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1.- OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades 

cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de mortalidad y morbilidad en 

los países de la Unión Europea y en los Estados Unidos de América (The World 

Health Report, 2009). También en España estas patologías constituyen la primera 

causa de defunción y presentan una morbilidad elevada, siendo la isquemia cardiaca 

la que ocasiona un mayor número de muertes (datos del Instituto Nacional de 

Estadistica, I.N.E., 2009). 

Estudios realizados en 2006–2007 en 22 países de Europa (Kotseva et al., 

2009), incluido España, en pacientes menores de 80 años, con uno o más de los 

siguientes diagnósticos o procedimientos: cirugía de revascularización coronaria, 

angioplastia, infarto agudo de miocardio o isquemia mostraron que: 

• El 56,0% eran hipertensos.  

• El 52,7% tenían hipercolesterolemia.  

• El 35,3% eran obesos.  

• El 34,8% tenían diabetes.  

• El 17,2% de los pacientes eran fumadores 

Estos resultados avalan otros informes donde se pone de manifiesto que la 

hipertensión arterial (HTA) y la hipercolesterolemia son dos factores de riesgo 

cardiovascular (FRCV) claves, entendiendo como tal aquella condición individual 

que aumenta la probabilidad de desarrollar una enfermedad cardiovascular. 

En España estos dos FRCV son los más frecuentes detectados en atención 

primaria y, según datos de la Sociedad Española de Hipertensión Arterial, 

aproximadamente un 35% de la población adulta española (mayores de 18 años) 

padece hipertensión (llega al 40% en edades medias, y al 68% en los mayores de 60 

años), afectando a unos 10 millones de sujetos adultos (Banegas et al., 2009). A nivel 

mundial, en el año 2000 la prevalencia aproximada de HTA en personas de más de 

20 años fue del 26,4%, equivalente a 972 millones de personas y la estimación para 

el año 2025 es de 29,2% (Kearney et al., 2005). 
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A principios de los años noventa del siglo pasado, en los estudios en la 

población española entre 35 y 65 años de edad, se evidenció que el 18,6% de los 

varones y el 17,6% de las mujeres tenían valores de colesterol igual o superior a 250 

mg/dL y, cuando el límite era ≥ de 200 mg/dL, el porcentaje aumentó hasta el 56,7% 

y el 58,6%, respectivamente (Villar et al., 2003). Estas cifras se han incrementado en 

años posteriores (Villar et al., 2007), hasta tal punto que las concentraciones séricas 

de colesterol y cLDL de la población española son similares a las de otros países de 

nuestro entorno (Tolonen et al., 2005).  

Debido a la escasa sintomatología, tanto la HTA como la hipercolesterolemia 

pueden permanecer silentes durante largos periodos de tiempo, de ahí la importancia 

de su control en la prevención de las distintas ECV. 

Teniendo en cuenta esta situación y el hecho de que una de las líneas de 

investigación que se viene desarrollando en el laboratorio de Farmacognosia y 

Farmacología de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca se centra 

en el estudio de tratamientos antihipertensivos, surgió el proyecto del estudio con 

pravastatina, la única estatina hidrosoluble disponible y que fue autorizada en España 

en 1991. 

Las estatinas están recibiendo en el momento actual una atención especial 

porque, además de ser los fármacos más usados en la terapia de las dislipidemias 

gracias a su poderoso efecto hipolipemiante, lo cual favorece una reducción de la 

mortalidad cardiovascular, muestran efectos no relacionados con la reducción del 

colesterol (efectos pleiotrópicos) que podrían contribuir a sus efectos beneficiosos. 

Por ello, el objetivo fundamental que nos planteamos fue estudiar los efectos de 

pravastatina sobre diferentes parámetros cardiovasculares independientemente de sus 

propiedades hipocolesterolemiantes, para lo cual utilizamos como animales de 

experimentación ratas normotensas e hipertensas, pero sin hipercolesterolemia, con 

las que se llevaron a cabo tanto los estudios in vivo como in vitro. Además, gracias a 

la colaboración con el Servicio de Cirugía Cardiaca del Hospital Clínico 

Universitario de Salamanca, pudieron llevarse a cabo algunos ensayos en arterias 

humanas. 

 



 
  Objetivos 5 
 

 

 

Los objetivos planteados en este trabajo fueron: 

 

1.- Estudiar los efectos del tratamiento crónico con pravastatina sobre la 

presión arterial en ratas, con hipertensión incipiente (ratas genéticamente 

hipertensas, SHR de 8 semanas), con hipertensión claramente establecida (SHR 

de 24 semanas), y en ratas normotensas (ratas wistar Kyoto, WKY). 

 

2.- Investigar el efecto del tratamiento crónico con pravastatina sobre la 

reactividad vascular y el remodelado cardiovascular ocasionado por el proceso 

hipertensivo.  

 

3.- Estudiar el efecto de pravastatina sobre la disfunción endotelial y el estrés 

oxidativo en arterias aisladas de rata. 

 

4.- Investigar si pravastatina modifica la reactividad vascular de arterias 

humanas procedentes de pacientes sometidos a cirugía de revascularización 

aorto coronaria (bypass). 
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1.- ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y FACTORES DE RIE SGO 

Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo. Se calcula que en 

2005 murieron por esta causa 17,5 millones de personas, lo cual representa un 30% 

de todas las muertes registradas en el mundo; 7,6 millones de esas muertes se 

debieron a la cardiopatía coronaria y 5,7 millones a los accidentes cerebrovasculares 

(OMS, 2009).  

Aunque la mortalidad cardiovascular global ha disminuido en las últimas 

décadas, principalmente a expensas de la reducción de la incidencia de accidentes 

cerebrovasculares, la de origen coronario persiste prácticamente igual y aumenta 

progresivamente la debida a la insuficiencia cardiaca congestiva (OMS, 2009).  

En España, los últimos datos del I.N.E en 2009 sobre la estadística de 

defunciones según la causa de muerte referidos a 2007 (I.N.E., 2009) muestran que 

las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer puesto como causa de muerte 

(con un total de 124.126 defunciones, lo que supone el 32,2%), seguidas de los 

tumores (26,8%) y las enfermedades del sistema respiratorio (11,4%). 

A nivel más detallado, el patrón de mortalidad de 2007 fue similar al del año 

anterior, las enfermedades isquémicas del corazón (infarto, angina de pecho) y las 

cerebrovasculares continuaron ocupando el primer y segundo lugar, respectivamente, 

en número de muertes. Por su parte, la insuficiencia cardiaca superó al cáncer de 

bronquios y pulmón como la tercera causa que originó más defunciones (Figura 1). 

Si comparamos con nuestro entorno europeo, España está por debajo de la 

media de la Unión Europea en defunciones debidas a enfermedades isquémicas del 

corazón (Figura 2). 
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Figura 1.- Defunciones en España en 2007 según la causa de muerte (tomada del 

Boletín informativo de I.N.E., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2.- Defunciones debidas a enfermedades isquémicas del corazón en hombres 

y mujeres de diferentes países europeos (tomada de Eurostat, 2009).   

Datos del 2008 a excepción de Polonia, Italia, Rumanía, Malta, Reino Unido, Slovenia, 

Bulgaria (2007), Dinamarca, Luxemburgo, Portugal (2006) y Bélgica (2004). 
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El conocimiento de los principales FRCV es fundamental a la hora de instaurar 

una prevención más eficiente y reducir la incidencia de ECV. Predecir las 

posibilidades que tiene una persona de padecer un evento cardiovascular es un reto 

médico que hasta ahora no ha sido solventado de forma completa (Masana, 2004). El 

estudio de FRAMINGHAM, iniciado en 1948, quizás sea el estudio epidemiológico 

más importante que se ha realizado sobre ECV y los factores de riesgo asociados a 

ellas. Desde la primera publicación basada en este estudio en 1951 hasta hoy el 

número de artículos publicados y referencias en internet que hacen alusión a éste no 

han dejado de aumentar (www.framinghamheartstudy.org). 

Este estudio ha sido de gran ayuda para la identificación de los FRCV más 

importantes como la hipertensión, hipercolesterolemia, tabaco, diabetes mellitus, etc. 

y ha aportado información valiosa sobre otros factores relacionados con la edad, 

sexo, disminución de HDL-colesterol, o ciertos factores relacionados con el entorno. 

