg redujo significativamente el E_,, e incrementd

significativamente la CEs,. Cuando las arterias se incubaron en medio 0.1 mM Mg** el E_;,

permanecié invariable pero la CE,, fue significativamente mayor que en medio 1 mM Mg?**

(Tabla 4).
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4.2.- ESTUDIOS IN VIVO
4.2.1.- Influencia de la barrera hemato-encefilica en el transporte de Mg** al cerebro

Tras la administracion intravenosa de sulfato magnésico (3 g/15 min) en cabras
anestesiadas, la concentracion de Mg®" en plasma aumento significativamente, alcanzando
un maximo a los 15 min (259% résp.ecfo (.iel.vallor. cdntfol) y disminuyendo progresivamente
hasta alcanzar un valor estable significativamente mayor que el control a los 120 min, el cual
se mantuvo hasta el final del periodo de registro (180 min). Por el contrario, los niveles de
Mg*" en liquido cefalorraquideo no se modificaron significativamente durante ni tras la

infusion de sulfato magnésico (Figura 24 y Tabla 5).

4.2.2.- Efecto del sulfato magnésico sobre flujo sanguineo cerebral y otros parametros

fisiologicos en la cabra sin anestesiar

La administracion intraarterial de dosis crecientes de sulfato magnésico (10, 30, 100
y 300 mg) en cabras sin anestesiar provocd, de forma inmediata y transitoria, incrementos
dosis-dependientes en el flujo sanguineo cerebral que resultaron estadisticamente
significativos a partir de la dosis de 100 mg. No se apreciaron cambios significativos en la
presion arterial media ni en la frecuencia cardiaca durante los aumentos del flujo sanguineo
cerebral, por lo cual se produjeron reducciones dosis-dependientes en la resistencia vascular
cerebral (Figura 26). En la Tabla 6 se presentan los datos correspondientes a los cuatro

parametros registrados obtenidos con la dosis de 100 mg.

La infusion intravenosa de sulfato magnésico (0.3, 1 y 3 g/15 min) provoco
aumentos del flujo sanguineo cerebral en cabras sin anestesiar. Los cambios en presion
arterial y frecuencia cardiaca no fueron significativos durante los aumentos del flyjo
sanguineo cerebral, por lo cual se produjeron reducciones dosis-dependientes en la
resistencia vascular cerebral (Figura 27). En la Tabla 7 se presentan los datos
correspondientes a los cuatro parametros registrados obtenidos con la dosis de 3 g/15 min

a los 15 min de la infusién. Mientras las infusiones de 0.3 y 1 g alcanzaron un nivel estable
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10 min después de la infusion, la de 3 g lo alcanzé a los S min. Estos cambios permanecieron

durante al menos 10 min después de finalizar las infusiones.

4.2.3.- Efecto del sulfato magnésico sobre la vasoconstriccion cerebral inducida

por S-hidroxitriptamina, endotelina-1 y norepinefrina
a) Administracion intraarterial de sulfato magnésico

La infusiéon de 5-hidroxitriptamina (10 pg/min) directamente en el sistema
cerebroarterial de cabras sin anestesiar provocd descenso significativo en el flujo sanguineo
cerebral que no estuvo acompafiado de cambios significativos en presion arterial ni
frecuencia cardiaca. Se produjo por lo tanto incremento significativo de la resistencia
vascular cerebral (Tabla 8). De 15 a 20 min desde el inicio de la infusion el flujo sanguineo
cerebral se redujo a un 48+3%, mientras que la resistencia vascular aumenté hasta un
225+23%. Inyecciones de dosis crecientes de sulfato magnésico (10, 30, 100 y 300 mg)
directamente en la arteria maxilar interna durante la vasoconstriccion cerebral inducida por
5-hidroxitriptamina, provocd incrementos transitorios dosis-dependientes del flujo sanguineo
cerebral, sin cambios concomitantes en la frecuencia cardiaca ni en la presion arterial, y por
tanto descensos en la resistencia cerebrovascular (Figura 28). El analisis estadistico mostro
que la dosis mas alta de sulfato magnésico (300 mg) revirtié la vasoconstriccion inducida

por 5-hidroxitriptamina hasta valores no diferentes estadisticamente de los valores control
(Tabla 8).

Las infusiones de endotelina-1 (0.1 nmol/min 6 0.001 nmol/min) directamente en el
sistema cerebroarterial, provocaron descenso significativo en el flujo sanguineo cerebral sin
estar acompafiado por cambios significativos en la presion arterial ni en la frecuencia
cardiaca. Se produjo por lo tanto incremento significativo en la resistencia vascular cerebral
(Tablas 9 y 10). De 15 a 20 min desde el inicio de las infusiones, el flujo sanguineo cerebral
se redujo al 55+3% (0.1 nmol/min) y al 78.7+6% (0.001 nmol/min), mientras que la
resistencia vascular cerebral aument6é al 206+11% y al 143+£13%, respectivamente.

Inyecciones de dosis crecientes de sulfato magnésico (10, 30, 100 y 300 mg) directamente
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en la arteria maxilar interna durante la vasoconstriccion cerebral inducida mediante
endotelina-1, provocd incrementos transitorios y dosis-dependientes del flujo sanguineo
cerebral, sin cambios concomitantes en la frecuencia cardiaca ni en la presion arterial, y por
tanto descensos en la resistencia cerebrovascular (Figuras 29 y 30). El analisis estadistico
mostré que la respuesta vasodilatadora fue menor sobre la vasoconstriccion cerebral
mduc1da por 0.1 nmol/mm de endotelma-l que en la 1nduc1da por 0.001 nmol/min. La dosis
mas alta de sulfato magnésico (300 mg) revirtié la vasoconstriccién inducida por
endotelina-1 0.001 nmol/min hasta un valor de flujo sanguineo cerebral que no fue
estadisticamente diferente del valor control, mientras que la vasoconstriccion cerebral

inducida por endotelina-1 0.1 nmol/min fue revertida parcialmente (Tablas 9 y 10).

La infusion continua de norepinefrina (10 pg/min) directamente en el sistema
cerebroarterial, provoco una inmediata reduccion significativa del flujo sanguineo cerebral,
que alcanzd una meseta estable en 10 min al 61+£3%. No vari6 la presion arterial media ni
la frecuencia cardiaca durante la reduccion del flujo sanguineo cerebral, indicando un
incremento en la resistencia vascular hasta el 176+9% (Tabla 11). Inyecciones de dosis
crecientes de sulfato magnésico (10, 30, 100 y 300 mg) directamente en el lecho
cerebroarterial durante la vasoconstriccion cerebral inducida por norepinefrina, produjeron
incrementos transitorios y dosis-dependientes del flujo sanguineo cerebral. Puesto que no
fueron significativos los cambios en la presion arterial media ni en la frecuencia cardiaca
durante el aumento del flujo sanguineo cerebral, se produjeron para todas las dosis

descensos significativos dosis-dependientes en la resistencia vascular cerebral (Figura 31 y
Tabla 11).

b) Administracion intravenosa de sulfato magnésico

La infusién intravenosa de sulfato magnésico (3 g/15 min) durante la
vasoconstriccion cerebral inducida por infusion continua intraarterial de S-hidroxitriptamina
(10 pg/min), provoco incremento del flujo sanguineo cerebral y descenso de la resistencia
cerebrovascular (Figura 32). Esta respuesta vasodilatadora fue significativa a los 5 min de

la infusion, y a los 10 y 15 min no se aprecié mayor aumento. A los 5 min de la infusion el
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sulfato magnésico revirti6 la vasoconstriccion cerebral inducida por 5-hidroxitriptamina

(Tabla 12).

La infusiéon intravenosa de sulfato magnésico (3 g/15 min) durante la

vasoconstriccion cerebral inducida por infusion continua intraarterial de endotelina-1

(0.1 nmol/min), no provocéd respuesta vasodilatadora alguna (Figura 33).- El analisis -

estadistico mostré que el valor de flujo sanguineo cerebral después de la infusion
intravenosa de sulfato magnésico no fue diferente del valor de vasoconstriccidén inducido por

endotelina;l, pero si del valor de flujo sanguineo cerebral control (Tabla 13).

La infusion intravenosa de sulfato magnésico (0.3, 1 y 3 g/15 min) durante la
vasoconstriccion cerebral inducida por infusion continua intraarterial de norepinefrina
(10 pg/min), produjo incrementos en el flujo sanguineo cerebral y descensos en la resistencia
vascular cerebral (Figura 34), que fueron significativos para las tres dosis. En la Tabla 14
se presentan los datos correspondientes a los cuatro pardmetros registrados obtenidos con

la dosis de 3 g/15 min de sulfato magnésico a los 15 min de la infusion.

La infusion intravenosa de norepinefrina (30 pg/min) produjo un estado estable con
descenso en el flujo sanguineo cerebral (83+1%), aumento de la presion arterial media
(13243%) y de la resistencia vascular cerebral (159+3%). La infusion intravenosa de la
concentracion mas baja de sulfato magnésico (0.3 g/15 min) durante el estado estable
inducido por norepinefrina, no produjo cambios significativos en el flujo sanguineo cerebral,
presion arterial media, frecuencia cardiaca ni resistencia vascular cerebral. Con la dosis de
3 g/15 min se registraron incrementos significativos en el flujo sanguineo cerebral y

descensos en la presion arterial media y resistencia vascular cerebral (Figura 35 y Tabla 15).
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Figura 1.- Relacion de los principales enzimas cuya actividad depende del M g2+

De especial interés en la actividad del musculo liso resultan las ATPasas

responsables del transporte i6nico a través de las membranas celulares,

y la kinasa de la cadena ligera de la miosina responsable de la

fosforilacion de la miosina.
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Figura 2.- Relacién de las causas mas frecuentes de la deficiencia en Mg2+en humanos.
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Consecuencias de la deficiencia en Mg
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Figura 3.- Relacion de las principales consecuencias asociadas a la deficiencia en M g2+

El sistema cardiovascular resulta especialmente afectado por el aumento de

la resistencia vascular y de la presion arterial, responsables a su vez de la

mayor parte de la mortalidad asociada a las enfermedades cardiovasculares

(arritmias, miocardiopatia isquémica, muerte subita, etc.).
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Figura 4.- Fuentes de Ca2tdurante la activacion del musculo liso y ATPasas implicadas en el
transporte idnico transmembrana. La despolarizacion de la membrana origina la
entrada de Ca2+ desde el medio extracelular a través de canales de Ca2t+
dependientes de voltaje (VOC). La interaccidén de un agonista (A) con su receptor
especifico (R) origina la entrada de Ca2+desde el medio extracelular a través de
canales de Ca2+dependientes de receptor (ROC), y la liberaciéon de Ca2t+desde las
reservas intracelulares previa formacion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) a través de
la via proteina G-fosfolipasa C (PLC)-fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PrP2). La
interaccion Ca2+calmodulina (CaM)-Idnasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK) desencadena la contraccion. La fosfatasa de la cadena ligera de la miosina

(MLCP) revierte el proceso.
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Figura 5.- Caracterizacion de la preeclampsia en funcidon de las manifestaciones clinicas
mas relevantes y del principal factor implicado en su fisiopatologia: el
vasoespasmo generalizado.

