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INSUFICIENCIA RENAL CRÓNICA 

Una de las funciones renales más importantes consiste en 

la eliminación de productos de deshecho resultantes del 

metabolismo celular. Cuando disminuye la función renal, 

empiezan a acumularse en el organismo productos nitrogenados 

derivados del metabolismo proteico. Esta acumulación recibe el 

nombre de hiperazoemia, que inicialmente es asintomática, pero 

si la disminución de la función renal progresa llega un momento 

en que aparecen los síntomas clínicos y entonces hablamos de 

uremia. La uremia es el término que se aplica al síndrome clínico 

que resulta de la disminución marcada de la función renal, 

independientemente de la causa que determine el daño renal 

inicial. Esta situación lleva a la destrucción progresiva e 

irreversible de las nefronas que conduce a una insuficiencia 

renal crónica. En una fase inicial, la reducción en el número de 

nefronas tiene como consecuencia la hipertrofia estructural y 

funcional de las nefronas restantes, pero a medida que transcurre 

el tiempo, esta hipertrofia compensadora tiene una evolución 

desfavorable que conduce a la destrucción casi total del tejido 

funcional renal y a la disminución lenta y progresiva de la 

filtración glomerular.
1
 La uremia se considera un factor de riesgo 

para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y accidentes 

cerebrovasculares.
2
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En estos pacientes es frecuente encontrar diversos factores 

de riesgo cardiovascular. Destacamos la hipertensión arterial,
3
 

hiperhomocisteinemia,
4-6

 aterosclerosis
7-10

 o dislipemia,
11-14

 que 

podrían desembocar en insuficiencia cardíaca, isquemia 

miocárdica o cerebral. Estos factores de riesgo constituyen las 

causas más frecuentes de muerte en la insuficiencia renal 

crónica.
15

 Existe además un incremento del producto calcio-

fósforo,
16

 que puede participar en la formación de 

calcificaciones.
3,17-20

 

El tratamiento de la insuficiencia renal crónica se realiza 

sometiendo al paciente a sesiones de diálisis. Existen dos tipos, la 

hemodiálisis y la diálisis peritoneal. La hemodiálisis se realiza a 

través de una fístula arteriovenosa (acceso vascular permanente). 

Con pequeñas variaciones este proceso dura alrededor de cuatro 

horas y el paciente ha de repetirlo cada dos días. La diálisis 

peritoneal se lleva a cabo colocando un catéter en el interior del 

abdomen. A través de este catéter se introduce el líquido de 

diálisis en el abdomen y se deja de tres a cinco horas. La 

membrana peritoneal actúa como filtro y los productos de 

desecho pasan a través del peritoneo al líquido dializante que se 

extrae al finalizar la sesión. Esta técnica se repite de dos a cuatro 

veces al día en el caso de la diálisis peritoneal continua 

ambulatoria, o bien el paciente se somete a la sesión de diálisis 

por la noche mientras duerme. 
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La diálisis como tratamiento de los pacientes con 

insuficiencia renal crónica ha supuesto la prolongación de la vida 

para muchos enfermos. Sin embargo, también ha acarreado la 

aparición de complicaciones que han contribuido a un aumento 

de la morbilidad y mortalidad derivadas de alteraciones 

cardiovasculares. Una de las complicaciones cardiovasculares 

más frecuentes es la afectación del sistema nervioso 

autónomo.
21,22

 En estos pacientes se ha descrito un aumento de 

los niveles plasmáticos de noradrenalina,
23

 mientras que otros 

autores señalan valores normales e incluso disminuidos.
24

 Los 

factores etiológicos involucrados en la disfunción del sistema 

nervioso autónomo incluyen el tratamiento con agentes 

antihipertensivos, el estado urémico tóxico propiamente dicho y 

las enfermedades subyacentes como la diabetes y la 

amiloidosis.
25

 

Las alteraciones vasculares que se observan en la 

insuficiencia renal crónica podrían acompañarse de defectos en el 

propio órgano efector, es decir, un defecto en el músculo liso 

vascular. La función de la pared vascular no sólo depende de su 

morfología y de los mecanismos neurohumorales que regulan la 

contracción y relajación del músculo liso vascular, sino también 

de otros mecanismos que derivan de la presencia de un endotelio 

intacto. El endotelio normal elabora prostanoides y otras 

sustancias paracrinas que mantienen un equilibrio preciso entre 
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vasodilatación y vasoconstricción, coagulación y fluidez 

sanguínea, estímulo e inhibición del factor de crecimiento 

vascular y de la agregación plaquetaria. El endotelio también es 

capaz de intervenir en el metabolismo de sustancias vasoactivas 

circulantes tales como la adrenalina, serotonina, bradiquinina y 

angiotensina.
26,27

  

La función más relevante del endotelio con respecto a 

nuestro trabajo es la regulación del tono vascular. Esta regulación 

se ejerce mediante la síntesis y liberación de sustancias 

vasodilatadoras y vasoconstrictoras que modulan el grado de 

contracción del músculo liso y la respuesta vascular a estímulos 

neurohumorales de diversa índole.
28

  

PAPEL DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LA 
REACTIVIDAD VASCULAR.  

Los prostanoides son compuestos lábiles de vida media 

corta, sintetizados a partir del ácido araquidónico en respuesta a 

gran variedad de estímulos, como las hormonas o los 

autacoides,
29,30

 que interaccionan con receptores de membrana 

acoplados a proteínas G. El complejo formado produce la 

activación directa de la fosfolipasa C y fosfolipasa A2 y/o el 

aumento de concentraciones citosólicas de Ca
2+

 que 

incrementarán los niveles de ácido araquidónico.
31

 El ácido 

araquidónico, por la vía de la ciclooxigenasa, se metaboliza a 
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prostaglandina G2 y ésta a su vez a prostaglandina H2.
32

 Ambas 

son endoperóxidos inestables precursores de los prostanoides 

entre los que destacaremos la prostaciclina (PGI2) y el 

tromboxano A2 (TXA2), por su implicación en la regulación del 

tono vascular (Figura 1). La PGI2 y el TXA2 tienen acciones 

antagónicas ya que la primera es un potente agente vasodilatador 

y antiagregante plaquetario, mientras que el TXA2 es un potente 

vasoconstrictor y agregante plaquetar. 

La ciclooxigenasa (COX) es una enzima clave en la 

síntesis de prostanoides. Se ha descrito la existencia de dos 

isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), con 

diferencias entre ellas tanto en su papel fisiológico como en su 

distribución. La COX-1 se localiza en plaquetas, células 

endoteliales, mucosa gástrica y en el túbulo colector de la 

nefrona. Realiza funciones homeostáticas, contribuyendo al 

funcionamiento normal del riñón, la integridad de la mucosa 

gástrica y la hemostasia. La COX-2 se localiza de forma 

constante aunque poco abundante en numerosos tejidos (cerebro, 

órganos reproductores, hígado, hueso, aparato digestivo y riñón). 

Determinados estímulos fisiológicos e inflamatorios 

(interleucina-1, factor de necrosis tumoral, lipopolisacáridos, 

mitógenos, AMPc) son capaces de inducir la síntesis de esta 

enzima. Por ello, la COX-2 se considera una enzima inducible.  
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Figura 1: Biosíntesis del tromboxano A2 (TXA2) y de la prostaciclina 

(PGI2). AA: ácido araquidónico, PG: prostaglandina. 

Recientemente se ha visto que ambas isoformas se 

expresan de forma constitutiva en todas las regiones del riñón 

humano adulto pero con una localización distinta.
33

 La COX-1 se 

ha relacionado con la síntesis de prostaglandinas contráctiles,
34

 

mientras que la COX-2 se ha observado que tiene mayor 

implicación en la síntesis de prostanoides relajantes.
35

 A nivel 
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renal la COX-2 adquiere mayor relevancia por su papel en el 

mantenimiento del tono vasodilatador. 

Las prostaglandinas juegan un papel importante en la 

función renal.
36

 Los prostanoides más importantes en el riñón son 

la prostaglandina E2 (PGE2) y la PGI2. La PGE2 disminuye la 

reabsorción de sodio, por lo que la inhibición de su síntesis puede 

manifestarse clínicamente con un aumento de la presión arterial, 

edemas, ganancia de peso y ocasionalmente insuficiencia 

cardiaca.
37

 La PGI2 estimula la secreción de potasio y por tanto 

una disminución en su producción puede ocasionar hiperkalemia, 

sobre todo en pacientes con insuficiencia renal crónica.
37

 Por sus 

efectos vasodilatadores, que ayudan a mantener la perfusión renal 

en condiciones de descenso del volumen circulatorio, la 

inhibición de la síntesis de PGI2 puede producir en algunos 

pacientes un fallo renal agudo.
37

  

SISTEMA DDAH-ADMA-NOS EN LA 
INSUFICIENCIA RENAL CRÓNICA. 

Una de las sustancias vasodilatadoras endoteliales más 

importantes es el óxido nítrico (NO). El NO se forma a partir del 

aminoácido L-arginina por la acción de una familia de enzimas, 

las sintasas de NO (NOS).
38

 La liberación de NO aumenta al 

añadir L-arginina al medio de cultivo de células endoteliales y se 

inhibe en presencia del análogo de la L-arginina, N
G
-monometil-
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L-arginina (L-NMMA),
39

 un inhibidor de la óxido nítrico sintasa 

(NOS) (Figura 2). 

Se han aislado varias isoformas de la NOS que se han 

dividido en dos categorías con distinta regulación y actividad.
40

 

Las isoformas constitutivas endotelial (eNOS) o neuronal 

(nNOS), son calcio y calmodulina dependientes.
41

 La eNOS se 

localiza en células endoteliales, plaquetas y células mesangiales 

renales, la nNOS es de localización nerviosa y produce NO que 

actúa como neurotransmisor.
42

 Son inactivas hasta que los niveles 

de calcio intracelulares aumentan, la calmodulina se une al calcio 

y el complejo activa la NOS.
41

 La isoforma NOS inducible 

(iNOS) es calcio independiente y se expresa tras varios estímulos 

inflamatorios en las células endoteliales, células musculares lisas 

de la pared vascular y macrófagos. La cantidad de NO generada 

por la iNOS es siempre mayor que la generada por la NOS 

constitutiva.
43

  

La síntesis de L-arginina, el sustrato de la óxido nítrico 

sintasa y por tanto el precursor del NO, se da en el túbulo 

proximal. Gran parte de la L-arginina producida por el riñón entra 

en la circulación sistémica, siendo una pequeña porción utilizada 

por éste para producir urea. Por ello el riñón juega un papel 

importante en mantener los niveles de L-arginina constantes para 

que puedan ser utilizados por otros órganos.
44,45

 Así pues, 

pacientes con insuficiencia renal crónica deberían presentar 
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niveles plasmáticos de L-arginina disminuidos; sin embargo 

diversos autores describen niveles inalterados o incluso elevados 

en la uremia.
46-49

 

Las acciones del NO se realizan a través de la guanilato 

ciclasa (GC) en la célula diana. La activación de la GC estimula 

la conversión de guanosín-5-trifosfato (GTP) a guanosín 3’,5’ 

cíclico monofosfato (GMPc) (Figura 2). La acumulación de 

GMPc en la célula conduce a una serie de acontecimientos cuyo 

resultado es la disminución del calcio citosólico y la inducción de 

relajación.
50

 Este mecanismo es el mismo que utilizan 

compuestos como la nitroglicerina y el nitroprusiato sódico 

(nitrovasodilatadores). Estos compuestos, cuya eficacia clínica se 

conoce desde hace mucho tiempo, liberan NO al músculo liso 

vascular, de forma espontánea o a través de una reacción 

enzimática.
27,50
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Figura 2: Esquema de la vía de formación de NO y relajación vascular 

a través del GMPc. 

AC: Acetilcolina; M: receptor muscarínico; NOS: óxido nítrico sintasa 

L-NMMA, N
G
-monometil-L-arginina; ADMA, N

G
,N

G
-dimetilarginina 

asimétrica; GTP, guanosín-5-trifosfato; GMPc, guanosín 3’,5’ cíclico 

monofosfato; +, estímulo; -, inhibición. 
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El NO liberado por el endotelio vascular es uno de los 

principales responsables de la vasodilatación inducida por 

diversas sustancias (acetilcolina, bradiquinina, sustancia P, 

ionóforo de calcio A-23187).
51,52

 

El sistema endotelio-NO desempeña un papel fundamental 

en la regulación de la filtración glomerular y reabsorción tubular 

en condiciones fisiológicas.
53

 Asimismo una alteración en la 

función renal produce anomalías en el sistema endotelio-NO.
54

 

Por ejemplo, en la insuficiencia renal crónica hay un aumento de 

la concentración plasmática de N
G
, N

G
-dimetil-L-arginina 

asimétrica (ADMA), un inhibidor endógeno de la síntesis de NO 

que puede contribuir a la aparición de complicaciones 

cardiovasculares y neurológicas de la uremia.
55

 Otros compuestos 

como metilguanidina y N
G
-monometil-L-arginina (L-NMMA) 

también están aumentados en el plasma de pacientes con 

insuficiencia renal crónica y se comportan como “toxinas 

urémicas”.
55

 Estos compuestos inhiben la relajación endotelio-

dependiente en vena safena
56

 y en arteria cerebral humana.
57

 

Por tanto, parece probable que el sistema endotelio-NO 

pueda tener un papel fundamental en la patogénesis de las 

alteraciones vasculares que pueden aparecer en la uremia. Sin 

embargo, no existen datos concluyentes relativos a la reactividad 

vascular en la uremia y su posible relación con un desequilibrio 

en la producción o actividad de factores endoteliales. 
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El NO juega un papel importante en el mantenimiento del 

tono vascular. Existen discrepancias en cuanto a los niveles 

plasmáticos de NO en la uremia; cabría esperar una disminución 

de NO ya que el aumento de toxinas urémicas inhibe su síntesis.
55

 

Algunos autores describen la existencia de niveles bajos de NO 

en los pacientes con insuficiencia renal crónica,
58,59

 mientras que 

otros demuestran que los niveles de NO están elevados en el 

plasma de estos pacientes.
54,60

 Los pacientes hemodializados 

están expuestos a factores que inhiben la NOS como son los 

compuestos guanidino. Al mismo tiempo, también están 

expuestos a factores que estimulan la síntesis de NO, como las 

citoquinas generadas durante el proceso de diálisis.
61

 Los niveles 

de NO en el plasma de pacientes urémicos sometidos a 

hemodiálisis tampoco están bien definidos. Algunos autores 

afirman que después de una sesión de hemodiálisis los 

compuestos guanidino disminuyen significativamente y esto hace 

que aumenten los niveles de NO en sangre.
62

 Por el contrario, 

otros autores muestran que el ADMA y el SDMA apenas son 

eliminados durante la hemodiálisis.
63

  

La dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) es la 

enzima encargada de hidrolizar el ADMA y el L-NMMA a 

L-citrulina
64

 y de este modo regula la actividad de la NOS.
65

 En 

humanos, las concentraciones plasmáticas de ADMA son diez 
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veces mayores que las de L-NMMA,
55

 aunque la concentración 

necesaria de ambas toxinas para inhibir la NOS es similar. 

La DDAH está presente en muchos tejidos humanos como 

riñón, hígado, pulmón, páncreas, cerebro, células endoteliales de 

los vasos sanguíneos, glóbulos blancos y glóbulos rojos.
64,66,67

 

Existen al menos dos isoformas de la DDAH que presentan una 

actividad similar.
68

 La DDAH-1 se expresa predominantemente 

en tejidos donde se expresa la NOS neuronal (cerebro, hígado, 

páncreas y riñón)
66,68-72

 mientras que la DDAH-2 la encontramos 

mayoritariamente en tejidos que expresan la NOS endotelial 

(corazón, pulmón y placenta).
68,72

 En el músculo esquelético el 

porcentaje de ambas isoformas es similar.
68

 En el músculo liso 

vascular se ha demostrado la existencia de ambas isoformas, pero 

no se ha determinado cual de ellas es la predominante.
73

  

El papel de la DDAH ha sido estudiado en algunas 

enfermedades crónicas como la hipercolesterolemia en la que se 

ha observado una disminución de la actividad de la DDAH en 

aorta, riñón e hígado, que conllevaría a una disfunción endotelial 

por aumento de los niveles de ADMA.
74

 En ratas con 

hipertensión pulmonar, disminuye la expresión proteica de la 

DDAH-1
75

 en tejido pulmonar mientras que en perros con 

insuficiencia renal disminuye la expresión génica de la DDAH-2 

en el tejido renal.
76

 El papel de la DDAH en pacientes urémicos 
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no está muy estudiado, sin embargo puede tener gran importancia 

en el desarrollo de la enfermedad. 