En base a los factores de riesgo más importantes se puede calcular la probabilidad 

que tiene una persona de sufrir un problema cardiovascular. 

Los datos del estudio de FRAMINGHAM pueden sobreestimar el riesgo 

coronario en países como España con una baja incidencia de mortalidad por 

enfermedad coronaria (Figura 2), por lo que la publicación de los resultados del 

proyecto SCORE (Ridker et al., 2007) sobre mortalidad cardiovascular a los 10 años, 

ha permitido elaborar unas tablas basadas en datos europeos, que son precisamente 

las que el Comité Español Interdisciplinario para la prevención cardiovascular 

aconseja utilizar, si bien menciona otras alternativas como son las tablas calibradas 

de FRAMINGHAM, en función de los resultados que vayan apareciendo en el 

futuro. 

La investigación sobre el papel de los FRCV tanto nuevos como algunos ya 

mencionados continúa. En este sentido los resultados del estudio INTERHEART 

(Yusuf et al., 2004) son interesantes, en especial en lo que se refiere a los factores 

psicosociales. Este estudio permitió definir 9 variables a las que atribuir el 90% del 

riesgo de presentar un infarto de miocardio. La hipertensión arterial, la diabetes, la 

dislipidemia, el tabaquismo, la obesidad y el estrés fueron los factores de riesgo, 

mientras que la ingesta de fruta y verdura, la actividad física e incluso el consumo 
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moderado de alcohol, eran factores protectores. No obstante, otros factores de riesgo 

cardiovascular enmarcados en el grupo de predisponentes y acompañantes 

(malnutrición, niveles elevados de homocisteína, fibrinógeno, proteína C reactiva, 

etc.) van adquiriendo progresivamente mayor importancia. 

En la última década se han definido nuevos parámetros clínicos y bioquímicos 

asociados con inflamación y trombogenecidad, que tienen relación con el riesgo 

vascular. Sin embargo, cuando estos parámetros se utilizan para mejorar la 

predicción de eventos cardiovasculares basados en los factores cardiovasculares 

mayores, no aportan una mejoría significativa. Así, en un estudio reciente (Wang et 

al., 2006), la incorporación de hasta diez parámetros bioquímicos a los factores 

cardiovasculares mayores para calcular el riesgo cardiovascular no mejoró la 

predicción basada solamente en éstos últimos.  

Un meta-análisis de 48 estudios transversales, realizados en España entre 1990 

y 2003, analiza la prevalencia de los diferentes FRCV en la población española 

(Medrano et al., 2005). Del estudio destacan una serie de datos reflejados en la tabla 

1. Un elemento común de estos factores de riesgo es la disfunción endotelial, la cual 

si no se corrige terminará en daño vascular. 

 

 

 % Total % Hombres % Mujeres 

HTA 33,9 34,8 33,0 

Tabaquismo 32,7 41,1 24,3 

Hipercolesterolemia 21,9 20,9 22,8 

Obesidad 20,6 17,9 23,2 

Diabetes 10,1 11,7 8,4 

 

Tabla 1.- Factores de riesgo cardiovascular en la población española. 
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En atención primaria la HTA y las hiperlipidemias son los FRCV más 

frecuentes. Estos suelen tener un deficiente control pues, debido a su escasa 

sintomatología, permanecen silentes durante largos periodos de tiempo. Por ello el 

adecuado control tanto de los niveles de presión arterial como de los niveles de 

lípidos plasmáticos son fundamentales en la prevención de las distintas ECV. 

Además, en la población española también está aumentando la prevalencia de 

la diabetes, que ha pasado de un 5,6% a un 6,1% en 5 años según las encuestas 

nacionales de salud en España de los años 2001 y 2006 (www.msc.es). Pero las cifras 

oficiales están infravaloradas debido a que, al igual que la HTA y las 

hiperlipidemias, cifras de glucosa por encima de 126 mg/dL, consideradas como 

hiperglucemia, no dan lugar a síntomas durante mucho tiempo, por lo que se estima 

que realmente otro 2,5% de la población desconoce que la padece 

(www.sanidad.jcyl.es).  

La modificación de los factores de riesgo pueden reducir los episodios 

cardiovasculares y la muerte prematura tanto en las personas con ECV establecidas 

como en aquellas con alto riesgo, debido a uno o más FRCV, por ello son muchos los 

esfuerzos que se están llevado a cabo en este sentido por diferentes organismos 

públicos y se han convertido en una prioridad de política sanitaria por sus 

repercusiones económicas y sociales. 
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2.- DISFUNCIÓN ENDOTELIAL Y PATOLOGÍAS CARDIOVASCUL ARES 

Actualmente el endotelio se considera el principal órgano de regulación 

vascular con acción paracrina, autocrina y endocrina que está implicado en diversos 

procesos vasoactivos, metabólicos e inmunes (Feletou y Vanhoutte, 2006). Para que 

el endotelio pueda ejercer todas estas funciones es necesaria la integridad anatómica 

y funcional del mismo. 

El endotelio vascular está situado en una posición anatómica estratégica entre 

la sangre y la pared vascular que le permite actuar como receptor y transmisor de 

señales entre la sangre y el músculo liso vascular. Las células endoteliales son 

capaces de detectar variaciones de tipo mecánico, como cambios hemodinámicos de 

la presión o las fuerzas de cizallamiento de la sangre, químico como la presión de 

oxígeno, humorales como las modificaciones de los factores circulantes o locales y 

cambios en sus interacciones con las plaquetas o los leucocitos. El endotelio va a 

traducir dichas modificaciones respondiendo a ellas mediante la síntesis y liberación 

de numerosos factores biológicamente activos que van a regular la angiogénesis, las 

respuestas inflamatorias, la hemostasis, así como el tono y la permeabilidad vascular 

(Feletou y Vanhoutte, 2006) (Figura 3). Cuando la capacidad reguladora del 

endotelio se altera y se producen procesos como la agregación plaquetaria, 

trombosis, inflamación, vasoconstricción o el incremento de la permeabilidad 

vascular, hablamos de disfunción endotelial. Ésta puede definirse no sólo por el 

desequilibrio entre la síntesis, liberación o efecto de los factores endoteliales 

vasodilatadores y de los agentes vasoconstrictores que pueden sintetizarse en las 

células de este tejido, sino también por una alteración del estado redox en el que las 

sustancias pro-oxidantes sobrepasan la capacidad antioxidante del organismo. 
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Figura 3.- Funciones biológicas del endotelio vascular. 

 

2.1.- Factores vasodilatadores derivados del endotelio 

En la actualidad, el término genérico de factor relajante derivado de endotelio 

(EDRF) se asocia de forma general a los mediadores relajantes liberados por las 

células endoteliales, y no a uno en particular como se ha considerado históricamente 

al óxido nítrico (NO). Así, hay también que considerar derivados prostanoides como 

la prostaciclina (PGI2) y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), 

cuya naturaleza es en la actualidad objeto de estudio (Figura 4). 

Óxido nítrico:  es una molécula pequeña de naturaleza gaseosa que actúa como 

mediador de numerosos procesos biológicos. Se produce a partir del grupo guanidino 

de la L-arginina, siendo el otro coproducto de esta reacción biológica la L-citrulina. 

El NO se sintetiza por la acción de la óxido nítrico sintasa (NOS) (Moncada et al., 

1991), hemoproteína que además del sustrato requiere oxígeno molecular, la 

presencia de calmodulina y cuatro cofactores: nicotinamida adenín dinucleótido 
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fosfato forma reducida (NADPH), flavín adenín dinucleótido, flavín mononucleótido 

forma oxidada y tetrahidrobiopterina (BH4) (Stuehr, 1997). 

En el hombre se han identificado tres isoformas de la NOS presentes en 

diferentes tipos celulares: endotelial (eNOS), presente principalmente en las células 

endoteliales; inducible (iNOS), presente en macrófagos, hepatocitos, células 

musculares lisas (CML) y células mesangiales y neuronal (nNOS) presente en el 

tejido nervioso. Las isoformas eNOS y nNOS se expresan constitutivamente mientras 

que la iNOS requiere, en la mayoría de los casos, la presencia de un estímulo 

inflamatorio extracelular específico para su expresión y, en contraste con eNOS y 

nNOS, no necesita un aumento de la concentración intracelular de calcio para ser 

biológicamente activa. Las enzimas constitutivas generan pequeñas cantidades de 

NO que participan en procesos fisiológicos o reguladores mientras que la actividad 

iNOS es aproximadamente 1000 veces mayor y el NO formado participa en procesos 

inmunes o de lesión celular (Moncada et al., 1991). 

