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Justificacion

La hipertension arterial (HTA) esencial es la enfermedad mas frecuente de cuantas
afectan a la humanidad y su prevalencia se cifra entre el 20 y el 25 por ciento de la
poblacion adulta. Gran numero de estudios demuestran que a mayor presion arterial
(PA), mayores son la morbilidad y la mortalidad de causa cardiovascular; lo que
avala el hecho de que constituya uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular. La evidencia acumulada hasta el momento hace suponer que la HTA
esencial se desarrolla por la accién combinada de dos grupos de factores: factores
genéticos, demostrados por la existencia de una importante agregacion familiar de
esta enfermedad y factores ambientales diversos. Entre estos ultimos se han
implicado las dietas ricas en cloruro sédico y pobres en calcio, la ingesta alcohdlica,
las dietas hipercaloricas y el estrés.

En la ultima decada ha existido un creciente interés ante la posibilidad de que la
HTA esencial pueda estar causada por una alteracion en la homeostasis intracelular
de algunos iones, especialmente el Na* y el Ca®. El avance producido en el
conocimiento del metabolismo idnico a nivel celular y mas concretamente, de los
mecanismos que regulan su transporte a través de las membranas celulares, ha
permitido la deteccion de diversas anomalias caracterizadas por un déficit en la
funcidn de las proteinas transportadoras. Este hecho ha permitido sentar las bases
moleculares de la relacion existente entre el consumo de sal y la HTA esencial.
En el Servicio de Medicina Interna General del Hospital Clinic i Provincial de

Barcelona ha existido desde hace ya varios afios un marcado interés en la

'i‘J




Justificacion

investigacion de los mecanismos implicados en la etiopatogenia de la HTA esencial.
El estudio del transporte de Na* a través de la membrana celular fué iniciado por el
director de esta tesis, el Dr. A Coca', que demostro la existencia de una alteracion
del flujo catiénico activo en los eritrocitos de los pacientes hipertensos esenciales
y de sus hijos normotensos. Posteriormente, el Dr. A de la Sierra® pudo clasificar a
los hipertensos esenciales en subgrupos atendiendo a las anomalias en los sistemas
de transporte transmembranario de Na* y a la existencia de caracteristicas clinicas
diferenciales. La presente tesis doctoral continua la linea iniciada por este Grupo de
Investigacion y pretende aportar nuevos aspectos sobre la implicacion del Na* y su
relacién con el Ca* y sus sistemas de transporte, dado que el contenido intracelular
de estos dos iones y su regulacion parecen estar interrelacionados. Puesto que el
Na* intracelular ejerce su efecto presor a través del incremento en el contenido de
Ca?, resulta légico pensar que una alteracién en los mecanismos que regulan el
transporte de este catién y, mas concretamente la ATPasa Ca*-dependiente,
pueden tener relacion con la etiopatogenia de la HTA. Cabe decir al respecto que
uno de los miembros de nuestro grupo ha puesto de manifiesto la existencia de una
alteracion en la funcién cinética de dicha ATPasa en un pequefio nimero de
pacientes hipertensos esenciales®.

La presente tesis doctoral pretende demostrar la existencia de un subgrupo de
hipertensos esenciales caracterizados por anomalias de la ATPasa Ca*'-

dependiente entre los pacientes afectos de HTA esencial de nuestro medio.




Justificacion

No obstante, este estudio no se detiene a un nivel puramente experimental. Cabe
esperar que con una muestra amplia, este subgrupo de hipertensos esenciales
presente caracteristicas clinicas que lo diferencie del resto de hipertensos, hecho
que parece vislumbrarse en nuestros trabajos previos, aunque las muestras
utilizadas han sido generalmente poco significativas. La posibilidad de establecer
una correlacion clinico-celular supondria un paso importante hacia la redefinicion de
la HTA esencial como un sindrome, en el que se incluirian diferentes entidades
nosoldgicas diferenciables tanto en el aspecto clinico como en el de la biologia

celular.
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Revision HTA y mebrana celular

1. La  hipertension arterial esencial como

enfermedad de la membrana celular.

1.1. Introduccidn.

El conocimiento acumulado hasta la actualidad, hace suponer que la hipertension
arterial esencial (HTAe) se desarrolla por la accién combinada de al menos dos
grupos de factores: factores genéticos y factores ambientales de diversa indole,
entre los que se han implicado el excesivo consumo de sal y las dietas con un
pobre contenido en calcio, magnesio y potasio.

La posibilidad de que la HTAe pueda ser causada por una alteracion en la
homeostasis intracelular de estos iones, ha sido motivo de un creciente interés
en la ultima década. El avance producido en el conocimiento del metabolismo
ionico a nivel celular y, mas concretamente, de los mecanismos que regulan su
transporte a través de las membranas celulares, ha hecho posible la deteccion
de diversas anomalias caracterizadas por un deficit en la funcién de las proteinas
transportadoras. Estas alteraciones descritas a nivel del metabolismo i6nico
celular han permitido sentar las bases moleculares de la relacion existente entre
el consumo de sodio, calcio, magnesio y potasio, y la HTAe.

El progresivo incremento de las cifras de presion arterial (PA) que se observa con
el aumento de edad en las civilizaciones desarrolladas parece ser un evento

filogenético reciente, atribuible en gran parte al uso de la sal como aditivo de los
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alimentos®. En los ultimos 5.000 afios, el desarrollo de la tecnologia necesaria
para la obtencién de la sal comun procedente de las minas o del agua del mar ha
permitido al ser humano la conservacion de los diferentes alimentos en forma de
salazén. En aras a evitar el crecimiento bacteriano y fungico, la conservacion
mediante sal comun requiere de altas concentraciones de cloruro sédico por
gramo de tejido. Probablemente, el paladar de las sucesivas generaciones se ha
ido adaptando de manera progresiva a estas altas dosis y su resultado ha sido
el uso de sal como apreciado condimento. Este hecho podria ser la explicacion
de que el consumo habitual de cloruro sédico sea del orden de 10 a 30 veces
superior a las necesidades fisiologicas del ser humano®.

Ambard y Beaujard® sugirieron, hace ya mas de 80 afios, que el excesivo
consumo de sal en la dieta podia ser el responsable del aumento de las cifras de
PA de algunos individuos. Desde entonces, gran numero de estudios
epidemiolégicos™®, experimentales'®!" y clinicos'*'* han dado soporte a las
primeras observaciones y corroborado la inequivoca relaciéon entre el consumo
de saly la HTAe.

El intento de extrapolar conclusiones emergentes de datos epidemiolégicos a
experiencias individuales en la clinica ha generado innumerables controversias.
Desde un punto de vista general, 1a hipétesis “sal-hipertension” sostiene que la
mayoria de los humanos son sensibles a la exposicion a la sal. Sin embargo,
unicamente algunos individuos responden con descensos de presion frente a la

restriccion salina, lo que sugiere una susceptibilidad individual a la sal’® de modo
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similar a lo que sucede en el animal de experimentacion''.

Contrariamente a la sal comun, cuya relacion con la HTA se sospecha desde
hace casi 100 anos, las primeras observaciones que relacionaban el consumo de
calcio con el riesgo cardiovascular fueron publicadas hace apenas tres
decadas'®. Estos trabajos iniciales permitieron demostrar que las comunidades
que consumian un agua mas dura presentaban indices mas bajos de muerte por
enfermedad cardiovascular'”'®.

En los ultimos afos, diversos estudios epidemiolégicos'®?® han identificado el
bajo consumo de calcio en la dieta como un factor de riesgo para el desarrollo de
la HTA. Esta relacion ha persistido incluso después de controlar variables tales
como la edad, raza, sexo, peso y consumo de alcohol. Otros factores implicados
por dichos estudios, tales como las dietas deficitarias en potasio, magnesio o
fésforo pueden ser explicadas por el hecho de que la principal fuente de calcio
de la alimentacion es tambien la principal fuente de estos otros componentes. En
lineas generales puede decirse que un persona que consume por término medio
una dieta con 300 mg diarios de calcio tiene un riesgo para el desarrolio de HTA
entre un 11% y un 14% superior a otro de su misma edad, sexo y raza que
consuma 1200 mg diarios'®.

A esta evidencia de tipo epidemioldgico hay que anadir otra derivada de la
existencia de algunos transtornos del metabolismo del calcio detectados en
pacientes y animales afectos de HTAe. Entre ellos, el mas importante es el

hallazgo de unos niveles bajos de calcio idnico sérico®®?’. Un estudio de
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McCarron et al*® demostro una disminucion del calcio sérico total en los pacientes
hipertensos mientras que, paradodjicamente, en algunos otros se puso en
evidencia una correlacion positiva entre los valores de PA y el calcio sérico®.
Estas observaciones contradictorias podrian ser debidas a la falta de correccion,
en estos ultimos, de la relativa hemoconcentracion presente en muchos pacientes
hipertensos, de modo que el aumento de los niveles de calcio sérico total serian
reflejo del aumento de la concentracion de albumina®'. Tal como légicamante
podrian predecir unos niveles de calcio idnico sérico bajo, los niveles de hormona
paratiroidea se han encontrado elevados en pacientes hipertensos???®, en estos
estudios, el aumento de la hormona paratiroidea se asociaba a un aumento en
la excrecion urinaria de AMP ciclico. Otro indicador de la alteracion del
metabolismo del calcio, el descenso en los niveles de fosfato sérico, ha sido
observada en la HTAe?*?*2°*% g| tiempo que la existencia de una correlacion
inversa entre niveles de fosforo y valores de presion arterial®>'.

Otra evidencia adicional que relaciona el calcio con la HTA deriva de los estudios
terapéuticos del grupo de McCarron® en los que se demuestra un descenso en
las cifras de PA en casi la mitad de los hipertensos esenciales tratados con

1** demostraron un incremento de la

suplementos de calcio. Asimismo, Erne et a
concentracion intraplaquetaria de calcio en pacientes afectos de HTAe.
En resumen, los datos de los que disponemos hasta la actualidad no son

concluyentes por lo que respecta a la existencia de una clara relacion entre un

trastorno subyacente del metabolismo del calcio y la etiopatogenia de la HTAe.
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En este sentido, al igual que ocurrié hace afos con el sodio, la mayor evidencia
que implica dicha alteracion como causa de la HTA ha surgido de los estudios a

nivel del metabolismo celular de este cation.

1.2. El sodio en la etiopatogenia de la HTA

La hipotesis de que la HTA esencial se relacionaba con alteraciones del
contenido intracelular de Na*, fue descrita por primera vez por Tobian y Binion>
en 1952, al detectar en examenes “postmortem”, un aumento del contenido
intracelular de Na" en la fibras musculares lisas de arterias renales procedentes
de individuos hipertensos esenciales. Desde entonces, y hasta nuestros dias, se
han confirmado algunos de los resultados iniciales, y se han caracterizado
diferentes anomalias genéticas de los sistemas enzimaticos que catalizan el
transporte de Na* a través de las membranas celularesy, asimismo, se ha podido
detectar la presencia de sustancias plasmaticas circulantes capaces de modular
la actividad de estos sistemas en los hipertensos esenciales®. A pesar de que
la gran profusion de datos referidos en la literatura médica muestran en
ocasiones resultados contradictorios, las anomalias descritas tienden a provocar,
en la mayoria de los casos, aumentos en la concentracion intracelular de sodio®.
La HTAe es una entidad clinica mediada eminentemente por un aumento de las
resistencias periféricas, lo que en gran medida es debido al aumento del tono de

la fibra muscular lisa vascular. La dificultad que supone el acceso a estas fibras
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en los pacientes hipertensos, asi como los problemas éticos que plantea, han
condicionado la utilizacion de células hematicas circulantes en la investigacion
clinica, especialmente hematies, por su facil obtencién y manejo. Aunque estas
células no se hallan directamente implicadas en los mecanismos que regulan la
presion arterial, su estudio debe considerarse como un modelo de lo que ocurre
en otros lugares del organismo. Es de destacar al respecto, que la mayoria de los
sistemas de transporte transmembranario de Na" son comunes a todas las
células del organismo y que las alteraciones halladas en hematies y leucocitos
se han reproducido en células de fibras musculares lisas vasculares, células del
tubulo renal y neuronas noradrenérgicas procedentes de animales de

experimentacion.

1.2.1. Aumento de la concentracion intracelular de Na*

En 1960, Losse et al*” observaron un aumento del contenido de Na* en hematies
de individuos con hipertension esencial. Desde entonces, numerosos autores han
corroborado dichos hallazgos, tanto en pacientes hipertensos**° como en ratas
espontaneamente hipertensas*', e incluso en individuos normotensos con
antecedentes en familiares de primer grado de HTAe*.

No obstante, dado que el metabolismo celular del Na* depende basicamante de
sus sistemas de transporte transmembranario, el aumento de contenido

intracelular podria ser secundario a alguna anomalia en estos sistemas.
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1.2.2. Alteraciones de la difusion pasiva de Na’

Garay y Nazaret* demostraron la existencia de un aumento del flujo de salida de
Na* por difusién pasiva en eritrocitos de algunos hipertensos esenciales, y
consiguieron asi caracterizar a un subgrupo de pacientes cuyos valores de
difusidbn pasiva eran claramente superiores a los limites mas altos de la
normalidad. E!l defecto de permeabilidad pasiva que presentaban los hematies
de estos pacientes ha sido definido como anomalia “Leak (+)".