AHM = anemia hemolitica microangiopatica
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Figura 6.- Representacién esquematica de los principales sucesos implicados en la

etiologia y fisiopatologia de la preeclampsia.
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Figura 7.- Representacion esquematica del sistema de registro de tension

isométrica en segmentos vasculares cilindricos.
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Esquema de la circulacion cerebral de la cabra en condiciones
normales (izquierda) y después de la ligadura de las arterias maxilar
interna (MI) y dental inferior (DI), junto con la inyeccion de
trombina en la MI (derecha). Las flechas indican la direccion del
flujo sanguineo. CW=circulo de Willis. RM=rete mirabile. TEM=
transductor electromagnético de flujo. C=catéter. 0= oclusor. RA=
ramo anastomotico. AA=arteria anastomotica. CE=arteria carotida
externa. Cl=arteria cardtida interna. CM=arteria cerebral media.
CA= arteria cerebral anterior. B=arteria basilar. T=arteria temporal.
BU= arteia buccinadora. OE=arteria oftalmica externa. EE=arteria

etmoidal externa.
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Figura 9.- Registro representativo del efecto de la sustitucion secuencial del medio de
incubacion con diferentes concentraciones de Mg2t; sobre segmentos de arteria

cerebral media de cabra sometidos a tono pasivo.
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Figura 10.- Registro representativo del efecto de la sustitucion secuencial del medio de
incubacion normal (1 mM Mg2H por medios con concentraciones decrecientes de
Mg?2t, sobre un segmento de arteria cerebral media de cabra precontraido con
prostaglandina F2a 10°5M (arriba). El registro inferior corresponde al trazado de
un segmento sometido a las mismas condiciones pero en el que la concentracion

de M g2+ se mantiene constante en todos y cada uno de los cambios (control).
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Figura 11.- Efecto de la sustitucion secuencial del medio de incubacién normal (1 mM
Mg2h por medios con concentraciones decrecientes (arriba) e iguales
(abajo), sobre segmentos de arteria cerebral media de cabra precontraidos
con prostaglandina F2a 10'5SM. Los datos representan la mediatEEM de
los valores obtenidos en 30 segmentos arteriales.

** Significativamente menor que el control, p<0.01
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Figura 12.- Registro representativo del efecto de la sustitucion secuencial del medio de
incubacion normal (1 mM MgZ2¥) por medios con concentraciones decrecientes de
Mg?2+ sobre un segmento de arteria cerebral media de cabra precontraido con
endotelina-1 109M (arriba). El registro inferior corresponde al trazado de un
segmento sometido a las mismas condiciones pero en el que la concentracion de

Mg2tse mantiene constante en todos y cada uno de los cambios (control).
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Figura 13.- Efecto de la sustitucion secuencial del medio de incubacién normal (1 mM
Mg2H por medios con concentraciones decrecientes (arriba) e iguales
(abajo), sobre segmentos de arteria cerebral media de cabra precontraidos
con endotelina-1 10'9 M. Los datos representan la media=zEEM de los

valores obtenidos en 27 segmentos arteriales.
* Significativamente menor que el control, p<0.05.

** Significativamente menor que el control, p<0.01.
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Figura 14.- Curvas concentracion-respuesta de Mg2+ sobre segmentos de arteria
cerebral media de cabra en medio libre de Mg2t precontraidos con
5-hidroxitriptamina (5-HT), endotelina-1 (ET-1), prostaglandina F2a
(PGF2a) 0 KC1. Los datos se expresan como porcentaje del tono activo y

representan la mediaiEEM.
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Curvas concentracion-respuesta de Mg2t sobre segmentos de ramas de
arteria cerebral media humana en medio libre de M g2t precontraidos con

5-hidroxitriptamina (5-HT), prostaglandina F2a (PGF2J] o KCI. Los datos

se expresan como porcentaje del tono activo y representan la media+tEEM.
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Curvas concentracion-respuesta de Mg2+ sobre segmentos de arteria
basilar y cardtida de conejo en medio libre de M g2t precontraidos con
endotelina-1 10'8M. Los datos se expresan como porcentaje del tono

activo y representan la media+tEEM.
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Efecto de la sustitucién secuencial del medio de incubaciéon normal (1 mM
Mg2* por medios con concentraciones decrecientes de Mg2+; sobre segmentos
de arteria cerebral media de cabra precontraidos con prostaglandina FZX10°5M
(control) y sometidos a eliminacion mecanica del endotelio (legrado) e
incubacioén con AXnitro-L-arginina. Los datos representan la media=EEM de
los valores obtenidos en 30 (control), 8 (legrado) y 11 (incubaciéon con /V°-
nitro-L-arginina) segmentos arteriales.

* Estadisticamente significativo, p<0.05.

** Estadisticamente significativo, p<0.01.
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Curvas concentracion-respuesta de Mg2+ sobre segmentos de arteria

cerebral media de cabra precontraidos con prostaglandina F2a 10'5 M

durante incubacion con indometacina, A”*-nitro-L-arginina o eliminacion

mecéanica del endotelio (legrado). Los datos se expresan como porcentaje

del tono activo y representan la mediazEEM.
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Fgura 19.- Curvas concentracion-respuesta de Ca2+ sobre segmentos de arteria
cerebral media de cabra incubados en medio despolarizante libre de Ca2t
conteniendo distintas concentraciones de Mg2+ Los datos se expresan

como porcentaje de la contraccion provocada previamente por KCI 50 mM
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y representan la mediazEEM.
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Figura 20.- Curvas concentracion-respuesta de endotelina-1 sobre segmentos de
arteria cerebral media de cabra incubados en medios conteniendo distintas
concentraciones de Mg2t Los datos se expresan como porcentaje de la
contraccion provocada previamente por KCI 50 mM y representan la

media=EEM.
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Figura 21.- Curvas concentracion-respuesta de 5-hidroxitriptamina sobre segmentos
de arteria cerebral media de cabra incubados en medios conteniendo
distintas concentraciones de Mg2t Los datos se expresan como porcentaje
del efecto maximo alcanzado en la correspondiente curva control y

representan la mediaiEEM.
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Figura 22.- Curvas concentracion-respuesta de norepinefrina sobre segmentos de
arteria cerebral media de cabra incubados en medios conteniendo distintas
concentraciones de Mg2+ Los datos se expresan como porcentaje de la
contraccion provocada previamente por KCI 50 mM y representan la

mediaiEEM.
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Figura 23.- Curvas concentracion-respuesta de 5-hidroxitriptamina sobre segmentos
de ramas de arteria cerebral media humana incubados en medios
conteniendo distintas concentraciones de Mg2+. Los datos se expresan
como porcentaje del efecto maximo alcanzado en la correspondiente curva

control y representan la mediaxEEM.
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Figura 24.- Curvas concentracion-respuesta de prostaglandina F2asobre segmentos de
ramas de arteria cerebral media humana incubados en medios conteniendo
distintas concentraciones de Mg2+. Los datos se expresan como porcentaje
del efecto maximo alcanzado en la correspondiente curva control y

representan la mediaEEM.
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Figura 25.- Evolucién temporal de los niveles de Mg2+ en plasma y liquido
cefalorraquideo tras administracién de sulfato magnésico (3 g/15 min, via

intravenosa) en cabras anestesiadas. Los valores representan la

media=EEM.
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Figura 26.- Curvas dosis-respuesta de la administracion intraarterial de dosis crecientes
de sulfato magnésico (M gS04) sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia
vascular cerebral en cabras sin anestesiar. Los datos se expresan

porcentualmente respecto de los correspondientes valores control y

representan la mediatEEM.
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Figura 27.- Efecto de la infusion intravenosa de sulfato magnésico (M gS04) sobre flujo
sanguineo cerebral (FSC) y resistencia vascular cerebral (RVC) en cabras
sin anestesiar. Los datos se expresan porcentualmente respecto de los

correspondientes valores control y representan la mediaxEEM.
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Curvas dosis-respuesta de la administracion intraarterial de sulfato
magnésico (M gS04) sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia vascular
cerebral en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido previamente
vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intraarterial de
5-hidroxitriptamina (5-HT). Los datos se expresan porcentualmente

respecto de los correspondientes valores control y representan la

media=EEM.
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Figura 29.- Curvas dosis-respuesta de la administracion intraarterial de sulfato
magnésico (M gS04) sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia vascular
cerebral en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido previamente
vasoconstriccion cerebral mediante infusiéon continua intraarterial de
endotelina-1 (ET-1). Los datos se expresan porcentualmente respecto de

los correspondientes valores control y representan la mediaiEEM.
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Figura 30.- Curvas dosis-respuesta de la administracion intraarterial de sulfato
magnésico (M gS04) sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia vascular
cerebral en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido previamente
vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intraarterial de
endotelina-1 (ET-1). Los datos se expresan porcentualmente respecto de

los correspondientes valores control y representan la mediaxtEEM.
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Figura 31.- Curvas dosis-respuesta de la administracion intraarterial de sulfato
magnésico (MgS04) sobre flujo sanguineo cerebral (FSC) y resistencia
vascular cerebral (RVC) en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha
inducido previamente vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua
intraarterial de norepinefrina (NE). Los datos se expresan porcentualmente

respecto de los correspondientes valores control y representan la

media=EEM.
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Figura 32.- Efecto de la infusion continua intravenosa de sulfato magnésico (M gS04)
(3 g/15 min) sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia vascular cerebral
en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido previamente
vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intraarterial de
5-hidroxitriptamina (5-HT). Los datos se expresan porcentualmente
respecto de los correspondientes valores control y representan la

media=EEM.



Figuras 85

—O— Flujo sanguineo cerebral

250n — Resistencia vascular cerebral
200
150-
100.
! 1 I r-
ET-1 5 10 15
0.1 nmol/min Tiempo (min)

Figura 33.- Efecto de la infusion continua intravenosa de sulfato magnésico (M gS04)
(3 g/15 min) sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia vascular cerebral
en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido previamente
vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intraarterial de
endotelina-1 (ET-1). Los datos se expresan porcentualmente respecto de

los correspondientes valores control y representan la mediazEEM.
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Figura 34.- Efecto de la infusidon continua intravenosa de sulfato magnésico (M gS04)
sobre flujo sanguineo cerebral y resistencia vascular cerebral en cabras sin
anestesiar, a las cuales se les ha inducido previamente vasoconstriccion
cerebral mediante infusion continua intraarterial de norepinefrina (NE). Los
datos se expresan porcentualmente respecto de los correspondientes valores

control y representan la mediaiEEM.
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Efecto de la infusidon continua intravenosa de sulfato magnésico (M gS04)
sobre flujo sanguineo cerebral (FSC), presion arterial media (PAM) y
resistencia vascular cerebral (RVC) en cabras sin anestesiar, a las cuales se
les ha inducido previamente vasoconstriccion cerebral mediante infusion
continua intravenosa de norepinefrina (NE). Los datos se expresan
porcentualmente respecto de los correspondientes valores control y

representan la mediazEEM.
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Tabla 1.- Valores de concentracion efectiva media (CEsy) y efecto méximo (E,;,) de
Mg** en arteria cerebral media de cabra, basilar y carétida de conejo, y ramas
de cerebral media humana precontraidas con S-hidroxitriptamina (5-HT),

prostaglandina F,, (PGF,,), endotelina-1 (ET-1) 6 KCl.

Especie Arteria Estimulo CE,, (M) E i (%) n
Cabra Cerebral media 5-HT 5.2(3.7-7.4)x10°  -97+5.2 8
ET-1 1.0(0.8-13)x102  _80x4 4 8

PGF,, 7.2(5.0-10.4)x10°  -83+1.5 21

KCl 1.5(1.3-1.8)x102*  -64+29° 11

Conejo  Basilar ET-1 1.8(1.3-2.7)x10%¢  -87+#1.8 23
Carotida ET-1 5.03.6-6.9)x103¢ -30x1.4¢ 6

Humano Cerebral media 5-HT 3.3(2.8-3.9)x10%  -118+129% 10

PGF,, 3.4(2.1-5.7)x10%T  -80+18® 11
KCl 1.3(1.2-1.5)x102* 77434 %h 11

Los valores de E_,, se expresan como porcentaje del tono activo previo. Los valores de
CE,, representan la media con sus limites de confianza del 95 % y los de E_,

representan la media+EEM de los datos obtenidos en "n" segmentos arteriales.