PAPEL DEL FACTOR HIPERPOLARIZANTE 
DERIVADO DEL ENDOTELIO 

Diversos estudios han puesto de manifiesto la persistencia 

de relajación a la acetilcolina estando inhibida la formación de 

prostaciclina y de NO, confirmando la existencia de un tercer 

factor relajante endotelial.
77

 Este factor produce hiperpolarización 

de la membrana de las células del músculo liso por lo que se le ha 

denominado factor hiperpolarizante derivado del endotelio 

(EDHF).
78-80

  

Se ha demostrado la participación conjunta del NO y del 

EDHF en la relajación dependiente del endotelio en arteria 

coronaria
81

 y cerebral humana.
82

 Además, parece que la 

participación del EDHF en la relajación endotelio-dependiente 

sea mayor a medida que disminuye el tamaño del vaso
83

 mientras 

que en vasos de mayor calibre, el principal responsable sería el 

NO. Es posible que en circunstancias normales el NO y el EDHF 

actúen sinérgicamente, de forma que cada factor potencie los 

efectos del otro.
84

 Sin embargo, también se ha descrito que la 

síntesis de NO inhibe la actividad vascular del EDHF, por lo que 

es posible que en diversas patologías en las que la síntesis de NO 

esté disminuida, la producción y los efectos del EDHF puedan 
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incrementarse para paliar, en parte, la carencia de NO.
85

 En estos 

casos el EDHF contribuiría en mayor medida a mantener la 

relajación dependiente del endotelio, adquiriendo más 

importancia en la homeostasia vascular. Se han propuesto 

diversas sustancias que podrían actuar como EDHF, entre ellas, el 

ácido epoxieicosatrienoico,
86-88

 el peróxido de hidrógeno,
89,90

 la 

anandamida
91

 o el péptido natriurético tipo C.
92

 Hay autores que 

relacionan el mecanismo de acción del EDHF con las uniones 

estrechas del músculo liso,
93,94

 pero la teoría más aceptada es la 

que implica a los canales de potasio.
95

  

Canales de potasio 

El ión potasio se distribuye tanto en el líquido intracelular 

(140 mEq/l) como en el extracelular (4,5 mEq/l). Esta diferencia 

en las concentraciones tiene gran importancia en el potencial de 

membrana. Lo más importante en la génesis del potencial de 

membrana es la salida de potasio, que por su concentración tiende 

a salir de la célula. La bomba sodio-potasio, que introduce dos 

iones potasio en la célula y extrae tres iones sodio juega un papel 

importante en el mantenimiento del potencial de membrana. Este 

mecanismo aumenta la cantidad de potasio y disminuye la 

cantidad de sodio a nivel intracelular.  

El potasio y el calcio juegan un papel importante en la 

contracción del músculo liso vascular. Los canales de calcio 
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regulados por voltaje se abren permitiendo la entrada de éste a la 

célula y produciendo contracción. Cuando los canales de potasio
 

se abren, sale potasio de la célula, en consecuencia, la membrana 

se hiperpolariza, los canales de calcio se cierran y el calcio 

intracelular disminuye produciendo relajación. Por el contrario, 

cuando se cierran los canales de potasio, se produce 

despolarización y activación de canales de calcio, entrada de este 

ión y por tanto contracción del músculo liso
96

 (Figura 3). 

Canal de Ca 2+

Canal de K+

Canal de K+
Canal de Ca 2+

despolarización

hiperpolarizaciónCa 2+

Ca 2+

K+

K+

Ca 2+ = relajación

Ca 2+ = contracción

_

+

Canal de Ca 2+

Canal de K+

Canal de K+
Canal de Ca 2+

despolarización

hiperpolarizaciónCa 2+

Ca 2+

K+

K+

Ca 2+ = relajación

Ca 2+ = contracción

_

+
 

Figura 3: Interacción entre canales de K
+
 y Ca.

2+
 Participación de 

éstos en la contracción y relajación vascular. 
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Tipos de canales de potasio 

Se han descrito cuatro tipos de canales de K
+
 a nivel 

vascular: los regulados por voltaje; los sensibles a ATP, los 

rectificadores internos y los regulados por calcio.
97

  

Los canales de K
+
 dependientes de voltaje (Kv) del 

músculo liso vascular se activan con la despolarización de la 

membrana. La 4-aminopiridina es un fármaco ampliamente 

utilizado como bloqueante de los canales Kv. Al incubar un 

segmento vascular con 4-aminopiridina se produce una 

despolarización y contracción del músculo liso vascular 

sugiriendo que la actividad de los canales Kv existe en 

condiciones basales en algunos vasos sanguíneos.
98-101

 Los 

canales Kv pueden ser activados por AMPc
102,103

 o por NO vía 

GMPc
100,104,105

 y pueden ser bloqueados por la proteína quinasa C 

en algunos lechos vasculares.
106

  

Los canales de K
+
 sensibles al ATP (KATP) 

habitualmente están inhibidos por el ATP intracelular. La 

glibenclamida es un inhibidor selectivo de estos canales, 

generalmente no tiene efectos sobre el tono vascular, aunque hay 

algunas excepciones.
107-109

 Diversos fármacos pueden inducir 

vasodilatación por activación de los canales KATP
107,110,111

 y por 

tanto influir en el mantenimiento del tono vascular. Hay algunos 

estímulos vasodilatadores endógenos como la hipoxia, la acidosis 

o sustancias que incrementan los niveles intracelulares de AMPc 
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como la adenosina, la prostaciclina o la noradrenalina que pueden 

ejercer sus efectos vasculares en parte por la activación de los 

canales KATP.
110,112

 Por ejemplo, en el shock séptico, la hipoxia 

disminuye los niveles de ATP, causando la apertura de los 

canales KATP, la membrana se hiperpolariza y el músculo liso se 

relaja, lo que se suma a los mecanismos clásicos de 

vasodilatación en el shock séptico. 

Los canales rectificadores de K
+
 (KIR) son activados por 

hiperpolarización e inhibidos por bario. Se postula que participan 

en la vasodilatación por hiperkalemia. Al bloquear los canales 

KIR la corriente de entrada de potasio a la célula muscular lisa es 

mayor que la de salida.
107,110,113

  

En condiciones basales, un pequeño incremento sobre la 

concentración extracelular de potasio (de 3 a 5 mM) produce un 

aumento de la salida de potasio a través de los canales KIR. 

Cuando el incremento es ligeramente mayor a 5 mM, pero menor 

que 10 mM en el medio extracelular, como ocurre durante la 

activación neuronal o muscular
114-116

 puede ocasionar una 

hiperpolarización y por tanto una relajación debida a la salida de 

potasio a través de los canales KIR.
117-122

  

El bloqueo selectivo de estos canales usando cloruro de 

bario causa despolarización y vasoconstricción,
117,119,120,122

 lo que 
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indica que los canales KIR pueden estar activos en condiciones 

basales.  

Los canales de K
+
 activados por calcio (BKCa) se 

activan por el calcio intracelular, las proteínas quinasas A y G y 

por la despolarización de la membrana celular. Son especialmente 

abundantes en las células de la musculatura lisa vascular.
110,111

 Se 

activan en respuesta tanto a agentes vasoconstrictores como 

dilatadores. 
97

  

La liberación de calcio del retículo sarcoplásmico regula 

la función de los canales BKCa y por tanto el potencial de 

membrana y el tono vascular.
109,123

 La entrada de calcio produce 

contracción del músculo liso vascular. El aumento de calcio 

intracelular determina que este ión se una al receptor de rianodina 

que se encuentra en el retículo sarcoplásmico e induzca la 

liberación de más calcio; con ella se activan los canales BKCa, 

cuya apertura permite la salida de potasio.
97

 La importancia de 

este fenómeno radica en que la contracción causa salida de 

potasio que hiperpolariza la membrana y por tanto atenúa la 

contracción del músculo liso. Los receptores de rianodina están 

en íntimo contacto con los canales BKCa y por lo tanto permiten 

esta retroalimentación negativa.
123
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Los canales BKCa pueden ser de tres tipos; de alta 

conductancia, intermedia y baja.
124,125

 Hay fármacos, como el 

tetraetilamonio, que inhiben los tres tipos de canales BKCa. 
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El sistema DDAH-ADMA-NOS tiene un papel 

fundamental en la patogénesis de las alteraciones vasculares que 

pueden aparecer en la uremia. Los pacientes con insuficiencia 

renal crónica muestran un incremento de los niveles plasmáticos 

de ADMA y L-NMMA, inhibidores endógenos de la NOS. El 

ADMA es considerado un factor de riesgo de aparición de 

complicaciones cardiovasculares en estos pacientes, debido a su 

interacción con el sistema endotelio-NO. El papel del EDHF 

puede llegar a adquirir gran importancia cuando existan 

alteraciones en el sistema endotelio-NO. 

HIPÓTESIS ESPECÍFICAS: 

1. La disfunción del endotelio y del músculo liso vascular 

pueden constituir los elementos básicos responsables de la 

respuesta vascular anormal. 

2. Los experimentos in vitro utilizando pequeños segmentos 

venosos humanos pueden revelar de forma fiable los 

efectos de la uremia sobre la respuesta funcional de la 

pared vascular. 

3. La uremia produce lesiones en las terminaciones 

nerviosas vasculares que podrían modificar la respuesta al 

estímulo neurógeno. 
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4. La expresión de la DDAH, enzima responsable de la 

degradación de ADMA y L-NMMA, podría estar 

disminuida en pacientes con insuficiencia renal crónica, 

siendo la causa del aumento de los niveles plasmáticos de 

éstos. 

5. Alteraciones en la expresión de enzimas implicadas en la 

reactividad vascular como la COX, la NOS o los canales 

de K
+
 activados por Ca

2+
 podrían ser los responsables de 

una respuesta vascular anormal en estos pacientes. 
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OBJETIVO GENERAL 

Analizar la respuesta en segmentos de vena cefálica de 

enfermos con insuficiencia renal crónica a estímulos 

farmacológicos capaces de revelar una disfunción vascular, en la 

que puede estar implicado el sistema DDAH-ADMA-NOS.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Caracterizar tanto la respuesta vascular relajante (a la 

acetilcolina) como la contráctil (al KCl, a la noradrenalina 

y al estímulo eléctrico) en la vena cefálica de individuos 

sanos y de pacientes con insuficiencia renal crónica. 

2. Estudiar la participación de los factores endoteliales en la 

respuesta vascular a diferentes estímulos y las alteraciones 

que puede causar la uremia.  

3. Estudiar la expresión génica de las enzimas DDAH-1, 

eNOS, COX-1 y COX-2 y de los canales de K
+
 activados 

por Ca
2+

, para determinar si la uremia modifica su 

expresión. 

4. Valorar el tratamiento con hemodiálisis sobre la respuesta 

vascular y la expresión génica. 
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GRUPOS DE ESTUDIO 

El estudio se realizó utilizando muestras de vena cefálica 

de diversos sujetos divididos en tres grupos.  

Pacientes con insuficiencia renal crónica de etiología 

diversa divididos en dos grupos: 

1. NO DIALIZADOS. Se realiza la fístula por primera vez 

en el brazo no dominante para la instauración de 

hemodiálisis. 

2. HEMODIALIZADOS. Pacientes que ya han sido 

dializados durante un tiempo determinado (más de un 

año) y que necesitan una nueva fístula arteriovenosa en el 

brazo dominante debido al fracaso de la fístula original en 

el brazo no dominante por diversas causas. 

Las intervenciones quirúrgicas se realizaron por personal 

del Servicio de Cirugía Vascular del Hospital Clínico 

Universitario de Valencia. 

Sujetos Control: fueron donantes de órganos de los 

cuales se obtuvieron segmentos venosos con las mismas 

características de localización anatómica y diámetro externo. 

Las extracciones se realizaron por personal de la 

Comisión de Trasplantes de la Conselleria de Sanidad. 
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Las características de los diferentes grupos de estudio se 

recogen en la tabla 1. 

El proyecto cuenta con los informes favorables de la 

Dirección del Hospital Clínico y de la Comisión Ética de 

Investigación y el consentimiento escrito de cada paciente. 

PROCEDENCIA DE LOS SEGMENTOS 
VENOSOS 

Todos los experimentos se llevaron a cabo en segmentos 

(3 mm de longitud) de ramas de vena cefálica obtenidos durante 

intervenciones quirúrgicas para la realización de fístulas 

arteriovenosas en enfermos con insuficiencia renal crónica o 

durante el transcurso de la extracción de órganos para trasplante. 

En el primer caso, el procedimiento quirúrgico es el que se utiliza 

de rutina en el Hospital Clínico Universitario de Valencia. La 

fístula se realiza entre la arteria radial y la vena cefálica mediante 

una anastomosis término-lateral. La técnica quirúrgica utilizada 

fue la de Brescia,
126

 con las modificaciones descritas en 

revisiones especializadas. En general, la fístula se localizó unos 

centímetros por encima de la articulación de la muñeca (Figura 

4). 
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Arteria Radial

Vena Cefálica

Anastomosis latero-lateral

Anastomosis término-lateral

Vena Cefálica

Arteria Radial

Vena 

Cefálica ligada

Arteria Radial

Arteria Radial

Vena Cefálica

Anastomosis latero-lateral

Anastomosis término-lateral

Vena Cefálica

Arteria Radial

Vena 

Cefálica ligada

Arteria Radial

 

Figura 4. Esquema de la localización de la arteria radial y vena 

cefálica y tipos de anastomosis. Las flechas en el esquema de la 

anastomosis termino-lateral señalan las ramas utilizadas en este 

trabajo. (Esquema modificado de Bell y Wood). 
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Tabla 1. Características de los grupos de estudio. 

 Controles 
(Explantes)  

(n=15) 

Pacientes no 
dializados 

(n=28) 

Pacientes 
dializados 

(n=23) 

Género (H/M) 8/7 18/10 14/9 

Edad (años) 47 ± 3 64 ± 2 61 ± 4 

Años de hemodiálisis    5 ± 1 

Glomerulonefritis  17 11 

Nefropatía quística  4 5 

Nefritis intersticial  3 5 

Desconocida  4 2 

Traumatismo craneoencefálico 9   

Infarto de miocardio 3   

Hemorragia cerebral 2   

Isquemia cerebral 1   

H, hombre. M, Mujer. n= número de sujetos. 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

1 Estudio de la respuesta vascular 

1.1 Preparación de las muestras 

La limpieza de los segmentos procedentes de la vena 

cefálica se realizó en una placa de Petri con solución salina (NaCl 

0,9%) fría, bajo una lupa de disección (Wild M3C) iluminada con 

luz fría. Los segmentos venosos se cortaron en anillos de 3 mm 

de longitud y se montaron en un sistema para el registro de la 

tensión isométrica (Figura 5). La preparación experimental 

consiste en introducir dos alambres rígidos (300 m de diámetro) 

de acero inoxidable a través de la luz del anillo vascular. Uno de 

los alambres está unido a un soporte que a su vez se fija a la 

pared del baño de órganos; el otro alambre, que es móvil y se 

desplaza paralelamente al anterior, se conecta a un transductor de 

fuerza (FT03 Grass Instruments). Cada segmento vascular, con 

los alambres introducidos en su luz, se coloca en un baño de 

órganos que contiene 4 ml de solución fisiológica cuya 

composición es la siguiente (en mM): NaCl 115; KCl 4,6; 

MgCl2·6H2O 1,2; CaCl2 2,5; NaHCO3 25; glucosa 11,1 y EDTA 

disódico 0,01. 

Esta solución se equilibra con una mezcla gaseosa (95% 

O2 y 5% CO2) que proporciona un pH entre 7,3 - 7,4. La 
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temperatura de la solución se mantuvo a 37 ºC durante todo el 

experimento. Un tornillo micrométrico unido al transductor de 

fuerza permite aplicar al anillo vascular la tensión pasiva 

adecuada separando los alambres. Los cambios de tensión 

isométrica se registraron en un ordenador Macintosh utilizando 

un software Chart v3.4/s y un sistema de adquisición de datos 

MacLab /8e (AD Instruments). 

La integridad funcional del endotelio se comprobó 

observando la presencia de relajación provocada por la 

acetilcolina (10
-7

-10
-6

 M) en anillos previamente contraídos con 

noradrenalina (10
-7

 - 3x10
-7

 M). 



Material y métodos 

 

34 

 
Conversor
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TRANSDUCTOR

AGUA 37ºC

SEGMENTO
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2

2

Analógico-Digital

MacLab/8e

Macintosh

Software Chart v 3.4/s

 

Figura 5. Esquema del baño de órganos y preparación experimental 

utilizada para el registro de la tensión isométrica. 

1.2 Tensión pasiva óptima 

Antes de analizar la respuesta de los anillos venosos a los 

diversos estímulos, se procedió a determinar la tensión basal 

óptima en un grupo de experimentos preliminares en anillos de 

longitud y diámetro semejantes a los experimentales. Para ello se 

registró la contracción inducida por el KCl (100 mM) después de 

exponer los anillos venosos a diversas tensiones pasivas (1, 2, 3 y 

4 g). La tensión pasiva a la que se obtuvo la mayor respuesta 
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contráctil al KCl se consideró como la tensión óptima de reposo. 

La tensión pasiva óptima para los segmentos de vena cefálica fue 

de 2 g. 

1.3 Curvas concentración-respuesta 

Se construyeron curvas concentración-respuesta al 

nitroprusiato sódico para estudiar la relajación independiente de 

endotelio, a la acetilcolina (10
-9

-10
-5

 M) para revelar la relajación 

endotelio-dependiente, al cloruro potásico (5-100 mM) para 

estudiar la capacidad contráctil del músculo liso independiente de 

receptor, a la noradrenalina (10
-9

-10
-5

 M) para estudiar la 

capacidad contráctil de la vena cefálica dependiente de receptor y 

al cloruro cálcico (10
-4

 -3x10
-2

 M) para determinar la influencia 

del calcio extracelular en la contracción del músculo liso.  