Este aumento ha sido confirmado también por Wessels y Zumkley*, asi como por
De la Sierra et al*, y puede ser detectado entre el 1% y el 12% de los
hipertensos esenciales de nuestra poblacién®. El que en estos pacientes la
concentracion intracelular de Na* sea normal o alta, puede depender de la
existencia y magnitud de un aumento simultaneo de las velocidades de extrusion
de Na' por parte de la ATPasa Na*-K* y del cotransporte Na*-K'-CI', que actuan

como sistemas compensadores de esta anomalia.

1.2.3. Alteraciones en la ATPasa Na*-K"

La bomba de sodio se halla virtualmente presente en todas las membranas del
organismo y el flujo de Na' dependiente de élla puede variar por la accion de
sustancias moduladoras de su actividad, por modificaciones en el numero de
unidades proteicas de bomba de la memebrana celular, o por alteraciones de la
afinidad de la bomba por el Na" intracelular.

El intento de identificar una sustancia natriurética “oubaina-like” y su implicaciéon

|2
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en la génesis de la HTAe, ha sido una constante en |a literatura médica. En los
ultimos anos ha existido un renovado interés por el aislamiento y caracterizacion
de inhibidores circulantes de la ATPasa Na*-K', que ha culminado con la reciente
purificacion e identificacion estructural de una sustancia endogena, presente en
el plasma humano a niveles subnanomolares, que se fija a los receptores de los
glicésidos digitalicos con alto grado de afinidad y es indiferenciable de la
oubaina. Esta “oubaina-like” humana inhibe la ATPasa Na*-K" y la entrada de
%Rb" a la célula, y disminuye la velocidad maxima de la ATPasa Na*-K", por lo
que seria responsable de una anomalia adquirida de la bomba de Na’. Las
mayores concentraciones de esta sustancia han sido detectadas en la
suprarrenales, lo cual sugiere que estas glandulas y no el hipotalamo, son la
fuente del compuesto circulante®.

En un estudio de las propiedades cinéticas de la ATPasa Na'-K" en una
poblacion de hipertensos esenciales, Diez et al*’ consiguieron identificar a un
subgrupo de pacientes que, de manera estable, presentaban una disminucion de
la afinidad aparente de la ATPasa Na*-K" para el Na" intracelular. En la mayoria
de los hipertensos con este defecto, definido como anomalia “Na* Bomba (-)”, la
velocidad maxima de la ATPasa Na’'-K' puede hallarse aumentada como
mecanismo compensador (anomalia “‘bomba (+)). Estos resultados son similares
a los observados por nuestro grupo® y sugieren que, entre el 8% y el 25% de los
hipertensos esenciales presentan una anomalia intrinseca de la bomba de Na*

que no depende de la presencia de un inhibidor circulante. Esta anomalia implica
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la necesidad de mayores cifras de Na" intracelular para conseguir el mismo nivel

de estimulacion que un individuo normal.

1.2.4. Alteraciones en el cotransporte Na*-K*-CI

Hace ya casi dos decadas, Garay y Meyer®® demostraron un descenso de la
actividad del cotransporte Na*-K*-ClI" en hipertensos esenciales, hallazgos que
fueron confirmados por los mismos autores, tanto al estudiar la actividad en
condiciones basales como en eritrocitos sometidos a una sobrecarga salina®®>.
Existen marcadas diferencias raciales, y parece evidente que en la raza negra
se distribuye el mayor porcentaje de individuos con un cotransporte
anormalmente bajo®' 2.

Posteriormente, Garay et al** constataron la existencia de un subgrupo de
pacientes con una anomalia del cotransporte, consistente en una disminucién de
la finidad aparente del sistema para el Na* intracelular, este defecto estable fue
definido como anomalia “Co (-)" y se detecta entre el 18% y el 39% de los
hipertensos™. Al igual que la anomalia “Bomba (-)”, determina una dificultad en
la extrusion de Na*, pues se requieren mayores concentraciones intracelulares
del cation para conseguir un nivel de estimulaciéon similar al del individuo normal.
En los hipertensos con la anomalia “Co (-)", la velocidad maxima del sistema
puede estar aumentada como mecanismo compensador (anomalia “Co (+)"), ser

normal o estar disminuida.
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1.2.5. Alteraciones en el contratransporte Na*-Li*

En 1980, Canessa et al®® describieron un aumento de la actividad del
contratransporte Na*-Li* en pacientes afectos de HTAe. La mayoria de
investigadores que han estudiado este sistema de transporte han corroborado en
aumento de la velocidad maxima de este sistema en la poblacién de hipertensos
esenciales™®, asi como en individuos normotensos con antecedentes familiares
de HTA®'. La prevalencia de esta anomalia, definida como “Contra (+)", en
sujetos hipertensos es muy variable y viene influenciada por la raza, edad, y
existencia de historia familiar previa de HTA®*®*, En nuestro medio es una de las
anomalias mas frecuentes y afecta entre el 26% y el 49% de los hipertensos

esenciales®.

1.2.6. Alteraciones en el intercambiador Na*-H"*

Livne et al®® describieron en 1987 la existencia de un aumento del actividad del
intercambiador Na*-H' tras sobrecarga acida en plaquetas de hipertensos
esenciales, hallazgos confirmados por otros autores en el mismo modelo
celular®. La actividad de este intercambiador se correlaciona con las cifras de
presion arterial diastolica y su hiperactividad se ha detectado en hipertensos de
diversas razas®, al contrario de lo que sucede con la hiperactivacion del
contratansporte Na'-Li* eritrocitario, practicamente inexistente entre los
hipertensos de raza negra®®.

También se ha detectado la hiperactivacion del intercambiador Na'-H* en el
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modelo celular eritrocitario de hipertensos esenciales, defecto definido como
anomalia “Proton (+)” y cuya prevalencia oscila entre el 20% y el 80% de los
hipertensos estudiados, segun diferentes investigadores® ', siendo en nuestro
medio del 60%%. Estos pacientes representan un grupo con caracteristicas
clinicas y biolégicas bien definidas, tales como un mayor indice de masa
ventricular izquierda, tendencia a presentar valores mas elevados de glucemia,
y un particular perfil lipidico caracterizado por cifras superiores de colesterol total,
LDL-colesterol y triglicéridos®. No se sabe con certeza si la hiperactividad de
este intercambiador esta genéticamente determinada, o es un epifenémeno en
el curso de la enfermedad hipertensiva, dado que algunas observaciones

recientes sugieren esta Ultima posibilidad’".

1.2.7. Alteraciones en el intercambiador HCO,/CI

Ya en esta decada, Diez et al’? observaron que la actividad eritrocitaria del
intercambiador HCO,/CI dependiente del Na* estaba anormalmente elevada en
un 23% de hipertensos. Esta alteracién del transporte transmembranario de
sodio, definida como “Anion (+)", permanece estable a lo largo de la evolucion de
la enfermedad. Al analizar las posibles caracteristicas diferenciales de los
pacientes portadores de esta anomalia respecto a los hipertensos con una
actividad normal de este sistema de transporte, estos mismos autores’ observan
una frecuencia superior de antecedentes familiares de HTA, asi como niveles

inferiores de HDL-colesterol y superiores de aldosterona plasmatica, lo que
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sugiere que estos individuos podrian representar un subgrupo particular entre los

hipertensos esenciales.

1.2.8. Alteraciones en el intercambiador Na*-Mg**

Muy recientemente, Picado et al’* han observado una aceleracion en la velocidad
maxima del intercambiador Na*-Mg?* en hematies de un subgrupo de pacientes
hipertensos, que representaban el 45% de todos los hipertensos esenciales
estudiados, y con una presion arterial diastolica mas elevada que la de los

pacientes sin aceleracion de este intercambiador.
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2. Metabolismo celular del calcio

2.1. Introduccion.

El Ca®* penetra en el citosol celular desde el medio extracelular y desde el
reticulo endo(sarco)plasmico (RS) a través de canales propios, cuyo control
depende de receptores especificos, de mensajeros intracelulares o de cambios
en el potencial de membrana, dando lugar a un aumento transitorio de su
concentracion citosélica”™. Tras ejercer su accién es extraido de nuevo al medio
extracelular y recaptado al interior del reticulo endo(sarco)plasmico por sistemas
de transporte activo.

La concentraciéon de Ca?* extracelular es de aproximadamente 1 mmol/litro,
mientras que en el interior de la célula el Ca®* libre citosdlico alcanza
concentraciones 10.000 veces inferiores, de rango nanomolar (100 a 200
nmol/litro). Existe por tanto un gradiente transmembranario extraordinariamente
elevado’. No sélo la membrana citoplasmaética regula el Ca*" intracelular, pues
las membranas mitocondriales y las del RS juegan un importante papel en la
homeostasis calcica. En el interior de la matriz mitocondrial se acumula calcio,
en forma de compuestos no idnicos con fosfato y ATP’. Por su parte, el RS juega
un importante papel en la regulacion del Ca** citosdlico y en la contraccion de las
fibras musculares, en particular en la contraccion ciclica de la célula
miocardica’’’. No obstante, este reticulo sirve como fuente del Ca?* necesario

para iniciar una respuesta dependiente del cation, pero no es un compartimiento
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encargado de regular constantemente su concentracién intracelular. Es
fundamentalmente la membrana citoplasmatica la responsable de la homeostasis
del Ca®, lo que consigue merced a unos sistemas de transporte capaces de

extraerlo al medio extracelular y mantener el gradiente transmembranoso.

2.2. Los canales de calcio

La entrada de calcio extracelular a favor de su gradiente electroquimico se realiza
a través de canales especificos de la membrana, los canales de calcio, de los
que existen dos tipos:

1/ Los voltaje dependientes, que se activan y permiten la entrada de calcio
en respuesta a cambios del potencial de membrana.

2/ Los receptor-dependientes, que se activan cuando un agonista, como
la noradrenalina o la angiotensina ||, actuan sobre sus receptores situados en la
membrana celular.

En las células de la musculatura lisa vascular parecen existir ambos tipos,
mientras que en las células cardiacas parecen ser exclusivamente voltaje-
dependiente. De estos Ultimos, voltaje-dependientes, existen tres tipos
denominados L, Ty N ”® aue presentan distintas caracteristicas cinéticas y
farmacolodgicas. Tanto en las células cardiacas como en las musculares lisas
vasculares no se ha podido demostrar la existencia de los canales N que son los
que predominan en las celulas nerviosas. Los canales L se activan cuando el

potencial de membrana se desplaza por encima de -30 mV y se inactivan muy
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lentamente permitiendo aperturas de larga duracion, y la entrada de calcio a
través de estos canales seria la responsable a nivel cardiovascular de: el
acoplamiento excitacion-contraccion del musculo cardiaco y liso vascular, de la
fase 2 del potencial de accion cardiaco y de la velocidad de despolarizacion de
los nodos senoauricular y auriculoventricular. Los canales T se activan a niveles
de potencial de membrana de -80 mV y se inactivan rapidamente, permitiendo
aperturas transitorias, y parecen estar involucrados en la génesis de la fase 4,
de lenta despolarizacion diastdlica de las celulas marcapaso cardiacas y

vasculares’.

2.3. La ATPasa Ca*-dependiente. La bomba de Ca*.

2.3.1. Estructura y funcion de la bomba de caicio

La ATPasa Ca®* dependiente es uno de los siete u ocho mecanismos de
transporte existentes en las membranas celulares que movilizan el calcio entre
el interior y el exterior de la célula. Junto con el contratransporte Na*-Ca?* es el
principal mecanismo para la extrusion de calcio del citoplasma celular y esta
presente en la practica totalidad de las membranas celulares. En general, la
ATPasa predomina en las celulas no excitables y el contratransporte en las
excitables®. Ello es debido a que estas ultimas requieren un sistema de alta

capacidad de transporte aunque sea en detrimento de la afinidad para el calcio,
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condiciones que se hallan presentes en el intercambiador Na*-Ca®*. Por el
contrario, la ATPasa Ca®*-dependiente presenta una alta afinidad para el Ca*"y
una menor capacidad de transporte y es, por tanto, la responsable del
mantenimiento constante del bajo contenido de calcio existente en el interior
celular.

La demostracién en 1966 de que los eritrocitos eran capaces de extrudir Ca**
gracias a una ATPasa especifica® originé un vasto numero de trabajos,
realizados principalmente en este modelo celular, encaminados a conseguir la
caracterizacion de esta enzima. Se trata de una clasica E,-E, ATPasa con una
alta afinidad para el Ca?* (< 1uM), que se inhibe especificamente por bajas
concentraciones de vanadato (K,, < 1 yM). Gracias a esta alta afinidad esta
cualificada para extraer Ca** continuamente de la célula, por lo que juega el
papel mas importante en el mantenimiento del gradiente de Ca** entre las células
y el medio extracelular.

La ATPasa Ca*-dependiente es un polipéptido con un peso molecular de
138.000 daltons en su forma monomeérica, aunque funciona en la membrana
celular como un dimero®®. Su representacion en el total de proteinas
membranarias es baja, con sélo un 0,1%-0,2% del total de las mismas, que a su
vez constituyen unicamente alrededor del 0,5% del peso celular.