? significativamente mayor que 5-HT y PGF,,; p<0.01.

® significativamente menor que 5-HT; p<0.01.

¢ significativamente mayor que en basilar; p<0.01.

d significativamente menor que en basilar; p<0.01.

¢ significativamente menor que el mismo estimulo en arteria cerebral media de cabra; p<0.01.
f significativamente menor que el mismo estimulo en arteria cerebral media de cabra; p<0.05.
& significativamente mayor que el mismo estimulo en arteria cerebral media de cabra; p<0.01.
P significativamente mayor que el mismo estimulo en arteria cerebral media de cabra; p<0.05.
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Tabla 2.- Valores de concentracion efectiva media (CEs,) y efecto méaximo (E,,) de
Mg en arteria cerebral media de cabra precontraida con prostaglandina F,,
durante incubacién con indometacina, N°-nitro-L-arginina y eliminacion

mecanica del endotelio (legrado).

Tratamiento CE,, (M) E, i (%) n

Control 7.2(5.0-10.4) x 107 -83+15 21
Indometacina 10° M 11.8(9.7-14.5) x 103 -66+4.7% 8
Indometacina 10°M 1.0(0.7-1.3) x 107 -72+5.0P 8
NC-nitro-L-arginina 10° M 6.3(5.6-7.1)x 107 -83+1.6 7
NC-nitro-L-arginina 10* M 8.3(6.6-10.4) x 107 -83£3.1 9
Legrado 7.1(5.1-9.7) x 103 91+£27 8

Los valores de E,;, se expresan como porcentaje del tono activo previo. Los valores de
CE,, representan la media con sus limites de confianza del 95 % y los de E_,,

representan la mediatEEM de los datos obtenidos en "n" segmentos arteriales.

? significativamente menor que el control; p<0.01.
b significativamente menor que el control; p<0.05.
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Tabla 3.- Valores de concentracion efectiva media (CE,) y efecto méximo (E,;,) de
Ca*, endotelina-1 (ET-1), 5-hidroxitriptamina (5-HT) y norepinefrina (NE)
en arteria cerebral media de cabra incubada en medios conteniendo distintas

concentraciones de Mg**.

Vasoconstrictor [Mg*] (mM)

CEq, (M)

E i (%)

n

Ca™ 0 1.4(0.9-2.2)x 107 61+5.1 12
0.1 1.3(0.8-2.1) x 10’ 72+6.5 12

1 1.2(0.9-1.5)x 10° 65+3.9 12

10 3.4(2.7-43)x 10**  50+3.0° 12

ET-1 0 1.6(0.93.2)x10"  96£7.2 10
0.1 0.5(0.2-1.4)x107°¢ 8053 8

1 2.8(1.3-6.1)x10™° 101£7.5 10

10 2.2(1.1-4.7)x10™° 87+7.1 10

5-HT 0 1.5(1.1-2.1)x107¢ 12045.1 22
0.1 1.4(0.6-3.3)x107 1116.4 8

1 2.5(1.9-3.3)x107 116%3.2 16

10 2.8(1.7-4.9)x107 666.2 © 8

NE 0 0.9(0.3-2.6)x10° 27+5.8 ¢ 8

1 6.4(5-8.3)x10° 46+3.8 12

10 1.4(0.4-4.4)10° 26+4.7 ¢ 8

Los valores de E_,, se expresan, para Ca**, ET-1 y NE, como porcentaje de la
contraccion alcanzada tras exposicion previa a KCl (50 mM), y para 5-HT, como
porcentaje de la contraccion maxima alcanzada en la correspondiente curva control. Los
valores de CEj, representan la media con sus limites de confianza del 95 % y los de E_;,
representan la mediatEEM de los datos obtenidos en "n" segmentos arteriales.

* significativamente menor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg®*] 0,0.1 y 1 mM, p<0.01.

b significativamente menor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg**] 0.1 mM, p<0.05.

¢ significativamente menor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg?*] 1 mM; p<0.01.
4 significativamente menor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg?] 1 mM; p<0.05.
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Tabla 4.- Valores de concentracion efectiva media (CEs,) y efecto méaximo (E,_,,) de
5-hidroxitriptamina (5-HT) y prostaglandina F,, (PGF,,) en ramas de arteria
cerebral media humana incubadas en medios conteniendo distintas

concentraciones de Mg**.

Vasoconstrictor  [Mg*'] (mM) CE,, (M) E ;i (%) n
5-HT 0.1 6.6(4.3-10)x10® 96+5.1*" 8

1 4.4(2.6-7.4)x10® 12448.2 15

10 1.6(1.4-1.8)x107 ¢ 38+4.4° 7

PGF,, 01 3.3(3.2-3.6)x10°¢ © 98+2 8
1 2.5(2.3-2.8)x10% . 10020 16

10 53(4.6-6.1)x10° ¢ 84+3.3°" 8

Los valores de E_;, se expresan como porcentaje de la contraccion maxima alcanzada
en la correspondiente curva control. Los valores de CE, representan la media con sus
limites de confianza del 95 % y los de E_;, representan la media+tEEM de los datos
obtenidos en "n" segmentos arteriales.

* significativamente menor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg?*] 1 mM,; p<0.05.

significativamente menor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg?*] 1 mM; p<0.01.
¢ significativamente mayor que con el mismo vasoconstrictor en [Mg?] 1 mM; p<0.01.
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Tabla 5.- Concentracion de Mg>* en plasma ([Mg®'],) vy liquido cefalorraquideo
([Mg**],cp) tras administracion intravenosa de sulfato magnésico (MgSO,,
3 g/15 min) en cabras anestesiadas. Los datos se expresan en valores absolutos
(mg/dL), y su variacién se expresa porcentualmente respecto de los valores
control en cada uno de los compartimentos y representan la media+tEEM de

~ los valores obtenidos.en 6 experimentos.

Tiempo (min) [Mg?*], Variacién % [Mg*] x Variacién % [Mg"'] Lcr

Mg} »
0 (Control) 1.7+0.07 2.2+0.06 1.3+0.03
5 3.0+£0.04° 81+10®  2.1%0.08 -5+1 0.7+0.03
15 44£008®  162+13*  2.120.08 243 0.5+0.02
30 3.240.1° 96£10*  2.130.08 242 0.7+0.03
60 2.840.1° 694 2.240.1 0.843 0.8+0.02
120 2.5£0.2° 4748° 224008 443 0.940.06
180 2.4402° 4548* 2.240.1 64 0.9+0.04

? significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
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Tabla 6.- Efectos de la administracion intraarterial de sulfato magnésico (MgSO,,
100 mg) sobre flujo sanguineo cerebral (FSC), resistencia vascular cerebral
(RVC), frecuencia cardiaca (FC) y presion arterial (PA) en cabras sin

anestesiar. Los datos representan la media+EEM de los valores obtenidos en

7 experimentos.

Control MgSO, Variacion (%)
FSC (ml/min x 100 g) 112.745.6  132.4%3.1° 1743.2
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml) 1.06+0.08  0.91+0.06 " -14+2.7
FC (latidos/min) 82+8 857 4+6
PA (mm Hg) 118.7+4.1  119.1£2.2 0.32.0

* significativamente mayor que el valor control, p<0.01.

b significativamente menor que el valor control, p<0.01.
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Tabla 7.- Efectos de la administracion intravenosa de sulfato magnésico (MgSO,,
3 g/15 min), a los 15 min de la infusion, sobre flujo sanguineo cerebral (FSC),
resistencia vascular cerebral (RVC), frecuencia cardiaca (FC) y presion
arterial (PA) en cabras sin anestesiar. Los datos representan la mediatEEM

de los valores obtenidos en 7 experimentos.

Control MgSO, Variacion %

FSC (ml/min x 100 g) 112.7£5.6 160.6£5.1* 4354
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml)  1.06+0.08 0.7+0.07 ® -34+3.4
FC (latidos/min) 828 88+8 7£3

PA (mm Hg) 118.7+4.1 111.3+4.4 -6+4.3

* significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
b significativamente menor que el valor control, p<0.01.
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Tabla 8.- Efectos de la administracion intraarterial de sulfato magnésico (MgSO,,

300 mg) sobre flujo sanguineo cerebral (FSC), resistencia vascular cerebral

(RVC), frecuencia cardiaca (FC) y presion arterial (PA) en cabras sin

anestesiar, a las cuales se les ha inducido previa vasoconstriccion cerebral

mediante infusion continua intraarterial de 5-hidroxitriptamina (5-HT)

- 10 pg/min. Los datos representan la media+EEM de los valores obtenidos en

"n" experimentos.

Control S-HT MgSO,
FSC (ml/min x 100 g) 116.2+5.1 55.6£32"  109.244.5°¢
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml) 1.05+0.07 236+0.15"  1.1£0.09 ¢
FC (latidos/min) 97+7 96+4 9745
PA (mm Hg) 1193+ 6.2 119.1+2.3 117.3+3.4
n 21 16 9

* significativamente menor que el valor control, p<0.01.

b significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
¢ significativamente mayor que 5-HT, p<0.01.

d significativamente menor que 5-HT, p<0.01.
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Tabla 9.- Efectos de la administracion intraarterial de sulfato magnésico (MgSO,,

300 mg) sobre flujo sanguineo cerebral (FSC), resistencia vascular cerebral

(RVC), frecuencia cardiaca (FC) y presion arterial (PA) en cabras sin

anestesiar, a las cuales se les ha inducido previa vasoconstriccion cerebral

mediante infusion continua intraarterial de endotelina-1 (ET-1) 0.1 nmol/min.

Los datos representan la mediatEEM de los valores obtenidos en "n"

experimentos.

FSC (ml/min x 100 g)
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml)
FC (latidos/min)

PA (mm Hg)

n

Control ET-1 MgSO,
116.245.1 64.2+43.1° 85.5£3.6 ¢
1.05+0.07 2.05+0.13®  1.5%0.1™4
97+7 76+5 7546
119.3+6.2 126.5+3.8 1303 +£6.3
21 15 9

* significativamente menor que el valor control, p<0.01.
® significativamente mayor que el valor control, p<0.01.

¢ significativamente mayor que ET-1, p<0.01.
d significativamente menor que ET-1, p<0.01.
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Tabla 10.- Efectos de la administracion intraarterial de sulfato magnésico (MgSO,,
300 mg) sobre flujo sanguineo cerebral (FSC), resistencia vascular cerebral
(RVC), frecuencia cardiaca (FC) y presion arterial (PA) en cabras sin
anestesiar, a las cuales se les ha inducido previa vasoconstriccion
cerebral mediante infusion - continua intraarterial de endotelina-1

(ET-1) 0.001 nmol/min. Los datos representan la media+tEEM de los valores.

obtenidos en "n" experimentos.

Control ET-1 MgSO,
FSC (mV/min x 100 g) 116.245.1 91.3+62%  127+6.7°¢
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml) 1.05+0.07 1.5£0.09°  0.99+0.07 ¢
FC (latidos/min) 97+7 112£10 08+8
PA (mm Hg) 119.3+6.2 124.4+1.1 119.2+2.4
n 21 9 9

* significativamente menor que e} valor control, p<0.01.

? significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
¢ significativamente mayor que ET-1, p<0.01.
d significativamente mayor que ET-1, p<0.01.
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Tabla 11.- Efectos de la administracion intraarterial de sulfato magnésico (MgSO,,
300 mg) sobre flujo sanguineo cerebral (FSC), resistencia vascular cerebral
(RVC), frecuencia cardiaca (FC) y presion arterial (PA) en cabras sin
anestesiar, a las cuales se les ha inducido previa vasoconstriccion cerebral
mediante infusion continua intraarterial de norepinefrina (NE) 10 pg/min.
Los datos representan la mediatEEM de los valores obtenidos en "n":

experimentos.