1.3.1 Nitroprusiato sódico 

La respuesta relajante al nitroprusiato sódico fue estudiada 

en venas de los tres grupos contraídas previamente con 

noradrenalina (10
-7

 M) para comprobar la capacidad relajante del 

músculo liso vascular independiente de endotelio. 

1.3.2 Acetilcolina 

La respuesta relajante a la acetilcolina fue estudiada en 

venas contraídas con noradrenalina (10
-7

 M) de los tres grupos de 
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individuos, en ausencia de inhibidores (respuesta control) y en 

presencia de: 

 Indometacina (10
-5

 M), inhibidor de la COX 

 L-NMMA (10
-4

 M), inhibidor de la NOS 

 L-NMMA (10
-4

 M) más L-arginina (10
-3

 M), sustrato de la 

NOS para revertir la inhibición por L-NMMA 

 Indometacina (10
-5

 M) más L-NMMA (10
-4

 M) 

 Indometacina (10
-5

 M), L-NMMA (10
-4

 M) y KCl (20 

mM) para inhibir la producción de prostaglandinas, NO y 

bloquear los canales de K
+
 

Para estudiar la naturaleza de los canales de K
+
, se 

realizaron curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en 

presencia de distintos bloqueantes de dichos canales. En estos 

experimentos, la curva control de relajación a la acetilcolina se 

obtuvo siempre previa inhibición de la COX y de la NOS con 

indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

 M) respectivamente. En 

estas condiciones se administraron diferentes bloqueantes de los 

canales de K
+
: 

 Cloruro de tetraetilamonio (TEA, 10
-3

 M); bloqueante de 

los canales de K
+
 activados por Ca

2+
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 Iberiotoxina (10
-7

 M); un bloqueante de los canales de K
+
 

activados por Ca
2+

 de alta conductancia 

 Charibdotoxina (10
-7

 M); bloqueante de los canales de K
+
 

activados por Ca
2+

 de intermedia y alta conductancia 

 Apamina (10
-6

 M); bloqueante de los canales de K
+
 

activados por Ca
2+

 de baja conductancia 

 Iberiotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
-6

 M) 

 Charibdotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
-6

 M) 

 Glibenclamida, (10
-5

 M); bloqueante selectivo de los 

canales de K
+
 sensibles a ATP 

 Cloruro de bario (BaCl2, 3x10
-6

 M); bloqueante de los 

canales rectificadores de K
+
 

 Ouabaina (10
-3

 M); inhibidor de la bomba Na
+
-K

+
 más 

BaCl2, (3x10
-6

 M) 
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1.3.3 Cloruro potásico 

La capacidad de contracción del músculo liso vascular se 

comprobó por su respuesta al KCl. Se realizaron curvas 

concentración-respuesta al KCl en los tres grupos de estudio (5-

100 mM). 

1.3.4 Noradrenalina 

La respuesta contráctil a la noradrenalina fue estudiada en 

segmentos de vena cefálica de los tres grupos en las siguientes 

condiciones: 

 En ausencia de inhibidores (respuesta control) 

 En presencia de indometacina (10
-5

 M) para inhibir la 

síntesis de prostaglandinas 

 En presencia de L-NMMA (10
-4

 M) para inhibir la 

producción de NO 

 En presencia de L-NMMA (10
-4

 M) más L-arginina 

(10
-3

 M) 

 En presencia de indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA 

(10
-4

 M) 
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Para estudiar la naturaleza de los canales de K
+
, se 

realizaron curvas concentración-respuesta a la noradrenalina en 

presencia de indometacina y L-NMMA, que se tomó como 

control y en presencia de los bloqueantes de los canales de K
+
: 

 Iberiotoxina (10
-7

 M)  

 Charibdotoxina (10
-7

 M) 

 Apamina (10
 -6

 M)  

 Iberiotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
 -6

 M) 

 Charibdotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
 -6

 M) 

 Glibenclamida (10
-5

 M) 

Todas las curvas se realizaron utilizando segmentos 

venosos diferentes. Las curvas que se realizaron en presencia de 

los distintos inhibidores, se construyeron tras un período de 

incubación de 20 minutos. 

1.3.5 Cloruro cálcico 

Para estudiar la intervención del Ca
2+

 intra y extracelular 

en la respuesta contráctil de segmentos de vena cefálica, se 

incubó un grupo de anillos (correspondientes a los tres grupos de 

estudio) con una solución despolarizante desprovista de Ca
2+

 que 

contenía 100 mM de KCl. Otro grupo de anillos, se incubó en un 

medio sin Ca
2+

 al que se le añadió noradrenalina (10
-6

 M). Los 

segmentos se lavaron cada 10 minutos tres veces con esta 
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solución y posteriormente se realizaron curvas concentración-

respuesta al CaCl2 (10
-4

 - 3x10
-2 

M). 

1.4 Curvas frecuencia-respuesta 

1.4.1 Estímulo eléctrico contráctil 

El estímulo eléctrico fue aplicado mediante dos electrodos 

de platino, situados a 5 mm uno del otro, y entre los cuales se 

localiza el segmento venoso. Los electrodos se conectaron a un 

estimulador Grass S88 (Grass Instruments, Quincy, USA). La 

relación entre la frecuencia aplicada y la respuesta obtenida fue 

estudiada en un rango de frecuencias comprendido entre 1 y 4 Hz, 

con estímulos de 15 V (voltaje supramáximo) de 0,2 ms de 

duración, durante 15 s. 

Para estudiar la naturaleza de la respuesta contráctil al 

estímulo eléctrico, los segmentos venosos se incubaron durante 

10 minutos con tetrodotoxina (10
-6

 M),
127-129

 un bloqueante de la 

conducción nerviosa, guanetidina (10
-6

 M), un bloqueante de la 

neurotransmisión adrenérgica o prazosín (10
-6

 M), un antagonista 

de los receptores 1-adrenérgicos. Como control, en otro grupo 

de segmentos se realizó una segunda secuencia de estímulos en 

ausencia de los antagonistas. 

La respuesta contráctil al estímulo eléctrico, se estudió en 

vena cefálica de los tres grupos en las siguientes condiciones: 
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 En ausencia de inhibidores (respuesta control) 

 En presencia de indometacina (10
-5 

M) 

 En presencia de L-NMMA (10
-4

 M) 

 En presencia de indometacina (10
-5

 M) más L-NMMA 

(10
-4

 M) 

 En presencia de indometacina (10
-5 

M), L-NMMA (10
-4

 M) 

e iberiotoxina (10
-7 

M) 

 En presencia de indometacina (10
-5 

M), L-NMMA (10
-4

 M) 

y charibdotoxina (10
-7 

M) 

 En presencia de indometacina (10
-5 

M), L-NMMA (10
-4

 M) 

y apamina (10
-6 

M) 

 En presencia de indometacina 10
-5 

M), L-NMMA (10
-4

 M), 

iberiotoxina (10
-7 

M) más apamina (10
-6

 M) 

 En presencia de indometacina 10
-5 

M), L-NMMA (10
-4

 M), 

charibdotoxina (10
-7 

M) más apamina (10
-6

 M) 

Las curvas frecuencia-respuesta en condiciones control y 

tras incubar con L-NMMA, indometacina o bloqueantes de los 

canales de K
+ 

se realizaron en el mismo segmento. 
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1.5 Fármacos y soluciones 

Nitroprusiato sódico, cloruro de acetilcolina, clorhidrato 

de noradrenalina, acetato de N
G
-monometil-L-arginina 

(L-NMMA), clorhidrato de L-arginina, indometacina, 

iberiotoxina, charibdotoxina, apamina, glibenclamida, cloruro de 

tetraetilamonio, cloruro de bario, ouabaina, tetrodotoxina, 

guanetidina sulfato y prazosín clorhidrato. Todos ellos 

distribuidos por Sigma. Cloruro potásico (Panreac). 

Las soluciones concentradas de los fármacos se realizaron 

con agua bidestilada, excepto la indometacina que se disolvió en 

etanol y bicarbonato sódico (150 mM) ajustado a un pH 7,4 con 

HCl. La concentración de etanol final en el baño fue inferior al 

0,01 %. Las diluciones correspondientes se hicieron con solución 

fisiológica (NaCl 0,9%). 

2 Estudio de la expresión génica 

2.1 Recogida de muestras 

Los segmentos de vena cefálica humana se sumergieron 

inmediatamente después de la realización de la fístula 

arteriovenosa en 250 l de RNAlater
®
 (Ambion), un líquido que 

permite el almacenamiento del segmento venoso e inhibe las 

ribonucleasas (RNAsas) evitando la degradación del ARN. Las 

muestras permanecieron 24 horas a 4 ºC y posteriormente se 
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congelaron a –20 ºC hasta el día en que se realizó la extracción 

del ARN. 

2.2 Aislamiento de ARN a partir del tejido 

vascular 

El aislamiento de ARN a partir de segmentos venosos se 

llevó a cabo utilizando RNeasy
®
 Fibrous Tissue Mini Kit 

(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las 

muestras se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente y se 

cortaron en pequeñas porciones que pesaron entre 25 y 30 mg, 

después se introdujeron en 300 l de tampón RTL. Con la ayuda 

de un micromortero se procedió a la homogeneización del tejido 

y con una jeringuilla estéril se pasó el homogeneizado 10 veces a 

través de una aguja 18G, se añadió 10 l de proteinasa K 

(Qiagen) y se incubó a 55 ºC durante 10 minutos. La proteinasa K 

favorece la completa digestión de las proteínas contráctiles, tejido 

conectivo y colágeno, aumentando la eficiencia de la extracción 

de ARN. 

El homogeneizado se centrifugó a 10000 xg a 20-25 ºC 

durante 3 minutos, se recogió el sobrenadante al que se le añadió 

0,5 volúmenes de etanol absoluto. Con la ayuda de una 

micropipeta se mezcló y se añadió a una columna (RNeasy Mini 

Spin Column). El ARN de la muestra se une a la membrana 

silicagel de la columna. Para eliminar posibles trazas de ADN se 
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añadió a la columna una solución que contenía DNAsa 1 

(Qiagen) y se dejó durante 15 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación la columna se lavó y centrifugó a 8000 xg durante 

15 segundos. El ARN se liberó de la columna haciendo pasar 50 

l de agua libre de RNAsas que se recogió en un tubo estéril.  

2.3 Integridad y concentración del ARN 

Tras la extracción y lavado del ARN, el siguiente paso 

consistió en determinar la integridad y concentración de ARN 

obtenido. Para ello se usó un sistema electroforético capilar 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies) y el RNA 6000 LabChip
®
 kit 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se añadió 1 l de 

muestra al RNA 6000 LabChip
®
 y se obtuvo el electroferograma. 

Se calculó la concentración total de ARN y el ratio entre el área 

de los picos de ARN ribosomal 28S/18S. Los ratios 

comprendidos entre 1,5 y 2 indican un ARN íntegro. En la figura 

6 se muestra un ejemplo de electroferograma de vena cefálica 

humana. 
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Figura 6: Ejemplo de un electroferograma (izquierda) y gel (derecha) 

de vena cefálica humana del grupo control, donde se pueden apreciar 

los picos 5S, 18S y 28S. El ratio 28S/18S se encuentra entre 1,5 y 2.  

2.4 PCR con transcripción inversa (RT-PCR) 

En la actualidad, existen varios métodos para determinar 

la expresión del ARN mensajero, en la presente tesis utilizamos 

la RT-PCR que consta de dos pasos: 

2.4.1 Síntesis de ADNc: Transcripción inversa (RT).  

Consiste en la obtención de un ADN complementario 

(ADNc) a partir de un ARN mensajero (ARNm), el proceso 

inverso de la transcripción. Para ello son necesarias unas ADN 

polimerasas particulares, llamadas transcriptasas inversas o 

retrotranscriptasas. La transcriptasa inversa utilizada fue la 

MultiScribe
TM

 Reverse Transcriptase (Applied Biosystems). Para 

la síntesis de ADNc a partir de ARN de las muestras se utilizó el 

TaqMan Reverse Transcription Reagents kit (Applied 

5S 

28S 

18S 
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Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante y el 

proceso de transcripción inversa se llevó a cabo en un 

termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems). El ADNc sintetizado se guardó a –20 ºC hasta la 

realización de la siguiente etapa. 

 

2.4.2 Amplificación del ADNc (RT-PCR en tiempo real) 

La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

(RT-PCR) es actualmente el método más sensible y preciso para 

la detección de los niveles de ARNm. Este método, permite la 

detección directa del producto de amplificación durante la fase 

exponencial de la reacción, a través del empleo de compuestos 

con propiedades fluorescentes, de modo que determinando el 

incremento de fluorescencia se puede determinar la cantidad de 

producto formado. 

Una vez sintetizado el ADNc, amplificamos de forma 

selectiva secuencias específicas de ADN por medio de la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR utiliza dos fragmentos 

cortos de ADN (oligonucleótidos) como cebadores de la síntesis. 

Estos cebadores o “primers” se unen específicamente a 

secuencias que flanquean la región a amplificar, uno en cada una 

de las cadenas del ADN. El proceso básico se desarrolla en tres 

pasos que se repiten sucesivas veces: 
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 Desnaturalización: separación de las cadenas 

complementarias del ADN 

 Unión o “annealing”: unión de los “primers” específicos a 

sus secuencias complementarias 

 Extensión: síntesis de la hebra complementaria a partir del 

“primer” respectivo 

La repetición de este ciclo un determinado número de 

veces produce un aumento exponencial de la cantidad de la 

región diana del ADN, que viene dado por la expresión 2
n
 (siendo 

n el número de ciclos) hasta que se llega a un punto en que 

disminuye la eficiencia de la enzima y la reacción deja de ser 

exponencial. 

Cada reacción de PCR contenía 2,5 l de ADNc 

sintetizado en el paso anterior, 12,5 l de TaqMan Universal 

Master Mix (Applied Biosystems), 1,25 l de la sonda 

correspondiente y la cantidad suficiente de agua DEPC 

(dietilpirocarbonato) para un volumen final de 25 l. Una vez 

preparadas las mezclas se introducen en el termociclador 

siguiendo las siguientes condiciones de amplificación: 1 ciclo a 

95 ºC durante 10 min, y 40 ciclos a 95 ºC durante 15 segundos 

seguidos de 60 ºC durante 1 minuto. 
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La amplificación y detección del producto de la PCR se 

realizó en un termociclador ABI PRISM 7900 Sequence 

Detection System® (Applied Biosystems). Este termociclador 

para llevar a cabo la PCR a tiempo real incorpora un lector de 

fluorescencia y está diseñado para poder medir, en cualquier 

momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales 

donde se realiza la amplificación. En la presente tesis, el sistema 

de detección por fluorescencia empleado en la PCR a tiempo real 

utiliza cebadores y sondas específicas marcadas con 

fluorocromos diseñados de manera especial Assays-on-Demand 

Gene Expression probes (Applied Biosystems). La Tabla 2 

muestra las características de los genes estudiados y de los 

amplicones (“primers” más sondas) que se utilizaron según las 

instrucciones del fabricante para la determinación de los niveles 

de expresión de los distintos genes.  

Las sondas son oligonucleótidos marcados con un 

fluorocromo donante en el extremo 5’ que emite fluorescencia al 

ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la 

fluorescencia liberada por el donante. Para que esto ocurra, las 

moléculas donante y aceptora deben estar especialmente 

próximas. Además, el espectro de emisión de la primera se ha de 

solapar con el espectro de absorción de la segunda. Mientras la 

sonda está intacta, la fluorescencia emitida por el donante es 

absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificación 
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del ADN diana, la sonda hibrida con su cadena complementaria. 

Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su acción de síntesis, la 

ADN polimerasa, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el 

extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberación del 

fluorocromo donante.
130

 Como donante y aceptor están ahora 

alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el 

lector (Figura 7). Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere 

con la acumulación exponencial del producto de amplificación. 
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Figura 7. El esquema muestra el funcionamiento del sistema Taqman: 

la sonda Taqman hibrida en una región intermedia del ADNc entre el 

cebador directo y el cebador reverso. Incorpora en el extremo 5´un 

fluorocromo (VIC/FAM) y en el 3´un aceptor (TAMRA). Al principio 

están juntos y la fluorescencia que emite uno la capta el otro, pero 

cuando se separan el aceptor deja de absorber la fluorescencia y 

empieza a emitirse la señal. 
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Se tomó como control interno el ARN de la proteína 

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), dado que este 

ARN se expresa de forma constante en muchos tejidos en 

diferentes condiciones fisiológicas y fisiopatológicas. 

El software del ordenador construye estas curvas de 

amplificación a partir de los datos de emisión de fluorescencia 

recogidos durante la reacción en tiempo real. Así, al final 

obtenemos una representación en la que el eje de ordenadas es el 

logaritmo de la intensidad de la fluorescencia y el eje de abscisas 

es el número de ciclos transcurridos (Figura 8). 
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Figura 8.: RT-PCR: curvas de fluorescencia. La línea horizontal indica 

el umbral (threshold) a partir del cual empieza la linealidad, se 

establece en 0,04 para todos los grupos de estudio. ∆Rn= Incremento 

de fluorescencia. 
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El parámetro de medida de la expresión de un 

determinado gen es el ciclo en el que la amplificación comienza a 

ser exponencial. Este ciclo se denomina ciclo umbral (“threshold 

cycle”, Ct), a partir del cual la intensidad de fluorescencia 

empieza a ser apreciable. De este modo, los valores de ciclo 

umbral decrecerán linealmente conforme aumenta la cantidad de 

ADNc de partida. Cuantas más copias de ARNm de partida del 

gen estudiado, más ADNc se obtendrá en la transcripción inversa, 

y antes comenzará la amplificación a ser exponencial.  