En presencia de la enzima reguladora calmodulina, las propiedades de la
ATPasa eritrocitaria, aquélla que ha podido ser mejor estudiada, son

relativamente bien conocidas. La bomba transporta, aparentemente, el
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equivalente al influjo pasivo de Ca** que se cifra en unos 50 pmol/l.cel/h a una
concentracion interna de Ca*" inferior a los 30 nmol/l.cels®. Si tenemos en cuenta
que la concentracion extracelular de Ca®* se halla alrededor de 1,3 mmol/l puede
establecerse un gradiente en contra de 40.000. De este modo puede afirmarse
que unicamente una pequena parte de la capacidad de la bomba se utiliza
habitualmente. Si la concentracion de calcio intracelular se satura (10 umol/l.cels)
la velocidad de transporte puede alcanzar los 20 mmol/l.cels/h, lo que
corresponde a varios miles de unidades por minuto. La afinidad para el calcio es
alta en el interior (inferior a 1 M) y baja en el exterior de la membrana (10 mM)®.
El sistema hidroliza ATP a la misma velocidad a la que se transporta el calcio (1
atomo de calcio transportado por molécula de ATP hidrolizado)®. Existen dos
sitios o locus de fijaciéon del ATP. El locus enzimatico propiamente dicho presenta
una afinidad de 2-3 uM, operando aisladamente a una décima parte de su
capacidad. Ademas, existe otro locus regulador para el ATP con una afinidad
entre 200 y 300 uM que cuando esta ocupado permite el funcionamiento a
velocidad maxima®.

Es importante destacar que el sistema requiere la presencia del ion Mg* para su
operatividad. La afinidad para el Mg®* en el interior de la membrana es de 15
uM® o que no implica que el sistema transporte este cation. De hecho, la
especificidad de la bomba para el calcio es altamente selectiva®, permitiendo
unicamente el Sr** y, posiblemente el Pb** como alternativa al transporte de

Ca*,
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Esta claramente establecido que la bomba de calcio no contratransporta ningun
otro cation al interior celular, aunque inicialmente se habia postulado su
intercambio por Na*, K* o Mg?, ni es intercambiado por un ningun anion®'. No
obstante, existen evidencias experimentales® que sugieren la posibilidad de un
intercambio por protones, es decir, que el sitio mévil de fijacion del Ca** volveria
al interior celular unido a un H*. Ello viene apoyado por el hecho de que cuando
se bloquea el transportador de aniones con DIDS, aquellos aniones que pasan
la membrana en forma no disociada, como el acetato, estimulan el transporte de
calcio, mientras que los que la atraviesan en forma ionizada, como el tiocianato,
no presentan esta propiedad.

El ciclo de reaccién de la bomba de calcio (figura 1) es similar al de otras
ATPasas como la bomba de sodio. Basicamente, la hidrélisis del ATP fosforila la
proteina en presencia de calcio.

La proteina fosforilada cambia su conformacion de E,-P a E,-P, cambio que se
ve favorecido por la presencia de Mg?*. Durante este cambio de conformacion el
Ca® es extruido al exterior para posteriormente desfosforilarse la proteina y

volver a su conformacion inicial %.
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Cai
éi— » Ca
ATP+E1 ¢ E1-P + ADP
Ar A
v Mg I
W Mg = ATP w
E2 > CaE2pP

PO4 Ca H20

Figura 1. Ciclo de reaccion de la ATPasa Ca®'-dependiente. El ciclo comienza en el extremo
superior izquierdo y sigue el sentido horario. E1 y E2 representan las dos confromaciones de la
proteina y E1-P y E2-P las formas fosforiladas: El Ca** atraviesa la membrana celular durante la
reaccion |l. Dicha reaccion requiere la presencia de Mg, mientras que la Ill necesita altas
concentraciones de ATP.

232 La interaccion de la bomba de calcio con la
calmodulina

Una importante caracteristica de la ATPasa Ca*-dependiente es su capacidad
de estimulacion por la accién de la calmodulina®®®, proteina soluble intracelular
con cuatro locus de fijacién para el Ca** que se halla presente en el interior de
todas las células y es |la encargada de mediar en varias de las acciones en las
que el Ca* actia como segundo mensajero. La calmodulina estimula la bomba
de calcio cuando varios de sus locus de fijacion para este cation son ocupados.
Esta reaccidn provoca una interaccion calmodulina-bomba de calcio® que resulta

en un incremento de hasta 30 veces de la afinidad de esta Uitima para el Ca®*.
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Para algunos autores” la ATPasa Ca?*-dependiente tendria dos configuraciones:
una forma asociada a la calmodulina y otra disociada de esta. La forma disociada
representaria un estado de baja afinidad donde la actividad maxima se consigue
por una concentracion de calcio libre comprendida entre 100 y 300 pM,
presentando un solo locus de fijacion para el calcio. Por el contrario, en su forma
asociada a la calmodulina la bomba de calcio se convierte en una enzima de alta
afinidad que alcanza su maxima actividad para una concentracion de calcio libre
citosodlico de 10 a 50 uM y donde el numero de locus de fijacion para el calcio es
de tres. El papel fisiologico de la regulacion de la bomba de calcio por la
calmodulina no esta suficientemente aclarado. Para algunos autores, la ATPasa
Ca®*-dependiente en su estado basal estaria disociada de la calmodulina y seria
el aumento del calcio intracelular el que provocaria, a través de la ocupacion de
los locus especificos de la calmodulina, la asociacion a la ATPasa
Ca*dependiente y el consiguiente aumento de su afinidad para el Ca*" y de su
velocidad maxima. Ello obtendria el resultado deseado, es decir, el
restablecimiento de la concentracion basal de calcio y, alcanzado dicho objetivo,
la calmodulina se disociaria de nuevo de la bomba. Este fenémeno tiene
implicaciones reguladoras, pues la calmodulina actuaria como un activador,
capaz de modificar la conformacion de la enzima desde un estado de baja
afinidad para el Ca** y baja velocidad de bombeo, a un estado de caracteristicas
diametralmente opuestas. No obstante, otros autores ponen en duda esta

hipotesis® y sugieren que en su estado basal el 98% de las unidades de la
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calmodulina, con lo que el papel regulador de esta proteina intracelular seria

practicamente nulo.

2.3.3. Regulacion de la bomba de calcio

Dejando aparte la regulacién de la bomba de calcio por la calmodulina, que actda
como un mecanismo de feed-back negativo ante los aumentos del calcio libre
citosdlico, las caracteristicas funcionales de la ATPasa de la membrana
plasmatica dependen en gran medida del ambiente lipidico en el que se halla
inmersa®. Los fosfolipidos, ya sean neutros o con carga negativa, son esenciales
para su funcionamiento enzimatico en condiciones basales'®. Si se reconstruye
la ATPasa con un fosfolipido neutro como la fosfatidilcolina, la adicién de otros
fosfolipidos con carga negativa como la fosfatidilserina, el
fosfatidilinositolmonofosfato o el fosfatidilinositolbifosfato son capaces de
estimular de forma adicional la actividad de la ATPasa'”'. Si bien no esta probado
que esta regulacion tenga algun papel fisiologico, si parece factible que el
fosfatidilinositolmonofosfato sea un regulador del transporte de Ca®* por la bomba
de la membrana celular.

Se ha descrito que el GMP ciclico ejerce un efecto estimulador sobre el
transporte transmembranario de calcio y que dicho efecto se produce mediante
una fosforilacién directa de la enzima'® No obstante, otros autores'® han
demostrado que dicha enzima fosforilada no tiene las caracteristicas de la bomba

de calcio y que, probablemente, se trata de la kinasa de la cadena ligera de la
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miosina. Esta kinasa dependiente del GMPc si es capaz de estimular el
transporte de calcio por la bomba, probablemente a través de la formacion de
fosfatidilinositolmonofosfato. De igual manera, aquellos agentes capaces de
estimular la sintesis de GMPc, tales como el factor relajante dependiente del
endotelio o el factor natriurético auricular, pueden descender el calcio libre
citosolico a través de una estimulacién indirecta de la actividad de la bomba de
calcio'®.

Dependiendo del modelo celular existen diversas sustancias que pueden modular
la actividad de esta enzima. La insulina es capaz de inhibir el transporte de calcio
por la ATPasa'™ en la membrana de los adipocitos, mientras que en las células
intestinales la 1,25-hidroxivitamina D, es capaz de activarlo'®. En las células del
miometrio la oxitocina tiene funciones inhibitorias'® mientras que en los
eritrocitos las hormonas tiroideas son estimuladoras'®”. Asimismo, se ha
postulado que el efecto toxico del cadmio seria debido a una inhibicion la bomba

de calcio de la membrana celular'®.

2.3.4. La bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico
En el reticulo sarcoplasmico, la enzima responsable de introducir el Ca* libre
citosdlico en su interior es una ATPasa del mismo tipo que la de la membrana
plasmatica, que interacciona con el Ca* con una alta afinidad (< 0,5 uM) y con
una estoiquiometria para el ATP de 2:1. Puesto que esta ATPasa es muy

abundante en la membrana del reticulo sarcoplasmico, superior al 90% del total
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de las proteinas de membrana en algunos musculos esqueléticos, la organela
puede captar rapidamente grandes cantidades del Ca®* citosdlico (de 20 a 40
nmol por miligramo de proteina de membrana y por segundo). La ATPasa Ca**-
dependiente del reticulo sarcoplasmico ha sido purificada y se trata de un
polipéptido con un peso molecular de 115.000 daltons'®. Es capaz de
estimularse también por la calmodulina, pero a diferencia de la ATPasa de la
membrana celular, en que la estimulacion es debida a la interaccion directa del
activador con la bomba, en el reticulo sarcoplasmico esta activacion esta
mediada por una kinasa calmodulina-dependiente. La regulacion de la ATPasa
Ca*-dependiente del reticulo sarcoplasmico se lleva a cabo por el fosfolomban,
proteina presente tanto en el musculo cardiaco como en el musculo liso o
esquelético''®'"?. El fosfolomban ejerce su accién a través de la fosforilacion
mediada por diversas kinasas, ya sean dependientes de AMPc, de la calmodulina
o del GMPc'"2. De este modo, y al igual que sucedia con la bomba de calcio de
la membrana citoplasmica, aquellas sustancias capaces de estimular el ciclo de
las proteinas G y del fosfatidilinositol, como el factor natriurético auricular, el
factor relajante dependiente del endotelio o incluso los beta-bloqueantes pueden

ejercer su efecto de relajacion por esta via'®.

2.4. El contratransporte Na*-Ca**

En 1968 Reuter y Seitz'"® propusieron la existencia de un mecanismo presente

en la membrana citoplasmatica de las células del miocardio capaz de
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intercambiar Na* por Ca**. Este sistema se ha caracterizado en varios tejidos y
parece jugar un papel primordial en la contraccion muscular’ . El Intercambiador
Na*-Ca’®* se encuentra en las membranas citoplasméticas de multiples tejidos,
especialmente de las células excitables, aungue no en los hematies humanos ni
en las membranas de las organelas intracelulares’"'*'"®. Es capaz de extrudir
una molécula de Ca?" intracelular intercambiandola por 3 moléculas de Na*
procedentes del exterior, por lo que produce un influjo neto de cargas positivas
y genera un gradiente electroquimico a ambos lados de la membrana. Este
sistema tiene la facultad de actuar en ambos sentidos, lo que depende de las
concentraciones de Na* y Ca® intra y extracelulares. Al contrario de lo que
sucede con la Bomba de Ca*, el Intercambiador Na* -Ca®* es un mecanismo de
baja afinidad para el Ca®* pero con una gran capacidad de estimulacion, lo que
le convierte en el principal mecanismo de extrusién de Ca®* tras el aumento
masivo que tiene lugar con la despolarizacion en el citosol de las células
excitables. No se han identificado hasta el momento los mecanismos fisiologicos
que regulan este sistema de transporte aunque es conocido que algunas
sustancias farmacoldgicas pueden inhibirlo, especialmente algunos derivados de

la amilorida'"®.
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3. Hipertension arterial esencial y calcio

El calcio es el metal mas abundante en el organismo, representando
aproximadamente el 1,5% del peso corporal y aunque es un componente vital
para el funcionamiento de todas las células y érganos, entre el 98 y el 99% del
calcio esta localizado en el tejido 6seo. El resto del calcio se encuentra en una
gran proporcion unido a fosfolipidos de membrana constituyendo el denominado
citoesqueleto, que incluye no solo la membrana plasmatica de la célula, sino
también todas las membranas de las organelas intracelulares. El 45% del calcio
extracelular se encuentra ionizado, su regulacion depende en primer lugar de: la
absorcion intestinal, el crecimiento y la reabsorcién 6sea, y la filtracion y
reabsorcion renal. Secundariamente depende de su cinética a nivel extracelular
que esta determinada por varios factores como el pH sistémico, la temperatura,
la concentracion de proteinas e influencias hormonales como la hormona

paratiroidea, la calcitonina y el calcitriol.

3.1. Papel del consumo de calcio en la hipertension

arterial

A lo largo de esta ultima década, se han descrito un cumulo de evidencias que
apuntan a la existencia de una relacion causal entre el deficiente aporte de calcio
en la dieta y la presencia de cifras elevadas de PA'''% Esta hipotesis esta

respaldada por estudios epidemiologicos que han puesto de manifiesto la
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relacion inversa entre el consumo de calcio y las cifras de PA, por el hallazgo, en
humanos y animales de experimentacion con HTA primaria, de marcadores
biolégicos que pueden estar relacionados con una deficiencia de calcio; y por
estudios de intervencion en los que se ha demostrado la reduccion de las cifras

de PA con dietas suplementadas en calcio.