Control NE MgSO,

FSC (ml/min x 100 g) 118.1£102  71.9+£3.1* 130.7+6.5 ©
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml)  1.04+0.07 1.8+0.09 ° 1.02+0.06 ¢

FC (latidos/min) 9419 90+6 98+16
PA (mm Hg) 114.245.1 121.845.1 122.246.2
n 16 16 7

? significativamente menor que el valor control, p<0.01.
® significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
¢ significativamente mayor que NE, p<0.01.
4 significativamente mayor que NE, p<0.01.
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Tabla 12.- Efectos de la administracion intravenosa de sulfato magnésico (MgSO,,
3 g/15 min), a los 15 min de la infusion, sobre flujo sanguineo cerebral

(FSC), resistencia vascular cerebral (RVC), frecuencia cardiaca (FC) y

presion arterial (PA) en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido

previa vasoconstriccion cerebral mediante infusién continua intraarterial de

~ 5-hidroxitriptamina  (5-HT) 10 pg/min. Los datos representan. la

media+tEEM de los valores obtenidos en "n" experimentos.

Control 5-HT MgSO,
FSC (ml/min x 100 g) 116.2+5.1 55.6+3.2° 127.549.8 €
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml)  1.05+0.07 2.36£0.15>  0.9+0.13 ¢
FC (latidos/min) 97+7 96+4 101.9+7.3
PA (mm Hg) 119.36.2 119.1£2.3 114.7£5.9
n 21 16 7

* significativamente menor que el valor control, p<0.01.
b significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
¢ significativamente mayor que 5-HT, p<0.01.
d significativamente menor que 5-HT, p<0.01.
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Tabla 13.- Efectos de la administracion intravenosa de sulfato magnésico (MgSO,,
3 g/15 min), a los 15 min de la infusion, sobre el flujo sanguineo cerebral
(FSC), resistencia vascular cerebral (RVC), frecuencia cardiaca (FC) y
presion arterial (PA) en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido
previa vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intraarterial de
endotelina-1 (ET-1) 0.1 nmol/min. Los datos representan la media+EEM de

los valores obtenidos en "n" experimentos.

Control ET-1 MgSO,
FSC (ml/min x 100 g) 116.2+5.1 64.2+3.1" 67.5+7.7
RVC (mm Hg x 100 gxmin/ml)  1.05+0.07 2.05+0.13 ® 1.9+0.1 "
FC (latidos/min) 97+7 76£5® 84.3+8.6"
PA (mm Hg) 119.3£6.2 126.5+3.8 116.3+4
n 21 15 6

* significativamente menor que el valor control, p<0.01.
b significativamente mayor que el valor control, p<0.05.
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Tabla 14.- Efectos de la administracion intravenosa de sulfato magnésico (MgSO,,
3 g/15 min), a los 15 min de la infusion, sobre flujo sanguineo cerebral

(FSC), resistencia vascular cerebral (RVC), frecuencia cardiaca (FC) y

presion arterial (PA) en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido

previa vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intraarterial de
-norepinefrina (NE) 10 pg/min. Los datos representan la media+tEEM de los

valores obtenidos en "n" experimentos.

Control NE MgSO,
FSC (ml/min x 100 g) 118.1£10.2 S 71.943.1*  104£73°€
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml)  1.04+0.07 - 1.8£0.09"  1.2+0.1¢
FC (latidos/min) 9449 90+6 1028
PA (mm Hg) 114.245.1 121.8+5.1 110+4.5
n 16 16 9

* significativamente menor que el valor control, p<0.01.
b significativamente mayor que el valor control, p<0.01.

¢ significativamente mayor que NE, p<0.01.
4 significativamente menor que NE, p<0.01.
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Tabla 15.- Efectos de la administracion intravenosa de sulfato magnésico (MgSO,,
3 g/15 min), a los 15 min de la infusion, sobre flujo sanguineo cerebral

(FSC), resistencia vascular cerebral (RVC), frecuencia cardiaca (FC) y

presion arterial (PA) en cabras sin anestesiar, a las cuales se les ha inducido

previa vasoconstriccion cerebral mediante infusion continua intravenosa de

~ norepineffina (NE) 30 pg/min. Los datos representan la mediaEEM de los.

valores obtenidos en "n" experimentos.

Control NE MgSO,
FSC (ml/min x 100 g) 118.1£10.2 97.741.6*  130.746.1¢
RVC (mm Hg x 100 g x min/ml)  1.0420.07 1.6£0.06 >  1.04+0.08 ©
FC (latidos/min) 94+9 70+7 € 109+10 ¢
PA (mm Hg) 114.245.1 150.74#3.6" 1255438 °
n 16 7 7

? significativamente menor que el vaior control, p<0.01.
b significativamente mayor que el valor control, p<0.01.
¢ significativamente menor que el valor control, p<0.05.
d significativamente mayor que NE, p<0.01.
¢ significativamente menor que NE, p<0.01.
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7.1.- Influencia de la concentracién extracelular de Mg?* sobre el tono de la arteria

cerebral media aislada de cabra

Existen diferentes estudios experimentales que ponen de manifiesto una relacion
inversa entre la concentracion de Mg*" y el tono pasivo (basal o de reposo) de vasos
~aislados:. la reduccidon de la concentracion de Mg* produce incremento del  tono
(contraccién), mientras que el aumento de la concentracién de Mg produce descenso del
tono (relajacion). Estas observaciones se han realizado en tiras de aorta de rata (Altura y
Altura, 1974; Turlapaty et al., 1981; Noguera y D'Ocon, 1993), vena perta de rata (Altura
y Altura, 1977, Turlapaty et al., 1981), arterias coronarias de perro (Turlapaty y Altura,
1980), y venas y arterias umbilicales humanas (Altura et al., 1983). Por lo que respecta al
lecho vascular cerebral, el Gnico precedente del que tenemos conocimiento es el estudio de
Altura y Altura (1980) en arterias basilar y cerebral media de gato, en el que la relacion
arriba mencionada se confirma. Sin embargo, los resultados del presente estudio no permiten
confirmar dicha relacion, ya que ni la reduccion ni el aumento graduales de la concentracion
de Mg?* alteraron el tono basal de la arteria cerebral media aislada de cabra. La posible
explicacion a esta discrepancia es desconocida en el momento actual. Los procedimientos
y protocolos experimentales son similares a los utilizados por el resto de investigadores, con
la Gnica diferencia de la especie animal (cabra), utilizada por primera vez en este tipo de
estudios. Aunque no puede descartarse completamente, parece arriesgado afirmar que esta
sea la causa, en tanto en cuanto las arterias cerebrales de cabra exhiben propiedades
vasomotoras cualitativamente similares a las de otras especies animales en respuesta a otros

estimulos.

Una observacion experimental importante realizada originalmente por Ku y Ann
(1987, 1991) fue que la reduccioén de la concentracion extracelular de Mg produjo una
respuesta relajante en segmentos de arterias coronarias caninas sometidos a tono activo
(previamente contraidos con algun vasoconstrictor). Investigaciones posteriores han
confirmado la existencia de este hecho en otros lechos vasculares periféricos (Gold et al.,
1990; Szabo et al., 1992a,b) y en el cerebral (Szabo et al., 1991b, 1992¢c). Ya que esta

respuesta es diametralmente opuesta a la obtenida en segmentos sometidos a tono pasivo,
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cabe preguntarse cudl es la que mas fielmente pudiera reflejar lo que sucede en el estado

fisiologico, es decir, en el animal completo.

Es bien conocido que el tono de los vasos cerebrales es el resultante de la interaccion
de factores de distinta naturaleza sobre la pared vascular: 1) neurogénicos (inervaciones
simpatica, parasimpatica, serotoninérgica, etc.), 2) metabdlicos (pH, K", O,, CO,, adenosina,
etc.), 3) miogénicos (presion arterial, presion intracraneal, etc.), y 4) endoteliales
(endotelina, NO, prostaciclina, etc.) (Edvinssén et al., 1993, Villringer y Dirnagl, 1995,
Branston, 1995). Por lo tanto, parece evidente que la adiciéon de un unico agente
vasoconstrictor a los segmentos arteriales aislados es vuna forma excesivamente simple de
reproducir lo que seria el tono al que se encuentra sometida la pared cerebrovascular en el
estado fisiologico. Sin embargo, es el procedimiento experimental universalmente aceptado
para estudiar las propiedades relajantes de cualquier agente vasoactivo en este tipo de
preparacion experimental. Desde este punto de vista, la respuesta de las arterias cerebrales
aisladas precontraidas en respuesta a la disminucién de la concentracion de Mg*'
(relajacion), tendria mas posibilidades de suceder in vivo que la respuesta de dichas arterias
sometidas exclusivamente al tono basal (contraccién). Sin embargo, esta conclusion entra
en colision con un hecho fisiologico sélidamente establecido: que el déficit en Mg?* se asocia

con incremento de la resistencia vascular e hipertension (Mordes y Wacker, 1978; Altura,

1982).

Segun algunos investigadores, la solucion a la cuestion planteada pasa por la
constderacion del endotelio como factor fundamental en la respuesta relajante cerebroarterial
frente a la disminucion de la concentracion de Mg®*. Se ha observado que la respuesta

relajante al déficit de Mg es dependiente de endotelio y de Ca?*, ya que desaparecio en
segmentos arteriales privados mecanicamente de endotelio (legrado) o incubados con
inhibidores del EDRF, y también en ausencia de Ca**. Se ha formulado la hipétesis, por lo
tanto, de que Ca®* y Mg?* ejercen acciones antagonistas mutuas sobre la pared vascular, de
tal forma que el déficit de Mg?* estimula la entrada de Ca®* a un doble nivel: en el endotelio
estimulando la producciéon de EDRF vy la relajacion, y en las células musculares lisas

estimulando la contraccion (Ku y Ann, 1987, 1991; Gold et al., 1990; Szabo et al., 1992a,b).
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De este modo, el componente relajante serviria como factor protector frente a una

vasoconstriccion excesiva que pudiera producirse en respuesta al déficit de Mg?*

Uno de los objetivos del presente trabajo fue reproducir la respuesta relajante frente

a la disminucién de la concentracion de Mg** para determinar su posible relacion inversa de
concentracnon—dependenma (a menor concentracmn de Mg ‘mayor respuesta relajante) y
la influencia del agente inductor del tono activo. En nuestros experimentos, la reduccion
secuencial de la concentracién de Mg** produjo una respuesta bifasica de los segmentos
arteriales precontraidos con prostaglandina F,, o endotelina-1: relajacion transitoria
(componente fasico) seguida de recuperacion del tono (componente ténico). Estos
resultados se asemejan a los obtenidos por Gold et al. (1990) en arteria y veha pulmonares
bovinas precontraidas con fenilefrina. En otros estudios se ha observado una respuesta
monofasica, ya que que la reduccién de la concentracién de Mg* produjo relajacion
sostenida de arterias coronarias precontraidas con prostaglandina F,, norepinefrina o BaCl
(Ku y Ann, 1987, 1991), y en arteria cerebral media de gato (Szabo et al., 1991b) y
cerebrales humanas (Szabd et al., 1992c) precontraidas con norepinefrina o prostaglandina
F,,, respectivamente. En nuestros experimentos la magnitud del componente fasico
(relajacion) no fue dependiente de la concentracion de Mg®* en segmentos precontraidos con
prostaglandina F,, pero si se observo cierta relacion inversa de concentracion-dependencia
en segmentos precontraidos con endotelina-1. Por el contrario, cuando se utilizo KCl como

agente inductor del tono activo no se objetivaron cambios del tono activo.