Un método para determinar la expresión a partir de las 

curvas de amplificación obtenidas consiste en la comparación de 

Ct. La expresión de los genes problema DDAH-1, eNOS, COX-1, 

COX-2, y KCa1.1, se normaliza a la expresión del gen de 

referencia GAPDH. 



Material y métodos 

 

54 

Tabla 2. Características de los genes de estudio y los amplicones 

utilizados. 

Nombre del gen 
Símbolo 
del gen 

Alias Referencia 
Longitud 
amplicón 

(pb) 

dimethylarginine 
dimethylamino- 
hydrolase 1 

DDAH1 DDAH-1 Hs00201707_m1 77 

nitric oxide synthase 3 
(endothelial cell) 

NOS3 eNOS Hs00167166_m1 80 

Prostaglandin-
endoperoxide synthase 1 
(prostaglandin G/H 
synthase and 
cyclooxygenase) 
 

PTGS1 COX-1 Hs00377721_m1 123 

Prostaglandin-
endoperoxide synthase 2 
(prostaglandin G/H 
synthase and 
cyclooxygenase) 
 

PTGS2 COX-2 Hs00153133_m1 75 

potassium large 
conductance calcium-
activated channel, 
subfamily M, alpha 
member 1 

KCNMA1 KCa1.1 Hs00266938_m1 112 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00201707_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=ACC+asc&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&group1=noValue&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00201707_m1&adv_kw_filter1=all&inventoried=*&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&%20
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00167166_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=ACC+asc&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&group1=noValue&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00167166_m1&adv_kw_filter1=all&inventoried=*&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&%20
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00377721_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=ACC+asc&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&group1=noValue&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00377721_m1&adv_kw_filter1=all&inventoried=*&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&%20
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00153133_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=ACC+asc&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&group1=noValue&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00153133_m1&adv_kw_filter1=all&inventoried=*&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&%20
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00266938_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&group1=noValue&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00266938_m1&adv_kw_filter1=all&species=Homo+sapiens&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&%20
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CÁLCULOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se indican como la media ± error estándar. 

La relajación se expresa como porcentaje de la contracción 

inducida por la noradrenalina. La contracción se expresa en mg 

de tensión tanto para las curvas concentración-respuesta a la 

noradrenalina como para el estímulo eléctrico.  

La concentración de agonista que produce el 50 % de la 

respuesta máxima (CE50) se calculó para cada curva 

concentración-respuesta por un método de análisis de regresión 

no lineal. A partir de estos valores se calculó la media geométrica 

de la CE50 y su intervalo de confianza del 95% para cada grupo 

de experimentos.  

La cuantificación relativa del gen problema por RT-PCR 

se realizó utilizando el método de comparación de Ct.
131

  

La ecuación que permite la cuantificación por este método 

viene dada por 2
– Ct 

donde: 

Ct = Ct 1- Ct 2 

siendo: 

Ct 1= (Ct gen problema – Ct gen referencia) de la muestra 1 

Ct 2= (Ct gen problema – Ct gen referencia) de la muestra 2 
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Para que la determinación a través de esta fórmula 

aritmética sea válida, debe cumplirse que la eficiencia de la 

reacción para el gen problema y para el gen de referencia sea 

aproximadamente igual. En nuestros experimentos la eficiencia 

de los genes problema y para el gen de referencia GAPDH fue del 

100%.  

Cada muestra se estudió por triplicado y aplicamos la 

ecuación de comparación de Ct mencionada anteriormente para el 

cálculo de la diferencia de expresión génica entre sujetos control, 

pacientes urémicos y pacientes urémicos sometidos a 

hemodiálisis. El grupo control toma el valor de 2
- Ct 

como 1. 

En cada grupo de experimentos, n indica el número de 

individuos (pacientes/sujetos sanos).  

La comparación de las respuestas de los segmentos 

venosos en las distintas condiciones estudiadas se llevó a cabo 

mediante un análisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre 

grupos fueron estimadas por el test de la t de Student. Las 

comparaciones de los valores, obtenidos en los mismos 

segmentos venosos, se realizaron por el test de la t de Student 

pareada. Cuando los controles fueron segmentos venosos 

distintos a los tratados, los valores se compararon con la t de 

Student no pareada. En todos los casos se consideraron las 

diferencias significativas cuando el valor de P < 0,05. 
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1 ESTUDIO DE LA RESPUESTA VASCULAR 

1.1 Respuesta relajante 

1.1.1 Respuesta al nitroprusiato sódico  

Para estudiar la capacidad relajante del músculo liso 

vascular independiente de endotelio se realizaron curvas 

concentración-respuesta al nitroprusiato sódico. Éste es un dador 

directo de NO, que activa la guanilato ciclasa produciendo 

vasodilatación. La respuesta al nitroprusiato sódico fue similar en 

segmentos controles y en segmentos de pacientes no dializados. 

Sin embargo, en venas de dializados, la curva concentración-

respuesta se desplazó hacia la derecha (P<0,05) sin 

modificaciones en el efecto máximo, que en todos los casos 

alcanzó el 100 % (Figura 9 y Tabla 3). 

1.1.2 Respuesta a la acetilcolina  

En segmentos venosos con endotelio, previamente 

contraídos con noradrenalina (10
-7

 M), la acetilcolina produjo 

relajación dependiente de la concentración. La CE50, fue mayor 

para las venas procedentes de pacientes con insuficiencia renal 

crónica, indicando una menor sensibilidad a la acetilcolina. 

(Tabla 4).  
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La respuesta relajante máxima a la acetilcolina (Emax) de 

la vena cefálica de sujetos sanos fue significativamente mayor 

(P<0,05) que la obtenida para segmentos venosos procedentes de 

pacientes urémicos (Tabla 4 y Figura 10). Estos resultados 

indican que la insuficiencia renal crónica disminuye la respuesta 

relajante máxima inducida por acetilcolina en la vena cefálica 

humana. La hemodiálisis prolongada aumenta de forma 

significativa (P<0,05) el efecto máximo en respuesta a la 

acetilcolina comparado con los segmentos venosos de pacientes 

urémicos no dializados. 
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Figura 9. Respuesta al nitroprusiato sódico en segmentos venosos 

previamente contraídos con noradrenalina.  

Tabla 3. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax relajación 

expresada como porcentaje de la contracción inducida por la 

noradrenalina), en respuesta al nitroprusiato sódico en anillos venosos 

procedentes de sujetos control, pacientes urémicos no dializados y 

dializados. 

Nitroprusiato 
sódico 

n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax  

(% relajación) 

Controles 5 7,0 x 10-10 (3,5 - 13,7) x 10-10 100 

No dializados 5 6,2 x 10-10 (3,5 - 11,0) x 10-10 100 

Dializados 4 4,9 x 10-9*† (2,6 - 9,4) x 10-9 100 

* P<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= número de 

donantes o pacientes.
 † 

P<0,05 con respecto a los valores del grupo de 

pacientes no dializados. 

Control n=5

No Dializado n=5

Dializado n=4

Control n=5

No Dializado n=5

Dializado n=4
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Figura 10. Respuesta a la acetilcolina en segmentos venosos 

previamente contraídos con noradrenalina.  

Tabla 4. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax relajación 

expresada como porcentaje de la contracción inducida por la 

noradrenalina) ± error estándar (e.e.), en respuesta a la acetilcolina en 

anillos venosos procedentes de sujetos control, pacientes urémicos no 

dializados y dializados. 

Acetilcolina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

(% relajación) 

Controles 8 1,2 x 10-8 (8,8 x 10-9 - 1,7 x 10-8) 94,2 ± 1,1 

No dializados 10 1,0 x 10-7* (7,1 x 10-8 - 1,4 x 10-7) 58,7 ± 4,1* 

Dializados 9 7,7 x 10-8* (4,8 x 10-8 - 1,2 x 10-7) 75,2 ± 2,6*† 

* P<0,05 con respecto a los valores del grupo control. n= número de 

donantes o pacientes.
 † 

P<0,05 con respecto a los valores del grupo de 

pacientes no dializados. 

Control n=8

No Dializado n=10

Dializado n=9

Sin endotelio n=6

Control n=8

No Dializado n=10

Dializado n=9

Sin endotelio n=6
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Participación de prostaglandinas 

Para determinar si las prostaglandinas intervenían en la 

respuesta relajante a la acetilcolina, se utilizó indometacina, un 

inhibidor de la COX. La incubación con indometacina no alteró 

la sensibilidad, puesto que la CE50 no se vio modificada, ni se 

observaron cambios en el efecto máximo. Esto ocurrió en los tres 

grupos de estudio, indicando que las prostaglandinas no 

participan en la relajación inducida por acetilcolina en la vena 

cefálica humana (Figura 11 y tablas 5, 6 y 7). 

Participación de óxido nítrico 

El mecanismo de acción de la acetilcolina puede implicar 

la activación de la NOS y por tanto la síntesis de NO a partir de 

L-arginina. Para estudiar si esta vía participa en dicha respuesta 

relajante, se incubaron segmentos con endotelio de vena cefálica 

con un inhibidor de la síntesis de NO, el L-NMMA (10
-4

 M). Al 

inhibir esta vía se produjo una disminución significativa (P<0,05) 

de la respuesta relajante a la acetilcolina en segmentos del grupo 

control y de pacientes urémicos no dializados, mientras que, 

apenas afectó a la relajación en venas de pacientes 

hemodializados, indicando que en este último grupo la relajación 

dependiente de NO está muy reducida (Figura 12 y tablas 5, 6 y 

7). 
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Los efectos inhibidores del L-NMMA sobre la relajación 

inducida por la acetilcolina fueron revertidos en presencia de 

L-arginina (Figura 12 y tablas 5, 6 y 7) en todos los grupos de 

estudio. Estos resultados indican que parte de la relajación 

inducida por acetilcolina es debida al NO producido por la eNOS 

a partir del sustrato L-arginina. 

El bloqueo conjunto con indometacina más L-NMMA no 

produjo mayor inhibición que la administración de L-NMMA 

sólo en ninguno de los tres grupos de estudio (Figura 13 y tablas 

5, 6 y 7). 
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Figura 11. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en 

ausencia (control) y en presencia de indometacina 10
-5

 M.  

Control

Indometacina 10-5 M 

Control

Indometacina 10-5 M 
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Figura 12. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en 

ausencia (control) y en presencia de L-NMMA (10
-4

 M) o L-NMMA 

(10
-4

 M) más L-arginina (10
-3

 M).  

Control 

L-NMMA-4 M 

L-NMMA 10-4 M + 

L-arginina 10-3 M

Control 

L-NMMA-4 M 

L-NMMA 10-4 M + 

L-arginina 10-3 M
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Figura 13. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en 

ausencia (control) y en presencia de indometacina (10
-5

 M) más 

L-NMMA (10
-4

 M). 

Control 

Indometacina 10-5 M +

L-NMMA 10-4 M 

Control 

Indometacina 10-5 M +

L-NMMA 10-4 M 
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Participación del factor hiperpolarizante derivado del 

endotelio 

La relajación residual a la acetilcolina, definida como la 

relajación independiente de prostaglandinas y NO, posiblemente 

sea debida a la participación del factor hiperpolarizante derivado 

del endotelio. Como ya se comentó en la introducción, aunque la 

naturaleza de este factor hiperpolarizante no es del todo conocida, 

la teoría más aceptada es la que lo relaciona con los canales de 

K
+
. 

Se tomó como control la relajación resultante una vez 

inhibida la COX y la NOS con indometacina y L-NMMA 

respectivamente. En estas condiciones la incubación de los 

segmentos venosos con KCl (20 mM), bloqueante de los canales 

de K
+ 

a esta concentración, inhibe la relajación inducida por 

acetilcolina (Figura 14 y tablas 5, 6 y 7). Estos resultados ponen 

de manifiesto la participación de los canales de K
+
 en la respuesta 

relajante a la acetilcolina. 

Para estudiar la naturaleza de los canales de K
+
 que 

participan en la respuesta relajante, se estudió la relajación 

inducida por la acetilcolina (3x10
-6

 M) en presencia de los 

diferentes bloqueantes específicos de los canales de K
+
. En todos 

los grupos de estudio, la adición al baño de TEA (10
-3 

M), 

iberiotoxina (10
-7 

M) o charibdotoxina (10
-7 

M), produjo una 

reducción significativa de la relajación a la acetilcolina (Figura 
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14). Sin embargo, la incubación con glibenclamida (10
-5 

M) o con 

apamina (10
-6 

M), no modificó la respuesta a la acetilcolina 

(P>0,05) respecto a los segmentos en condiciones control (Figura 

15). 
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Figura 14. Curvas concentración respuesta a la acetilcolina en 

ausencia (control) y en presencia de KCl (20 mM). En todos los casos 

se incubó previamente con indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

M). 

 

Control

KCl 20 mM

Control

KCl 20 mM
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Figura 15. Efecto de los bloqueantes de los canales de K
+
 sobre la 

relajación inducida por acetilcolina (3x10
-6

M) en segmentos 

previamente contraídos con noradrenalina. TEA: cloruro de 

tetraetilamonio 10
-3

M; Ibtx: Iberiotoxina (10
-7

M); Chtx: 

Charibdotoxina (10
-7

M); Apa: Apamina (10
-6

M); Gli: Glibenclamida 

(10
-5

M) en venas de controles; no dializados y dializados. En todos los 

casos se incubó previamente con indometacina 10
-5

M y con L-NMMA 

10
-4

M. (*) P<0,05 comparado con el control. 
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La combinación de charibdotoxina más apamina o de 

iberiotoxina más apamina en las mismas concentraciones que las 

utilizadas por separado, no aumentó significativamente el 

bloqueo de la respuesta producido por charibdotoxina o 

iberiotoxina (Figura 15). Estos resultados indican que los canales 

de K
+
 que participan en la respuesta a la acetilcolina en los tres 

grupos de estudio son los activados por Ca
2+

 de gran 

conductancia. 

En otro grupo de segmentos, la adición al baño de BaCl2 

(3x10
-6

 M), bloqueante de los canales rectificadores de K
+
, redujo 

significativamente la relajación inducida por la acetilcolina 

mientras que la combinación de BaCl2 (3x10
-6 

M) y ouabaina 

(10
-3 

M), prácticamente produjo el bloqueo total de la respuesta 

relajante a la acetilcolina en todos los grupos de estudio (Figura 

16 y tablas 5, 6 y 7). Esto indica que los canales rectificadores de 

K
+
 y la bomba Na

+
-K

+
 intervienen en la hiperpolarización de la 

célula muscular en respuesta a la acetilcolina.  

Por lo tanto, la relajación inducida por acetilcolina en la 

vena cefálica humana independiente de prostaglandinas y NO, 

probablemente sea debida a la liberación de EDHF. En esta 

respuesta participan los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de gran 

conductancia, sensibles a la iberiotoxina y a la charibdotoxina, 

los canales rectificadores de K
+
, que se bloquean con bario y la 

bomba Na
+
-K

+
 que se bloquea con ouabaina. 
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Figura 16. Respuesta relajante a la acetilcolina, en ausencia y en 

presencia de BaCl2 (3x10
-6

 M) y en presencia de BaCl2 (3x10
-6

M) más 

ouabaina (10
-3

M). En todos los casos se incubó previamente con 

indometacina (10
-5

M) y con L-NMMA (10
-4

M). 

Control

BaCl2 10-6 M

BaCl2 10-6 M + 

Ouabaina 10-3 M

Control

BaCl2 10-6 M

BaCl2 10-6 M + 

Ouabaina 10-3 M
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Tabla 5. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax relajación 

expresada como porcentaje de la contracción inducida por la 

noradrenalina) ± error estándar, (e.e.) en respuesta a la acetilcolina en 

anillos de vena cefálica del grupo control. Efecto de los diferentes 

tratamientos sobre la respuesta a la acetilcolina.  

CONTROL 

Acetilcolina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 
% 

Emax ± e.e. 
(% relajación) 

Control 8 
1,2 x 10-8 

(8,8 x 10-9-1,7 x 10-8) 
94,2 ± 1,1 

Indometacina 10-5 M 5 
9,6 x 10-9 

(7,0 x 10-9-1,3 x 10-8) 
89,7 ± 4,6 

L-NMMA 10-4 M 6 
2,1 x 10-8 

(1,3 x 10-8-3,5 x 10-8) 
56,1 ± 5,4* 

L-NMMA 10-4 M+ 
L-arginina 10-3M 

6 
1,1 x 10-8 

(5,6 x 10-9-2,2 x 10-8) 
89,5 ± 4,0 

Indometacina 10-5 M+ 
L-NMMA 10-4 M 

7 
5,1 x 10-8 

(2,4 x 10-8-1,1 x 10-7)* 
50,7 ± 6,5* 

KCl 20 mM 6 --- 7,8 ± 3,2* 

BaCl2 10-6 M 7 
7,9 x 10-8 

(5,2 x 10-8-1,2 x 10-7) 
37,8 ± 2,5* 

BaCl2 10-6 M+ 
Ouabaina 10-3 M 

7 --- 12,8 ± 2,1* 

(*) P<0,05 comparado con el control. 
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Tabla 6. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax relajación 

expresada como porcentaje de la contracción inducida por la 

noradrenalina) ± error estándar, (e.e.) en respuesta a la acetilcolina en 

anillos de vena cefálica procedentes de pacientes urémicos no 

dializados. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la respuesta a la 

acetilcolina.  