En la membrana plasmática la eNOS se encuentra unida a unas proteínas 

llamadas caveolinas y esta unión la mantiene en forma inactiva. Cuando un agonista 

como la acetilcolina (ACh) actúa sobre su receptor en el endotelio aumenta el Ca2+ 

intracelular, se forma el complejo Ca2+-calmodulina que al unirse a la eNOS la libera 

de su unión a la caveolina activándola. El NO sintetizado difunde a las CML donde 

activa la guanilato ciclasa soluble (GCs), se incrementan los niveles de guanosina 

monofosfato cíclico (GMPc) y se produce la relajación vascular por diversos 

mecanismos (Marín y Rodríguez, 1997). El NO se libera de las células endoteliales 

en respuesta a numerosos factores tanto físicos (rozamiento de la sangre, fuerza de 

cizallamiento) (Rubanyi et al., 1986) como de tipo humoral (Furchgott y Vanhoutte, 

1989) y actúa como mediador local de los llamados vasodilatadores endotelio-

dependientes, como la ACh y la bradicinina (BK), o como mediador de la acción 

vasodilatadora producida en procesos inflamatorios en respuesta a la histamina o la 

BK. La liberación de NO en respuesta a ciertas hormonas como la vasopresina y las 

catecolaminas es responsable de la vasodilatación inducida por estas hormonas sobre 

zonas vasculares específicas, o modula la acción constrictora generalizada de éstas. 
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El NO participa, junto con la PGI2, en el mantenimiento de la permeabilidad 

vascular modulando la agregación plaquetaria. Productos derivados de los procesos 

de coagulación y agregación plaquetaria, como el adenosín difosfato, la trombina, la 

serotonina y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), producen 

liberación de NO, lo que explica por qué la presencia de endotelio vascular supone 

una protección contra la agregación y formación de trombos (Cohen et al., 1983). 

Además, el NO es capaz de inhibir la proliferación y crecimiento de las células del 

músculo liso (CML) (Garg y Hassid, 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.- Liberación de factores relajantes desde las células endoteliales y su 

efecto sobre las células del musculo liso vascular. 
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endoteliales pero también en la media y en la adventicia en respuesta al 

cizallamiento, hipoxia y distintos mediadores. Su liberación depende principalmente 

de la salida de Ca2+ desde los depósitos intracelulares (Parsaee et al., 1992). 

Presenta propiedades vasodilatadoras y antiagregantes plaquetarias al activar la 

adenilato ciclasa e incrementar la producción de adenosín monofosfato cíclico 

(AMPc) en las células musculares lisas y en plaquetas. Además actúa regulando la 

producción de endotelina (ET-1) (Lüscher et al., 1993). La PGI2 se libera junto con el 

NO como respuesta a la estimulación de las células endoteliales por agonistas como 

BK, ACh y trifosfato de adenosina (ATP) (Busse et al., 1984). Parece ser que la PGI2 

juega un papel modulador del tono vascular, oponiéndose a la acción 

vasoconstrictora de otros derivados del ácido araquidónico. 

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio: diversos estudios han puesto 

de manifiesto la persistencia de relajación a la ACh estando inhibida la formación de 

PGI2 y de NO, confirmando la existencia de un tercer factor relajante endotelial 

(Rubanyi y Vanhoutte, 1987). Este factor produce hiperpolarización de las células 

del músculo liso, de donde deriva su nombre (Chen et al., 1988; Suzuki, 1988).  

Se han propuesto diversas sustancias que podrían actuar como EDHF, entre 

ellas, los ácidos epoxieicosatrienoicos (Popp et al., 2002), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) (Matoba et al., 2002), la anandamida (Randall et al., 1996) o el péptido 

natriurético tipo C (Chauhan et al., 2003). En cualquier caso las respuestas mediadas 

por el EDHF se inician con un incremento de la concentración de Ca2+ intracelular y 

la subsiguiente activación de canales de K+, que da lugar a la hiperpolarización de las 

células. Hay autores que implican en estas respuestas del EDHF a las uniones que 

permiten la comunicación entre células (gap junctions) (Busse et al., 2002; Griffith et 

al., 2002). 

Se ha demostrado la participación conjunta del NO y del EDHF en la relajación 

dependiente del endotelio en distintos tipos de arterias (Nakashima et al., 1993; 

Petersson et al., 1995). Además, parece que la participación del EDHF en la 

relajación endotelio-dependiente es mayor a medida que disminuye el tamaño del 

vaso (Urakami et al., 1997). Así, mientras que en arteria aorta el principal 

responsable de la relajación es el NO, en pequeñas arterias como mesentéricas o 
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cerebrales juega un papel importante el EDHF. Es posible que en circunstancias 

normales el NO y el EDHF actúen sinérgicamente, de forma que cada factor potencie 

los efectos del otro (Wallerstedt et al., 1997), sin embargo, también se ha descrito 

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

que en diversas patologías en las que la síntesis de NO esté disminuida, la 

producción y los efectos del EDHF puedan incrementarse para paliar, en parte, la 

carencia de NO (Nishikawa et al., 2000). En estos casos el EDHF contribuiría en 

mayor medida a mantener la relajación dependiente del endotelio, adquiriendo más 

importancia en la homeostasia vascular.  

 

2.2.- Factores contracturantes derivados del endotelio 

El tono aumentado en los vasos se puede producir por una liberación reducida, 

por las células endoteliales, de factores relajantes, en particular NO, o por producción 

de sustancias vasoconstrictoras (Vanhoutte, 1993) (Figura 5). Entre estos factores se 

encuentran el anión superóxido (O2
.-), que actúa como secuestradores de NO 

(Rubanyi y Vanhoutte, 1986a) y los derivados de la COX, como el endoperóxido 

cíclico (PGH2) y el tromboxano A2 (TXA2). Por último, se encuentra el péptido ET, 

que juega un papel más importante en la regulación del tono vascular a largo plazo, 

que en cambios inmediatos en el grado de contracción (Schini y Vanhoutte, 1991; 

Masaki et al., 1992). 

Endotelina: en 1988, Yanagisawa y cols. aislaron, a partir de un medio de 

cultivo de células endoteliales de aorta porcina, un péptido de 21 aminoácidos a que 

llamaron ET, el cual se ha mostrado como el más potente vasoconstrictor endógeno 

in vivo e in vitro conocido hasta ahora. Es diez veces más potente que la angiotensina 

(Ang II), vasopresina y neuropéptido Y. El término endotelinas se refiere a la familia 

de isopéptidos definida como ET-1, ET-2 y ET-3, que se diferencian en su secuencia 

de aminoácidos. Las tres tienen actividad vasoconstrictora, siendo la ET-2 la de 

mayor potencia (Jimenez et al., 1997a). La producción de endotelinas está 

primariamente regulada a nivel transcripcional, puede estar influenciada por 

sustancias vasoactivas como Ang II, vasopresina, noradrenalina y trombina o por 

factores de crecimiento, citoquinas, estrés e hipoxia (Jimenez et al., 1997b). Estos 
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péptidos derivan de precursores con un número importante de aminoácidos, 

denominados preproendotelinas (203 a 212 aminoácidos), que se transformarán 

posteriormente en endotelinas grandes (38 a 41 aminoácidos). La proteolisis de las 

endotelinas grandes a endotelinas pequeñas, por el enzima convertidor de la 

endotelina, es un paso necesario para que estos péptidos se transformen en moléculas 

biológicamente activas de 21 aminoácidos. 

En mamíferos se han identificado dos subtipos de receptores de las endotelinas 

denominados tipo A (ETA) y tipo B (ETB). El receptor ETA es altamente específico 

para la ET-1 y está ampliamente distribuido en las células musculares lisas 

vasculares (CMLV). La unión de ET-1 al receptor ETA produce la mayoría de los 

efectos vasoconstrictores de este péptido. A diferencia del receptor ETA, los 

receptores ETB se encuentran principalmente en las células endoteliales dónde 

inducen la liberación de NO y PGI2, produciendo relajación vascular que podría 

modular su acción vasoconstrictora (Masaki, 1995). 