Una de las observaciones mas interesantes en estas series experimentales fue que el
recambio del medio de incubacion manteniendo constantes tanto la concentracion del agente
inductor del tono activo (prostaglandina F,, o endotelina-1) como la concentracion normal
de Mg? (1 mM), di6 lugar a una respuesta bifasica practicamente idéntica en su perfil a la
que se obtuvo reduciendo la concentracion de Mg, En ninguno de los estudios previos
realizados por otros investigadores se da cuenta de un hecho semejante; no sabemos si
porque no se realizaron los experimentos adecuados o sencillamente porque el fendmeno
no sucedio. Cabe la posibilidad de que la respuesta observada en nuestros experimentos sea

consecuencia simplemente de la maniobra del recambio del bafio, la cual conlleva retirar
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momentaneamente el agente inductor del tono activo y volverlo a afiadir unos segundos
después. De este modo, el lavado del agente vasoconstrictor produciria la respuesta relajante
transitoria, cuya duracion estaria limitada por la aparicién del efecto contractil tras la
readicion del vasoconstrictor. El hecho de que las arterias precontraidas con KCl no
experimenten ningin cambio de tono activo al cambiar el medio, posiblemente esté
_ relacionado con su diferente mecanismo de accion: mientras que la contraccion producida
por prostaglandina F,, y endotelina-1 se corresponde con el acoplamiento de tipo
farmacomecanico, es decir, mediado por la activacion de receptores especificos (Kennedy
et al., 1982; Salom et al., 1993), la contraccion producida por KCl se corresponde con el
acoplamiento de tipo electromecanico, es decir, mediado por la despolarizacion de la

membrana.

7.2.- Efecto relajante de Mg?* sobre arterias aisladas en funcién de la especie, el

agente inductor del tono activo y el tipo de arteria

Como se acaba de mencionar en el epigrafe precedente, la bibliografia da cuenta de
dos tipos de respuesta relajante frente a cambios en la concentracidn extracelular de Mg?**:
relajacion de segmentos arteriales sometidos a tono pasivo en respuesta al incremento de
la concentracion de Mg, y relajacion de segmentos arteriales sometidos a tono activo en
respuesta a la reduccion de la concentracién de Mg?*. Existe un tercer tipo de protocolo
experimental que resulta mas apropiado para investigar la capacidad relajante del Mg**:
afiadirlo acumulativamente en segmentos arteriales sometidos a tono activo en medio libre
de Mg*. Uno de los objetivos del presente trabajo fue investigar la capacidad relajante del
Mg** aplicando este protocolo para determinar en qué medida dicha capacidad depende del
agente inductor del tono activo (5-hidroxitriptamina, endotelina-1, prostaglandina F,, y
KCl), de la especie (cabra, conejo y humanos) y del tipo de arteria (cerebral y carétida). La
Gnica referencia de que disponemos sobre un trabajo similar es el estudio de Sjogren y
Edvinsson (1986), aunque en este caso solo se utilizé una especie animal (gato), dos
vasoconstrictores (KCl y prostaglandina F,,) y en cuanto al tipo de arteria, se utilizaron

cerebral media, femoral y coronarias.
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Los resultados obtenidos en nuestros experimentos demuestran que el Mg** actud
como un relajante vascular independientemente del agente vasconstrictor elegido para
inducir el tono activo. No obstante, en términos cuantitativos su capacidad relajante fue
variable. Comparando los diferentes vasoconstrictores y valorando globalmente los
resultados obtenidos en segmentos de arterias cerebrales de cabra y humanos, puede

“afirmarse que la mayor capacidad relajante de Mg®* se puso de manifiesto en segmentos
“precontraidos con S-hidroxitriptamina, y la menor en segmentos precontraidos con KCL. En
arterias cerebrales de gato también se ha puesto de manifiesto la menor capacidad relajante
del Mg** en segmentos precontraidos con KCl en comparacion con los precontraidos con

prostaglandina F,, (Sjogren y Edvinsson, 1986).

En cuanto a las diferencias regionales, es decir, la sensibilidad de arterias procedentes
de diferentes lechos vasculares frente a Mg?*, nuestros resultados muestran que, tanto en
términos de E_;, como de CE,, las arterias cerebrales (basilar) de conejo exhibieron una
respuesta relajante mayor que las arterias carétidas, ambas precontraidas con endotelina-1.
Un resultado similar se obtuvo en el estudio de Sjogren y Edvinsson (1986), en el que las
arterias cerebrales de gato exhibieron una respuesta relajante mayor que las arterias
coronarias, ambas precontraidas con prostaglandina F,,. Una observacion de interés en este
estudio es que la adicién acumulativa de Mg** tuvo un efecto bifasico en arterias femorales
precontraidas con prostaglandina F,,. relajacion ligera a concentraciones bajas y
contracciones a concentraciones altas. Valorados en su conjunto, los resultados parecen
indicar cierta selectividad del Mg®* por el lecho cerebrovascular. Esta misma selectividad
se ha propugnado en los Gltimos afios para los farmacos BECa, y por lo tanto podria ser una
caracteristica compartida por el Mg®" y este grupo de farmacos. No obstante, estudios in
vivo cuestionan en parte esta selectividad, ya que otros lechos vasculares tales como el
coronario o el del musculo esquelético son tan sensibles a los farmacos BECa como el
cerebral (véase la revision de Alborch et al., 1995), y lo mismo podria suceder con respecto
al Mg**.

Por motivos técnicos, las posibles diferencias interespecificas en la capacidad relajante

del Mg?* no pudieron evaluarse sobre las arterias cerebrales de las tres especies investigadas



Discusion 108

precontraidas con el mismo vasoconstrictor. Las comparaciones se establecieron entre
arterias cerebrales de cabra y humanas precontraidas con S-hidroxitriptamina, prostaglandina
F,, o KCl, y entre arterias cerebrales de cabra y conejo precontraidas con endotelina-1.
Ademas, existe una gran variabilidad en los resultados segun se considere el E_;, o la CE,,
lo cual impide establecer una relacion simple de la capacidad relajante de Mg®* sobre las

. arterias cerebrales de las tres especies investigadas.

Una cuestion de gran interés es la comparacion entre los efectos relajantes del Mg**
y de los farmacos BECa. Este punto no ha sido incluido en el presente trabajo, pero ha sido
investigado por nuestro grupo y procede su comentario. Se ha observado que nimodipina
y nifedipina relajaron las arterias cerebrales humanas (Brandt et al., 1981; Jansen et al,,
1991; Alborch et al., 1992). Como ya se ha mencionado, el Mg** también manifesté su
accion relajante sobre este tejido, aunque, en términos comparativos, su potencia fue de tres
a cuatro 6rdenes de magnitud menor que la de las dos dihidropiridinas. Sin embargo, en
términos de E 4, los tres agentes fueron equiefectivos (Alborch et al., 1992). Resultados
similares se han obtenido con nifedipina, verapamil y Mg?* en arterias cerebrales aisladas de
gato (Sjogren y Edvinsson, 1986). En estudios realizados in situ sobre arteriolas y vénulas
piales de rata, farmacos BECa tales como nisoldipina y verapamil no tuvieron ningin efecto
sobre el calibre vascular, mientras que nitrendipina y nimodipina se comportaron como
potentes vasodilatadores. También el Mg®* actué como vasodilatador en esta preparacion
experimental, siendo de tres a cinco veces menos potente que los firmacos BECa (Altura
et al., 1987).

7.3.- Influencia de los factores derivados del endotelio en la respuesta relajante de la

arteria cerebral media aislada de cabra frente a Mg**

Como ya se ha comentado, los resultados presentados reflejan dos tipos de respuesta
relajante en arterias sometidas a tono activo: una (transitoria) como consecuencia de la
reduccién de la concentracién de Mg®, y otra como consecuencia de la adicion acumulativa
de Mg?* en medio libre de Mg®*. A pesar de las serias dudas que ofrece la relevancia

funcional de la primera de ellas, uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la
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hipotesis de que el endotelio, a través de algiin mediador relajante conocido, pudiera

participar en ambas respuestas.

La relajacion transitoria en respuesta a la reduccion de la concentracion de Mg?* no

se vi6 afectada ni al eliminar mecanicamente el endotelio ni al incubar con N%-nitro-L-
arginina (inhibidor del enzima NO sintetasa), lo cual excluye la posibilidad de que el

| ehdéteiio; a fraQéS dé lé liberacién de NO, pudiera mediar dicha respuesta. Estos resultados
difieren considerablemente de los obtenidos en trabajos previos. Utilizando arterias
coronarias caninas precontraidas con prostaglandina F,, se ha observado que la eliminacion
de Mg** del medio extracelular produjo una respuesta relajante siempre y cuando el
endotelio estuviera intacto. Cuando las arterias fueron privadas mecanicamente de endotelio
la respuesta resulto ser justamente la contraria, apareciendo una potente contraccion. Por
otra parte, la incubacion con hemoglobina (inhibidor del EDRF) inhibi6 la relajacion
producida por la solucién libre de Mg?*. Estos resultados ponen de manifiesto la implicacion
del EDREF en la respuesta relajante producida por la ausencia de Mg y, al mismo tiempo,
la accién inhibidora del Mg”* sobre la produccién de EDRF cuando el endotelio se encuentra
intacto (Ann y Ku, 1986; Ku y Ann, 1987, 1991). Otras investigaciones han confirmado
estas conclusiones. En arteria y vena pulmonar bovina aisladas precontraidas con fenilefrina
se ha observado que la eliminacion de Mg** del medio produjo respuesta bifasica: relajacion
seguida de recuperécién del tono (contraccion). En segmentos desprovistos de endotelio la
relajacion inicial desaparecio, evidenciandose Uinicamente el componente contractil. El
tratamiento tanto con oxihemoglobina como con azul de metileno (inhibidores del EDRF)
produjo inhibicion de la relajacion en segmentos con el endotelio intacto (Gold et al., 1990).
También se ha observado que el tratamiento con inhibidores del EDRF o la ausencia de
endotelio produjeron inhibicion de la relajacion obtenida al reducir gradualmente la
concentracion de Mg>* en vena femoral (Szabo et al.,, 1992a) y en arteria mesentérica
(Szabo et al., 1992b) de gato, y en arterias cerebrales de gato (Szabo et al., 1991b) y

humanas (Szabo et al., 1992c) precontraidas con norepinefrina.

Por otra parte, la respuesta relajante obtenida al incrementar acumulativamente la

concentracion de Mg?* en medio libre de Mg?* tampoco se modifico tras el legrado o la



Discusion 110

incubacién con N°-nitro-L-arginina, resultados que coinciden con los obtenidos en arteria
cerebral media de perro precontraida con el analogo del tromboxano A, U46619 (Belfort
et al., 1994) y que ponen de manifiesto la independencia que dicha respuesta muestra
respecto de la liberacion de NO. Otro de los factores endoteliales relacionados con el Mg**
es la prostaciclina, prostaglandina vasodilatadora que ademas inhibe la agregacion
plaquetaria (Moncada y Vane, 1979). La incubacion de arteria cerebral medial d¢ cabra con
' indometacina ('inhibi'do'r de la sintesis d'é ;.Jrovstégléndivn‘as)v, iﬁhibié las relajaciones obtenidas
al anadir Mg* de forma acumulativa. Estos resultados coinciden con evidencias
experimentales que demuestran que el Mg®' estimula la produccion de prostaciclina en
células endoteliales cultivadas de vena umbilical humana (Watson et al., 1986) y que es el
mediador, al menos en parte, de las acciones vasculares del Mg®* cuando éste se administra
en humanos (Nadler et al., 1987). Sin embargo, también hay resultados en contra de esta

mediacion (O'Brien et al., 1990; Chesnut et al., 1990).