3.1.1. Evidencias epidemiologicas

Las primeras observaciones que relacionaban el consumo de calcio y la HTA
datan de hace apenas dos décadas y se deben a la descripcion de una menor
incidencia de enfermedad cardiovascular en las poblaciones con un consumo de
aguas mas duras'’. Desde entonces, diversos estudios epidemiologicos llevados
a cabo en varios continentes han podido demostrar una relacion inversa entre las
cifras de PA y el consumo diario de calcio'9?324120124125 Entre ellos cabe sefialar
a los dos mas importantes por la cuantia de individuos analizados y la estricta
metodologia empleada. El primero es el National Health and Nutntion Examination
Survey (NHANES-1), realizado en EEUU con mas de 10.000 individuos de razas
blanca y negra, de ambos sexos y edades comprendidas entre 18 y 74 afios. Los
resultados de este estudio, publicados por McCarron en 1984'°, permitieron
establecer una relacion inversa entre el consumo de calcio y la prevalencia de
HTA. El segundo, un estudio prospectivo de cuatro afios de duracion en el que

125

se estudiaron 58.000 enfermeras americanas'<®, corroboré esta asociacion y

resaltd la necesidad de una ingesta de calcio superior a los 600 mg/dia para
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conseguir reducir el riesgo de desarrollar HTA durante el periodo de seguimiento.

3.1.2 Marcadores biologicos

La segunda fuente de evidencia parte de observaciones que muestran, en sujetos
hipertensos'*®, una alteracién de los iones y de las hormonas que intervienen en
el metabolismo del calcio. En efecto, se ha descrito a nivel plasmatico: una
reduccion del fosforo®, una elevacién de los niveles de hormona paratiroidea
(PTH)'* y de 1-25-dihidroxi-vitamina D,'?’, y un incremento de la excrecion
urinaria de calcio®™'?*'® A nivel celular, el déficit en el metabolismo del calcio se
refleja en una elevacion de los niveles de calcio libre intracelular® 34141,

En modelos animales se han observado alteraciones similares. El calcio idnico
plasmatico es inferior en las ratas espontaneamente hipertensas (SHR) respecto
a las normotensas Wistar-Kyoto (WKY)'#'% mientras que la PTH esta elevada
o no se modifica'*'*. Asimismo, se objetiva hipercalciuria'*'*, descenso de la
produccion basal y estimulada de vitamina D,'"'* y descenso del AMPc
nefrogénico urinario’™''>® alteraciones todas que traducen una respuesta
anémala de los érganos diana a la hormona paratiroidea. A nivel celular, las SHR
exhiben una depresion en la capacidad de captar calcio por parte de las
fracciones microsomales de aorta y también en fracciones mas purificadas de
sarcoplasma de arteria mesentérica'>*'**. Ademas, la membrana celular de las
SHR presenta una hiperpermeabilidad al calcio ya que tanto la concentracion

basal como la obtenida tras la estimulacion por agonistas esta aumentada'®*'®,
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Por lo tanto, se ha sugerido que el miocito vascular no es capaz de mantener los
niveles normales de calcio intracelular ni de restablecer la concentracion de

calcio después de la activacion celular'®.

3.1.3 Estudios de intervencion

La relacion inversa entre el calcio de la dieta y la PA identificada en estudios
epidemiologicos sugiere que los suplementos de calcio podrian descender la PA.
Se han efectuado numerosos estudios de intervencion analizando esta
posibilidad con resultados relativamente contradictorios. En sujetos normotensos,
la mayoria de e~*'1ios'??%1% aunque no todos'®’, coincide en la ausencia de
variaciones significativas de las cifras de PA. En pacientes afectos de HTA
esencial, si bien algunos autores no objetivan diferencias de PA'®'® |a mayor
parte han objetivado una disminucion de las cifras tensionales con los
suplementos de calcio'®>'®"1812 No obstante, parece evidente que este efecto
beneficioso no afecta de manera uniforme a la poblacién hipertensa sino que
unicamente algunos individuos responden con variaciones significativas de su
PA. Entre ellos, se incluyen los negros norteamericanos de ascendencia

africana®*?’ muijeres con hipertension gestacional''% o sujetos sensibles a la

sa |200-202
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3.2. El calcio intracelular en la hipertension arterial

La importancia de estudiar la regulacion celular del calcio en la HTA esta basada,
en primer lugar, en el papel fundamental que tiene el Ca* intracelular en la
contractilidad de la fibra muscular lisa vascular y, en segundo lugar, en que un
aumento de resistencias periféricas es un factor central en la HTA establecida.
La musculatura lisa vascular de los sujetos hipertensos es hiperreactiva a la
estimulacion por agonistas®®. Aunque este aumento de contractilidad se puede
atribuir, al menos en parte, a un aumento de la masa de la pared vascular
(hipertrofia e hiperplasia vascular) propio de la HTA establecida®® esta
hipersensibilidad persiste en el vaso aislado. Todo y que es importante distinguir
entre sensibilidad a agonistas y procesos de hipertrofia celular en el estudio de
la hiperreactividad vascular de la HTA, es posible que los procesos que regulan
la contraccion y la hipertrofia musculares involucren sefales intracelulares
similares®®.

Una evidencia de la importancia del Ca® intracelular en el mantenimiento de
resistencias periféricas elevadas es que los antagonistas del calcio tienen poco
o nulo efecto hipotensor en sujetos normotensos®'®?''. Asi, mientras que la
reduccion de la resistencia vascular producida por el verapamilo es mayor en
hipertensos que en normotensos, no se detectan diferencias con el
nitroprusiato?'2?'3,

Teniendo en cuenta que el Ca*" intracelular es el principal regulador del tono de

la fibra muscular lisa vascular, esta hiperrespuesta se puede producir por:

34




Revision HTA y calcio

1) un aumento de la sensibilidad de la fibra muscular lisa vascular al Ca**, o

2) un aumento de la concentracion de Ca** intracelular en estas células.

En la HTA se ha encontrado de forma uniforme una exageracién de la reactividad
vascular y un aumento de las resistencias vasculares periféricas®®. Las ratas
SHR constituyen un modelo ampliamente utilizado en el estudio de las
alteraciones celulares de la HTA esencial en humanos, ya que comparten con
éstos un gran numero de caracteristicas similares®'*. En estas ratas, la
sensibilidad al Ca** de arterias contraidas con noradrenalina es superior que en
las ratas WKY, tanto antes como después de desarrollarse la hipertension. Este
fenémeno no se observa en las ratas con HTA de origen renal®’®. Esta
hipersensibilidad al calcio se puede explicar por un aumento de la sensibilidad
de las miofibrillas al Ca** o por un aumento de la concentracion de Ca®
intracelular estimulada por el receptor. Existen estudios que indican que la
miosina no parece alterada en las SHR?'® y que las miofibrillas aisladas no tienen
una mayor sensibilidad al Ca®* en animales hipertensos®'’, sugiriendo que el
defecto estaria mas bien en la regulacién de la concentracion de Ca*
intracelular.

El papel de los receptores hormonales de superficie en la hiperrespuesta
vascular a agonistas esta en discusion. Se ha visto que ni la intensidad ni la
afinidad de los receptores o, adrenérgicos estan alteradas en las arterias de las
SHR en comparacion con las ratas WKY?'®. Ademas, las contracciones de

arterias de SHR es exagerada tanto en respuesta a la noradrenalina como a la
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vasopresina®'®, y la posibilidad de aumentos del nimero y/o afinidad de dos
clases diferentes de receptores en una misma enfermedad parece remota. Sin
embargo, Hatton et al**® demostraron que el calcio ingerido modula de forma
especifica los receptores o, adrenérgicos, ya que el bloqueo de éstos con
fentolamina o prazosina elimina la diferencia de PA observada entre los animales
que reciben dietas altas o bajas en calcio. El bloqueo de los receptores a,, B, 0
3, adrenérgicos no conseguia este efecto.

Ya en 1960, Losse et al detectaron un aumento del contenido total de Ca*
intracelular en eritrocitos de enfermos con HTA esencial®’’. Mas tarde, estos
resultados fueron corroborados por estudios realizados con microelectrodos de
calcio en eritrocitos humanos®®' y en fibra muscular lisa de SHR*2?%
Posteriormente, diversos grupos® 134135224228 han confirmado un aumento de la
concentracioén de Ca* intracelular en plaquetas de enfermos afectos de HTA
esencial utilizando métodos con marcadores fluorescentes de Ca®*, aunque
conviene resaltar que no todos han hallado dichas diferencias, ni en
plaquetas?®®?® nj en otras células circulantes como los monocitos®', neutréfilos??
o linfocitos® de enfermos con HTA esencial.

Los mecanismos por los cuales se produce un aumento de la concentracion de
Ca? intracelular en la HTA no estan bien establecidos pero, en teoria, cualquier
paso en la regulacién fisiolégica del Ca®* intracelular, tanto en reposo como en
respuesta a un agonista, podria estar alterada. Asi, un aumento de la

concentracion de Ca?* intracelular podria ser debido a una entrada exagerada de
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Ca* desde el espacio extracelular®™®. Una prueba de esto es que cuando se
exponen fragmentos de aorta de SHR y de WKY a medios sin Ca** sélo los de
SHR presentan una relajacion significativa®.

Desde que Bond et al**® demostraron que la fibra muscular lisa se podia contraer
de forma repetitiva en respuesta a noradrenalina en ausencia de Ca®* en el
medio extracelular, se ha considerado el Ca® liberado de los depdsitos
intracelulares suficiente, y por lo tanto responsable principal de la contraccion
inducida por la hormona. Algunos grupos han demostrado la existencia de un
aumento exagerado de la liberacién de Ca®* de los depdsitos intracelulares en
la HTA esencial®®*2?¥ Asi en medios sin calcio, fragmentos de arterias de SHR
desarrollan una tensién en respuesta a noradrenalina superior a la que producen
las de WKY?* Esto podria ser asi porque o bien el contenido de Ca®* de los
depésitos seria mas grande en las SHR o bien porque en respuesta a un

agonista se produciria una mayor cantidad de IP, en las SHR.

3.3. Anomalias de la bomba de calcio en la
hipertension arterial

3.3.1. Alteraciones de la fijacion de calcio por las
membranas celulares

En 1979, Postnov et al**® demostraron una disminucion de la fijacion del calcio
por parte de las membranas eritrocitarias de pacientes afectos de HTA esencial
y ratas hipertensas espontaneas. Trabajos posteriores en vesiculas constituidas

por fragmentos de membrana pusieron de manifiesto que este defecto afectaba
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unicamente a la superficie interna de la membrana citoplasmatica®’2*,
conclusién confirmada en otros experimentos?® en los que se utilizaron ionéforos
de Ca*".

Este defecto en la fijacion del Ca** no parece estar limitado a las membranas
eritrocitarias. Estudios realizados en ratas hipertensas espontaneas han
demostrado las mismas alteraciones en células del musculo liso vascular?40243244
miocardio®®?% hepatocitos?®* y adipocitos®”. Dichas alteraciones pueden ser
debidas a una disminucién del numero de lugares de fijacion para el calcio o a
un descenso de la afinidad para este cation®*.

Entre los posibles grupos membranarios de fijacion para el calcio cabe considerar
a aminoacidos tales como los &cidos glutamico y aspartico, los grupos
carboxilicos y los fosfolipidos con carga negativa como el fosfatidilinositol,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina®®?*. De hecho, el 20% del calcio
membranario se halla unido a dichos fosfélipidos. No obstante, por lo que
respecta a la composicion lipidica de las membranas eritrocitarias no parecen
existir diferencias entre individuos o animales normotensos y pacientes
hipertensos esenciales o ratas hipertensas espontaneas, aunque resulta dificil
extrapolar estos datos a otros modelos celulares®.

Aparte de los grupos membranarios de fijacion para el calcio, el citoplasma
celular contiene varias sustancias capaces de unirse a dicho cation. No obstante,
la mayoria de ellas se caracteriza por poseer valores de constante de disociacion

para el caicio del orden de 2 o 3 magnitudes superiores a los posibles cambios
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de la concentracidn de calcio en condiciones fisioldgicas. En este contexto,
unicamente las proteinas de fijacion altamente selectivas, tales como la
troponina, parvalbumina o la calmodulina pueden tener un cierto papel
regulador®®.

Los estudios realizados hasta el momento no han puesto de manifiesto
diferencias en la concentracion citoplasmatica, propiedades o distribucion de la
calmodulina entre hipertensos y normotensos®', aunque, como se discutira
posteriormente, parece existir un defecto en la estimulacion por parte de la
calmodulina del transporte de calcio mediado por la ATPasa Ca**-dependiente®?*
254‘

El fallo en la demostracion de que las propiedades fisico-quimicas de la
membrana celular sean responsables del defecto de fijacion del calcio obliga a
asumir que la alteracion debe residir en el transporte activo de dicho cation. Si
tenemos en cuenta que el principal responsable del mantenimiento de la baja
concentracién de calcio libre citosdlico lo constituye la bomba de calcio de la
membrana celular y del reticulo sarcoplasmico, parece l6gico pensar que un
defecto en dicho sistema de transporte pueda jugar un papel relevante en la

hipertensién arterial primaria.

332 Alteraciones de la bomba de calcio en la

hipertension arterial experimental

Los primeros trabajos que estudiaron el transporte activo de Ca** fueron

39




Revision HTA y bomba de calcio

publicados en 1983 por el grupo de Postnov®® y se efectuaron sobre preparados
de membranas eritrocitarias formando vesiculas, en las que la superficie interna
de la membrana se hallaba expuesta al medio extracelular, las llamadas "inside-
out vesicles". En estos experimentos los autores demostraron una disminucion
del transporte activo de Ca®* estimulado por la calmodulina en las ratas
hipertensas espontaneas. Si bien la velocidad de acumulacién de calcio en
condiciones basales no presentaba diferencias significativas entre las especies
de ratas hipertensas y normotensas, la adicion de calmoldulina al medio
extracelular provocaba una estimulacién maxima del transporte activo de Ca**
significativamente mayor en las ratas normotensas que en sus homonimas
hipertensas. Los autores sugerian que el incremento en el contenido intracelular
de calcio observado en la HTA podia ser consecuencia de este déficit de
estimulacion, bien por un fallo en la interaccion de las moléculas de la
calmodulina y de la ATPasa Ca®*-dependiente, bien por una alteracion en el
medio fosfolipidico de la membrana en el que la bomba se halla inmersa.