Las diversas acciones vasculares de las endotelinas incluyen: vasoconstricción 

potente y aumento de las resistencias vasculares, efectos presores, regulación del 

tono de los vasos linfáticos, aumento de la permeabilidad vascular produciendo 

edema intersticial. Éste último efecto estaría parcialmente mediado o modulado por 

la liberación de TXA2 (Sirois et al., 1992; Zaugg et al., 1996). Están implicadas, 

también, en un aumento del hematocrito, ya que al producir vasoconstricción se 

produce una disminución del volumen plasmático y una hemoconcentración (López-

Farré et al., 1989). Entre las acciones no vasculares destacan: la activación de la 

mitogénesis de CMLV, fibroblastos, melanocitos, capilares cerebrales y células 

estrelladas hepáticas. 

Factores derivados de ciclooxigenasa: la COX es una proteína integrante de 

las membranas microsomales y de la membrana nuclear, que participa de forma 

activa en la síntesis de prostaglandinas. Las prostaglandinas de los mamíferos 

derivan del ácido araquidónico producido por acción de la fosfolipasa A2 sobre los 

fosfolípidos de membrana. 

La COX favorece la oxidación del ácido araquidónico formando un 

endoperóxido cíclico, la prostaglandina G2, del que deriva otro endoperóxido, la 
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PGH2. Éste, por acción de la prostaciclina sintetasa, se transforma en PGI2, que es un 

poderoso antiagregante y vasodilatador y por acción de la tromboxano sintetasa en 

TXA2, que es un poderoso agregante plaquetario y vasoconstrictor. Finalmente, la 

PGH2 por la acción de diferentes prostaglandinas sintetasas da origen a las PGD2, 

PGE2 y PGF2 respectivamente (Samuelsson et al., 1978). 

Inicialmente se pensó que sólo había una COX (COX-1), pero Needleman 

(1997) caracterizó una segunda isoforma que denominó COX-2. La COX-1 es una 

enzima constitutiva con actividad permanente en todas las células del organismo, 

salvo en los hematíes. La COX-1 es la responsable de la producción continua de 

PGI2 que mantiene la integridad vascular, muy especialmente en la mucosa del tracto 

digestivo y es un poderoso antiagregante plaquetario. La COX-2 es una enzima 

inducida por estímulos inflamatorios. 

En algunos lechos vasculares, la contracción dependiente del endotelio puede 

producirse por el ácido araquidónico y prevenirse por inhibidores de la COX como la 

indometacina. Estos datos apoyan el concepto de la existencia de mediadores 

endoteliales vasoconstrictores procedentes del metabolismo del ácido araquidónico, 

como el TXA2, la PGH2 o O2
.- (Luscher et al., 1992). La producción de metabolitos 

derivados de la COX se ha estudiado en numerosos modelos experimentales. En 

arterias de ratas SHR y en animales diabéticos se ha demostrado que la estimulación 

de receptores muscarínicos en el endotelio con ACh provoca un incremento de la 

concentración de Ca2+ a nivel intracelular que tiene dos consecuencias: primero, la 

actividad de la eNOS se incrementa y el NO formado difunde a las CMLV 

subyacentes y segundo, se estimula la producción de O2
.- de fuentes no identificadas. 

Dependiendo de la cantidad de NO que reaccione con O2
.- una mayor o menor 

cantidad de O2
.- puede difundir fuera de la célula endotelial. El O2

.- intracelular, 

aunque también el extracelular, estimulan a la COX-1 para transformar el ácido 

araquidónico en endoperóxidos que difunden hacia las CMLV provocando 

contracción (Rubanyi y Vanhoutte, 1986b). 
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Figura 5.- Factores contracturantes derivados del endotelio y su efecto sobre las 

células del músculo liso vascular. 

 

2.3.- Estrés oxidativo  

La formación de cierta tasa de radicales libres es un proceso normal e 

inevitable (Slater, 1984), ya que son producto de infinidad de reacciones químicas 

imprescindibles para la vida celular. Estas especies tan reactivas, muchas derivadas 

del oxígeno, no causan daño oxidativo en condiciones normales, debido a que la 

célula está provista de gran cantidad de mecanismos antioxidantes, osea la tasa de 
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formación de agentes oxidantes está equilibrada con la tasa de eliminación (Ogita y 

Liao, 2004; Paravicini y Touyz, 2006).  

En la disfunción endotelial se produce un desequilibrio en el estado redox en el 

que las sustancias pro-oxidantes sobrepasan la capacidad antioxidante del organismo, 

lo que da lugar a un incremento en la cantidad de especies reactivas de oxígeno 

(ERO). A pesar del papel fisiológico que desempeñan algunas ERO en el sistema 

vascular, también pueden dar lugar a reacciones de oxidación indeseadas que pueden 

afectar a diversas moléculas, alterando sus funciones fisiológicas y contribuyendo al 

desarrollo de diversas enfermedades vasculares.  

Así pues, el estrés oxidativo puede originarse por un exceso de sustancias pro-

oxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por ambos factores a la vez. 

Muchas situaciones patológicas como la hipercolesterolemia, la diabetes y la 

hipertensión, patologías asociadas a la disfunción endotelial, incrementan las ERO en 

la pared de los vasos (Figura 6). 

La ERO más importante en la pared vascular es el O2
.- que puede inactivar el 

NO y así alterar la relajación. La dismutación del O2
.- por la superóxido dismutasa 

(SOD) produce H2O2, una ERO más estable que participa en procesos inflamatorios 

y proliferativos en la células vasculares. Por otra parte los O2
.- pueden combinarse 

con NO para formar peroxinitrito (ONOO-), una molécula que por su fuerte 

capacidad oxidante sobre proteínas, lípidos o incluso ácidos nucleicos causa daño 

celular (Beckman y Koppenol, 1996). El O2
.- puede inducir vasoconstricción, 

hipertrofia vascular y miocárdica (de Andrade et al., 2002, Fortuño et al., 2005), 

disminución de la función renal (Sedeek et al., 2003) e incrementar la actividad 

simpática del sistema nervioso central (Zanzinger, 2002). 

Hay múltiples fuentes celulares de formación de ERO y diferentes enzimas que 

las producen en función de diversas circunstancias. Además de la cadena respiratoria 

en las mitocondrias, los radicales O2
.- pueden producirse por la COX y lipoxigenasa, 

el citocromo P450, la xantina-oxidasa (XO), la eNOS desacoplada y la NADPH-

oxidasa. Las tres últimas son las principales responsables de la producción de estos 

radicales tanto en el endotelio como en las CMLV (Cai y Harrison, 2000, Guzik y 

Harrison, 2006) (Figura 6). 
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Figura 6.- Mecanismos causantes de la disfunción endotelial inducida por estrés 

oxidativo en las enfermedades cardiovasculares. 

 

NADPH-oxidasa: consta de varios componentes, entre los cuales al menos 

existen dos proteínas de membrana y tres proteínas citosólicas (Dahlgren et al., 

1999). El componente de membrana es un heterodímero formado por la proteína 

gp91phox y la proteína p22phox; ambas proteínas forman un complejo con flavin adenin 

dinucleótido (FAD) dando lugar al denominado citocromo b558. Por otra parte, el 

componente citoplasmático está formado por tres proteínas independientes 

denominadas p40phox, p47phox y p67phox. Además participa otra proteína de unión de 

nucleótidos de guanina, la GTPasa Rac (Brandes y Kreuzer, 2005). En células en 
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reposo, la oxidasa está inactiva y sus componentes permanecen separados entre la 

membrana y el citosol. Cuando se exponen a estímulos apropiados la NADPH-

oxidasa se activa por asociación de estos componentes en la membrana plasmática 

produciendo O2
.- (Figura 7).  

La actividad y la expresión de la NADPH-oxidasa está regulada por citocinas, 

hormonas y factores físicos tradicionalmente implicados en la patogénesis de la 

enfermedad cardiovascular (Bedard y Krause, 2007). En particular, la Ang II es un 

importante activador de la NADPH-oxidasa vascular. En las células del músculo liso 

vascular, la activación del receptor AT1 de Ang II determina la fosforilación de 

residuos de serina en p47phox. Además de activar la NADPH-oxidasa, la Ang II 

induce también un aumento en la expresión de sus subunidades, tanto en células 

endoteliales como musculares. Así, mediante la infusión continua de Ang II en ratas, 

se observa cómo la producción vascular de O2
.- y la actividad de la NADPH-oxidasa 

se ven notablemente incrementadas (Rajagopalan et al., 1996). 