NO DIALIZADO 

Acetilcolina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 
% 

Emax ± e.e. 
(% relajación) 

Control 10 
1,0 x 10-7 

(7,1 x 10-8-1,4 x 10-7) 
58,7 ± 4,1 

Indometacina 10-5 M 5 
4,9 x 10-8 

(2,4 x 10-8-1,0 x 10-7) 
50,9 ± 4,5 

L-NMMA 10-4 M 7 
1,4 x 10-7 

(3,6 x 10-8-5,5 x 10-7) 
28,4 ± 4,6* 

L-NMMA 10-4 M+ 
L-arginina 10-3M 

7 
3,7 x 10-8 

(1,7 x 10-8-8,4 x 10-8) 
59,7 ± 4,1 

Indometacina 10-5 M+ 
L-NMMA 10-4 M 

7 
2,8 x 10-8 

(1,8 x 10-8-4,5 x 10-8)* 
25,1 ± 2,6* 

KCl 20 mM 6 --- 3,4 ± 1,0* 

BaCl2 10-6 M 7 
3,2 x 10-8 

(2,2 x 10-8-4,7 x 10-8) 
18,3 ± 2,8* 

BaCl2 10-6 M+ 
Ouabaina 10-3 M 

7 --- 8,1 ± 2,9* 

 (*) P<0,05 comparado con el control. 
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Tabla 7. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax relajación 

expresada como porcentaje de la contracción inducida por la 

noradrenalina) ± error estándar, (e.e.) en respuesta a la acetilcolina en 

anillos de vena cefálica procedentes de pacientes hemodializados. 

Efecto de los diferentes tratamientos sobre la respuesta a la 

acetilcolina.  

DIALIZADO 

Acetilcolina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 
% 

Emax ± e.e. 
(% relajación) 

Control 9 
7,7 x 10-8 

(4,8 x 10-8-1,2 x 10-7) 
75,2 ± 2,6 

Indometacina 10-5 M 4 
5,0 x 10-8 

(2,9 x 10-8-8,5 x 10-8) 
71,1 ± 5,4 

L-NMMA 10-4 M 6 
6,7 x 10-8 

(2,7 x 10-8-1,7 x 10-7) 
59,5 ± 7,2* 

L-NMMA 10-4 M+ 
L-arginina 10-3M 

6 
6,5 x 10-8 

(4,6 x 10-8-9,4 x 10-8) 
77,7 ± 2,9 

Indometacina 10-5 M+ 
L-NMMA 10-4 M 

7 
3,0 x 10-8 

(1,1 x 10-8-8,1 x 10-8) 
59,2 ± 3,0* 

KCl 20 mM 5 --- 4,9 ± 0,.3* 

BaCl2 10-6 M 7 
8,0 x 10-8 

(4,9 x 10-8-1,3 x 10-7) 
49,7 ± 4,9* 

BaCl2 10-6 M+ 
Ouabaina 10-3 M 

7 --- 12,4 ± 3,3* 

(*) P<0,05 comparado con el control. 
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1.2 Respuesta contráctil 

1.2.1 Respuesta al cloruro potásico  

La capacidad de contracción del músculo liso vascular se 

comprobó por su respuesta al KCl. La administración de KCl (5-

100 mM) produjo contracción dependiente de la concentración en 

todos los grupos de estudio (Figura 17). Tras una primera fase de 

contracción exponencial, se alcanzó un tramo asintótico a partir 

de 60 mM, valor al que corresponde la respuesta máxima (Emax) 

(Tabla 8). En los segmentos venosos procedentes de pacientes 

urémicos hubo un marcado descenso del Emax. También se 

encontraron diferencias significativas en los valores de CE50; fue 

menor en venas de no dializados que en venas de controles y 

dializados. Sin embargo no hubo diferencias significativas en los 

valores de CE50 entre segmentos venosos de controles y de 

dializados. 

Estos resultados indican que la insuficiencia renal crónica 

disminuye la capacidad de contracción del músculo liso vascular. 
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Figura 17. Curvas concentración-respuesta de la vena cefálica al KCl 

en los tres grupos de estudio. 

Tabla 8. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.) en respuesta al KCl en anillos de vena cefálica de los 

tres grupos de estudio.  

KCl n 
CE50 (mM) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

(% relajación) 

Control 9 18,9 (17,0 - 21,1) 10153 ± 565 

No dializado 8 14,1 (12,1 -16,4)* 5385 ± 386* 

Dializado 8 18,3 (16,3 -20,4)  6008 ± 295* 

(*) P<0,05 comparado con el control 
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1.2.2 Respuesta a la noradrenalina 

La Figura 18 recoge las curvas concentración-respuesta a 

la noradrenalina en segmentos venosos de los tres grupos de 

estudio. La insuficiencia renal crónica disminuye el efecto 

máximo (Emax). La disminución en los valores de la CE50 sólo 

fue significativa en el caso del grupo de no dializados versus 

control (Tabla 9). En segmentos venosos de pacientes sometidos 

a hemodiálisis los valores de CE50 son ligeramente menores 

comparados con el control pero sin llegar a verse diferencias 

significativas. 
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Figura 18. Curvas concentración respuesta a la noradrenalina 

en los tres grupos. 

Tabla 9. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.) en respuesta a la noradrenalina en anillos de vena 

cefálica de los tres grupos de estudio.  

Noradrenalina n 
CE50 (mM) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

(% relajación) 

Control 9 
1,07x10-7 

(7,43x10-8-1,53x10-7) 
12551 ± 730 

No dializado 8 
4,68x10-8 

(2,91 x10-8-7,51 x10-8) 
7036 ± 811* 

Dializado 8 
8,94x10-8 

(6,54 x10-8-1,22 x10-7) 
7614 ± 630* 

(*) P<0,05 comparado con el control 

Control n=9 

No Dializado n=8

Dializado n=8

Control n=9 

No Dializado n=8

Dializado n=8
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Participación de prostaglandinas  

La incubación con indometacina produce un 

desplazamiento hacia la izquierda de la curva concentración-

respuesta a la noradrenalina en segmentos venosos del grupo 

control (P<0,05) sin modificar el efecto máximo (Tabla 10). En 

los segmentos procedentes de pacientes con insuficiencia renal 

crónica, la incubación con indometacina no modificó la curva 

concentración-respuesta a la noradrenalina (Figura 19 y tablas 11 

y 12). Estos resultados indican que la insuficiencia renal crónica 

reduce la participación de prostaglandinas relajantes en la 

respuesta contráctil a la noradrenalina. Esta inhibición no mejora 

con la hemodiálisis. 

Participación de óxido nítrico 

Se realizaron curvas concentración-respuesta a la 

noradrenalina, en presencia de un inhibidor de la NOS, para 

valorar la liberación de NO. En muestras del grupo control, la 

incubación con L-NMMA (10
-4

M) desplazó la curva 

concentración-respuesta a la izquierda sin afectar al efecto 

máximo. La administración de L-arginina (10
-3

 M) revirtió los 

efectos del L-NMMA, indicando que la potenciación producida 

por L-NMMA es debida a la inhibición de la síntesis de NO 

(Figura 20 y tabla 10). En segmentos venosos procedentes de 
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pacientes urémicos la incubación con L-NMMA no modificó la 

respuesta contráctil (Figura 20 y tablas 11 y 12). 

Estos resultados indican que la noradrenalina es capaz de 

inducir la liberación de NO en segmentos venosos procedentes de 

sujetos sanos, mientras que este mecanismo no se pone de 

manifiesto en segmentos de vena cefálica de pacientes con 

insuficiencia renal crónica. 

La inhibición conjunta de COX y NOS con indometacina 

y L-NMMA no produjo mayor efecto que cada uno de los 

inhibidores por separado, descartando así, un sinergismo entre 

ambas vías (Figura 21 y tablas 10,11 y 12).  
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Figura 19. Curvas concentración-respuesta a la noradrenalina en 

ausencia (control) y en presencia de indometacina (10
-5

M). 

Control

Indometacina 10-5 M

Control

Indometacina 10-5 M
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Figura 20. Curvas concentración respuesta a la noradrenalina en 

ausencia (control) y en presencia de L-NMMA (10
-4

 M) o L-NMMA 

(10
-4

 M) más L-arginina (10
-3

 M). 

Control 

L-NMMA-4 M 

L-NMMA 10-4 M + 

L-arginina 10-3 M

Control 

L-NMMA-4 M 

L-NMMA 10-4 M + 

L-arginina 10-3 M
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Figura 21. Curvas concentración respuesta a la noradrenalina en 

ausencia (control) y en presencia de indometacina (10
-5

 M) más 

L-NMMA (10
-4

 M). 

Control

Indometacina 10-5 M +

L-NMMA 10-4 M

Control

Indometacina 10-5 M +

L-NMMA 10-4 M
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Tabla 10. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.) de la noradrenalina en anillos de vena cefálica del 

grupo control, en ausencia (control) y en presencia de los diferentes 

tratamientos. 

 

CONTROL 

Noradrenalina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

Control 9 
1,07x10-7 

(7,43x10-8-1,53x10-7) 
12551 ± 730 

Indometacina 10-5 M 6 
2,66x10-8 

(1,66x10-8-4,26x10-8) * 
12379 ± 1144 

L-NMMA 10-4 M 5 
4,36x10-8 

(3,09x10-8-6,16x10-8) * 
12618 ± 1020 

L-NMMA 10-4 M+ 
L-arginina 10-3M 

5 
1,3x10-7 

(9,74x10-8-1,76x10-7) 
12180 ± 510 

Indometacina 10-5 M+ 
L-NMMA 10-4 M 

7 
4,77x10-8 

(3,36x10-8-6,78x10-8) * 
12663 ± 1197 

 (*) P<0,05 comparado con el control.  
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Tabla 11. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.) de la noradrenalina en anillos de vena cefálica del 

grupo de no dializados, en ausencia (control) y en presencia de los 

diferentes tratamientos. 

 

NO DIALIZADO 

Noradrenalina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

Control 8 
4,68x10-8 

(2,91 x10-8-7,51 x10-8) 
7036 ± 811* 

Indometacina 10-5 M 7 
4,34 x10-8 

(3,10 x10-8-6,07 x10-8) 
7582 ± 898 

L-NMMA 10-4 M 6 
5,55 x10-8 

(3,54 x10-8-8,71 x10-8) 
7549 ± 916 

Indometacina 10-5 M+ 
L-NMMA 10-4 M 

6 
5,06 x10-8 

(3,29 x10-8-7,77 x10-8) 
7400 ± 803 

(*) P<0,05 comparado con el control.  
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Tabla 12. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.) de la noradrenalina en anillos de vena cefálica 

procedentes de pacientes hemodializados, en ausencia (control) y en 

presencia de los diferentes tratamientos. 

 

DIALIZADO 

Noradrenalina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

Control 8 
8,94x10-8 

(6,54 x10-8-1,22 x10-7) 
7614 ± 630* 

Indometacina 10-5 M 6 
7,61 x10-8 

( 5,82 x10-8-9,95 x10-8) 
7471 ± 947 

L-NMMA 10-4 M 6 
7,56 x10-8 

( 5,82 x10-8-9,83 x10-8) 
8318 ± 761 

Indometacina 10-5 M+ 
L-NMMA 10-4 M 

5 
5,69 x10-8 

( 3,87 x10-8-8,37 x10-8) 
8150 ± 894 

(*) P<0,05 comparado con el control.  
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Participación de canales de potasio 

En este grupo de experimentos se tomó como control la 

respuesta a la noradrenalina de segmentos incubados con 

indometacina y L-NMMA para descartar los efectos mediados 

por prostaglandinas y NO.  

En segmentos venosos procedentes del grupo control y de 

pacientes hemodializados, la curva concentración-respuesta a la 

noradrenalina se desplazó a la izquierda en presencia de 

iberiotoxina (10
-7

 M), (Figura 22) o charibdotoxina (10
-7

 M) 

(Figura 23). Mientras que ni la apamina (10
-6

M) ni la 

glibenclamida (10
-5

 M) modificaron la curva concentración-

respuesta a la noradrenalina (Figura 24). La combinación de 

iberiotoxina más apamina no potenció más que la iberiotoxina 

sola (Figura 22). La incubación conjunta de charibdotoxina y 

apamina no tuvo mayor efecto que la administración de 

charibdotoxina sola (Figura 23). En cuanto a los segmentos 

venosos procedentes del grupo de pacientes no dializados no se 

observó potenciación con los diferentes bloqueantes utilizados 

(Figuras 22, 23 y 24). Las tablas 13, 14 y 15 muestran los valores 

de concentración eficaz 50 y del efecto máximo de las curvas 

concentración-respuesta a la noradrenalina incubadas con los 

diferentes bloqueantes de los canales de K
+ 

para los segmentos 

venosos procedentes de individuos sanos, pacientes urémicos no 

dializados y pacientes urémicos hemodializados respectivamente. 
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Estos resultados ponen de manifiesto la participación de 

los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta conductancia en 

segmentos venosos del grupo control y del grupo de 

hemodializados en respuesta a la noradrenalina. 
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Figura 22. Curvas concentración-respuesta a la noradrenalina en 

ausencia (control) y presencia de iberiotoxina (10
-7

 M) y de 

iberiotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
-6 

M). En todos los casos se 

incubó previamente con indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

 M). 

Control

Iberiotoxina 10-7 M

Iberiotoxina 10-7 M + 

Apamina 10-6 M

Control

Iberiotoxina 10-7 M

Iberiotoxina 10-7 M + 

Apamina 10-6 M
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Figura 23. Curvas concentración respuesta a la noradrenalina en 

ausencia (control) y en presencia de charibdotoxina (10
-7

 M) o de 

charibdotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
-6

 M). En todos los casos se 

incubó previamente con indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

 M). 

Control

Charibdotoxina 10-7 M

Charibdotoxina 10-7 M + 

Apamina 10-6 M

Control

Charibdotoxina 10-7 M

Charibdotoxina 10-7 M + 

Apamina 10-6 M
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Figura 24. Curvas concentración-respuesta a la noradrenalina en 

ausencia (control) y en presencia de glibenclamida (10
-5

 M) o apamina 

(10
-6

 M). En todos los casos se incubó previamente con indometacina 

(10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

 M). 

Control

Apamina 10-6 M

Glibenclamida 10-5 M

Control

Apamina 10-6 M

Glibenclamida 10-5 M
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Tabla 13. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar, (e.e.) de la noradrenalina en anillos venosos procedentes de 

sujetos control, En todos los casos se incubó con indometacina (10
-5

 M) 

y L-NMMA (10
-4

 M).  

 

CONTROL 

Noradrenalina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

Control 7 
4,77x10-8 

(3,36x10-8-6,78x10-8) 
12663 ± 1197 

Iberiotoxina 10-7 M 7 
1,24x10-8 

(9,67 x10-9-1,58x10-8)* 
13262±882 

Charibdotoxina 10-7 M 6 
1,40 x10-8 

(8,04 x10-9-2,43 x10-8)* 
13284 ± 1090 

Apamina 10-6 M 6 
4,20 x10-8 

(3,05 x10-8-5,79 x10-8) 
12478 ± 616 

Iberiotoxina 10-7 M + 
Apamina 10-6 M 

7 
1,05 x10-8 

(8,44 x10-9-1,32 x10-8)* 
12314 ± 613 

Charibdotoxina 10-7 M+ 
Apamina 10-6 M 

6 
1,33 x10-8 

(6,73 x10-9-2,61 x10-8)* 
12940 ± 641 

Glibenclamida 10-5 M 6 
5,05 x10-8 

(3,45 x10-8-7,41 x10-8) 
12095 ± 497 

 (*) P<0,05 comparado con el control. 
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Tabla 14. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar, (e.e.) de la noradrenalina en anillos venosos procedentes de 

sujetos control, En todos los casos se incubó con indometacina (10
-5

 M) 

y L-NMMA (10
-4

 M).  

 

NO DIALIZADO 

Noradrenalina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

Control 6 
5,06 x10

-8
 

(3,29 x10
-8

-7,77 x10
-8

) 
7400 ± 803 

Iberiotoxina 10-7 M 7 
4,86 x10

-8
 

(3,73 x10
-8

-6,32 x10
-8

) 
8070 ± 765 

Charibdotoxina 10-7 M 7 
5,58 x10

-8
 

(4,22 x10
-8

-7,38 x10
-8

) 
7642 ± 472 

Apamina 10-6 M 5 
4,65 x10

-8
 

(3,86 x10
-8

-5,59 x10
-8

) 
7788 ± 995 

Iberiotoxina 10-7 M + 
Apamina 10-6 M 

7 
5,62 x10

-8
 

(4,91 x10
-8

-6,44 x10
-8

) 
8346 ± 
1069 

Charibdotoxina 10-7 M+ 
Apamina 10-6 M 

7 
6,73 x10

-8
 

(5,16 x10
-8

-8,78 x10
-8

) 
7505 ± 561 

Glibenclamida 10-5 M 5 
5,23 x10

-8
 

(4,27 x10
-8

-6,42 x10
-8

) 
7381 ± 430 

(*) P<0,05 comparado con el control  



Resultados 

 

 95 

Tabla 15. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar, (e.e.) de la noradrenalina en anillos venosos procedentes de 

sujetos control, En todos los casos se incubó con indometacina (10
-5

 M) 

y L-NMMA (10
-4

 M).  