La extrapolacion de estos resultados a otros modelos celulares fue realizada por
los mismos autores al estudiar sinaptosomas cerebrales de ratas hipertensas
espontaneas®™* y por otros, al estudiar membranas de células miocéardicas de la
misma especie®®. No obstante, en este Ultimo trabajo se pudo observar que la
actividad basal de la ATPasa Ca*'-dependiente en membranas desprovistas de
calmodulina era mayor en las ratas hipertensas que en las normotensas.

Otros modelos de animal de experimentacion con HTA de origen genético
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parecen poseer las mismas caracteristicas por lo que respecta al transporte de
Ca*. Asi, Vezzoli et al**® publicaron un trabajo en 1985 en el que se estudiaba
el transporte activo de Ca®* en preparados de membranas eritrocitarias de ratas
hipertensas de la cepa de Milan. Esta estirpe de animales se caracteriza por
desarrollar HTA de forma genética aunque difiere de las ratas hipertensas
espontaneas clasicas en el funcionamiento de sus sistemas de transporte y en
su homeostasis idnica. Asi, las ratas hipertensas espontaneas clasicas presentan
una inhibicion del Cotransporte Na*-K*-Cl" y una tendencia a incrementar el
contenido intracelular de Na* cuando son sometidas a una sobrecarga salina®.
Este incremento del Na* intracelular podria concidionar, en otras células
diferentes a los eritrocitos, una disminucion del transporte de Ca®* y un aumento
del Ca?' libre citosolico a través de una inhibicion del Contratransporte Na*-Ca**
25?_

Sin embargo, las ratas hipertensas milanesas poseen un Cotransporte Na*-K*-CI
hiperactivo y una disminucién del Na* intracelular*® por lo que no podria aducirse
este mecanismo para la inhibicién del transporte de Ca®*. En el grupo de ratas
hipertensas milanesas estudiadas por Vezzoli et al’*® |a actividad basal de la
ATPasa Ca**-dependiente en ausencia de calmodulina se encontré ligeramente
aumentada, si bien las diferencias con las ratas normotensas no eran
estadisticamente significativas. Por el contrario, la adicion al medio extracelular
de calmodulina estimulaba de forma significativamente superior el tranporte

activo de Ca en las ratas normotensas. El analisis cinético de dicho transporte
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mostraba una reduccién del 30% en la rata hipertensa milanesa por lo que
respecta a la velocidad maxima, sin diferencias en la afinidad para el calcio entre
ambas especies. Similares resultados fueron referidos posteriormente por Cirillo
et al**® en el mismo modelo experimental, asi como por otros autores estudiando
el musculo liso de las ratas Dahl sal-sensibles en condiciones de sobrecarga
salina®®.

Una de las principales criticas que se pueden aducir a estos trabajos es la
utilizacion de preparados de membrana en un medio artificial. Si bien los estudios
realizados hasta el momento muestran resultados practicamente superponibles,
no es menos cierto que las condiciones metodolégicas empleadas reflejan
escasamente la fisiologia celular®'. Tedricamente, las condiciones idéneas para
la medida de la actividad de la bomba de calcio deberian realizarse en células
intactas. Por lo que respecta a la medida de esta actividad en la hipertension
experimental caben destacar dos trabajos publicados hasta el momento.
Dagher et al*?, desarrollaron en 1987 una nueva metodologia para el estudio de
las propiedades cinéticas de la ATPasa Ca**-dependiente en hematies intactos.
Los hematies eran expuestos a la presencia del ionoforo A23187, capaz de
aumentar la permeabilidad pasiva de la membrana celular para los cationes
divalentes y promover una acumulacion intracelular de Ca*. La adicion al medio
de cloruro de cobalto bloquea de manera inmediata todos los movimientos de
calcio a través del ionéforo A23187, sin afectar la extrusion activa de calcio a

través de la bomba. La aplicacion de dicha metodologia al estudio de la




Revision HTA y bomba de calcio

hipertension experimental no fue capaz de poner de manifiesto diferencias
significativas en la afinidad para el calcio o en la velocidad maxima de transporte
en las ratas hipertensas espontaneas.

Finaimente, Orlov et al®®® utilizando una tecnologia diferente, en la que los
eritrocitos son cargados con el quelante de calcio Quin-2 y la ATPasa bloqueada
por la adicion de Na,VO,, no consiguieron demostrar diferencias significativas en
la actividad basal de la bomba de calcio en dos tipos de ratas con hipertensién
genética, las ratas hipertensas espontaneas y las ratas hipertensas milanesas.
Asimismo, la adicion de R24571, un inhibidor de las acciones mediadas por la
calmodulina, no provocaba diferencias en la concentracién intracelular de Ca®*,
por lo que dichos autores concluian que, al contrario de lo que sucedia en los
preparados de membrana, la calmodulina no jugaba un papel significativo en el
transporte de calcio en las células intactas. Por otra parte, estos mismos autores
sugerian que el aumento del calcio intracelular en la hipertension arterial podria
ser debido a un incremento en el influjo pasivo de este ion. A conclusiones
parecidas llegaban Oshima et al*®* al estudiar plaquetas de ratas con HTA
primaria.

En resumen, de los estudios llevados a cabo en la hipertensiéon experimental
puede deducirse que, si bien parece existir un defecto en la interaccion entre la
calmodulina y la bomba de calcio que condiciona una disminucion de la extrusion
de este cation cuando se utilizan preparados de membrana plasmatica, este

defecto no se reproduce al estudiar células intactas, donde el papel que juega la
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calmodulina en la activacion de la ATPasa Ca®'-dependiente no esta bien

definido.

3.3.3. Alteraciones de la bomba de calcio en la

hipertension arterial esencial

La investigacion de la actividad de la ATPasa Ca®'-dependiente en la HTA
esencial ha corrido pareja a la de la HTA experimental. La diferencia basica es
que practicamente todos los trabajos se han realizado en células circulantes, por
razones obvias.

Nuevamente fue el grupo de Postnov®*'?** quien demostré una disminucion del
transporte activo de Ca® estimulado por la calmodulina en membranas
eritrocitarias de pacientes afectos de HTA esencial. Los resultados obtenidos
fueron superponibles a los hallados en las ratas hipertensas espontaneas. En
preparados de membrana sometidos a deplecion de calmodulina no se
observaron diferencias en el transporte activo de calcio, ni en la afinidad de la
ATPasa para el Ca®* ni en la velocidad maxima de transporte. Por el contrario,
la adicién de calmodulina (2 ug/ml), independientemente de su origen, provocaba
un aumento tanto de la afinidad para el Ca®* como de la velocidad maxima, que
era claramente superior en los individuos normotensos respecto a los hipertensos
esenciales. Mientras que en los pacientes afectos de HTA esencial la adicion de

calmodulina duplicaba la velocidad maxima de transporte y triplicaba la afinidad
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para el Ca**, ambos parametros se multiplicaban por 5 en los preparados de
membranas eritrocitarias de los individuos normotensos. La conclusion final fue
que debia existir un defecto en la interacciéon de la calmodulina con la bomba de
calcio de las membranas eritrocitarias. La extrapolacion de este defecto a otros
modelos celulares presuntamente implicados en la HTA esencial venia dada por
los resultados obtenidos en ratas hipertensas espontaneas, ya discutidos
previamente.

Estos resultados fueron confirmados posteriormente por otros autores. Asi,
Olorunsogo et al®® corroboraban que los eritrocitos de los pacientes hipertensos
esenciales presentaban una estimulacion del transporte activo de Ca®* que
representaba el 50% de la obtenida en los individuos normotensos. Igualmente,
Resinck et al*®, al estudiar plaquetas de pacientes con HTA esencial encontraron
una disminucion de la estimulacion del tranporte de Ca®* por la calmodulina, si
bien la actividad basal de la ATPasa se encontraba aumentada en estos
pacientes.

Contrariamente a estos resultados, Vincenzi et al*®’, al estudiar un grupo de 36
hipertensos esenciales, detectaron una disminucion de la actividad basal de la
ATPasa asumida como la actividad resistente a la inhibicion por la trifluoperazina,
conocido inhibidor de las acciones de la calmodulina®®®. Por contra, en ausencia
de dicho inhibidor y asumiendo que estas condiciones representaban la actividad
maxima de la ATPasa, no se encontraron diferencias entre normotensos e

hipertensos.
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En un trabajo ya comentado anteriormente, Dagher et al*®?, en el primer estudio
utilizando el hematie intacto de ratas hipertensas espontaneas y pacientes
hipertensos esenciales, concluian que no existian alteraciones evidentes ni en
la velocidad maxima de transporte ni en la afinidad para el Ca®* de la ATPasa
Ca**-dependiente eritrocitaria en la HTA esencial . Un andlisis mas detallado de
estos resultados revelaba, no obstante, pequerias diferencias en el sentido de
una tendencia por parte de los pacientes afectos de HTA esencial a presentar
valores de afinidad para el Ca®* intracelular inferiores a la poblacién normotensa.
De hecho, los propios autores reflejaban en la discusion de sus resultados la
posibilidad de que un pequefio subgrupo de pacientes si presentaran
alteraciones en la ATPasa Ca*'-dependiente.

De la Sierra et al’, ha demostrado en un pequeno grupo de pacientes unas
diferencias significativas en los parametros cinéticos de la bomba de calcio
eritrocitaria entre hipertensos y normotensos, lo que parece confirmar las
observaciones de Dagher et al*®? en el sentido de que la HTA primaria como
entidad unica no se asocia a una anomalia de la bomba de calcio eritrocitaria,

aunque si podrian existir subgrupos con alteraciones a dicho nivel.
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Hipdtesis

En la revision bibliografica se han expuesto las evidencias que relacionan el
calcio con la hipertension arterial esencial, relacion basada en consideraciones
epidemiologicas, experimentales y clinicas, que tienden a tener un denominador
comun, promover un incremento del calcio libre citosdlico, responsable del
aumento de tono vascular y por lo tanto, de las resistencias periféricas, con la
consiguiente perpetuacion de cifras elevadas de presion arterial.

Dado que los movimientos del Ca** a través de la membrana celular, y, por tanto,
el contenido de Ca* intracelular, estan mediados en parte por la bomba de Ca**
parece légico pensar en la posibilidad de que una alteracion en la bomba de Ca**
pudiera ser la causa que explicara el aumento de la concentracion intracelular de
calcio que parece estar presente en los pacientes afectos de HTA esencial. Si
bien es posible que esta anomalia no esté presente en todos los hipertensos, la
presencia de esta alteracion de la bomba de Ca®* en un grupo de estos pacientes
apoyaria la heterogeneidad en |a etiopatogenia de la HTA esencial. Asimismo,
es posible que este grupo de pacientes hipertensos con alteraciones en la bomba
de Ca?* pueda tener caracteristicas clinico-biologicas distintas, lo que podria
tener diferente implicaciones, desde definitorias sindromicamente hasta

terapéuticas.
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Hipotesis

Para verificar esta hipotesis de trabajo se han planteado los siguientes objetivos:
1. Determinar la existencia de posibles anomalias de la ATPasa Ca*-
dependiente eritrocitaria en los pacientes afectos de HTA esencial y

cuantificar su prevalencia.

2. Clasificar a los pacientes afectos de HTA esencial basandose en la

existencia de anomalias en la ATPasa Ca?*-dependiente eritrocitaria.

3 Determinar las caracteristicas clinicas, bioguimicas y hormonales

asociadas a las anomalias de la ATPasa Ca?*-dependiente.
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Material y métodos

1. Seleccidon de pacientes

Se ha estudiado un total de 76 individuos de los que 27 constituyen el grupo
control y 49 el grupo de hipertensos esenciales.

Basandose en los criterios de clasificacion establecidos por el Joint National
Committe on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure®®, la
hipertension arterial se ha definido como una presién arterial sistdlica igual o
superior a 140 mm de Hg y, ademas, o independientemente, una presion arterial
diastélica superior o igual a 90 mm de Hg, en al menos 3 determinaciones

separadas durante 1 mes.

1.1. Grupo control

El grupo control esta constituido por 27 individuos de ambos sexos, sanos,
normotensos, sin antecedentes familiares de HTA en, al menos, dos
generaciones. Ninguno de ellos estaba sometido a tratamiento médico y ninguna
de las mujeres estaba embarazada o tomaba anticonceptivos hormonales en el

momento de realizar el estudio.

1.2. Grupo de pacientes con hipertension arterial

esencial

El grupo de hipertensos esenciales esta constituido por 49 pacientes procedentes

de la Unidad de HTA del Hospital Clinico y Provincial de Barcelona. El
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diagnostico de HTA esencial se establecio tras haber realizado un completo
examen clinico, biolégico y radioldgico que excluia razonablemente la existencia
de una causa secundaria de HTA. Todos los pacientes fueron informados de la
finalidad del estudio y dieron su consentimiento por escrito, suspendiendo
cualquier tratamiento antihipertensivo que eventualmente siguieran durante el

mes previo a la extracciéon sanguinea.