La activación de esta enzima produce gran cantidad de señales intracelulares 

que pueden desembocar en disfunción endotelial, proliferación de las CMLV, 

expresión de genes pro-inflamatorios y síntesis de la matriz extracelular (Virdis et 

al., 2004).  

Xantina Oxidasa: es una óxido-reductasa que cataliza la oxidación de 

hipoxantina a xantina durante el metabolismo de las purinas. Puede existir en dos 

formas, como xantina-deshidrogenasa que puede convertirse fácilmente, por 

oxidación de residuos sulfhidrilo o por proteolisis, en la forma xantina-oxidasa. Esta 

última reduce el oxígeno molecular para formar radicales O2
.- y H2O2. 

eNOS desacoplada: la eNOS puede generar O2
.- en lugar de NO cuando hay 

deficiencias en la concentración de su sustrato, L-arginina, o de su cofactor, BH4. 

Este cofactor es fundamental para la actividad de la eNOS pues estabiliza la enzima 

en su forma dimérica y participa en los procesos de transferencia de electrones 

durante los procesos catalíticos. Su ausencia produce cambios en la eNOS, se altera 

su estructura como dímero y se favorece la generación de O2
.- (Wever et al, 1997).  
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Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar la membrana 

plasmática antes de reaccionar con otros componentes celulares y, por tanto, pueden 

iniciar reacciones tóxicas en la misma. Estas reacciones alteran las propiedades de las 

membranas de tal modo que cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad, 

disminuyen el potencial de membrana, hacen perder las funciones secretoras e 

inhiben los procesos metabólicos celulares. Los ácidos grasos insaturados presentes 

en la membrana y las proteínas transmembrana que tienen aminoácidos oxidables son 

susceptibles de alterarse por los radicales libres generando productos secundarios 

incluyendo aldehídos, como el malondealdehído (MDA), cetonas, etc. El MDA 

presenta una elevada capacidad de reaccionar con las bases de ADN, por lo que 

puede causar lesiones mutagénicas que pueden estar implicadas en la patogenia de 

varias enfermedades (Freeman y Crapo, 1982; Spiteller, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7.- Representación esquemática de la NADPH-oxidasa en estado de reposo 

y activo. 



 
  Introducción 27 
 

2.4.- Disfunción endotelial en hipertensión arterial y aterosclerosis 

Existen numerosos FRCV en los que la disfunción endotelial está presente, 

tanto factores bien caracterizados como las concentraciones altas de LDL, el 

tabaquismo, la diabetes y la HTA; como factores emergentes como la 

hiperhomocisteinemia, las infecciones, o el déficit estrogénico (Drexler, 1997). Cabe 

destacar que la disfunción endotelial no es homogénea en sus características y su 

distribución, varía en función de la patología asociada, así como con el lecho 

vascular que se considere (Puddu et al., 2000; Lahera et al., 2003; Feletou y 

Vanhoutte, 2006). Como hemos mencionado antes, la HTA y la hipercolesterolemia 

figuran entre los FRCV más frecuentes. 

La disfunción endotelial asociada a la HTA humana se describió por primera 

vez en 1990 en los vasos del antebrazo (Panza et al., 1990) y la pérdida de 

vasodilatación dependiente de endotelio en la HTA se ha confirmado en numerosos 

estudios realizados en diferentes lechos vasculares (Park et al., 2001; Pompilio et al., 

2001). 

La HTA tiene una influencia directa en la función vascular, 

independientemente de otros FRCV. Ward y cols. (2004) estudiaron la presión 

arterial ambulatoria durante 24 horas y la función del músculo liso y del endotelio de 

arterias braquiales de pacientes hipertensos y normotensos y determinaron que estaba 

inversamente relacionada con la respuesta vasodilatadora mediada por flujo. 

Nishizaka y cols (2004) demostraron que la aldosterona puede causar disfunción 

endotelial en pacientes con HTA resistente independientemente de los valores de 

presión arterial. De hecho, la espironolactona aumentó la vasodilatación mediada por 

flujo a pesar de no reducir la presión arterial. 

La HTA aumenta el trabajo que debe realizar el corazón por lo que éste tiene 

que aumentar su masa muscular (hipertrofia) para compensar; al principio resulta 

beneficioso, pero con el tiempo puede ocasionar insuficiencia coronaria y angina de 

pecho. Además, el aumento excesivo de su masa vuelve al músculo cardíaco rígido 

y, con frecuencia, se producen arritmias. La hipertrofia, la insuficiencia coronaria y 

las arritmias pueden hacer fracasar la función de bomba del corazón, con lo que 

hablaríamos de insuficiencia cardiaca. 
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La HTA también afecta a las arterias dañando sus estructuras y facilitando la 

arteriosclerosis y la trombosis oclusiva. En otras ocasiones puede originar 

degeneración en las paredes de arterias importantes como la aorta, causando una 

dilatación localizada (aneurisma) que puede dar lugar a rotura brusca y provocar la 

muerte. En el cerebro, las arterias se pueden volver más rígidas y estrechas y, como 

consecuencia, el riego de las zonas que dependen de ellas es insuficiente, 

produciéndose el infarto. También puede ocurrir una hemorragia cerebral cuando las 

arterias lesionadas se rompen. En el riñón, las arterias se pueden dañar, causando 

falta de riego y conduciendo a una insuficiencia renal. A nivel periférico pueden 

ocasionar la denominada enfermedad arterial periférica que obliga a los pacientes a 

detener la marcha por el dolor. 

Por otra parte, la disfunción endotelial es un evento importante y temprano en 

la patogénesis de la aterosclerosis, que contribuye a la iniciación y progresión de la 

placa aterosclerótica, lo cual se asocia a cambios bioquímico-morfológicos que 

gradualmente transforman la estructura de la pared arterial. Hay numerosos datos que 

apoyan la teoría que, en la evolución de la aterosclerosis se produce un proceso 

inflamatorio crónico arterial en el que están involucrados factores locales y generales 

(Ross, 1999a) de manera que los marcadores de actividad inflamatoria como la 

proteína C reactiva (PCR) son capaces de predecir el riesgo cardiovascular, incluso 

en personas aparentemente sanas (Woodward et al., 2003).  

La aterosclerosis es una patología multifactorial, que se caracteriza por su 

progresión lenta y silenciosa, hasta alcanzar tal grado de severidad que desencadena 

un evento isquémico. Es la causa principal de infartos de miocardio y cerebrales, 

siendo responsable de la mayoría de las muertes por estas patologias. Las arterias 

afectadas por la aterosclerosis pierden su elasticidad y, a medida que los ateromas 

crecen, se hacen más estrechas. Además, con el tiempo los ateromas acumulan 

depósitos de calcio que pueden volverse frágiles y romperse, entonces, la sangre 

puede entrar, aumentando su tamaño y disminuyendo todavía más la luz arterial. Un 

ateroma roto puede derramar su contenido graso y desencadenar la formación de un 

coágulo sanguíneo (trombo) que estrecha aún más la arteria e incluso puede ocluirla 

o bien se desprende y pasa a la sangre hasta llegar a una arteria más pequeña, donde 
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causará una oclusión (embolia). La presión arterial alta, los niveles de colesterol y 

triglicéridos elevados en la sangre, y el tabaquismo son factores que contribuyen a la 

formación de placa. En la fase final de la aterosclerosis se producen fenómenos de 

fibrosis dando lugar a una placa fibrosa o fibroateroma, con abundante colágeno que 

se muestra como un relieve en la superficie intravascular, llegando a la obstrucción 

de la luz de la arteria (Ernst, 1993).  

La gravedad de la isquemia está relacionada directamente con el lugar en el que 

se produzca y el tiempo que tarde en revertir. Cuando la obstrucción afecta a las 

arterias cerebrales puede aparecer desde ataques de isquemia cerebral transitoria, 

hasta accidentes cerebrovasculares agudos con secuelas más o menos permanentes. 