 

DIALIZADO 

Noradrenalina n 
CE50 (M) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

Control 5 
5,69 x10

-8
 

( 3,87 x10
-8

-8,37 x10
-8

) 
8150 ± 894 

Iberiotoxina 10-7 M 7 
2,29 x10

-8
 

(1,25 x10
-8

-4,17 x10
-8

)* 
9370 ± 883 

Charibdotoxina 10-7 M 7 
2,89 x10

-8
 

(2,22 x10
-8

-3,77 x10
-8

)* 
8919 ± 729 

Apamina 10-6 M 5 
6,21 x10

-8
 

(4,61 x10
-8

-8,36 x10
-8

) 
7767 ± 690 

Iberiotoxina 10-7 M + 
Apamina 10-6 M 

7 
3,07 x10

-8
 

(1,93 x10
-8

-4,88 x10
-8

)* 
9336 ± 314 

Charibdotoxina 10-7 M+ 
Apamina 10-6 M 

7 
2,95 x10

-8
 

(2,48 x10
-8

-3,50 x10
-8

)* 
8742 ± 557 

Glibenclamida 10-5 M 5 
7,59 x10

-8
 

(5,38 x10
-8

-1,07 x10
-7

) 
7597 ± 576 

(*) P<0,05 comparado con el control 
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1.2.3 Respuesta al estímulo eléctrico 

El estímulo eléctrico (15 V, 0,2 ms de duración, 1, 2 y 4 

Hz durante 15 s), indujo contracción dependiente de la frecuencia 

en segmentos de los tres grupos de estudio. Esta contracción fue 

abolida al incubar con tetrodotoxina, guanetidina o prazosín, 

(todos a la concentración de 10
-6

 M), en todo el rango de 

frecuencias estudiado, lo cual indica que la contracción inducida 

por el estímulo eléctrico es debida a la liberación de 

noradrenalina de las terminaciones nerviosas perivasculares y a la 

activación de los receptores -adrenérgicos y no a un estímulo 

directo sobre el músculo liso vascular (Figura 25). 
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Figura 25. Ejemplo de registro de la respuesta al estímulo eléctrico 

perivascular en segmentos venosos del grupo control. 

 

La insuficiencia renal crónica produce una disminución 

significativa de la respuesta contráctil al estímulo eléctrico 

(P<0,05) en la vena cefálica en todo el rango de frecuencias 

estudiado. La respuesta contráctil al estímulo eléctrico fue menor 

en el grupo de venas procedentes de pacientes hemodializados 

que en el grupo de no dializados, indicando que la hemodiálisis 

“per se” o el estado urémico mantenido puede dañar las 

terminaciones nerviosas perivasculares (Figura 26). 
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Figura 26. Respuesta contráctil al estímulo eléctrico en los tres grupos 

de estudio. (*) P<0,05 comparado con el control. (†)P<0,05 

comparado con el grupo de no dializados. 

Participación de prostaglandinas 

Al igual que ocurría con la noradrenalina, la indometacina 

(10
-5

 M) potenció la respuesta contráctil al estímulo eléctrico en 

venas procedentes del grupo control (P<0,05) sin modificar 

significativamente la respuesta en segmentos procedentes de 

pacientes con insuficiencia renal crónica, en todo el rango de 
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frecuencias estudiado (Figura 27). Estos resultados indican que el 

estímulo neurógeno es capaz de inducir la liberación 

prostaglandinas relajantes en la vena cefálica de sujetos sanos, 

pero no en las venas de pacientes urémicos.  

Participación de óxido nítrico 

El L-NMMA (10
-4

 M) potenció la respuesta al estímulo 

eléctrico en segmentos del grupo control (P<0,05) pero no en los 

segmentos de pacientes urémicos (Figura 27). Estos resultados 

sugieren que el estímulo eléctrico es capaz de inducir la 

liberación de óxido nítrico en la vena cefálica de sujetos sanos.  

Sin embargo, la inhibición conjunta de la COX y la NOS 

con indometacina y L-NMMA produce un aumento de 

contracción mayor que al administrar cada uno de los inhibidores 

por separado. Esto lo observamos en venas procedentes de los 

tres grupos de estudio, indicando la existencia de un sinergismo 

entre ambas vías que no es alterado por la uremia. 

Participación de canales de potasio 

De nuevo la situación control de las curvas frecuencia-

respuesta, requiere del bloqueo previo de la COX y la NOS con 

indometacina y L-NMMA respectivamente.  

En estas condiciones, tanto la iberiotoxina (10
-7

 M) como 

la charibdotoxina (10
-7

 M) potenciaron la respuesta contráctil al 
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estímulo eléctrico en muestras de los tres grupos de estudio 

(Figuras 28 y 29). La apamina (10
-6

 M) no modificó la respuesta 

al estímulo eléctrico (Figura 30), ni la potenciación producida por 

la iberiotoxina (10
-7

 M) o por la charibdotoxina (10
-7

 M) (Figuras 

28 y 29). Estos resultados indican que en los tres grupos de 

estudio hay una participación de los canales de K
+
 activados por 

Ca
2+

 de gran conductancia en respuesta al estímulo neurógeno. 
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Figura 27. Respuesta contráctil al estímulo eléctrico en los tres grupos 

de estudio en ausencia (control) y en presencia de indometacina 

(10
-5

 M), L-NMMA (10
-4

M), e indometacina (10
-5

 M) más L-NMMA 

(10
-4

 M). (*) P<0,05 comparado con el control.
 
(†)P<0,05 comparado 

con el tratamiento con indometacina (10
-5

 M) o con L-NMMA (10
-4

M). 
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Figura 28. Respuesta contráctil al estímulo eléctrico en los tres grupos 

de estudio en ausencia (control) y en presencia de iberiotoxina 

(10
-7

 M), iberiotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
-6

 M). En todos los 

casos se incubó con indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

 M). (*) 

P<0,05 comparado con el control. 
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Figura 29. Respuesta contráctil al estímulo eléctrico en los tres grupos 

de estudio en ausencia (control) y en presencia charibdotoxina (10
-7

 M) 

y charibdotoxina (10
-7

 M) más apamina (10
-6

 M). En todos los casos se 

incubó con indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA (10
-4

 M). (*) P<0,05 

comparado con el control. 
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Charibdotoxina 10-7 M
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Figura 30. Respuesta contráctil al estímulo eléctrico en los tres grupos 

de estudio en ausencia (control) y en presencia de apamina (10
-6

 M). 

En todos los casos se incubó con indometacina (10
-5

 M) y L-NMMA 

(10
-4

 M). 

 

Control

Apamina 10-6 M

Control
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1.2.4 Respuesta al cloruro cálcico 

Los segmentos de vena cefálica procedentes de pacientes 

que han desarrollado insuficiencia renal crónica tienen una menor 

capacidad contráctil a estímulos como el KCl, la noradrenalina o 

el estímulo nervioso. Puesto que el calcio está implicado en la 

contracción del músculo liso vascular, se diseñaron experimentos 

para valorar su participación en las siguientes condiciones: 

 En un medio sin calcio, que contenía KCl (100 mM) 

 En un medio sin calcio con noradrenalina (10
-6

 M)  

En estas condiciones se realizaron curvas concentración-

respuesta al CaCl2 (10
-4

 a 3x10
-2

 M).  

El mecanismo de contracción del KCl implica la entrada 

de calcio extracelular al interior de la célula muscular lisa, por lo 

tanto si no hay calcio en el medio el KCl no produce contracción. 

En muestras incubadas en un medio sin calcio con 100 mM de 

KCl, la adición de CaCl2 produce contracción dependiente de la 

concentración. En muestras procedentes de pacientes con 

insuficiencia renal crónica, la contracción máxima inducida por el 

CaCl2 fue significativamente menor (P<0,05) que la alcanzada en 

las muestras del grupo control. (Figura 31 y tabla 16). Estos 

resultados indican que la uremia altera los mecanismos de 

incorporación de Ca
2+

 extracelular independientes de receptor al 
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músculo liso vascular. Estos efectos no revierten con la 

hemodiálisis.  

Para estudiar la entrada de calcio estimulada por receptor 

se realizaron curvas concentración-respuesta al CaCl2 en un 

medio sin calcio y en presencia de noradrenalina (10
-6

 M). El 

efecto máximo (Emax) fue menor en los segmentos procedentes 

de pacientes con insuficiencia renal crónica, sometidos o no a 

hemodiálisis, indicando una menor entrada de calcio mediada por 

receptor (Figura 31 y tabla 17).  
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Figura 31. Curvas concentración respuesta al CaCl2 en un medio sin 

calcio en presencia de KCl (100 mM) y en presencia de noradrenalina 

(10
-6

 M) en los tres grupos de estudio.  

 

Tabla 16. Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.), de las curvas concentración-respuesta al CaCl2 en un 

medio sin calcio, en presencia de KCl (100 mM) en venas de pacientes 

de los tres grupos de estudio. 

CaCl2 con 
KCl 100 mM 

n 
CE50 (mM) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

(% relajación) 

Control 5 
7,9x10-4 

(7,1x10-4 – 8,7x10-4) 
10782 ± 730 

No dializado 5 
1,8x10-3 

(1,6x10-3 – 2,2x10-3)* 
7619 ± 998* 

Dializado 5 
1,2x10-3 

(1,0x10-3 – 1,3x10-3)* 
6792 ± 790* 

(*) P<0,05 comparado con el control. 

Control n=5

Dializado n=5

No dializado n=5

Control n=5

Dializado n=5

No dializado n=5
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Tabla 17: Valores de concentración eficaz 50 (CE50, molar, M) su 

intervalo de confianza del 95 % y del efecto máximo (Emax) ± error 

estándar (e.e.), de las curvas concentración-respuesta al CaCl2 en un 

medio sin calcio, en presencia de noradrenalina (NA) (10
-6

 M) en venas 

de pacientes de los tres grupos de estudio.  

CaCl2  
(medio con NA) 

n 
CE50 (mM) 

Intervalo de Confianza 95 % 
Emax ± e.e. 

(% relajación) 

Control 5 
3,0x10-3 

(1,7x10-3 -5,3x10-3) 
10028 ± 879 

No dializado 5 
2,9x10-3 

(2,1x10-3 – 4,0x10-3) 
6725 ± 519* 

Dializado 5 
2,6x10-3 

(2,1x10-3 – 3,2x10-3) 
7163 ± 474* 

 (*) P<0,05 comparado con el control. 

 

La noradrenalina, además de permitir la entrada de calcio 

extracelular, es capaz de movilizar los depósitos de calcio 

intracelular. Por eso en un medio sin calcio una concentración 

adecuada de noradrenalina (10
-6

M), es capaz de producir una 

pequeña contracción que será debida a la salida de calcio de los 

depósitos intracelulares. La contracción inducida por 

noradrenalina (10
-6

M) en un medio sin calcio es menor en las 

muestras procedentes de pacientes urémicos. No se observaron 

diferencias debidas a la hemodiálisis (Figura 32).  
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Figura 32. Efecto máximo contráctil a la noradrenalina (10
-6

 M) en 

medio sin calcio en los tres grupos de estudio. (*) P<0,05 comparado 

con el control. 
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2 ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

Se midió la cantidad de ARN mensajero por RT-PCR de 

los genes que expresan la DDAH-1, eNOS, COX-1, COX-2 y los 

canales de K
+
 activados por calcio de gran conductancia en los 

tres grupos de estudio. 

La DDAH-1, enzima encargada de metabolizar el ADMA 

y el L-NMMA, disminuyó su expresión génica en venas 

procedentes de pacientes urémicos. En el grupo de no dializados 

disminuyó un 64% y en el grupo de dializados un 80% respecto al 

control. Esto indica que el acúmulo de toxinas urémicas puede ser 

debido al déficit de DDAH-1 (Figura 33).  

En cuanto a la expresión génica de la eNOS, se observó 

un aumentó (el doble) en venas procedentes de pacientes 

urémicos no dializados. Sin embargo, no encontramos diferencias 

en la expresión génica de eNOS entre las venas procedentes de 

individuos sanos y pacientes urémicos sometidos a hemodiálisis 

prolongada (Figura 34). 

La expresión génica de la COX-1 no se modificó en 

pacientes con insuficiencia renal crónica. Sin embargo, la 

isoforma inducible COX-2 se sobreexpresó un 67% en venas de 

pacientes urémicos sometidos a hemodiálisis (Figura 35). 
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La expresión génica de los canales de K
+
 activados por 

calcio de alta conductancia fue mayor (1,7 veces más) en los 

segmentos venosos procedentes de pacientes urémicos no 

dializados con respecto al control (Figura 36). 
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Figura 33. Expresión relativa de ARNm del gen DDAH-1 en vena 

cefálica de los tres grupos de estudio. (*) P<0,05 comparado con el 

control. 
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Figura 34. Expresión relativa de ARNm del gen de la eNOS en vena 

cefálica de los tres grupos de estudio. (*) P<0,05 comparado con el 

control. 
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Figura 35. Expresión relativa de ARNm de los genes COX-1 y COX-2 

en vena cefálica de los tres grupos de estudio. (*) P<0,05 comparado 

con el control. 
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Figura 36. Expresión relativa de ARNm del gen del canal de K
+
 

activado por Ca
2+

 de alta conductancia en vena cefálica de los tres 

grupos de estudio. (*) P<0,05 comparado con el control. 
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PROCEDENCIA DE LOS SEGMENTOS 
VENOSOS 

La posibilidad de estudiar venas de pacientes urémicos 

surge como consecuencia de la realización de la fístula 

arteriovenosa para comenzar el tratamiento con hemodiálisis. Con 

el paso del tiempo la fístula original puede fracasar necesitándose 

una nueva anastomosis en el otro brazo. Según se describió de 

forma esquemática en la Figura 4, la anastomosis término-lateral 

obliga a la ligadura de uno de los extremos de la vena cefálica y 

es precisamente de ese extremo ligado de donde procede la rama 

colateral utilizada en nuestros experimentos. De esta forma, y 

debido a la amplia vascularización superficial de la mano, el 

procedimiento de obtención no entraña una anomalía en el 

retorno venoso de la mano ni altera el flujo de sangre por la 

fístula. Las causas del fracaso de las fístulas son múltiples, una de 

las más frecuentes es la trombosis.
132,133

  

El procedimiento que hemos utilizado permite el estudio 

in vitro de segmentos venosos sin riesgos ni actuaciones técnicas 

adicionales que puedan perjudicar al paciente. La utilización de 

los segmentos venosos cuenta con la aprobación del Comité Ético 

del Hospital Clínico Universitario de Valencia. 
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VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL 
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

En primer lugar, cualquier experimento in vitro 

relacionado con la respuesta vascular debe ser valorado con 

cautela cuando se intenta extrapolar a la situación in vivo. En el 

vaso aislado falta la regulación neurohormonal presente en el 

individuo sano o enfermo. Además, los mecanismos de 

adaptación que pueden aparecer en el enfermo sólo pueden 

vislumbrarse en el vaso aislado como manifestaciones 

circunscritas en el órgano efector que es la propia pared vascular. 

Sin embargo, el estudio de la respuesta del órgano efector ha 

constituido uno de los objetivos primordiales para conocer los 

fundamentos de las alteraciones cardiovasculares en la uremia. 

Este objetivo ha sido sistemáticamente inalcanzable en los 

estudios in vivo por las limitaciones éticas y las derivadas del 

procedimiento experimental en el enfermo. Precisamente la 

presencia de reflejos y otras adaptaciones cardiovasculares en los 

estudios clínicos constituye una limitación cuando se quiere 

valorar la respuesta del órgano efector. 

En segundo lugar, los segmentos venosos utilizados en 

nuestro trabajo pertenecen a un vaso cutáneo, que no refleja 

necesariamente lo que pueda ocurrir en arterias o en los vasos 

profundos de resistencia (arterias de pequeño calibre y arteriolas).  
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Aunque el sistema venoso desempeña un papel primordial 

en la regulación de la presión arterial,
134

 existen pocos estudios 

relacionados con la función de este sistema en la insuficiencia 

renal crónica a pesar de que la hipotensión arterial es un 

fenómeno frecuente en los pacientes hemodializados que puede 

causar complicaciones graves.
135

 Aunque las causas de este 

fenómeno son desconocidas, en casi todos los mecanismos 

propuestos interviene la alteración de la respuesta del sistema 

venoso ante la hipovolemia como uno de los factores 

determinantes.
136,137

 Las venas cutáneas de las extremidades 

tienen una regulación nerviosa simpática considerable y una 

marcada respuesta a las catecolaminas, dos circunstancias que 

reflejan su participación activa en el retorno venoso al 

corazón.
138,139

 Una disminución de la respuesta del órgano efector 

puede significar una disminución en el retorno venoso y por 

consiguiente una reducción en la precarga cardiaca. Por otra 

parte, el estudio en venas superficiales del antebrazo evita los 

efectos adicionales asociados con la hipertrofia vascular y otros 

cambios estructurales que con frecuencia aparecen en arterias de 

pacientes con hipertensión.
138

 Las venas humanas y, 

especialmente las de las extremidades superiores, no desarrollan 

aterosclerosis a menos que estén expuestas a las mismas 

condiciones hemodinámicas que las arterias, como ocurre en los 

injertos venosos.
140

 Sin embargo, con la diálisis prolongada se 

pueden presentar alteraciones estructurales en las venas
141,142

 que 



Discusión 

 

 119 

pueden representar un factor añadido en las alteraciones 

vasculares de la uremia.  