7.4.- Efecto de la concentracion extracelular de Mg sobre la respuesta de las arterias
cerebrales aisladas frente a vasoconstrictores: Ca®*, endotelina-1,

S-hidroxitriptamina, norepinefrina y prostaglandina F,,

Como se ha mencionado en la Introduccion, la concentracion de Mg** influye no sélo
sobre el tono, sino también sobre la reactividad de los vasos aislados frente a agonistas. Los
trabajos realizados por Altura y colaboradores en las dos tltimas décadas perfilan un
esquema acerca de como ge lleva a cabo esta influencia: la hipomagnesemia incrementa la
reactividad vascular y la hipermagnesemia la atenua. Obsérvese que esta relacion coincide
con la que se ha establecido entre la concentracion de Mg?* y el tono basal: la reduccion de
la concentracion de Mg®* produce incremento del tono (contraccidn), mientras que el
aumento de la concentracion de Mg?* produce descenso del tono (relajacion). Por lo tanto,
la doble influencia del Mg** sobre el tono y la reactividad vascular podria explicar las
asociaciones hipomagnesemia-aumento de resistencia vascular-hipertension e
hipermagnesemia-reduccion de resistencia vascular-hipotension (véase la revision de Altura
et al., 1987). Sin embargo, el estudio detallado de la bibliografia pertinente revela hasta qué

punto este esquema puede ser excesivamente simplista. De hecho, tanto el agonista como
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el tejido objetos de estudio influyen decisivamente en el efecto modulador del Mg** sobre

la reactividad vascular.

Uno de los objetivos del presente trabajo ha sido determinar el efecto de las
variaciones en la concentracion de Mg”* sobre la respuesta de las arterias cerebrales aisladas
frente a diferentes vasoconstrictores: Ca*, endotelina-1, 5-hidroxitriptamina, norepinefrina

| y. pfosfaglahdiﬁa F,,. De particular interés son los resultados acerca de la capacidad de una
elevada concentracion de Mg** (10 mM) para atenuar la respuesta contractil a estas
substancias, ya que todas ellas parecen estar implicadas en determinadas patologias que
conllevan incremento de la resistencia vascular cerebral tales como, por ejemplo, el sindrome
de preeclampsia-eclampsia o el vasoespasmo cerebral subsiguiente a la hemorragia
subaracnoidea. La presunta capacidad inhibidora del vasoespasmo atribuida al Mg** podria,
de este modo y al menos parcialmente, explicar su efecto beneficioso en algunas de estas

patologias (Zaret, 1983; Sadeh, 1989).

La discusion correspondiente a este punto se realizara en dos partes: en primer lugar
se compararan los resultados obtenidos con cada uno de los agonistas, y en segundo lugar

se realizara una valoracion conjunta de todos ellos.
a) Ca”

Los resultados obtenidos demuestran que la ausencia de Mg** no increment6 la
respuesta contractil de los segmentos de arteria cerebral media de cabra frente al Ca**. Por
lo que sabemos, no existen referencias previas sobre la aplicacion de un protocolo semejante
en arterias cerebrales de otras especies. Los resultados difieren de los obtenidos en aorta de
conejo, en los que las contracciones inducidas por Ca®* se vieron incrementadas en presencia
de Mg**, tanto en el umbral (menor sensibilidad) como en el efecto maximo (Jurevics y
Carrier, 1973). La utilizacion de un protocolo similar en aorta de rata dio, cualitativamente,
el mismo resultado: disminucion de la sensibilidad y aumento de la contractilidad frente al
Ca* (Altura y Altura, 1971). En un estudio comparativo con aorta y vena porta de rata se

observé que el efecto del Mg®* dependio del tejido investigado: mientras que la presencia
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de Mg disminuyo la sensibilidad y aument0 la contractilidad en aorta, en vena porta no se
Y y p

modificaron ninguno de los dos parametros (Turlapaty et al., 1981).

Por otra parte, la incubacion de los segmentos arteriales de cabra en medio con una
concentraciéon de Mg diez veces superior al valor normal (10 mM Mg?*) redujo el efecto
maximo de las contracciones inducidas por la adicion acumulativa de Ca” y aument6 la
sensibilidad de las arterias frente al Ca®*. Investigaciones previas han demostra’do que el
Mg* fue capaz de inhibir la respuesta contréctil de la arteria basilar canina aislada inducida
al afiadir pequefias cantidades de Ca®* al medio de incubacion carente de dicho ion (Allen
et al., 1976). Resultados diferentes se han obtenido en otros estudios en los que la
hipermagnesemia (4.8 mM Mg”") redujo la sensibilidad de arteria aorta y vena porta de rata,

pero mientras que en aorta no modifico el efecto méaximo, en vena porta lo redujo

(Turlapaty et al., 1981).

b) Endotelina-1

La respuestafrente a endotelina-1 de los segmentos arteriales de cabra incubados en las
diferentes concentraciones de Mg*" permanecié relativamente estable: ni la incubacion en
medio libre de Mg** ni la incubaciéon en medio con elevada concentracién de Mg*
modificaron la respuesta contractil, en comparacion con la respuesta obtenida en la
concentracion fisioldgica de Mg** (1 mM). Por lo que sabemos, no existen otros estudios
realizados sobre esta cuestion. Se ha demostrado que la respuesta contractil provocada por
endotelina-1 en arterias cerebrales depende en parte de la entrada de Ca** extracelular por
medio de canales de Ca®* sensibles a las dihidropiridinas (VOCs de tipo L) (Jansen et al.,
1989; Martin de Aguilera et al., 1990; Salom et al,, 1991), y en parte de la activacion
intracelular de la protein kinasa C (Encabo et al., 1992). Si, como se ha postulado, el Mg**
actia como un calcioantagonista, seria de esperar que una elevada concentraciéon de Mg?*
redujera al menos parcialmente la respuesta a endotelina-1, como ocurre con farmacos
BECa tales como nicardipina, nifedipina, nimodipina, verapamil y diltiazem (véase la

revision de Salom et al., 1995).
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¢) 5-Hidroxitriptamina

Los resultados obtenidos en segmentos arteriales de cabra al afiadir acumulativamente
5-hidroxitriptamina han mostrado que la ausencia de Mg?* incrementé ligeramente la
sensibilidad de las arterias frente a este agonista, aunque no se produjo un aumento
significativo del E,;,, resultado que difiere del obtenido en trabajos previos en que la .
incubacion en medio libre de Mg potencid la respuesta contractil frente a
5-hidroxitriptamina en arteria y vena mesentéricas de conejo, ileon de cobaya (Goldstein
y Zsotér, 1978), arterias y venas umbilicales humanas (Altura et al., 1983), y arterias
coronarias de perro (Turlapaty y Altura, 1980); sin embargo, dicha respuesta no se vié
modificada en aorta de conejo (Altura y Altura, 1971). Mayor homogeneidad existe entre
los resultados obtenidos acerca del efecto del aumento de la concentracién de Mg**. El
efecto contractil de 5-hidroxitriptamina se vié significativamente feducido tanto en los
segmentos arteriales de cabra como de humanos cuando el medio de incubacién contenia
10 mM Mg?*, tal y como se ha observado en arterias y venas umbilicales humanas (Altura
et al,, 1983), arterias coronarias de perro (Turlapaty y Altura, 1980), arteria y vena
mesentérica de conejo e ileon de cobaya (Goldstein y Zsotér, 1978) y arterias cerebrales
caninas (Allen et al., 1976). En términos comparativos, el Mg* fue mucho mas eficaz
inhibiendo las contracciones provocadas por 5-hidroxitriptamina que las provocadas por

endotelina-1.
d) Norepinefrina

Al contrario de lo que sucedio con el resto de agonistas, la contraccidn de las arterias
cerebrales aisladas de cabra frente a norepinefrina fue significativamente atenuada en
ausencia de Mg®*. Estos resultados confirman los obtenidos por otros investigadores en
aorta de conejo (Altura y Altura, 1971; Jurevics y Carrier, 1973; Fujiwara et al., 1978). Por
el contrario, la incubacion en medio libre de Mg®* increment6 la respuesta contractil frente
a norepinefiina en faenia coli de cobaya, vas deferens de rata (Takagi et al., 1972) y arterias

coronarias de perro (Turlapaty y Altura, 1980). No puede afirmarse pues que la ausencia
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de Mg?" potencie la respuesta vascular contractil a norepinefrina en todos los casos, y lo
mismo se puede afirmar de reducciones mas discretas de la concentracién de Mg?*. De
hecho, se ha observado que una reduccion de la concentracion de Mg®* desde 1.2 a 0.8 mM
no modificé la respuesta contractil a norepinefrina en arteria mesentérica de gato (Szab6 et
al., 1991a). Se ha constatado también la capacidad de la concentracion mas elevada de Mg**

para atenuar la respuesta contractil de arteria cerebral media de cabra provocada por
| ﬁorépineﬁina, lo cual concide con resultados previos en arteria mesentérica de gato (Szabo
et al,, 1991a), aorta de conejo (F'ujiwara et al., 1978) y de rata (Noguera y D'Ocon, 1993),
y en arterias cerebrales de gato (Sjogren y Edvinsson, 1988; Farago et al., 1991).

e) Prostaglandina F,,

La concentracidn mas alta de Mg* inhibi las contracciones de los segmentos
arteriales humanos frente a prostaglandina F, , confirmando los resultados previos obtenidos
en arterias femorales, coronarias y cerebrales de gato (Sjogren y Edvinsson, 1986, 1988).
Sin embargo, el Mg?* fue mucho menos eficaz inhibiendo las contracciones provocadas por

prostaglandina F,, que las provocadas por 5-hidroxitriptamina en este mismo tejido.

La valoracion de los resultados correspondientes a este epigrafe debe realizarse
conjuntamente barajando dos elementos: el mecanismo de accion del Mg®* y el mecanismo
de accion de cada uno de los agonistas, atendiendo en este Gltimo caso tanto a la existencia
y distribucioén de sus receptores en la pared cerebroarterial, como a la dependencia que la

respuesta manifiesta respecto del Ca**.

Un hallazgo comiin para todos los agonistas investigados (incluido el Ca**) es la
ausencia de una mayor respuesta contractil en ausencia de Mg?* o en medio con una
concentracion de Mg®* muy inferior (0.1 mM) al valor normal. Mas bien al contrario, la
respuesta fue incluso menor en arterias cerebrales de cabra incubadas en el medio 0 mM
Mg* frente a norepinefiina, y en arterias cerebrales humanas incubadas en el medio 0.1 mM
Mg* frente a 5-hidroxitriptamina. Estos resultados sugieren que, en condiciones normales,

no existe una accion inhibidora del Mg?* sobre el transporte de Ca** hacia el interior del
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musculo liso estimulado por la presencia de los agonistas. Logicamente, si dicha inhibicion
tuviera lugar, al suprimirla (retirando o reduciendo el Mg** del medio) la respuesta deberia
ser mayor, hecho que no ocurri6 en ninguno de los casos. Este hecho tiene especial
relevancia en el caso del Ca*, ya que podria explicar por qué la reduccion de la
concentraciéon de Mg no incrementa el tono de las arterias cerebrales sometidas a tono
pasivo en nuestros experimentos. Sin embargo, este hecho parece estar en contradiccion con
| aiguhas bbéeﬁaéioheé réalizadas en cultivos de células musculares lisas procedentes de
arterias cerebrales. En estudios de "patch-clamp" con miocitos de arteria basilar de rata se
ha puesto de manifiesto que el Mg*’, a concentracién fisologica (~1 mM), es capaz de
reducir en un 17% el pico de la corriente a través de los canales de Ca®* (Langton y Standen,
1993). En estudios con miocitos de arterias cerebrales caninas se ha objetivado la relacion
inversa entre la concentracion extracelular de Mg™ y la [Ca™];: reducciones de la

concentracion extracelular de Mg?* incrementaron la [Ca®*]; (Altura et al., 1993).