Si la obstrucción se produce en las arterias coronarias pueden aparecer angina de 

pecho o infarto de miocardio. Y cuando afecta a las arterias renales se facilita el 

desarrollo de insuficiencia renal o la aparición de un tipo especial de hipertensión 

denominada renovascular. La obstrucción de las arterias de las extremidades 

inferiores puede dar lugar a un cuadro de claudicación intermitente que se caracteriza 

por la presencia de dolores musculares. Por último, la presencia de lesiones 

ateroscleróticas complicadas en la aorta favorece el desarrollo de aneurismas aórticos 

(Figura 8).  
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Figura 8.- Evolución y formación de la placa de ateroma y consecuencias a nivel 

cerebral y cardiaco. 
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3.- ESTATINAS Y PATOLOGÍAS CARDIOVASCULARES 

Es un hecho conocido que la reducción en los niveles plasmáticos de colesterol, 

en particular el unido a LDL, disminuye la morbimortalidad por enfermedades 

cardiovasculares y la mortalidad total. La biosíntesis de colesterol tiene lugar en el 

retículo endoplásmico a partir de acetil-CoA, siendo el paso limitante de la síntesis la 

formación de ácido mevalónico por acción de la hidroximetil-glutaril CoA (HMG-

CoA) reductasa. Al principio de la década de los 70, el grupo del Dr. Kurota 

comenzó la búsqueda de inhibidores de esta enzima que dio como resultado la 

producción de un compuesto activo producido por Penicillium citrinum al que 

denominaron mevastatina (Endo, 1992). A partir de ese momento se han desarrollado 

diversos compuestos que reciben el nombre genérico de “estatinas”, cuya utilización 

en individuos con valores elevados de colesterol ha permitido importantes logros en 

la prevención primaria y secundaria de la enfermedad coronaria.  

En 1994 el Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S) marcó un punto de 

inflexión en la historia del colesterol y las enfermedades cardiovasculares, este 

estudio demostró que el tratamiento con estatinas reduce la mortalidad total, aún en 

sujetos con niveles basales de LDL colesterol considerados como “normales”. El 

Regression Growth Evaluation Statin Study (REGRESS) (Jukema et al., 1995), 

también demostró que el efecto de pravastatina sobre la lesión arterial y la incidencia 

de eventos clínicos no dependían de los niveles basales de colesterol unido a LDL. 

Otro estudio con la misma estatina publicado en 1998, el West of Scotland Coronary 

Prevention Study (WOSCOP), puso de manifiesto una disminución del riesgo de 

enfermedades cardiovasculares cercana al 35% en pacientes con elevación del 

colesterol muy moderada. Posteriormente, en el estudio The Cholesterol And 

Recurrent Events (CARE) (Plehn et al., 1999) se demostró una reducción del riesgo 

relativo del 32% en todos los eventos cerebro-vasculares de cualquier causa, lo cual 

sugirió un efecto de la pravastatina mayor que el de disminuir la concentración 

lipídica. Datos similares se han reportado en el estudio Long-Term Intervention with 

Pravastatin in Ischaemic Disease (LIPID, 1998). Más adelante el estudio Heart 

Protection Study (HPS, 2002) comprobó la tesis preexistente de que la disminución 

de la concentración de lípidos, por sí sola, no explica la disminución total del riesgo 
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cardiovascular en el grupo tratado con estatinas. Mas aún, datos del estudio 

Myocardial Ischemia Reduction with Aggressive Colesterol Lowering (MIRACL) 

(Schwartz et al., 2001), demostraron que, en tan solo 16 semanas de tratamiento con 

atorvastatina, se produce una disminución de los episodios de isquemia miocárdica 

recurrente en aquellos pacientes con antecedentes de angina inestable o de infarto 

agudo de miocardio. Para que este efecto se logre en tan poco tiempo, se sugiere la 

existencia de otra acción, probablemente antiinflamatoria, que posibilite una 

estabilización de la placa aterosclerótica (Waters et al., 2002).  

Todas estas investigaciones sugieren la hipótesis de la existencia de efectos 

independientes de la bajada de los niveles plasmáticos de colesterol para las estatinas 

y abren la posibilidad de extender el uso de estos fármacos a sujetos con valores de 

colesterol más bajos, con objeto de prevenir diversas enfermedades cardiovasculares, 

en particular la enfermedad coronaria. 

Como indicamos anteriormente, la vía del mevalonato es la ruta metabólica a 

través de la cual se produce la biosíntesis del colesterol. Las estatinas, al inhibir la 

HMG-CoA reductasa, impiden no solo la síntesis de colesterol sino de otros 

productos intermedios de gran importancia fisiológica (Figura 9). El mevalonato es 

precursor de diversos isoprenoides, productos imprescindibles en el funcionamiento 

celular (Weisgraber et al., 1990). Uno de los primeros isoprenoides de la vía es el 

isopentanil-pirofosfato (IPP), que a su vez es precursor del farnesil-pirofosfato 

(FPP). La condensación de dos moléculas de FPP con IPP da lugar al colesterol. Por 

otro lado, la condensación del FPP con IPP da lugar al geranilgeranilpirofosfato trans 

(GGPPt) o geranilgeranilpirofosfato trans-cis (GGPPc). El GGPPc es el precursor del 

dolicol, un isoprenoide de cadena larga que participa en el proceso de la glicolisación 

de proteínas (Carroll et al., 1992). El GGPPt y el FPP están implicados en la 

modificación post-transcripcional de proteínas. Existen numerosas proteínas que han 

de someterse a este proceso para ser funcionales, entre ellas están proteínas G como 

las Rho GTPasas (Van Aelst y D´Souza, 1997). Las Rho GTPasas son proteínas 

monoméricas que se caracterizan porque pueden unir e hidrolizar GTP. Los 

diferentes miembros de la familia Rho (Rho, Rac, Cdc42, etc.) tienen funciones 

específicas relacionadas con la organización del citoesqueleto de actina, la 
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transcripción genética, transducción de la señal, conformación de la célula, 

motilidad, secreción, proliferación y estabilidad del ARN mensajero (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9.- Representación esquemática de la inhibición por estatinas de la biosíntesis 

del colesterol y de diferentes isoprenoides implicados en la señalización celular a 

través de proteínas de la familia Rho. 
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Proteínas Rho 

Las proteínas Rho están reguladas por 3 proteínas que se conocen por sus siglas 

en inglés: GEF (Guanine nucleotide exchange factor), GAP (GTPase activation 

protein) y GDI (Guanine nucleotide exchange inhibitor). En situación de reposo la 

mayoría de las proteínas Rho se encuentran distribuidas en el citoplasma unidas a 

GDI. Cuando se estimula la célula, Rho se separa de GDI, requisito indispensable 

para traslocarse a la membrana y activarse gracias a la acción de GEF, que favorece 

el intercambio de GDP por GTP. Unido a GTP, Rho es capaz de interactuar con sus 

efectores transmitiendo la señal. Cuando interviene GAP se pone en marcha la 

actividad hidrolasa intrínseca de Rho, GTP se transforma en GDP y se produce la 

inactivación. (Etiennes-Manneville y Hall, 2002) (Figura 10). 

 

 
 

Figura 10.- Ciclo de activación e inactivación de las proteínas Rho y 

su acción sobre los procesos de contracción y relajación. 
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RhoA es el miembro prototipo de la subfamilia de proteínas que lleva su 

nombre. Esta subfamilia la integran tres isoformas: RhoA, RhoB y RhoC, que se 

encargan básicamente de la regulación del citoesqueleto y del ensamblaje de las 

fibras de estrés de actina (Wheeler y Ridley, 2004). La secuencia de aminoácidos es 

altamente homóloga y difieren principalmente en C terminal. 

Un gran número de evidencias han demostrado la importancia de RhoA en la 

fisiología vascular. RhoA participa en la contracción, la diferenciación, la migración 

y la proliferación de las CMLV. En la contracción, hoy en día se reconoce RhoA 

como el principal regulador de la sensibilización al calcio de las proteínas 

contráctiles (Pfitzer, 2001), lo que permite regular la contracción a través de una de 

sus proteínas diana, la cinasa asociada a Rho (ROCK). ROCK es una proteína 

efectora de RhoA a la cual se une para realizar la mayoría de sus funciones 

biológicas. El principal sustrato de ROCK es la fosfatasa de la cadena ligera de 

miosina (CLM), una enzima que en estado activo defosforila la CLM de forma que 

inhibe la contracción celular. Cuando RhoA activa ROCK se produce la fosforilación 

de la fosfatasa de la CLM, su inactivación y el mantenimiento de la contracción 

muscular.  