La respuesta de esta vena a estímulos nerviosos y 

farmacológicos es cualitativamente (y a veces cuantitativamente) 

similar a la obtenida en arterias localizadas en la misma región 

(arteria radial) y en ramas arteriales cutáneas de otras 

regiones.
143,144

 La relajación dependiente del endotelio tiene 

características similares a las descritas en arterias y venas de 

diversas regiones,
57,145

 incluyendo vénulas humanas del 

antebrazo, que constituyen un lecho vascular de capacitancia.
146

  

En último lugar, la expresión génica de enzimas 

implicados en la función vascular podría estar alterada en la 

insuficiencia renal crónica o como consecuencia del tratamiento 

prolongado con hemodiálisis, justificando algunos de los cambios 

funcionales observados en esta patología. No hay que olvidar que 

en otros órganos o incluso en otros lechos vasculares, la 

expresión de los mismos genes podría no verse alterada de la 

misma forma.  

 

*** 
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Los resultados expuestos en este trabajo, utilizando 

segmentos de vena cefálica in vitro, indican que la insuficiencia 

renal crónica se acompaña de alteraciones en diversos sistemas: 

a) Disminución de la respuesta relajante dependiente de 

endotelio. Alteración en la participación del óxido nítrico 

y del factor hiperpolarizante derivado del endotelio. 

b) Hipocontractilidad del músculo liso vascular. 

Disminución de la síntesis o liberación de prostaciclina y 

NO. Alteración de la participación de los canales de 

potasio y del calcio. 

c) Alteraciones en la expresión de genes implicados en la 

reactividad vascular. 

Estas conclusiones derivan de los resultados obtenidos 

agrupados en los siguientes apartados:  

RESPUESTA RELAJANTE 

La acetilcolina activa receptores muscarínicos localizados 

en el endotelio produciendo vasodilatación.
127

 Por lo tanto, la 

destrucción del endotelio implica la desaparición de esta 

relajación.  

Como han demostrado diversos autores, en la 

insuficiencia renal crónica existe una reducción en la bioactividad 
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del NO, probablemente por acúmulo de toxinas urémicas, 

ocasionando una disfunción endotelial.
147,148

 En concordancia con 

estos estudios, nuestros resultados indican una menor respuesta a 

la acetilcolina en muestras procedentes de pacientes con 

insuficiencia renal crónica. Además, como la respuesta relajante a 

la acetilcolina en segmentos venosos de pacientes hemodializados 

es mayor que la obtenida en los pacientes no dializados, podemos 

considerar que la hemodiálisis es capaz de mejorar la función 

endotelial, recuperando parte de la relajación endotelio-

dependiente.  

En la insuficiencia renal crónica se suman diferentes 

factores con un potencial riesgo aterogénico; destacamos el 

aumento de los niveles plasmáticos de homocisteina,
6
 el aumento 

de inhibidores específicos de la NOS, como el ADMA o el 

L-NMMA
55

 y el incremento del estrés oxidativo.
149

 También se 

ha asociado la disfunción vascular en la uremia a la existencia de 

unas micropartículas circulantes llamadas Annexin V+ cuyo 

origen es endotelial; estas partículas están elevadas en los 

pacientes con insuficiencia renal crónica.
150

 Todos estos factores 

pueden ser responsables en mayor o en menor medida de la 

relajación disminuida a la acetilcolina en la uremia. Es posible 

que factores estructurales en la pared vascular también puedan 

limitar la relajación del músculo liso. En este sentido se ha 
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descrito un incremento en el espesor de la capa de músculo liso 

en vena ilíaca
141

 y braquial
142

 de pacientes sometidos a diálisis. 

En la presente tesis nos hemos centrado en estudiar la 

participación de sustancias derivadas del endotelio (NO, PGI2 y 

EDHF) en la respuesta a la acetilcolina en la vena cefálica 

humana y si existen alteraciones debidas a la insuficiencia renal 

crónica o al tratamiento prolongado con hemodiálisis. 

Al igual que ocurre en otros lechos vasculares
151

 en la 

vena cefálica humana, las prostaglandinas relajantes no 

intervienen en la respuesta a la acetilcolina.  

La acetilcolina libera óxido nítrico del endotelio
127,152

 y 

nuestros resultados lo corroboran, ya que el L-NMMA, inhibidor 

de la NOS, bloqueó parte de la relajación inducida por 

acetilcolina y en presencia de L-arginina, los efectos inhibidores 

del L-NMMA fueron completamente revertidos, lo que indica 

que la L-arginina compite con los inhibidores de la NOS para 

restaurar la síntesis de NO y la relajación derivada del endotelio. 

La inhibición con L-NMMA disminuye la respuesta a la 

acetilcolina en venas de individuos sanos y de pacientes urémicos 

no dializados, mientras que en venas de pacientes sometidos a 

hemodiálisis la participación de NO en respuesta a la acetilcolina 

es prácticamente nula. Puesto que, la relajación es menor en los 

pacientes urémicos no dializados que en los individuos sanos, 
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podemos deducir que la cantidad de NO producida también será 

menor. Por lo tanto, la insuficiencia renal crónica podría 

disminuir la producción o liberación de NO en la vena cefálica 

humana, contribuyendo así a la disfunción endotelial, que a su 

vez, predispone a la aparición de aterosclerosis en estos 

pacientes.  

La disminución en la vasodilatación dependiente de 

endotelio que encontramos en la insuficiencia renal crónica 

podría ser debida al incremento de los niveles de inhibidores de la 

NOS como ADMA o L-NMMA que se da en el estado urémico.
55

 

El incremento de estas sustancias puede ser debido a la 

disminución de la DDAH, enzima responsable de la degradación 

de las dimetilargininas.
64

 En este sentido, se ha descrito una 

disminución de la DDAH a nivel renal en ratas nefrectomizadas 

como responsable del incremento de ADMA.
153

 Nuestros 

resultados indican una disminución de la expresión génica de la 

DDAH-1 en vena cefálica de pacientes urémicos, lo cual 

favorecería un aumento de compuestos guanidino que explicaría 

la disminución de la síntesis de NO en la uremia. Faltaría por 

dilucidar si la disminución en la expresión génica se traduce en 

una disminución de la síntesis proteica de la DDAH-1. 

Algunos autores demuestran que el tratamiento con 

hemodiálisis, disminuye las concentraciones plasmáticas de 

toxinas urémicas.
62,154

 Sin embargo otros demuestran que siguen 
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aumentadas tras el tratamiento.
55,63

 Aunque la hemodiálisis 

aumente la síntesis de NO porque disminuya los niveles de 

inhibidores de la NOS con respecto a los pacientes urémicos no 

dializados, funcionalmente el bloqueo con L-NMMA de las 

curvas concentración-respuesta a la acetilcolina no disminuyó la 

relajación de forma significativa. Como demostraron nuestros 

resultados, la relajación al nitroprusiato fue menor en el grupo de 

pacientes hemodializados demostrando que aunque se recuperara 

la síntesis de NO, éste podría no ser activo. Otros autores ya han 

demostrado que en pacientes urémicos dializados existe una 

disminución de la bioactividad del NO, que contribuye a la 

disfunción vascular.
147

 Esta disminución en la actividad del NO 

puede ser debida al acúmulo de sustancias inhibidoras de la NOS, 

pero este no parece ser el único motivo,
155

 ya que de ser así cabría 

esperar que la función endotelial mejorara con la administración 

de L-arginina y esto no ocurre.
155

 La hemodiálisis “per se” 

también puede disminuir la bioactividad del NO por incrementar 

los peróxidos lipídicos y disminuir los agentes antioxidantes.
156

 

El estrés oxidativo presente en los pacientes hemodializados
157

 

puede contribuir a la disfunción endotelial por aumentar la 

concentración de especies reactivas de oxígeno que disminuyen la 

bioactividad del NO.
158

 Por otra parte, la actividad de la guanilato 

ciclasa podría estar disminuida y llevar a una reducción de la 

dilatación en respuesta al NO.
159
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Factores estructurales como el aumento del espesor de la 

capa muscular lisa observado en pacientes sometidos a 

diálisis
141,142

 también podrían limitar la vasodilatación. 

La inhibición de la síntesis de NO no bloquea totalmente 

la respuesta relajante a la acetilcolina. En todos los grupos de 

estudio queda una relajación remanente. Puesto que todos los 

experimentos se realizaron en presencia de indometacina, 

podemos descartar que esta relajación remanente sea debida a la 

participación de prostaglandinas vasodilatadoras. Esta relajación 

residual puede ser debida a la participación del factor 

hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF).
160,161

 

Como ya se comentó en la introducción no está clara la 

identidad ni los mecanismos por los cuales el EDHF relaja el 

músculo liso vascular. En humanos la existencia del EDHF ha 

sido demostrada in vitro e in vivo.
83,162,163

 Se han propuesto 

algunos candidatos que podrían ser EDHF, entre los que se 

incluyen iones K
+
 del endotelio,

95
 ácido epoxieicosatrienoico,

87,88
 

peróxido de hidrógeno,
89,90

 anandamida,
91

 y péptido natriurético 

tipo C.
92

 Es posible que la naturaleza del EDHF sea diferente 

dependiendo de la especie, incluso del lecho vascular.
164

 En la 

arteria mamaria interna izquierda humana es el ácido 11,12-

epoxieicosatrienoico, producido por una o varias isoformas del 

citocromo P 450 el responsable del 40% de la relajación 

dependiente de endotelio.
165

 En pequeñas arterias, agonistas 
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dependientes de receptor como la acetilcolina, pueden inducir 

relajación por la apertura de canales de K
+
 endoteliales que son 

sensibles a la combinación de la charibdotoxina y apamina, pero 

no a la combinación de iberiotoxina y apamina o a la iberiotoxina 

sola.
95,162

  

En nuestros resultados, la relajación remanente se bloqueó 

en presencia de 20 mM de KCl lo que indica la participación de 

canales de K
+
 en esta respuesta. Puesto que esta relajación es 

sensible al tetraetilamonio, y no a la glibenclamida, parece que 

los canales implicados sean canales de K
+
 activados por Ca

2+
. 

Como la relajación es sensible a la iberiotoxina y a la 

charibdotoxina, y no lo es a la apamina, es posible que en este 

efecto estén implicados los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de 

alta conductancia. El hecho de que sea sensible a la 

charibdotoxina, un bloqueante de canales de alta e intermedia 

conductancia, no nos permite descartar la participación de estos 

últimos. Sin embargo, puesto que el bloqueo con charibdotoxina 

no es mayor que el que se obtiene con iberiotoxina, sugiere que 

los canales de intermedia conductancia no participen. Además, el 

bloqueo de todos los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 con 

charibdotoxina más apamina frente al bloqueo de los canales de 

alta y baja conductancia con iberiotoxina más apamina, no 

presenta diferencias, lo cual indica que los canales de intermedia 

conductancia tienen una participación escasa o nula. 
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La interpretación de que sea un canal en particular el que 

participe en la liberación del EDHF resulta complicada. Es 

posible que la activación de los diversos canales esté relacionada 

con el tipo y tamaño del vaso. También podría variar según la 

patología.
97

 

Nuestros resultados sugieren que el EDHF participa en la 

relajación dependiente del endotelio en todos los grupos de 

estudio pero juega un papel especialmente importante en la 

relajación dependiente de endotelio en venas de pacientes 

tratados con hemodiálisis. En venas de dichos pacientes, la 

disminución de la relajación mediada por NO podría estar 

compensada por un incremento de la relajación causada por el 

EDHF lo cual representaría un mecanismo novedoso de 

regulación del tono vascular cuando la vía del NO está dañada.
166

 

Estos mecanismos vasodilatadores compensatorios se han 

sugerido tanto en humanos
167

 como en animales.
168

 

En diversas preparaciones vasculares la acción del EDHF 

implica la participación de los canales rectificadores de K
+
 y la 

bomba Na
+
-K

+
 que son inhibidos por bario y ouabaina 

respectivamente.
95,169

 En nuestros experimentos, esta 

combinación de inhibidores abolió la relajación resistente a 

L-NMMA e indometacina sugiriendo que el EDHF inducido por 

la acetilcolina activa la bomba Na
+
-K

+
 y los canales rectificadores 

de K
+
. Si la concentración de K

+
 en el medio extracelular 
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aumenta ligeramente, los canales rectificadores de K
+
 se activan 

sacando K
+
 de la célula muscular y por tanto contribuyendo a la 

hiperpolarización de la célula muscular lisa.  

La extrapolación de estos hallazgos a la situación in vivo 

debe hacerse con cautela. La función endotelial también está 

modulada por el estrés de flujo,
170

 un factor que no puede 

considerarse en nuestros estudios in vitro.  

En conclusión, nuestros resultados indican que en venas 

de pacientes sometidos a hemodiálisis durante un período 

prolongado de tiempo, la liberación de NO inducida por 

acetilcolina es abolida. La relajación inducida por acetilcolina en 

estas venas está mediada principalmente por el factor 

hiperpolarizante derivado del endotelio. En la relajación inducida 

por EDHF participarían los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de 

alta conductancia, la bomba Na
+
-K

+
, y los canales rectificadores 

de K
+
. 

Finalmente este estudio ha demostrado que el EDHF 

puede representar un novedoso mecanismo adaptativo que suple 

la carencia de relajación mediada por el NO en la insuficiencia 

renal crónica. 
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RESPUESTA CONTRÁCTIL 

El KCl a grandes concentraciones produce 

despolarización de la membrana seguida de contracción del 

músculo liso vascular, constituyendo una prueba de la capacidad 

contráctil. La respuesta contráctil al KCl (60 mM) en muestras 

procedentes de pacientes con insuficiencia renal crónica es menor 

que la del grupo control indicando que esta enfermedad 

disminuye la capacidad contráctil del músculo liso en este 

territorio venoso. Estos efectos podrían ser el resultado de los 

cambios estructurales en la pared vascular descritos en esta 

patología. 
141,142

 

La menor capacidad contráctil al KCl y a la noradrenalina 

en las venas de los pacientes con insuficiencia renal crónica se 

podría relacionar con alteraciones en el calcio. En este sentido, la 

respuesta al CaCl2 en un medio sin calcio (con KCl 100 mM o 

noradrenalina 10
-6

 M), es menor en muestras procedentes de 

pacientes urémicos. Estos resultados indican que la uremia puede 

alterar los mecanismos de incorporación de Ca
2+

 voltaje o 

receptor dependiente al músculo liso de la vena cefálica. Estos 

efectos no revierten con la hemodiálisis. 

La noradrenalina, además de permitir la entrada de calcio 

extracelular, es capaz de movilizar los depósitos de calcio 

intracelular. Por eso en un medio sin calcio una concentración 
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adecuada de noradrenalina, en este caso 10
-6 

M, es capaz de 

producir una pequeña contracción que será debida a la salida de 

calcio de los depósitos intracelulares. Nuestros resultados han 

demostrado que esta contracción es menor en las venas 

procedentes de pacientes urémicos. Esto puede indicar una 

disminución de la capacidad de almacenamiento de calcio en la 

uremia o una disminución en la liberación de calcio intracelular 

en respuesta a la noradrenalina.  

Se sabe que en la insuficiencia renal crónica hay una 

disminución de la actividad de la bomba Na
+
-K

+
 en células del 

músculo liso y en otros tejidos.
171

 La inhibición de la bomba de 

Na
+
-K

+
 permite aumentar el sodio en el interior celular, lo que 

haría disminuir la entrada de calcio.
172

  

Todos estos factores pueden contribuir a la disminución 

de la respuesta contráctil en venas de pacientes urémicos. 

Respuesta a la noradrenalina 

La noradrenalina produce una contracción dependiente de 

la concentración. Esta respuesta es menor en muestras de 

pacientes con insuficiencia renal crónica. Sin embargo, otros 

autores han demostrado que en arterias cutáneas de resistencia la 

respuesta a la noradrenalina es mayor en pacientes urémicos. 