2. Metodologias

2.1. Medida de la presién arterial

La PA se ha determinado mediante el método recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud, utilizando un esfigmomanémetro de mercurio con un brazal
de 12 6 15 cm de anchura, en funcion del perimetro del brazo del paciente. Con
el paciente en decubito supino, tras 5 minutos de reposo y con el estetoscopio
situado en la fosa antecubital del codo correspondiente, se insufla rapidamente
el brazal hasta alcanzar una presion a la que ya no se aprecia el pulso radial. A
continuacion se desinfla paulatinamente el brazal a una velocidad uniforme de
2 a 3 mm de Hg por segundo. Se toma como PAS aquélla en la que el oido
distingue el primer sonido arterial (fase | de Korotkoff) y como PAD el punto en
que desaparece el ultimo sonido arterial (fase V de Korotkoff). A los 5 minutos y
con el paciente todavia en decubito, se repite la determinaciéon de PA, tomandose

como cifra tensional la media entre las dos determinaciones. La presién arterial
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media (PAM) se ha calculado segun la siguiente formula:

PAM = (PAS - PAD)/3 + PAD

2.2. Metodologia del analisis bioquimico y hormonal

Para el estudio bioquimico se realizé por medio del autoanalizador Technicon
Dax-72, utlizando las metodologias estandars: método de la hexogquinasa para
la glucosa, método de Trinder para los lipidos, y el método Jaffé's para la
creatinina.

La actividad renina plasmatica, la aldosterona, la adrenalina, la noradrenalina y
el factor natriurético atrial fueron medidos utlizando los kits comerciales

habituales?™.

2.3. Metodologia del ecocardiograma

Se practico a todos los pacientes un ecocardiograma bidemensional en modo M,
tras permanecer al menos 10 minutos en decubito lateral izquierdo. Todos los
trazados eccoardiograficos fueron interpretados por dos especialistas
entrenados. De acuerdo con los criterios de la American Society of
Echocardiography?’’, se obtuvieron los siguientes parametros relativos al

ventriculo izquierdo, siendo cada uno de éllos la media de al menos tres
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mediciones:

a) Diametro telediastolico.

b) Diametro telesistolico.

c) Grosor de la pared posterior en diastole.

d) Grosor del septo interventricular.
La masa ventricular izquierda se calcul6 siguiendo los criterios de las
convenciones de Penn??y dividiendo por la superficie corporal se calculd el
indice de masa ventricular izquierda, expresandose el resultado en gramos por
metro cuadrado. Se considerd hipertrofia ventricular izquierda si el indice de
masa ventricular izquierda era superior a 110 g/m? en la mujer y 130 g/m? en el

hombre.

2.4. Determinacién de los parametros cinéticos de la

ATPasa Ca** dependiente.

Para el estudio de la actividad de ATPasa Ca®* dependiente a nivel de la
membrana celular se ha elegido el hematie por su facil obtencién y manipulacion.
Asi mismo, se ha utilizado el Sr** como analogo del Ca*" , dada la dificultad de
medir en condiciones estables el flujo de Ca®* por su baja concentracion libre y
su rapidez en el flujo de salida, teniendo en cambio el Sr** un transporte mas
lento y de menor afinidad, lo que permite a su vez utilizar mas altas

concentraciones.
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24.1. Preparacion de los eritrocitos

Se extraen 20 ml de sangre venosa en tubos con heparina. Se centrifugan a 1750
g durante 10 minutos a 4°C y se aspira el plasma y la capa de leucocitos. Los

eritrocitos se lavan dos veces en una solucién de NaCl 150 mM.

24.2. Procedimiento de carga

Se preparan 8 alicuotas de hematies que van a contener distintas
concentraciones intracelulares de Sr** y de Ca®*. Las primeras 4 alicuotas
contendran concentraciones crecientes de Sr**, mientras que el Ca** se
mantendra a un nivel fisiolégico. Las 4 siguientes presentaran una concentracion
fija de Sr**, similar a la maxima obtenida en las anteriores y concentraciones
crecientes de Ca?*. Para conseguir este objetivo, los hematies se resuspenden
a un hematocrito final del 10% en un medio de Na*-K*, que contiene (en mmol/l)
NaCl 75, KCI 75, MOPS (acido 4-morfolinopropanosulfonico)-Tris 10, Glucosa 10,
MgCl, 0,2. En cada uno de los tubos de incubacion se afaden diferentes
concentraciones de Sr** y, a los 4 Ultimos, concentraciones crecientes de Ca**.
Para conseguir la entrada de los cationes divalentes al interior celular se utiliza
el ionéforo A-23187 a una concentracion final de 6 uM. Los eritrocitos se incuban
en estos medios a 37°C durante 15 minutos. Posteriormente, y con el objeto de
extraer el ionéforo de las membranas se procede a 4 lavados sucesivos a 37°C

con las mismas soluciones, pero donde el ionéforo A-23187 se sustituye por
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albimina bovina a una concentracion final de 10 gr/L. A los dos ultimos lavados
se afade Inosina 5mM, Adenina 2mM y tampén fosfato 5mM con el objeto de
restablecer el nivel fisiologico de ATP. Una vez finalizado este periodo, se
procede al lavado por triplicado con NaCl 75 mM y KCI 75mM, resuspendiendose
los hematies en esta misma solucion hasta alcanzar un hematocrito de
aproximadamente el 30%. Para cada suspension se determina el hematocrito
(Hto. inicial) por capilar microhematocrito (duplicado) y la absorbencia de la

hemoglobina (Ab. Hb. inicial) por colorimetria a 540,5 nm.

24.3. Determinacién de Sr** y Ca*" intraeritrocitarios

Se obtienen 200 pl de cada una de las suspensiones eritrocitarias en la soluciéon
antes mencionada y se procede a su lisis con 4 ml de agua bidestilada. Los
restos de membranas se eliminan mediante centrifugacion a 4500 g durante 9
minutos. La determinacion de Sr** y Ca®* intraeritrocitarios se realiza en un
espectrofotometro de absorcidon atémica. El resultado final se expresa en

milimoles por litro de células (mmol/l.cel).

24.4. Determinacion del flujo de Sr**

Los hematies se resuspenden hasta alcanzar un hematocrito final de
aproximadamente 6% en un medio de incubacion constituido por:
-NaCl 75 mM

-KCI 76 mM
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- MOPS-Tris 10 mM (pH: 7,4 a 37°C)

- Glucosa 10 mM

-MgCl, 1 mM
Procediendose a su incubacion durante 15 minutos a 37°C (en experimentos
control se ha observado que el flujo de salida de Sr** es lineal hasta dicho
tiempo). Al finalizar el periodo de incubacion, se enfrian los tubos por inmersion
en hielo durante 2 minutos, se centrifugan a 1750 g durante 4 minutos y se
recoge el sobrenadante para la determinacion del Sr** por espectrofotometria de

absorcién atomica. El flujo de salida de Sr** se cuantifica segun la ecuacion:

F:‘.saﬁdaSrz‘:(Dsr) x (1 - Hto.final) (1)

t x Hto.final

donde t corresponde al tiempo de incubacion, medido en horas y DSr (en
pumol/litro de sobrenadante) es la diferencia entre la concentracion extracelular
de Sr** entre el tiempo 0 y al final de la incubacion a 37°C. El resultado final se

expresa en umol por litro de células por hora (umol.(I cel.h)™).

2.4.5. Calculo de la afinidad aparente de la ATPasa
Ca?-dependiente para el Sr** intracelular y de

la velocidad maxima de la salida de Sr**

En cada experimento realizado, el flujo de salida de Sr** se expresa en funcion

de la concentracion intracelular de dicho ion, lo que permite calcular la curva de
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estimulacion del sistema en funcion del sustrato utilizado, en este caso el Sr**.

Dicha curva es sigmoidea (figura 2, izquierda) y puede definirse por la ecuacion:

vmax
V= (2)

1 + _& :
Sr,

donde V,,, representa la velocidad maxima de la salida de Sr**, K, es la

constante de disociacién aparente para el Sr** intracelular (Sr,) y 2 es el nimero
de lugares de fijacion interna de la ATPasa para el Sr**. Utilizando modificaciones

matematicas dicha ecuacion puede convertirse en:

1 i
= - (3)
v Vmax
L. s @
VVZ Vrnalxy2 Vmalxy2 X Sr}
y multiplicando ambos factores por Sr;:
Sr, : Sr, . Ks, 5)
v% Vmaxyz Vmaxyz
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asi, el primer factor puede expresarse como una funcion lineal del estroncio
intracelular y puede representarse mediante un grafico de Hanes, de tal manera
que la velocidad maxima puede calcularse por regresion lineal a partir de la
pendiente de la recta y la constante de disociacion aparente a partir de su

interseccidon con la abscisa.

[¥)
I

?® Hiperlensos con
i Bomba de Ca (-)

Flujo salida de Sr [mmol.(l. céls/h)]
T -7 g
s ~
Fe-
o/\\f

-‘-‘-' '-——---_O
1 l | | | P
0 1 2 3 0.5 1 1.5 2 25
Contenido intracelular de Sr Contenido intracelular de Ca
(mmolll. céls) (mmol/l. céls)

Es importante hacer notar que para una concentracion final de Sr**
intraeritrocitario de 3-4 mmol/l.cels el flujo de Sr** representa el 70-90% de la
V... Por esta razén y con el objeto de simplificar, la V,,, se calcula en todos los

casos por extrapolacion de los datos de acuerdo con la ecuacion (2).
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2.1.6. Calculo de la afinidad aparente para el

Ca?" intracelular

Para cada sujeto estudiado, el flujo de Sr** (a concentracion constante y la
maxima alcanzada) se calcula en funcion de la concentracion intracelular de Ca®*
(Figura 2, derecha). Concentraciones crecientes de este ultimo inhiben el flujo de

Sr?* de acuerdo con la ecuacion:

vV
v= max (6)
KSr Car’ 2
+-==)x( +—)
Sr, Kes

donde K., representa la constante de disociacion aparente para el Ca®
intracelular (Ca)).

Teniendo en cuenta que el Sr; es constante, la ecuacion (6) puede modificarse

Como sigue:
Vv
v= max - (7)
Ca,
1 +
[ KCJ

donde

v

v max (8)
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ke -k 1+ 30 ©)
Ca™ "‘Ca K

Sr

Utilizando modificaciones matematicas como en el apartado anterior la ecuacion
(7) puede representarse de la siguiente manera:

Ca,

Kea

. v ;
VARCEE Vs (V

max) -

” (10)

asi, el primer miembro de la ecuacion puede expresarse como una funcion lineal
del calcio intracelular y representarse mediante un grafico de Hanes,
obteniendose K, a partir de la interseccion de la recta con la abscisa.

3. Analisis estadistico

3.1. Pruebas estadisticas utilizadas

Las pruebas estadisticas utilizadas en esta tesis doctoral han sido:
1. Estadistica univariante
1.a. Medidas de tendencia central: Media aritmética (= ).
1.b. Medidas de dispersion: desviacion estandar (DE), error estandar de
la media (EEM)
2. Estadistica inferencial
2.a. Verificacion de la hipotesis de normalidad de las muestras: Prueba
de Shapiro-Francia.
2.b. Intervalo de confianza.
2.c. Comparacion entre 2 grupos: prueba de la t de Student-Fisher para
datos independientes y prueba de la U de Mann-Whitney.
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2.d. Relacion entre 2 variables cuantitativas: coeficiente de correlacion

lineal de Pearson.

3.2. Soporte informatico

Los datos recogidos de cada uno de los individuos estudiados se han codificado
numéricamente, y posteriormente se han introducido en una base de datos
“dBase 5 para Windows” disefiada para este fin. Para los calculos estadisticos
se ha utilizado el paquete estadistico Biomedical Package Statistical Software?”
(BMDP) con las siguiente subrutinas:
1. Media, desviacion estandar y error estandar de la media, prueba de

normalidad: Subrutina 2D.

Prueba de la t de Student: Subrutina 3D.

Correlacion lineal: Subrutina 6D.

Prueba de la U de Mann-Whitney: Subrutina 3S.
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Resultados

1. Caracteristicas generales de la serie

1.1. Grupo Control

1:1.1 Descripcion de los parametros

El grupo control estaba constituido por 27 individuos sanos (19 varones y 8
mujeres) con una edad media de 41.4 * 7.8 afos (media + desviacion estandar),
con limites comprendidos entre 28 y 56 afos. La talla media erade 170.9+9.4
cmyelpesode 71 £ 15.2 kg.

Los valores medios de presion arterial fueron: PAS 124.3 + 6.2 mmHg y PAD 78.6
+ 53 mmHg. Los valores medios de los parametros bioquimicos vy
ecocardiograficos analizados se describen en Tabla 1.