A través de la inhibición de la isoprenilación de Rho, se inhibe la translocación 

de Rho a la membrana celular y la activación de ROCK se reduce (Liao et al., 2005), 

de hecho, los inhibidores de ROCK evitan el vasoespasmo cerebral después de una 

hemorragia subaracnoidea (Shibuya et al., 1992). La vía de Rho/ROCK podría 

también regular funciones celulares independientemente del efecto sobre el 

citoesqueleto de la actina, por ejemplo, está implicada en la angiogénesis, hipertrofia 

cardiaca, fibrosis perivascular e hipertensión pulmonar (Higashi et al., 2003; Hyvelin 

et al., 2005; Rikitake, 2005). 

La actividad de ROCK está a menudo elevada en el caso de trastornos del 

sistema cardiovascular. La inhibición de esta vía impide el desarrollo de la 

aterosclerosis (Mallat, 2003) y previene el remodelado arterial después de lesiones 

vasculares (Sawada et al., 2000). Fasudil, un inhibidor selectivo ROCK, mejora la 

función endotelial en pacientes con enfermedades coronaria (Nohria et al., 2006). 
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Rac-1 es la isoforma más estudiada de las proteínas Rac y ha mostrado jugar un 

papel fundamental en una amplia variedad de procesos celulares. Los efectos de Rac-

1 en las células cardiovasculares están mediados principalmente a través de la 

reorganización del citoesqueleto de actina y la actividad del complejo enzimático 

NADPH-oxidasa. Como hemos indicado anteriormente, la activación de Rac-1, al 

producirse el intercambio de GDP por GTP, determina la fosforilación de la 

subunidad p67phox de NADPH-oxidasa permitiendo la traslocación, y posterior unión, 

de las subunidades del citosol con las de la membrana, activando el sistema de 

producción de O2
.-. El desarrollo de animales deficientes en Rac-1 y de inhibidores 

específicos ha permitido un mayor conocimiento del papel de estas GTP-asas en la 

fisiopatología cardiovascular. La activación de Rac1 se ha asociado con la 

aterosclerosis, proliferación de la neoíntima, hipertrofia cardiaca y disfunción 

endotelial (Sawada et al., 2000). 

 

3.1.- Efectos pleiotrópicos de las estatinas 

Estatinas y función endotelial 

La restauración de la función endotelial por estatinas deriva, por un lado, de su 

efecto hipolipemiante y, por otro, de su efecto directo sobre la célula endotelial 

(Wolfrum et al., 2003). En relación a éste último, las estatinas estimulan la expresión 

de eNOS y bloquean la síntesis de ERO, los dos defectos primarios implicados en la 

disfunción endotelial. Mecanismos adicionales relacionados o no con su efecto 

hipolipemiante contribuirían a restablecer la producción endotelial de NO (Mason et 

al., 2004). Numerosas evidencias experimentales indican que las estatinas producen 

una mejora significativa de la función endotelial que precede, incluso, a la reducción 

de los niveles séricos de colesterol (Omori et al., 2002). 

La Tabla 2 resume los efectos de las estatinas sobre la célula endotelial, sus 

mediadores bioquímicos y los beneficios fisiológicos derivados de tales efectos. 

Como puede observarse, la totalidad de los efectos descritos implican la mediación 

de las proteínas de la familia Rho o de la poteína cinasa B (Akt). 
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Las estatinas, al reducir la prenilación de RhoA y Rac disminuirán su actividad 

alterando su anclaje a los compartimentos membranosos en los que desarrollan su 

actividad reguladora de múltiples vías. De esta manera interfieren en la 

biodisponibilidad de NO, la respuesta a mediadores como ET-1 o Ang II y los 

procesos inflamatorios. 

 

Efecto Mediador Beneficio 

↓ Actividad de NADPH- 

oxidasa 

Rac-1 ↓ Estrés oxidativo 

↑ Actividad de eNOS RhoA, Akt ↑ Función endotelial 

↓ Síntesis ET-1 Rho ↑ Función endotelial 

↓ Expresión del receptor 

AT 1 

Rho ↑ Función endotelial 

↑ Expresión activador 

tisular del plasminógeno 

Rho ↓ Trombosis 

↓ Expresión de PAI-1 Rho ↓ Trombosis 

↓ Expresión de moléculas 

de adhesión 

Rho ↓ Inflamación 

 

Tabla 2.- Efectos pleiotrópicos de estatinas  

 

Los niveles de NO se mejoran con estatinas debido a que se produce un 

incremento en la vida media del ARNm de la eNOS y un aumento de su síntesis 

(Wolfrum et al, 2003). Otro mecanismo por el que las estatinas pueden regular la 

actividad de la eNOS es a través de la caveolina (Figura 11). Como hemos 

mencionado antes, la eNOS unida a caveolina se encuentra en un estado inactivo y 

niveles altos de esta proteína se asocian con una reducción de la síntesis de NO. 
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Atorvastatina ha demostrado mejorar la producción de NO mediante una reducción 

de los niveles de caveolina-1 (Feron et al., 2001). 

Las estatinas también activan la Akt al promover su fosforilación por la 

fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3). Akt es una proteína reguladora del metabolismo 

celular y de la apoptosis que afecta, entre otras dianas, a la eNOS. La fosforilación de 

eNOS por esta cinasa aumenta su actividad e incrementa la producción de NO en las 

células endoteliales (Kureishi et al., 2000; Wolfrum et al., 2003) (Figura 11). 

La reactividad vascular es compleja e involucra gran variedad de mediadores. 

ET-1 es uno de estos mediadores que se sintetiza en las células endoteliales y 

contribuye a desórdenes vasculares, entre ellos la disfunción endotelial (Zeiher et al., 

1995). Las estatinas podrían atenuar la síntesis de ET-1 de forma indirecta al 

incrementar la biodisponibilidad de NO. Además, se ha descrito que varias estatinas 

reducen la expresión de ARNm de la pre-pro-endotelina (Lerman et al., 1991; Lefer 

et al., 1999). Posteriormente, se demostró que la presencia de las proteínas Rho y su 

geranilgeranilación son esenciales para la expresión de este gen (Hernandez-Perera et 

al., 2000). Esta evidencia sugiere que un posible papel de las estatinas en la terapia 

de las enfermedades cardiovasculares está asociado con el control de los niveles 

elevados de ET-1. 

Otro mecanismo por el cual las estatinas pueden mejorar la función endotelial 

es por su capacidad para disminuir los niveles de ERO por distintas vías. Por un lado 

inhiben la actividad de la NADPH-oxidasa mediada por Rac-1, por otra parte al 

reducir la expresión del receptor AT1 reducen la síntesis de radicales libres mediada 

por Ang II (Wassmann et al., 2001). Parte del efecto antioxidante de las estatinas 

podría deberse a la restauración del acoplamiento de la eNOS, fuente importante de 

superóxido en las condiciones desacoplantes de la hipercolesterolemia, como hemos 

señalado previamente (Wolfrum et al., 2003) (Figura 11). 

También se ha propuesto que ciertos metabolitos de algunas estatinas, como 

atorvastatina y fluvastatina, podrían contribuir a su poder antioxidante vía captación 

directa de radicales libres. Hay que resaltar que la mayoría de estudios que 

demuestran las propiedades antioxidantes directas de las estatinas, utilizan dosis 

suprafarmacológicas de las mismas.  
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Figura 11.- Vías de regulación de la biodisponibilidad de NO por estatinas. 