Por el contrario, e! efecto de la concentracién mayor de Mg®* sobre la respuesta
contractil a cada uno de los agonistas fue variable: desde una inhibicién considerable
(superior al 40% en el caso de S-hidroxitriptamina y norepinefrina en arterias cerebrales de
cabra, y alrededor del 70% en el caso de 5-hidroxitriptamina en arterias cerebrales humanas)
a una ausencia de inhibicion (endotelina-1 en arterias cerebrales de cabra), pasando por una
inhibicion discreta (alrededor de un 23% en el caso del Ca** en arterias cerebrales de cabra,
y alrededor de un 16% en el caso de prostaglandina F,, en arterias cerebrales humanas).
Posiblemente, la utilizacién de una concentracién mayor de Mg hubiera tenido un mayor
efecto inhibidor‘sébre la respuesta a los agonistas mas resistentes. Sin embargo, el resultado
hubiera sido de escasa relevancia practica en tanto en cuanto los niveles plasmaticos de Mg**
con eficacia terapéutica en el tratamiento del sindrome de la preeclampsia-eclampsia se han
estimado en 4-8 mg/dL (1.6-3.3 mM), en comparacion con los niveles basales que se
encuentran alrededor de 1.5-1.7 mg/dL (0.6-0.7 mM) (England et al., 1990; O'Brien et al.,
1990; Sibai, 1990). La variabilidad registrada en nuestros resultados puede deberse a
diferentes elementos: la dependencia del Ca** y la existencia y distribucion de los receptores

que median la respuesta contractil.
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En mayor o menor medida, todos los agonistas investigados estimulan la entrada de
Ca* desde el medio extracelular hacia el interior del musculo liso cerebrovascular, ya que
la respuesta se reduce en medio carente de Ca®>". No obstante, este efecto inhibidor es
variable en funcién tanto del agonista como de la especie animal de la que proceden las
arterias cerebrales. A este respecto es curioso comprobar que las respuestas contractiles mas
resistentes a la inhibicion por el Mg?** (las inducidas por endotelina-1 y prostaglandina F,,),
son .tax.nbi.énApavrti(.:ullannente resistentes a la eliminacion del Ca®* del medio (véase la revision
de Alborch et al., 1995). Esta circunstancia estaria en favor de la hipétesis de que el Mg**
acta principalmente inhibiendo el transporte de Ca®* a través de la membrana y podria
considerarse, de algiin modo, un "calcioantagonista fisiologico" (Iseri y French, 1984; Altura
et al., 1987).

Otro modo de determinar la dependencia que una respuesta desencadenada por un
agonista manifiesta respecto del Ca®*, consiste en reproducirla en presencia de farmacos
BECa. Trabajos previos de nuestro grupo demuestran que las respuestas a todos y cada uno
de los agonistas investigados son sensibles a la inhibicion por farmacos BECa, especialmente
de tipo dihidropiridinico (Salom et al., 1990, 1991, 1992; Alborch et al., 1992), lo cual
confirma su dependencia del Ca**. En un estudio comparativo realizado en arterias
cerebrales humanas, la concentracién mayor de Mg** (10 mM) tuvo el mismo efecto
inhibidor sobre las contracciones inducidas por S-hidroxitriptamina que la concentraciéon de
10”° M de nicardipina y nimodipina, lo cual indica que el Mg** es unas 1.000 veces menos
potente que ambas dihidropiridinas. Sin embargo, la mencionada concentracion de Mg?®* fue
mucho menos eficaz inhibiendo las contracciones producidas por prostaglandina F

lo cual

200

pone de manifiesto una vez mas la influencia del estimulo contractil (Alborch et al., 1992).

Otro elemento a considerar es la existencia y distribucion de los receptores que median
la respuesta cerebroarterial a los agonistas. La 5-hidroxitriptamina actua directamente sobre
receptores especificos triptaminérgicos postsinapticos, e indirectamente estimulando la
liberacion de norepinefrina desde las terminaciones nerviosas perivasculares (Diéguez et al.,
1981). La norepinefrina también se ha demostrado que actiia sobre a-adrenoreceptores

postsinapticos y presinapticos (Alborch y LLuch, 1989). Aunque la endotelina-1 parece
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tener un papel modulador de la neurotransmision adrenérgica en algunos vasos sanguineos
(Wiklund et al., 1988; Tabuchi et al., 1990; Bucher et al., 1991), otros estudios no
confirman tal accion (Crockcroft et al., 1991), que ademas no ha sido descrita en arterias
cerebrales. La prostaglandina F,, también parece estar desprovista de una accion
neuromoduladora, actuando GUnicamente sobre un receptor postsinaptico sensible al

tromboxano (Kennedy et al., 1982; Uski et al., 1984). Teniendo en cuenta que el ‘M_ng
| pﬁede'blbqﬁeé.r_ los VOCs tanto de ‘ti‘po'L ‘(pbst‘sir‘léptico)‘como de tipo N (presinaptico),
cabe la posibilidad de que fuera menos eficaz inhibiendo la respuesta a agonistas que actian

solo a nivel postsinaptico: endotelina-1 y prostaglandina F,,.
7.5.- Influencia de la barrera hemato-encefilica en el transporte de Mg®* al cerebro

El aumento de los niveles plasmaticos de Mg?* tras administracion sistémica de sulfato
magnésico en cabras no se acompafié de aumento significativo de los niveles de Mg** en
liquido cefalorraquideo. Idénticos resultados se han obtenido por Hankins y colaboradores
en 1990 en esta misma especie y en ratas (Olsen et al., 1971), indicando que la
concentracion de Mg”" en liquido cefalorraquideo permanecié casi totalmente independiente
de los niveles en plasma, y por tanto que la barrera hemato-encefalica es practicamente
impermeable al Mg?*. Sin embargo otras investigaciones han puesto de manifiesto que el
transporte de Mg®" al cerebro se produce en cantidades pequefias pero significativas en
perros (Oppelt et al., 1963), y en pacientes con preeclampsia después del tratamiento con
sulfato magnésico (Thurnau et al., 1987). Por ultimo, en ratas adultas y en fetos se ha
objetivado una correlacion significativa entre los niveles de Mg?* en plasma y en liquido
cefalorraquideo, con incrementos en este ultimo compartimento de hasta el 26% (Hallak et

al., 1992; Hallak y Cotton, 1993).

La disparidad de resultados, por tanto, no permite extraer una conclusion inequivoca
con respecto a la capacidad del Mg?* para cruzar la barrera hemato-encefalica. Esta cuestion
es de crucial importancia a la hora de considerar no sélo el posible efecto directo del Mg**
sobre la funcion de los vasos cerebrales, sino también la posible utilidad del Mg®* en la

terapéutica de determinadas enfermedades que afectan al lecho cerebrovascular (hemorragia
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subaracnoidea, infarto cerebral agudo, preeclampsia-eclampsia, etc.). En el caso de que el
Mg*" atravesara la barrera hemato-encefalica, su beneficio terapéutico podria deberse a su
accion sobre el sistema nervioso central; por contra, si la barrera hemato-encefalica se
mostrara practicamente impermeable al Mg®" habria que aceptar que el posible beneficio de
la terapia con Mg”* se deberia no a su accion sobre el tejido cerebral, sino a la mencionada

accion sobre la hemodmamlca cerebral Nuestros resultados, tanto los obtenidos in vitro

como los obtemdos en este apartado, estan en concordancia con la segunda de estas

alternativas.

7.6.- Efecto del sulfato magnésico sobre flujo sanguineo cerebral y otros parimetros

fisiologicos en la cabra sin anestesiar

El Mg?*, administrado en forma de sulfato magnésico y con independencia de la via de
administracion (directamente en el sistema de aporte cerebroarterial o sistémicamente),
provocd aumento del flujo sanguineo cerebral en cabras conscientes sin cambios
concomitantes en presion arterial ni frecuencia cardiaca. En cuanto a la presion arterial y
frecuencia cardiaca, nuestros resultados coinciden con los de otros estudios previos en
mujeres gestantes normotensas (Thiagarajah et al., 1985; O'Brien et al., 1990; Armson et
al., 1992) e hipertensas (O'Brien et al., 1990), en ovejas gestantes (Chestnut et al., 1988)
y ratas no gestantes (Aisenbrey et al., 1992), y demuestran que la accién vasodilatadora del
Mg resulta de un descenso en la resistencia vascular cerebral por su accidn directa sobre
las arterias cerebrales, en concordancia con su accion relajante sobre las arterias cerebrales
aisladas. Estos resultados son similares a los descritos en monos gestantes (Thiagarajah et
al., 1985), los cuales mostraron que el sulfato magnésico incrementd el flujo sanguineo
uterino sin alterar la presion de perfusion y rendimiento cardiaco, indicando un descenso en
la resistencia vascular uterina. En otros estudios con distintos lechos vasculares tales como
mesenterio (Altura et al., 1987; Nishio et al., 1989) y musculo esquelético de rata (Altura
et al., 1987; Nagai et al., 1988), la administracion sistémica de sulfato magnésico produjo
descenso de la presion arterial media, sistolica y diastolica, asi como de la frecuencia
cardiaca, lo cual suscita la cuestion de si el mecanismo de la autorregulacion pudiera estar

implicado en la respuesta microvascular. Sin embargo, la evolucion del calibre vascular y de
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la presion arterial no se correlacionan pari passu, lo cual apoya la hipotesis del efecto
dilatador directo sobre los microvasos antes que una respuesta secundaria a la hipotension
(Nagai et al., 1988; Nishio et al., 1989).

El mecanismo por el cual el Mg®* incrementa el flujo sanguineo cerebral es una
~ cuestion a debatir. Como ya se ha mencionado, parece que la barrera hemato-encefélica es
impermeable al Mg?*, y por tanto el efecto vasodilatador se debe probablemente a su accién
directa sobre la pared cerebroarterial. Podria actuar a nivel endotelial estimulando la
produccion de prostaciclina, hecho que se ha puesto de manifiesto en nuestros estudios in
vitro. El Mg estimula in vitro la produccion de prostaciclina por el endotelio de venas
umbilicales humanas (Watson et al., 1986). La prostaciclina es también producida por y
liberada desde las células endoteliales en el cerebro (Pickard, 1981). Parece razonable
suponer que el Mg®* actie, al menos en parte, a través de este mecanismo. Ademas, parte
del Mg?* podria alcanzar las células musculares lisas y actuar sobre el intercambio de Ca®*
produciendo relajacion. Estos resultados concuerdan con los obtenidos in vifro y permiten

afirmar que el Mg actiia directamente sobre las arterias cerebrales causando su relajacion

y vasodilatacion cerebral.

7.7.- Efecto del sulfato magnésico sobre la vasoconstriccion cerebral inducida por

S-hidroxitriptamina, endotelina-1 y norepinefrina

Una de las aplicaciones del Mg®* (en forma de sulfato magnésico) que més
investigaciones ha suscitado es su posible utilidad en la prevencion y tratamiento de la
preeclampsia-eclampsia, desorden de la gestacion que se caracteriza por el vasoespasmo
generalizado (National High Blood Pressure Education Program Working Group Report on
High Blood Pressure in Pregnancy, 1990). Estudios angiograficos y tomograficos
computerizados han demostrado que el vasoespasmo afecta al cerebro (Will et al., 1987,
Lewis et al., 1988). Existen evidencias experimentales que sugieren que la supresion del
vasoespasmo es la principal estrategia terapéutica en la preeclampsia-ecalmpsia. El
mecanismo de accion por el cual el Mg®* previene y controla las convulsiones eclampticas

se podria explicar por su actuacion como antagonista del Ca®*, atenuando el vasoespasmo
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cerebral (Zaret, 1983) tal y como se ha descrito para farmacos BECa (Haws y Heistad,

1984; Salom et al., 1990).