Estas diferencias pueden ser debidas al tipo de vaso utilizado 

(arteria frente a vena) o a diferencias regionales.
148

 En este caso 
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el incremento de la respuesta a la noradrenalina puede ser 

secundario a cambios en la estructura de la pared arterial en la 

insuficiencia renal crónica incluyendo el aumento de la rigidez 

que reduciría la distensibilidad de las arterias.
148

 

Se ha descrito un aumento de los niveles de noradrenalina 

en plasma de pacientes con insuficiencia renal crónica, que podría 

disminuir la expresión de los receptores adrenérgicos y explicar 

una menor respuesta a la noradrenalina en los segmentos 

vasculares de pacientes urémicos.
173

  

Estudios previos han demostrado que la prostaciclina es la 

prostaglandina más abundante en el sistema venoso.
174,175

 En 

nuestro estudio, la inhibición con indometacina incrementa la 

respuesta contráctil a la noradrenalina en el grupo control, 

confirmando que la estimulación de los adrenoceptores induce la 

liberación de prostanoides vasodilatadores, como se ha descrito 

en venas de la mano.
175

 Sin embargo, esto no ocurre en muestras 

de pacientes urémicos por lo que cabe deducir que la uremia 

inhibe la producción de prostaglandinas relajantes o bien aumenta 

la producción de prostaglandinas contráctiles en respuesta a la 

noradrenalina. El enzima clave para la formación de 

prostaglandinas es la ciclooxigenasa en sus dos isoformas COX-1 

y COX-2.
176

 Se ha relacionado la COX-1 con la síntesis de 

prostaglandinas contráctiles
34

 y la COX-2 con la de 

prostaglandinas relajantes.
35

 Nuestros resultados indican que no 
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hay diferencias en la expresión génica de la COX-1, lo cual 

estaría en consonancia con que no se produzca un aumento de 

prostaglandinas contráctiles. Sin embargo, la hemodiálisis 

aumenta la expresión génica de la COX-2 lo que podría traducirse 

en un aumento en la producción de prostaglandinas relajantes. A 

nivel de reactividad vascular, no observamos indicios de una 

mayor participación de prostaglandinas relajantes en pacientes 

urémicos sometidos a hemodiálisis, en respuesta a la 

noradrenalina. En pacientes sometidos a hemodiálisis se ha 

observado una microinflamación crónica
177

 que podría ser la 

responsable de la inducción de la expresión génica de la COX-2. 

Las variaciones en la expresión génica no implican 

necesariamente un cambio a nivel funcional, como nos ocurre en 

este caso, puesto que podría tratarse de un fallo 

postranscripcional. 

En los segmentos venosos del grupo control, el L-NMMA 

incrementa la respuesta contráctil a la noradrenalina, indicando 

que la noradrenalina induce la liberación de NO endotelial. La 

noradrenalina estimula los -adrenoceptores de la célula 

endotelial
178

 o activa mecanismos indirectos que consisten en una 

cascada de señales que empiezan en el músculo liso y que 

terminan en la célula endotelial.
179

 Por lo tanto, si suprimimos el 

efecto relajante del NO, la noradrenalina produce una contracción 

mayor.
128,178

 Esto es lo que ocurre en el grupo control. Sin 
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embargo, no sucede lo mismo en venas procedentes de pacientes 

urémicos, donde la incubación con L-NMMA no modifica la 

curva concentración-respuesta a la noradrenalina. Este hecho 

podría ser debido a que la uremia produce una disfunción 

endotelial en la cual está afectada la vía de síntesis de NO. Las 

células endoteliales producen metilargininas en cantidades 

suficientes para inhibir la producción de NO.
180

 El acúmulo de 

estas toxinas urémicas en los pacientes con insuficiencia renal 

crónica
55

 puede ser la causa de la inhibición de la NOS y por 

consiguiente de la disminución en la síntesis de NO.  

Hay otros factores que pueden contribuir a la disminución 

de la producción o liberación de NO. La hemodiálisis “per se” 

produce una disminución de la bioactividad del NO por 

incremento de los peróxidos lipídicos y una disminución de 

agentes antioxidantes.
156

 El estrés oxidativo presente en los 

pacientes hemodializados
157

 puede contribuir a la disminución de 

la bioactividad del NO.
158

  

El calcio unido a la calmodulina interviene en la 

activación de la NOS.
181,182

 La disminución en la entrada de 

calcio observada en las venas de pacientes urémicos también 

podría afectar a la correcta síntesis y liberación de NO por las 

células endoteliales. 
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La inhibición conjunta de la COX y la NOS no produjo 

mayor respuesta a la noradrenalina. Por lo tanto nuestros 

resultados indican que en la vena cefálica humana no se produce 

un sinergismo entre la producción de prostaciclina y NO inducida 

por noradrenalina, contrariamente a lo descrito por otros 

autores.
183

  

La respuesta relajante a la acetilcolina en la vena cefálica 

está mediada por NO y por EDHF, en cuyo mecanismo 

intervienen los canales de potasio activados por calcio de alta 

conductancia y es posible que sean estos mismos canales los que 

participen modulando la respuesta contráctil a la noradrenalina. 

Nuestros resultados muestran que tanto la iberiotoxina como la 

charibdotoxina potencian la contracción a la noradrenalina en 

venas procedentes del grupo control y dializados, sugiriendo la 

activación de canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta 

conductancia. Sin embargo ni la apamina ni la glibenclamida 

tienen efecto sobre la respuesta contráctil a la noradrenalina, lo 

que descarta la participación de canales de K
+
 activados por Ca

2+
 

de baja conductancia y los canales de K
+
 sensibles a ATP, al igual 

que ocurría en la relajación inducida por la acetilcolina. 

En muestras de pacientes urémicos no dializados el 

bloqueo con iberiotoxina o charibdotoxina no modifica la 

respuesta contráctil inducida por la noradrenalina, indicando una 

disminución en la participación de los canales de K
+
 activados 
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por Ca
2+

 de alta conductancia. Estudios previos en carótida de 

rata, también han demostrado que la uremia produce una 

disminución de la participación de los canales de K
+
 activados 

por Ca
2+

.
184

 

La hemodiálisis a la que son sometidos estos pacientes 

recupera la participación de los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 

de alta conductancia en respuesta a la noradrenalina. 

Con nuestros resultados podemos decir que en el grupo 

control y en el de pacientes dializados, los canales de K
+ 

activados por Ca
2+

 de alta conductancia participan en la respuesta 

a la noradrenalina. Precisamente son los dos grupos en los que 

hemos observado mayor respuesta a la acetilcolina, indicando que 

tienen mejor función endotelial dependiente de EDHF. 

En la insuficiencia renal crónica se acumula potasio en 

plasma
185

 y la hemodiálisis es capaz de eliminar este exceso. Los 

urémicos no dializados tendrían un incremento de la 

concentración de potasio extracelular dificultando la función de 

los canales de potasio en respuesta a la noradrenalina y a la 

acetilcolina. La hemodiálisis normaliza la hiperkalemia
186

 y 

recupera la funcionalidad de estos canales que participan en el 

mecanismo de acción del EDHF. El aumento de expresión del 

gen que codifica los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta 

conductancia en venas de pacientes urémicos no dializados, 
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podría ser debido a un intento por compensar la baja 

funcionalidad de estos canales. 

No hay que olvidar que la participación de estos canales 

de K
+
 no excluye un posible papel de otro tipo de canales de K

+ 

que bajo nuestras condiciones experimentales pueden permanecer 

inactivados. La naturaleza de estos canales puede depender tanto 

del lecho vascular, como de la patología.
97

  

Respuesta al estímulo eléctrico 

En la literatura existen pocos datos sobre la 

caracterización del estímulo neurógeno de la vena cefálica 

humana. Hemos determinado que la vena cefálica contrae en 

respuesta al estímulo eléctrico de forma frecuencia-dependiente. 

Esta respuesta es debida a la liberación de noradrenalina de las 

terminaciones nerviosas perivasculares que ejerce su acción sobre 

receptores 1 adrenérgicos localizados en el músculo liso 

vascular. La respuesta al estímulo eléctrico está disminuida en 

muestras procedentes de pacientes urémicos. Puesto que la 

entrada de calcio extracelular está disminuida en la insuficiencia 

renal crónica, ésta podría ser una de las causas de la disminución 

de la respuesta contráctil al estímulo eléctrico. Además, la uremia 

produce lesiones en las terminaciones nerviosas vasculares,
187-189

 

que no mejoran con la hemodiálisis.
190,191

 En este sentido, 

nuestros resultados demuestran que la hemodiálisis disminuye la 
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capacidad del vaso para contraer en respuesta al estímulo 

eléctrico.  

Al igual que ocurría al administrar noradrenalina, la 

contracción inducida por el estímulo eléctrico en el grupo control 

se potencia con la inhibición de la COX o de la NOS, de lo que 

podríamos deducir que el estímulo neurógeno en venas de 

individuos sanos es capaz de liberar noradrenalina que a su vez 

induciría la liberación de prostaciclina y NO, que atenuarían la 

contracción del músculo liso vascular. Este efecto potenciador de 

la indometacina o el L-NMMA no se observa en las venas de los 

pacientes urémicos, indicando una menor participación de 

prostaglandinas relajantes y NO en respuesta a la noradrenalina 

liberada por el estímulo eléctrico. 

En los tres grupos de estudio, la inhibición conjunta de la 

COX y la NOS produjo una mayor contracción en respuesta al 

estímulo eléctrico que la inhibición de cada una de ellas por 

separado indicando un posible sinergismo entre ambas vías, que 

sólo se daría a nivel presináptico, puesto que no lo observamos en 

las curvas concentración-respuesta a la noradrenalina.  

Se ha demostrado que las neuronas producen prostaciclina 

y que su síntesis aumenta con la adición de ácido araquidónico y 

la estimulación eléctrica.
192

 También se ha estudiado 
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ampliamente la liberación de NO por las terminaciones 

nitrérgicas perivasculares.
143,193-195

 

Se ha descrito que la prostaglandina E1 y el VIP modulan 

receptores presinápticos en nervios adrenérgicos y en 

consecuencia inhiben la liberación de noradrenalina.
196,197

 De la 

misma forma la prostaciclina podría estar actuando sobre los 

receptores presinápticos, disminuyendo la liberación de 

noradrenalina. También el NO puede actuar sobre la terminación 

adrenérgica disminuyendo la liberación de noradrenalina.
193

  

Se ha demostrado que las sustancias que activan la 

guanilato ciclasa y aumentan los niveles de GMPc disminuyen el 

flujo de noradrenalina en respuesta al estímulo neurógeno.
198

 Sin 

embargo, no hay datos concluyentes que demuestren que el 

AMPc ejerza el mismo efecto sobre la liberación de 

noradrenalina de la terminación adrenérgica. En vena safena 

humana se ha observado una mayor contracción al estímulo 

eléctrico al bloquear la guanilato ciclasa.
199

 En nuestro trabajo 

inhibimos la producción de NO con L-NMMA. Por lo tanto los 

niveles de GMPc disminuirían, no ejercería el efecto inhibitorio 

sobre la terminación adrenérgica y se liberaría más noradrenalina 

en respuesta al estímulo eléctrico. Además se ha descrito un 

sinergismo a nivel de los segundos mensajeros AMPc y GMPc.
200

 

En nuestros resultados este sinergismo se da únicamente a nivel 

presináptico. En este sentido un estudio en arteria mesentérica de 
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ratas hipertensas pone de manifiesto que la incubación con un 

inhibidor de la prostaciclina sintasa disminuye la liberación de 

NO inducida por la estimulación neurógena, indicando que la 

prostaciclina estimula la liberación de NO neuronal.
195

 

Este sinergismo, como ya habíamos comentado sólo se 

observa a nivel presináptico y en los tres grupos de estudio. Al 

inhibir la COX se impide la producción de la prostaciclina tanto 

endotelial como neuronal. Debido a la disminución de la 

participación de prostaciclina endotelial en la uremia, la cantidad 

de prostaciclina que participaría en respuesta al estímulo eléctrico 

sería insuficiente para observar potenciación de la respuesta 

contráctil al incubar con indometacina en las venas de pacientes 

urémicos. Lo mismo sucedería al inhibir la NOS; se impediría la 

participación de NO tanto neuronal como endotelial pero este 

último está marcadamente disminuido en las venas de pacientes 

urémicos, por lo tanto la cantidad de NO que participa en 

respuesta al estímulo eléctrico es muy pequeña y por eso no se 

observa potenciación al administrar sólo L-NMMA.  

La inhibición únicamente de una de las vías, bien de la 

COX o bien de la NOS, no resulta suficiente para potenciar la 

respuesta contráctil al estímulo eléctrico. Sin embargo, al inhibir 

conjuntamente ambas vías sí que observamos dicha potenciación, 

indicando un sinergismo exclusivamente presináptico que no se 
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altera ni con la insuficiencia renal crónica ni con el tratamiento 

prolongado con hemodiálisis. 

El bloqueo de los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta 

conductancia potencia la contracción inducida por el estímulo 

eléctrico en los tres grupos de estudio, indicando la participación 

de dichos canales.  

En el grupo de pacientes urémicos no dializados, la 

incubación con los bloqueantes de estos canales no potenció la 

contracción inducida por la noradrenalina exógena, lo que indica 

que la noradrenalina no es capaz de inducir la liberación del 

EDHF a través de estos canales. Por lo tanto el efecto potenciador 

sólo se da a nivel presináptico. En las venas de pacientes 

urémicos no dializados la relajación mediada por EDHF en 

respuesta a la acetilcolina está disminuida comparada con el 

grupo control y el de pacientes hemodializados. Por consiguiente 

en los pacientes urémicos no dializados podríamos concluir que 

los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 que participan en la 

respuesta contráctil al estímulo eléctrico se localizan a nivel 

presináptico. En apoyo a esta hipótesis se ha descrito la existencia 

de canales de K
+
 activados por Ca

2+
 en las neuronas. 

201
  

Así pues, en la vena cefálica de los tres grupos de estudio 

la respuesta contráctil al estímulo eléctrico es atenuada por la 

salida de K
+
 a través de los canales de K

+
 activados por Ca

2+
 de 
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alta conductancia localizados a nivel presináptico. En el grupo 

control y en el de pacientes hemodializados, también 

participarían de canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta 

conductancia postsinápticos. 

ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

Como ya se ha comentado, el estudio de la expresión 

génica puede mostrar alteraciones debidas a la enfermedad, que 

no lleguen a hacerse patentes cuando realizamos un estudio 

funcional.  

La DDAH-1 se infraexpresa en la vena cefálica de 

enfermos urémicos. Esta podría ser la causa del incremento de 

toxinas urémicas en los pacientes con insuficiencia renal 

crónica.
55

 

La COX-1 no se altera con la insuficiencia renal crónica, 

pero el tratamiento de estos pacientes con hemodiálisis supone un 

aumento de la isoforma inducible COX-2, que no se traduce en 

cambios notables en la respuesta funcional. Quizás la 

sobreexpresión de la COX-2 sea debida al tratamiento con 

hemodiálisis durante un largo periodo de tiempo. Se ha observado 

una microinflamación crónica que aumenta la morbilidad 

cardiovascular en pacientes sometidos a hemodiálisis.
177

 En estos 

pacientes existe un aumento de niveles plasmáticos de 
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marcadores inflamatorios como la proteína C reactiva o la 

IL-6.
202

 La sobreexpresión de la COX-2 puede ser debida a este 

estado de inflamación crónica que sufren los pacientes 

hemodializados. 

Un estudio reciente en arteria radial de pacientes urémicos 

pone de manifiesto un aumento de la expresión proteica de la 

eNOS, que no se traduce en un aumento de la actividad del 

NO.
203

 En nuestros resultados, la expresión génica de la eNOS 

aumenta en la vena cefálica de pacientes urémicos no dializados, 

sin embargo la producción de NO no parece estar aumentada 

debido probablemente a que la eNOS se encuentra inhibida por 

las toxinas urémicas. La hemodiálisis disminuiría estos 

inhibidores hasta unos niveles que permitirían restablecer la 

expresión de la eNOS. 

La hiperkalemia y la disfunción endotelial presente en los 

pacientes urémicos no dializados disminuirían la participación de 

los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta conductancia en la 

respuesta vascular. Esta disminución en la funcionalidad de los 

canales de K
+
 podría ser la responsable de la sobreexpresión 

génica observada en el grupo de urémicos no dializados. 
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1. En las venas de pacientes urémicos, la respuesta a la 

acetilcolina está disminuida, indicando una disfunción 

endotelial. La hemodiálisis restablece en parte la 

relajación dependiente de endotelio pero no mediada por 

NO, sino por EDHF, que implica la participación de 

canales de K
+
 activados por Ca

+2
 de alta conductancia, 

rectificadores de potasio y la bomba Na
+
-K

+
. 

2. En la uremia el músculo liso vascular se muestra 

hiporreactivo ante estímulos constrictores y dilatadores 

debido probablemente a una disminución de la entrada de 

calcio extracelular y a alteraciones metabólicas. 

3. En la uremia disminuye la participación de prostaciclina, 

NO y canales de K
+
 activados por Ca

+2
 de alta 

conductancia en respuesta a la noradrenalina pero sólo la 

participación de estos últimos se recupera con la 

hemodiálisis. 

4. La uremia disminuye la participación de prostaglandinas y 

NO en respuesta al estímulo neurógeno, pero no altera la 

participación de los canales de K
+
 activados por Ca

+2
 de 

alta conductancia. A nivel presináptico existe un 

sinergismo entre la prostaciclina y el NO o entre sus 

segundos mensajeros AMPc y GMPc que no se altera por 

la insuficiencia renal crónica. 
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5. La expresión génica de la DDAH-1 disminuye en la 

insuficiencia renal crónica pudiendo ser la causa del 

acúmulo de ADMA y L-NMMA. La eNOS se 

sobreexpresa en las venas de los pacientes urémicos no 

dializados. La insuficiencia renal crónica no afecta a la 

expresión de la COX-1. Sin embargo la COX-2 se 

sobreexpresa en los pacientes urémicos sometidos a 

hemodiálisis, probablemente debido a la 

microinflamación crónica que padecen. La expresión 

génica de los canales de K
+
 activados por Ca

2+
 de alta 

conductancia aumenta en el grupo de venas procedentes 

de pacientes urémicos no dializados y vuelve a la 

normalidad con la hemodiálisis.  
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