Los valores medios de la velocidad méaxima del flujo de Sr** (V) fueron 52 + 1.6
milimoles por Litro de células y por hora (mmol/L.cels/h) (tabla 2). La distribucion
individual de dichos valores se representa en la Figura 3. Los valores medios de
la constante de disociacién aparente para el Ca®* intracelular total (K.,) fueron
55.25 + 15.13 micromoles por litro de célula (umol/L.cels) (tabla 2). La

distribucion individual de dichos valores se representa en la Figura 4.
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Tabla 1
Valores medios (+ DE) de los parametros clinicos, bioquimicos y

ecocardiograficos basicos en los 27 individuos que constituyen el grupo control

Parametro Media Desviacion
Edad (arnos) 414 7.8
Talla (cm) 170.9 9.4
Peso (Kg) 71 15.2
Indice de masa corporal (Kg/m?) 24.03 3.27
PAS (mmHg) 124.3 6.2
PAD (mmHg) 78.6 53
Presion arterial media (mmHg) 93.88 5.31
Frecuencia cardiaca (latidos por min.) 728 48
Glicemia (mg/dl) 86.8 8
Creatinina (mg/dl) 0.78 0.17
Aclaramiento creatinina (ml/min) 126.18 62.4
Ac. urico (mg/dl) 3.91 1.24
Colesterol (mg/dl) 184.51 38.73
Trigliceridos (mg/dl) 89.66 23.69
Diametro telediastolico (mm) 50.77 3.6
Grosor pared posterior (mm) 8.51 1.3
Masa ventricular izquierda (g) 175.62 53.1
Indice masa ventricular (g/m?) 94.26 19.16
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Tabla 2
Valores medios (+ DE) de los parametros cinéticos de la bomba de calcio en los

27 individuos que constituyen el grupo control

Parametro Media Desviacion
V.., (mmol/L cels/h) 5.2 1.6
K., (Hmol/L.cels) 55.25 15.13

Figura 3. Histograma que muestra la distribucién en frecuencias de los
valores individuales de la velocidad maxima del flujo de Sr** en los

27 individuos que constituyen el grupo control.

n° de individuos

o = N O & 00 O N

2-3 34 4.5 56 6-7 78 8-9 9-10 10-11
mmol/L.cels/h
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Figura 4.

Histograma que muestra la distribucion en frecuencias de los
valores individuales de la constante de disociacion aparente para
el Ca*" intracelular en los 27 individuos que constituyen el grupo

control.
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1.2. Grupo de pacientes con Hipertension Arterial
esencial

1.2.1. Descripcién de los parametros

El grupo de pacientes hipertensos esenciales estaba constituido por 49
individuos (37 varones y 12 mujeres) con una edad media de 45.3 + 11.4 afios
(media * desviacion estandar), con limites comprendidos entre 22 y 76 afnos. La
talla media erade 166.4 + 9.6 cmy el peso de 76.2 + 12.2 kg. Los valores medios
de presion arterial fueron: PAS 170.89 + 14.44 mmHg y PAD 102.89 + 6.49
mmHg. Los valores medios de los parametros bioquimicos, hormonales vy
ecocardiograficos analizados se describen en Tabla 3.

Los valores medios de la velocidad maxima del fiujo de Sr** (V... ) fueron 6.6 + 2.3
milimoles por Litro de células y por hora (mmol/L.cels/h) (tabla 4). La distribuciéon
individual de dichos valores se representa en la Figura 5. Los valores medios de
la constante de disociacion aparente para el Ca®* intracelular total (K_,) fueron
80.36 + 53.46 micromoles por litro de célula (pmol/L.cels) (tabla 4). La

distribucién individual de dichos valores se representa en la Figura 6.
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Tabla 3
Valores medios (+ DE) de los parametros clinicos, bioquimicos, hormonales y
ecocardiograficos basicos en los 49 individuos que constituyen el grupo de

pacientes hipertensos esenciales
e o S

Parametro Media Desviacion estandar
Edad (afios) 45.3 1.4
Talla (cm) 166.4 96
Peso (Kg) 76.2 122
Indice de masa corporal (Kg/m?) 27.53 3.8
PAS (mmHg) 170.9 14.4
PAD (mmHg) 102.9 6.5
Presion arterial media (mmHgQ) 125.56 8.42
Frecuencia ci. d..ca (latidos min.) 80.3 54
Glicemia (mg/dI) 105.1 426
Creatinina (mg/dl) 1 0.19
Aclaramiento creatinina (ml/min) 95.59 27.45
Ac. drico (mg/dl) 6.21 2.48
Colesterol (mg/dl) 209.31 4553
Trigliceridos (mg/dl) 115.24 63.85
Colesterol HDL (mg/dl) 50.8 10.9
Colesterol LDL (mg/dl) 136.33 40.16
Renina basal [ng(ml.h)™] 0.47 0.34
Renina estimulada [ng(ml.h)"] 2.26 2.26
Aldosterona (ng/ml) 18.93 12.35
Noradrenalina (pg/ml) 205.93 92.47
Factor natriuretico atrial (fmol/ml) 13.91 6.28
Diametro telediastolico (mm) 51.88 4.85
Grosor pared posterior (mm) 10.56 1.79
Masa ventricular izquierda (g) 260.8 76.6
Indice masa ventricular (g/m?) 138.79 38.51
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Tabla 4
Valores medios (+ DE) de los parametros cinéticos de la bomba de calcio en los
49 individuos que constituyen el grupo de pacientes hipertensos esenciales

Parametro Media Desviacion
V oy (Mmol/L.cels/h) 6.6 23
K., (umol/L.cels) 80.36 53.46

Figura 5. Histograma que muestra la distribuciéon en frecuencias de los
valores individuales de la velocidad maxima del flujo de Sr** en los

49 individuos que constituyen el grupo de pacientes hipertensos

esenciales.
n® individuos
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Figura 6. Histograma que muestra la distribucion en frecuencias de los

12
10

o N A& OO O

valores individuales de la constante de disociacion aparente para
el Ca* intracelular en los 49 individuos que constituyen el grupo de

pacientes hipertensos esenciales.
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2. Diferencias entre los parametros cinéticos
obtenidos en el grupo control y en los
pacientes con HTA esencial

El grupo de pacientes hipertensos esenciales mostré unos valores medios de la
velocidad méxima del flujo de Sr** significativamente superiores a los observados
en los individuos del grupo control (6.6 + 2.3 vs 5.2 + 1.6 mmol/L.cels/h;
p=0.0067) (Figura 7)

Al analizar los valores medios de la constante de disociacion aparente para el
Ca* intracelular total (K,,) ésta se encontré ligeramente mayor en el grupo de
hipertensos esenciales respecto al grupo control, aunque esta diferencia no llegd
a alcanzar una significacion estadistica (80.36 + 53.46 vs 5525 + 15.13
pmol/L.cels; p=0.066) (Figura 8)

Figura 7. Diagrama de barras que muestra los valores medios (x desviacion
estandar) de la velocidad maxima del flujo de Sr** en los 49

hipertensos esenciales y los 27 controles.

- Vmax (mmol/L.cels/h)

8 P=0.0067
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Figura 8.
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3. Relacidon de los parametros cinéticos de la
bomba de calcio con los parametros

analizados.

3.1. Serie global
3.1.1. Relacién de la velocidad maxima del
flujo de Sr?* con los parametros
estudiados.
La velocidad maxima del flujo de Sr** mostr6 una relacion directa
estadisticamente significativa con varios parametros: con la edad, con la presion
arterial sistolica, diastolica y media, con las cifras de creatinina y acido urico, y
con el grosor del septo interventricular, los coeficientes de correlacion y la

significacion estadistica se muestran en la tabla 5.

Tabia 5.
Parametros que mostraron una relacion directa con la velocidad maxima del flujo
de Sr**.

Parametro r p
Edad 0.334 0.003
Presion arterial sistélica 0.369 0.001
Presion arterial diastélica 0.349 0.002
Presion arterial media 0.365 0.001
Creatinina 0.462 < 0.001
Aclaramiento creatinina -0.263 0.022
Acido Urico 0.298 0.01
Grosor septo 0.281 0.02
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3.1.2. Relacién de la constante de disociaciéon
aparente para el Ca®* intracelular con los
parametros estudiados.

La constante de disociacion aparente para el Ca** intracelular mostré una
relacion directa estadisticamente significativa con varios parametros: con la
presion arterial sistolica, diastolica y media, con las cifras de creatinina y acido
urico, y con el indice de masa ventricular, los coeficientes de correlacion y la

significacion estadistica se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.
Parametros que mostraron una relacién directa con la constante de disociacion

aparente para el Ca®" intracelular.

Parametro r p
Presion arterial sistolica 0.308 0.007
Presion arterial diastélica 0.293 0.01
Presion arterial media 0.306 0.007
Creatinina 0.431 < 0.001
Acido urico 0.29 0.012
Indice de masa ventricular 0.277 0.022
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3.2. Grupo de pacientes con HTA esencial

3.2.1. Relacién de la velocidad maxima del
flujo de Sr** con los parametros
estudiados.

La velocidad méxima del flujo de Sr* mostr6 una relacién directa
estadisticamente significativa con la edad (r=0.342; p=0.016)(Figura 9), con las
cifras de creatinina (r=0.446; p=0.001)(Figura 10) y con el valor del aclaramiento
de la creatinina (r= - 0.345; p=0.015).

Figura 9. Correlacion directa entre la velocidad maxima del flujo de Sr** y la

edad de los pacientes hipertensos esenciales.
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Figura 10.  Correlacion directa entre la velocidad méxima del flujo de Sr** y las

cifras de creatinina de los pacientes hipertensos esenciales.
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3.2.2. Relacién de la constante de disociacion
aparente para el Ca®" intracelular con los
parametros estudiados.

La constante de disociacién aparente para el Ca®* intracelular unicamente mostré

una relacion directa estadisticamente significativa con las cifras de creatinina (r=
0.402; p=0.004)(Figura 11).

Figura 11.  Correlacion directa entre la constante de disociacion aparente para
el Ca? intracelular y las cifras de creatinina de los pacientes

hipertensos esenciales.
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4. Clasificacibn de los pacientes con HTA
esencial

La distribucion de la constante de disociacién aparente para el Ca** intracelular
en la poblacién sana normotensa seguia una distribucion normal. Por el
contrario, dicha distribucion era bimodal en el grupo de pacientes hipertensos
esenciales. Utilizando el intervalo de confianza del 99% del grupo control, como
calculo del limite alto de la normalidad y establecido éste en la cifra de 98
pmol/L.cels, se pudieron diferenciar dos grupos de pacientes hipertensos segun
presentaran una constante de disociaciéon aparente para el Ca®* intracelular
normal (33 pacientes, 67.3%) o por encima de dicho limite superior de la
normalidad (16 pacientes, 32,6%). La figura 12 muestra la prevalencia de dicha

alteracion en la hipertension arterial esencial.

Figura 12.  Grafico de sectores que muestra la prevalencia de la alteracion de
la constante de disociacion aparente para el Ca®* intracelular en la
poblacidn de hipertensos esenciales.

Normal

67.3% Elevada

32,7%
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5. Diferencias clinico-biolégicas entre los
subgrupos de pacientes hipertensos

No se observaron diferencias significativas entre los dos subgrupos de pacientes
hipertensos esenciales clasificados en funcion de la constante de disociacion
aparente para el Ca®" intracelular en cuanto a la talla, peso, sexo, cifras de
presién arterial sistdlica y diastélica (Tabla 7). Por el contrario, la edad de los
pacientes fue significativamente mayor en los hipertensos con una constante de
disociacion aparente para el Ca®* intracelular mas elevada (50.8 + 13.5vs 43 £
10.2 afos; p=0.028) (Figura 13).

Tabla 7.
Comparacion de los diferentes parametros clinicos entre los pacientes
hipertensos esenciales con constante de disociacion aparente para el Ca*

intracelular normal o elevada.

Parametro Kca normal Kca elevada p
Presion arterial sistolica 168.48 + 8.68 174.37 + 15.81 0.1

(mmHg)
Presion arterial diastolica 10242+ 5.6 103.87 + 7.54 0.4
(mmHg)
Presion arterial media 124. 44 +7.25 127.37 +9.39 0.2
(mmHg)
Talla (cm) 165.75 + 8.68 168.62 + 12.32 0.3
Peso (Kg) 74.93+10.18 81.31+16.18 0.1
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Figura 13. Diagrama de barras que muestra la edad media (t+ desviacion
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estandar) en los dos subgrupos de pacientes hipertensos
esenciales clasificados en funcion de la constante de disociacion

aparente para el Ca®* intracelular.
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Tanto la creatinina plasmatica (1.13 £ 0.17 vs 0.95 + 0.17 mg/dl; p= 0.0019),
como el acido urico (7.27 + 3.32 vs 6.14 + 1.49 mg/dl; p=0.0482) se hallaron
significativamente mas elevados en el subgrupo de hipertensos con una
constante de disociacion aparente para el Ca®* intracelular mas elevada. (Figuras
14y 15).

Figura 14. Diagrama de barras que muestra los valores medios (+ desviacion
estandar) de la creatinina plasmatica en los dos subgrupos de
pacientes hipertensos esenciales clasificados en funcion de la
constante de disociacién aparente para el Ca* intracelular.
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Figura 15. Diagrama de barras que muestra los valores medios (+ desviacion
estandar) del acido drico en los dos subgrupos de pacientes
hipertensos esenciales clasificados en funcidn de la constante de

disociacion aparente para el Ca** intracelular.

' Acido urico (mg/dl)

10 |
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Tal como se observa en la Tabla 8, el resto de parametros bioguimicos,

hormonales y ecocardiograficos no presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre los dos subgrupos de pacientes hipertensos esenciales.

Comparaciéon de

Tabla 8.

los diferentes parametros bioquimicos, hormonales y

ecocardiograficos entre los pacientes hipertensos esenciales con constante de

disociacion aparente para el Ca* intracelular normal o elevada.