Se estudid la capacidad in vivo de Mg®" para contrarrestar una vasoconstriccion
cerebral mantenida. Un modelo simple de vasoespasmo cerebral prolongado fue la infusion
e 5-hidroxitriptamina, endotelina-1 o norepinefina directamente en el lecho cerebroarterial
de la cabra, que hizo posible un descenso del flujo sanguineo cerebral con un incremento en
la resistencia vascular cerebral que se mantuvo el tiempo suficiente para valorar la potencial
accion del Mg®* como agente anticonstrictor. El modelo in vivo desarrollado en la cabra
permitd trabajar con el animal sin anestesiar, con lo que se evitaron las posibles

interferencias de los anestésicos sobre la reactividad vascular.

La administracién de Mg** (en forma de sulfato magnésico) directamente en la
circulacion cerebroarterial o sistémicamente, incrementd el flujo sanguineo cerebral y
revirti6 la vasoconstriccion cerebral provocada por infusién intraarterial de
5-hidroxitriptamina, norepinefrina y la dosis mas baja de endotelina-1. Hay estudios previos
que coinciden con estos resultados: el sulfato magnésico revirti6 parcialmente el
vasoespasmo provocado en arteria basilar de gato (Kapp et al., 1970) y de rata (Ram et al,,
1991). En ratas sometidas a isquemia focal, el sulfato magnésico incrementé el flujo
sanguineo en el area isquémica (Chi et al., 1990). También en humanos se ha descrito
dilatacion de los vasos de pequeiio calibre distales a la arteria cerebral media (Belfort y
Moise, 1992). Por el contrario, la infusion intravenosa de sulfato magnésico no modifico la
hipoperfusion tardia subsiguiente a un periodo de isquemia cerebral global en ratas

(Grogaard et al., 1988).

La respuesta vasoconstrictora a endotelina-1 fiile mucho menos afectada por Mg que
la respuesta a S-hidroxitriptamina y a norepinefrina. El Mg?* administrado directamente en
la circulacion cerebroarterial o sistémicamente, revirtio la reduccion de flujo sanguineo
cerebral provocada por 5-hidroxitriptamina o norepinefrina, mientras que por via
intraarterial no revirtio completémente la reduccion de flujo sanguineo cerebral provocada

por la dosis mas alta de endotelina-1 y no tuvo efecto vasodilatador cuando se administrd



Discusion 121

por via intravenosa. Estos resultados confirman los obtenidos in vitro, en los que las
contracciones inducidas por la adicion acumulativa de S-hidroxitriptamina o norepinefrina
se vieron reducidas significativamente en medio hipermagnesémico, mientras que las

inducidas por endotelina-1 se mostraron resistentes al efecto inhibidor del Mg?*".

El mecamsmo por el cual el Mg contrarresta la contraccion provocada por
5 h1drox1tr1ptamlna endotelina-1 y norepinefrina in vivo puede estar relacionado con el
lugar en el cual actia el Mg* en el lecho cerebrovascular. El Mg?* administrado
sistémicamente podria actuar bloqueando la entrada de Ca** resultante de la activacion de
las células musculares lisas cerebrovasculares por los estimulos ensayados. Para ello seria
necesario que al menos una parte del Mg** circulante alcanzara las células musculares lisas,

como se ha sugerido anteriormente.

Cuando se infundi6 por via intravenosa, la norepinefrina provocé descenso sostenido
de flujo sanguineo cerebral e incremento de la presion arterial y resistencia vascular cerébral.
La administracion intravenosa de sulfato magnésico atenud la vasoconstriccion cerebral y
la respuesta presora inducida por norepinefrina. Los resultados acerca del efecto del Mg*
sobre la presion arterial concuerdan con los obtenidos previamente en conejos normales y
gestantes normotensos (Lee et al., 1984, 1985) y ratas (Aisenbrey et al., 1992), y sugieren
que el Mg?* podria ser usado como un agente primario antihipertensivo. En efecto, se
observd un descenso significativo en la presion arterial después de infusién de sulfato
magnésico en gestantes hipertensas (Dyckner y Wester, 1983; Bhatia et al., 1987; England
et al., 1990). Sin embargo, otros autores estan en desacuerdo, ya que el sulfato magnésico
ha mostrado tener sélo un efecto hipotensor transitorio en gestantes hipertensas (Cotton et
al., 1984) y en ovejas gestantes normo e hipertensas (Dandavino et al., 1977, Ayromlooi et
al., 1980). La valoracion global de los resultados obtenidos tanto en la experimentacion
animal como en ensayos clinicos controlados no permiten, por lo tanto, confirmar ni refutar
la hipétesis de que la administracion de Mg** sea eficaz reduciendo la presion arterial
(Whelton y Klag, 1989).
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Se ha sometido a debate los efectos beneficiosos del sulfato magnésico en el
tratamiento de la preeclampsia-eclampsia, los cuales podrian ser debidos, al menos en parte,
a su capacidad para reducir los niveles circulantes de catecolaminas o para contrarrestar su
respuesta vascular. Con respecto a lo primero, el sulfato magnésico ha mostrado reducir los
niveles circulantes de dopamina y epinefrina pero no de norepinefrina tanto en ratones
gestantes como no gestantes (Lee et al., 1985). En pacientes con hipertension y proteinuria
gestacional severa, el sulfato magnésico no cambi6 los niveles en plasma venoso de
epinefrina y norepinefrina, pero redujo los de dopamina (England et al.,, 1990). Estas
evidencias demuestran que la interaccion directa norepinefrina/Mg”* a nivel vascular es la
causa principal de la capacidad del Mg®* para contrarrestar las acciones de norepinefrina y
que tales interacciones no son exclusivas del lecho cerebrovascular, también se aplica a la
vasculatura periférica. De acuerdo con la antedicha evidencia y considerando que la
norepinefrina actia sobre o -adrenoreceptores (Alborch y Luch, 1989) se puede concluir
que el Mg” contrarresta la accion de norepinefrina por interferir en el influjo de Ca**
transmembrana subsecuente a la activacion de los o-adrenoreceptores. Los efectos se
registran no so6lo en el masculo liso vascular cerebral sino también en el periférico, que
conduce a la inhibicion de la vasoconstriccion cerebral y respuesta presora respectivamente,

provocadas por norepinefrina.

Estos resultados estan a favor de la hipotesis de que los efectos beneficiosos del
sulfato magnésico en el tratamiento de preeclampsia-eclampsia se derivan, al menos en
parte, de su capacidad para reducir la resistencia vascular cerebral contrarrestando la accién
de espasmégenos circulantes. Por otra parte, el Mg®* podria interferir el aumento de la
[Ca*}; inducido por la isquemia secundaria a la vasoconstriccidn cerebral, evitando la lesion
y muerte neuronal no sélo en el sindrome de la preeclampsia-eclampsia, sino también en
otras enfermedades cerebrovasculares tales como la hemorragia subaracnoidea, el icfus

isquémico (infarto cerebral agudo) y el traumatismo encefalico (Sadeh, 1989).
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Los cambios en la concentracién de Mg®* no afectan al tono de las arterias cerebrales
aisladas de cabra. En arterias sometidas exclusivamente a tono pasivo ni la
disminucion ni el aumento de la concentracion de Mg?*" modifican la tension vascular,
descartandose por lo tanto las asociaciones hipomagnesemia-incremento del tono
vascular e hipermagnesemia-descenso del tono vascular. En arterias sometidas a tono
activo inducido farmacol6gicamente la respuesta depende del agente vasconstrictor,
ya que en arterias precontraidas con prostaglandina F,, o endotelina-1 la disminucion
de la concentracion de Mg?* da lugar a una respuesta bifasica (relajacion seguida de
contraccion), mientras que en arterias precontraidas con KCl no se registra ninguna
respuesta apreciable. La respuesta bifasica inducida por el déficit en Mg®* no parece
tener especial significacion ya que se reproduce simplemente cambiando el medio de

incubacién y manteniendo constante la concentracién de Mg*".

El Mg** es un factor desencadenante de relajacion vascular en arterias aisladas
previamente contraidas en medio libre de Mg®*, condicion que se pone de manifiesto
independientemente del agente inductor del tono activo, de la especie y del tipo de
arteria. No obstante, su capacidad relajante no es la misma en todos los casos y
depende de los tres factores mencionados: 1) es mas potente en arterias cerebrales
precontraidas con 5-hidroxitriptamina que con cualquiera de los otros
vasoconstrictores ensayados, especialmente KCl; 2) en una misma especie (conejo) es
mas potente en arterias cerebrales (basilar) que en arterias extracerebrales (carétida);
3) no puede establecerse una relacion simple de la capacidad relajante del Mg entre
arterias cerebrales de distintas especies, ya que depende del agente vasoconstrictor y
del parametro que se considere para su estimacion (CEs, para la potencia y E,_;, para

la eficacia).
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El NO no parece tener ningun papel mediador ni en la respuesta relajante inducida por
el déficit en Mg?* sobre arterias cerebrales de cabra sometidas a tono activo, ni en la
respuesta relajante inducida por la adicién de Mg®* en arterias previamente contraidas
e incubadas en medio libre de Mg?. Por el contrario, alguna prostaglandina
vasodilatadora (posiblemente prostaciclina) si podria estar implicada en la respuesta

relajante inducida por la adicion de Mg**.

La influencia de la concentracion de Mg”* sobre la respuesta contractil de las arterias
cerebrales aislada depende del estimulo y de la especie que se consideren. En arterias
cerebrales de cabra tanto endotelina-1 como Ca?* se muestran més resistentes al
efecto inhibidor de altas concentraciones de Mg** que 5-hidroxitriptamina y
norepinefrina, mientras que en arterias cerebrales humanas prostaglandina F,, se
muestra mas resistente al efecto inhibidor de altas concentraciones de Mg** que
5-hidroxitriptamina. En ningiin caso puede afirmarse que el déficit en Mg?* potencie

la respuesta contractil inducida por los vasoconstrictores ensayados.

La barrera hemato-encefalica parece impermeable al Mg, ya que el aumento de los
niveles plasmaticos de Mg no se ve acompaifiado del aumento significativo de los
niveles de Mg®* en liquido cefalorraquideo. No obstante cabe la posibilidad de que una

parte del Mg®* circulante pudiera alcanzar el musculo liso cerebroarterial.

Independientemente de la via por la que se administre (directamente en el lecho
cerebroarterial o sistémicamente), el sulfato magnésico provoca aumento del flujo
sanguineo cerebral como consecuencia de la reduccion de la resistencia vascular
cerebral, es decir, por su accion directa sobre las arterias cerebrales, lo cual esta en
concordancia con la capacidad del Mg®* para relajar las arterias cerebrales aisladas

precontraidas.
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Independientemente de la via por la que se administre (directamente en el lecho
cerebroarterial o sistémicamente), el sulfato magnésico es capaz de revertir la
vasoconstriccion cerebral inducida por 5-hidroxitriptamina y norepinefrina, pero no
por endotelina-1, lo cual pone una vez mas de manifiesto la resistencia de este
estimulo al efecto inhibidor del Mg** - Ademas, el sulfato magnésico se muestra como
un eficaz agente antihipertensor ya que es capaz de atenuar el incremento de presion -

arterial inducido por norepinefrina.
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