Kca Kca
Parametro
normal elevada

Glicemia (mg/dl) 101.15 £ 26.7 117.37 £71.03 0.2
Aclaramiento creatinina (ml/min) 100.35 £ 20.75 89.51 £40.85 0.08
Colesterol total (mg/dl) 214.87 £ 41.57 207.5 + 56.43 06
Colesterol LDL (mg/dl) 142.48 + 38.1 13481 +406 05
Colesterol HDL (mg/dl) 4966 +8.73 485 +11.97 0.7
Renina basal [ng(ml.h)"] 0.44 +0.31 0.47 +0.31 0.7
Renina estimulada [ng(ml.h)"] 218+2.34 2621229 0.5
Aldosterona (ng/mi) 17.14 £10.91 20.58 + 11.44 0.3
Noradrenalina (pg/m!) 214.81 £ 100.8 216.63 + 93.52 0.9
Factor natriuretico atrial (fmol/ml) 14.28 +6.6 13.78 £ 5.71 0.8
Diametro telediastélico (mm) 51.83+5.1 53.27 £5.29 04
Grosor pared posterior (mm) 10.46 + 1.54 10.81 +2.56 0.5
Masa ventricular izquierda (gr) 256.86 1 76.33 293 + 89.04 0.2
Indice masa ventricular (gr/m?) 138.75 1 39.31 146.02 + 44 49 0.6
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Finalmente, el subgrupo de pacientes con una constante de disociaciéon aparente
para el Ca®* intracelular elevada presentaba una velocidad maxima del flujo de
Sr®* mucho mayor que el subgrupo de pacientes con una constante de
disociacién aparente para el Ca** intracelular normal (9.13 + 2.02 vs 5.38 + 12.81
mmol/L.cels/h; p<0.0001) Figura 16.

Figura 16. Diagrama de barras que muestra los valores medios (+ desviacién
estandar) de la velocidad maxima del flujo de Sr** en los dos
subgrupos de pacientes hipertensos esenciales clasificados en
funcién de la constante de disociacién aparente para el Ca®

intracelular.

5 Vmax (mmol/L.cels/h)

-
101 0<0.0001
8 I
6 |
4 |
2
Kca normal Kca elevada

85




VI. Discusion

86



Discusion

Los resultados de este trabajo muestran que la prevalencia de la anomalia de la
bomba de Ca®* en la HTAe es del 32.7%. Estos pacientes se caracterizan por
presentar mayor edad y deterioro de la funcion renal, determinada por unas cifras
de acido urico y creatinina plasmaticas mas elevadas.

El hallazgo de esta anomalia en un tercio de los hipertensos estudiados confirma
la observacion de Dagher et al %2, en el sentido de que en la HTA esencial no
existe una alteracion homogénea y universal de la bomba de calcio en todos los
hipertensos, y hace suponer que la HTA esencial se comporta de forma
heterogenea en relacion al flujo de Ca** dependiente de la bomba de calcio, dado
que dos tercios de los pacientes hipertensos esenciales presentan una bomba
de calcio normal, mientras que el tercio restante tienen una baja afinidad por el
Ca?" intracelular, estimado como una baja afinidad aparente para el Sr**
intracelular y un incremento del flujo maximo de salida del Sr?*. Utilizando una
nomenclatura similar a la aceptada para las anomalias de la bomba de sodio
(ATPasa Na'/K") y a los pacientes con anormalidad de la cinética de la bomba
de Ca** eritrocitaria se les podria denominar hipertensos bomba de Ca®* (-).
Similares prevalencias de anomalias se han encontrado al estudiar los diferentes
sistemas de transporte celular del Na*: entre el 18% y el 39% de los hipertensos™
presentan anomalia del contransporte Na'-K'-Cl', entre el 26% y el 49%
presentan anomalia®® del contratransporte Na*-Li*, en un 23% de pacientes la
actividad del intercambiador HCO,/CI esta anormalmente elevada’, un 45 % de

hipertensos tienen alterado™ el intercambiador Na*-Mg?* y hasta un 60% de
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hipertensos® presentan una hiperactivacion del intercambiador Na*-H*. Todo ello
apoya mas la heterogeneidad de la HTA en relacion con los sistemas de
transporte transmembranario.

E! hallazgo de un deterioro de la funcion renal en el grupo de pacientes bomba
de Ca* (-), expresadp por unos valores de creatinina y acido Urico mas elevados,
podria indicar una mayor susceptibilidad de este grupo de pacientes a
desarrollar lesién renal secundaria a la HTAe. Una interpretacion alternativa
podria ser que algunos componentes plasmaticos circulantes presentes en
pacientes con insuficiencia renal inhibieran la bomba de Ca* como
recientemente han comunicado Lindner et al?’4#’>,

De nuestros resultados se desprende que estos pacientes, hipertensos bomba
de Ca* (-), tienen una baja afinidad por el Ca®* intracelular, al tiempo que una
velocidad maxima de la bomba aumentada, por lo que probablemente bajo
condiciones basales mantienen una concentracién normal de Ca** citosolico,
pues el incremento de la velocidad maxima de salida del Ca®* puede compensar
la baja afinidad por el Ca®* intracelular. Sin embargo, estos pacientes presentan
una disminucion de la capacidad para regular incrementos en el contenido de
Ca® libre citosolico.

La bomba de Ca®* de la membrana plasmatica es el Unico sistema de transporte
de Ca* que regula el contenido de Ca** libre citosélico en los hematies humanos.
Sin embargo, en las células nucleadas el contratransporte Na*-Ca* y la bomba

de Ca* del reticulo sarcoplasmico también contribuyen a la regulacion de los
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incrementos en la concentracion del Ca®* libre citosélico. Comparadas con otras
células excitables, la capacidad de almacenar Ca** en depositos intracelulares
por las células de la musculatura lisa vascular es escasa y su contratransporte
Na*-Ca®* es de muy baja capacidad respecto a la bomba de Ca* de la
membrana. De este modo, las células de la musculatura lisa vascular son las
células diana donde la alteracion presente en los pacientes bomba de Ca** (-)
induciria desoérdenes en la regulacién del Ca?* celular, caracterizadas por un
retraso en la recuperacion del contenido normal de Ca?* que sigue a la apertura
de los canales del Ca®*. Esto puede explicar el incremento de reactividad
vascular presente en los pacientes hipertensos. Una bomba de Ca** anémala
podria tambien promover un incremento de los niveles de Ca®* citosdlico y, por
tanto, una hiperactividad celular, como ya previamente se ha comunicado en
plaquetas de ratas y pacientes con HTA esencial®®.

No es aventurado suponer que este defecto en la estimulacion del transporte
activo del Ca®* pueda, a nivel de las células del musculo liso vascular, determinar
una dificultad en la extrusion del exceso de Ca** libre citosélico que tiene lugar
tras la apertura de los canales membranarios cuando se inicia la contraccion
muscular. El resultado final seria el incremento del Ca** libre citosélico y
consecuentemente del tono de dicha célula, determinante ultimo del incremento
de las resistencias periféricas vasculares. Esta hipotesis es actuaimente

especulativa y se requieren ulteriores estudios para probarla o desestimaria.
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Resumen y conclusiones

Nuestra hipotesis de trabajo postula la existencia de un grupo de pacientes
hipertensos con una posible alteracién de la ATPasa Ca?*-dependiente, definida
por una disminucion de la afinidad de dicha bomba para el calcio intracelular,
hecho que podria explicar, en parte, el aumento del contenido de Ca®* observado
por multiples autores en diferentes células de pacientes afectos de hipertension
arterial esencial.

El objetivo de la presente tesis doctoral ha sido determinar la prevalencia de la
anomalia de la ATPasa Ca®*'-dependiente en los pacientes afectos de HTA
esencial y correlacionar esta alteracion con posibles hallazgos clinicos
diferenciales.

Para ello se han estudiado 76 individuos, de los que 27 constituyen un grupo
control de sujetos sanos normotensos, sin antecedentes familiares de HTA. El
grupo de pacientes con HTA esencial lo constituyen 49 individuos, a los que se
habia suspendido el tratamiento antihipertensivo durante las 4 semanas previas
a la obtencion de la muestra sanguinea, ninguno de éllos presentaba hallazgos
clinicos que sugirieran la existencia de HTA secundaria de cualquier etiologia.

Se ha elegido el hematie como modelo celular por su facil obtencidon y
manipulacién. Utilizamos el Sr** como analogo del Ca®* para el estudio de la
bomba de Ca*. Las concentraciones intracelulares de Sr** y Ca®* se modificaron
utlizando el ionéforo A23187 en una solucion isoténica de Ringer. Para cada
sujeto estudiado se prepararon de 8 a 12 alicuotas de células conteniendo

diferentes concentraciones intracelulares de Sr** y de Ca**. Las 4-6 primeras con
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concentraciones crecientes de Sr?* (0.2-3 mmol/l céls) y las 4-6 siguientes con
concentraciones crecientes de Ca** (0.1-2 mmol/l céls) y una concentracion fija
de Sr** equivalente a la maxima alcanzada en las anteriores. Para la medida del
flujo de Sr**, las alicuotas se suspendieron en el mismo medio Ringer con la
adicion de Mg Cl, 1 mmol/l, necesario para el funcionamiento de la bomba de
Ca®, y se incubaron a 37°C durante 15 minutos bajo agitacion continua.

Para cada sujeto estudiado, el flujo de Sr** se representd en funcién de la
concentracion intracelular de Sr?*. Igual que sucede con el Ca®*, la estimulacion
del flujo de Sr** por el aumento en la concentracion intracelular de dicho ion es
claramente sigmoide, y en dicha parte de la curva es posible calcular la constante
de disociacion para el Sr** y la velocidad maxima de flujo. Asimismo, el aumento
en la concentracion intracelular de Ca* provoca una inhibicion competitiva del
flujo de Sr**, a partir de la cual puede estimarse la constante de disociacion para
el Ca*.

De los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones

1) Los valores medios de la velocidad maxima del flujo de Sr**, en el

grupo de pacientes hipertensos esenciales, fueron 6.6 + 2.3 milimoles por
Litro de células y por hora, significativamente superiores a los observados
en el grupo control que fueron de 5.2 + 1.5 (p=0.0067). Los valores medios
de la constante de disociacién aparente para el Ca** intracelular total
fueron 80.36 + 53.46 micromoles por litro de célula en el grupo de

pacientes hipertensos, cifras ligeramente superiores a las del grupo
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control, 55.25 + 15.13 micromoles por litro de célula, aunque no

estadisticamente significativas (p=0.066).

2) No se observa relacion entre los parametros cinéticos de la bomba de

calcio y el sexo, las cifras de presion arterial, parametros bioquimicos,
hormonales y ecocardiograficos de los pacientes hipertensos. Existe una
correlacidn directa significativa entre la velocidad méaxima del flujo de Sr**
y la edad (r=0.342; p=0.016) y cifras de creatinina (r=0.446; p=0.001), e
inversa con el valor del aclaramiento de la creatinina (= - 0.345; p=0.015).
La constante de disociacién aparente para el Ca*" intracelular unicamente
mostré una relacion directa estadisticamente significativa con las cifras de

creatinina (r= 0.402; p=0.004).

3) Al utilizar el intervalo de confianza del 99% de los valores de la

constante de disociacion aparente para el Ca?* intracelular en el grupo
control como limite superior de la normalidad (98 umol/L.cels) se han
diferenciado dos grupos de pacientes hipertensos esenciales segun
presentaran una constante de disociacion aparente para el Ca®
intracelular normal ,33 pacientes (67.3%), o por encima de dicho limite

superior de la normalidad, 16 pacientes (32,6%).
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4) El grupo de pacientes con una constante de disociacion aparente para

el Ca® intracelular mas elevada, pacientes bomba de Ca* (-),
presentaban respecto al resto de hipertensos estudiados:
1. Edad superior (50.8 + 13.5 vs 43 + 10.2 aros; p=0.028)
2. Mayor valor de creatinina plasmatica (1.13+0.17 vs 0.95 £+ 0.17
mg/dl; p= 0.0019).
3. Niveles de acido Urico mas elevados (7.27 + 3.32 vs 6.14 + 1.49
mg/di; p=0.0482).
No se han observado diferencias significativas en el resto de parametros
bioquimicos, hormonales y ecocardiograficos estudiados entre los dos

subgrupos de pacientes hipertensos esenciales.

5) Por titimo, el subgrupo de pacientes con una constante de disociacion

aparente para el Ca® intracelular elevada, pacientes bomba de Ca®* (-),
presentaba una velocidad maxima del flujo de Sr** mucho mayor que el
subgrupo de pacientes con una constante de disociacion aparente para
el Ca?* intracelular normal (9.13 + 2.02 vs 5.38 + 12.81 mmol/L.cels/h;

p<0.0001), probablemente como fendmeno compensador.
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6) Conclusion general

Las anomalias del transporte i6nico celular en la HTAe son heterogéneas,
no afectan a la globalidad de la poblacion, y se restringen a subgrupos de
pacientes. La anomalia de la bomba de Ca?* se halla presente en el 33%
de los hipertensos esenciales.

El perfil clinico de estos pacientes es muy similar al de los pacientes
caracterizados por otras anomalias, y destaca unicamente la mayor edad
y la afectacion renal.

Ulteriores estudios deberan clarificar si este subgrupo de pacientes
caracterizados por la anomalia de la bomba de Ca®" estan relacionados
con la sensibilidad a la sal y son los posibles benificiarios de los
suplementos orales de calcio. La alteracion de la ATPasa Ca*-
dependiente, definida por una disminucion de la afinidad de dicha bomba
para el calcio intracelular, podria explicar en parte el exceso en el
contenido de Ca?" citosdlico, observado por mdltiples autores, en las

diferentes células de pacientes afectos de hipertension arterial esencial.
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