 

Estatinas e inflamación 

Altas concentraciones circulantes de algunas moléculas marcadoras de 

inflamación como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) o 

PCR se han asociado al desarrollo de HTA, alteraciones en el metabolismo de lípidos 

y glucosa, así como a la disfunción endotelial y la inflamación vascular (Nawrocki y 

Scherer, 2004; Pi-Sunyer, 2006; Greenberg y Obin, 2006). La inflamación vascular 

podría desempeñar un papel relevante en el inicio y la progresión de la hipertensión. 
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Aunque los mecanismos generales que explican el incremento de marcadores de la 

inflamación en la HTA son controvertidos, de manera más específica se ha 

observado que la Ang II puede inducir la liberación de citocinas, a través de la 

activación del factor de transcripción NFkB en las células vasculares (Li, 2006; 

Savoia y Schiffrin, 2007). Este factor está relacionado con la formación de la placa 

de ateroma y la aterosclerosis y ambos procesos son de origen inflamatorio (Ross R., 

1999b). Los aspectos moleculares relacionados con el NFkB incluyen mecanismos 

de transcripción sensibles al estado oxidativo. Este factor activa la expresión de 

genes implicados en respuestas inmunes e inflamatorias, tales como moléculas de 

adhesión, moléculas quimiotácticas, como la proteína quimiotáctica de monocitos 

(MCP-1) y la interleucina-8 (IL-8), enzimas proinflamatorias como la COX-2 y 

proteínas protrombóticas como el factor tisular y el inhibidor del activador del 

plasminógeno (PAI-1) (Barnes y Karin, 1997; Egido et al., 2000). 

En los últimos años se han puesto de manifiesto diferentes efectos 

antiinflamatorios de las estatinas debidos tanto a su capacidad hipolipemiante como a 

sus efectos pleiotrópicos. Las estatinas interfieren con las moléculas proinflamatorias 

que participan en el desarrollo de la placa de ateroma de una manera independiente 

de su acción hipolipemiante. Diversos trabajos han estudiado la influencia de las 

estatinas sobre NFkB observando que producen una disminución de su actividad. 

Esto se ha relacionado por un lado con la vía de Rho, implicada en la activación 

NFkB, pero también con una acción directa de las estatinas sobre la expresión de 

factores como el Kruppel-like factor (KLF) y el inhibidor Kappa cinasa beta (IKKB) 

que controlan la actividad de NFkB (Parmar et al., 2005; Alvarez et al., 2006).  

Las estatinas pueden disminuir los niveles de PCR, otro marcador importante 

de actividad inflamatoria, tanto en pacientes hipercolesterolémicos, como indican los 

resultados del estudio ATOMIX realizado con atorvastatina en pacientes con 

hiperlipidemia (Gómez-Gerique et al., 2002), como en normocolesterolémicos 

(Nawawi et al., 2003; Ridker, 2003; Sugiyama et al., 2005). Otras evidencias de las 

acciones antiinflamatorias de las estatinas apuntan a que estos fármacos atenúan la 

expresión de P-selectina y la adhesión de leucocitos en los animales 

normocolesterolémicos mediado por un incremento en la producción de NO 
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endotelial (Lefer et al., 1999; Scalia et al., 2001). Este efecto colesterol-

independiente de las estatinas estuvo ausente en ratones con deficiencia de eNOS, lo 

que sugiere que los efectos protectores vasculares de las estatinas están mediados por 

esta enzima (Stalker et al., 2001). En conclusión, diferentes estudios, tanto in vitro 

como in vivo, han puesto de manifiesto la capacidad antiinflamatoria de las estatinas. 

Estos resultados nos indican que los inhibidores de la HMG-CoA reductasa pueden 

contribuir, a través de diferentes acciones, a la estabilización de la placa de ateroma 

y, así, reducir el número de eventos cardiovasculares.  

 

Estatinas e hipertrofia cardiaca 

La hipertrofia cardiaca es un fenómeno adaptativo que se observa tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas. Durante el crecimiento, las células del 

corazón sufren procesos hipertróficos hasta que éste alcanza su tamaño adulto. 

También en el caso de los atletas, el ejercicio continuado induce un crecimiento 

adaptativo en el miocardio, necesario para satisfacer la demanda de oxígeno del 

organismo. En ambas situaciones la hipertrofia cardiaca desarrollada se caracteriza 

por un crecimiento uniforme de las paredes ventriculares y del septo, unido a un 

incremento en el tamaño de las cámaras. En cambio, en la hipertrofia patológica 

predomina la hipertrofia concéntrica, en la que tanto las paredes del ventrículo 

izquierdo como del septo se engrosan y se reduce el tamaño de las cámaras. Los 

cambios observados se deben, en su mayoría, a un incremento en el tamaño de los 

cardiomiocitos, aunque no se pueden descartar otros factores como un incremento en 

el número de células cardiacas o en la matriz extracelular (Heineke y Molkentin, 

2006).  

La hipertrofia cardiaca es una respuesta adaptativa del corazón a la sobrecarga 

de presión, siendo una manifestación clínica bastante común en la hipertensión, el 

infarto de miocardio y la insuficiencia cardiaca. Varios estudios han demostrado que 

la hipertrofia ventricular izquierda (HVI), incluso en ausencia de hipertensión 

arterial, es un factor de riesgo importante para predecir la posible presencia de 

enfermedades cardiacas más severas. La HVI se inicia normalmente como un 

proceso adaptativo beneficioso, sin embargo a medida que progresa la patología en 
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respuesta a distintos estímulos, entre ellos la sobrecarga de presión, debemos tener en 

cuenta no solamente los cambios observados en el miocito, sino también los 

producidos en el espacio intersticial. La matriz extracelular está constituida 

principalmente por colágeno tipo I, principal determinante de la resistencia pasiva 

del tejido. Los mecanismos moleculares implicados en la respuesta hipertrófica del 

miocito determinan también un incremento en la deposición de colágeno con un 

aumento de la rigidez del tejido (Sadoshima et al., 1993; Pérez et al., 2002).  

La respuesta a la sobrecarga de presión lleva a la liberación, secreción y 

producción de péptidos vasoactivos, como la Ang II y ET-1, que desempeñan un 

papel importante en la inducción de respuestas hipertróficas (Kobayashi et al., 1999; 

Kim e Iwao., 2000; Varagic y Frohlich, 2002) mediante la modulación de diversas 

vías de señalización intracelular, como la activación de proteína-cinasas (la proteína 

cinasa activada por mitógenos (MAPK) y la PI3) o las pequeñas proteínas de unión a 

GTP. 

La Ang II juega un papel importante en la proliferación de fibroblastos y la 

síntesis de colágeno, lo que determina un incremento de la fibrosis cardiaca 

(Sadoshima et al., 1993). Este efecto profibrótico puede estar mediado por la 

estimulación de la expresión de PAI-1 y/o del factor de crecimiento transformante 

(TGF-β). El primero promueve la fibrosis al inhibir las metaloproteinasas encargadas 

de la degradación de la matriz extracelular (Brown et al., 2000) y el segundo, 

estimula la diferenciación y síntesis del colágeno y fibronectina así como la 

formación de miofibroblastos (Kawano et al., 2000). 

La producción de radicales libres es otro factor importante en el desarrollo de la 

hipertrofia cardiaca y sabemos que Ang II participa en la producción de dichos 

radicales en el miocardio a través de la activación de la NADPH-oxidasa (Bendall et 

al., 2002).  

La ET-1 es un potente vasoconstrictor que también ejerce un efecto trófico y 

profibrótico sobre el corazón. Recientemente se ha observado que existe una 

implicación del sistema RhoA/ROCK en el desarrollo de hipertrofia mediada por ET-

1 en cultivos de cardiomiocitos (Hunter, 2009). Los procesos fibróticos mediados, 

por este péptido, se han relacionado con un incremento de factores de crecimiento 
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como el factor de crecimiento de tejido conectivo, el factor de crecimiento de 

endotelio vascular o el factor de crecimiento derivado de plaquetas que regulan la 

acumulación de matriz extracelular (Kemp, 2004; Recchia et al., 2009). Además 

podemos establecer una relación entre ET-1 y Ang II pues se ha descrito que esta 

última incrementa la expresión del gen de pre-proendotelina en fibroblastos (Reddy 

el al., 2005). 

Las estatinas pueden mejorar las alteraciones producidas en el corazón 

actuando a diferentes niveles. Como hemos comentado la Ang II juega un papel 

fundamental en los procesos de remodelado cardiaco, ejerciendo su acción mediante 

la estimulación del receptor AT1, y las estatinas disminuyen la expresión de dicho 

receptor. Por otra parte, estudios tanto in vitro como in vivo sugieren que las estatinas 

reducen los niveles de PAI-1 (Swiatkowska et al., 2002; Mukai et al., 2007) y 

modulan el efecto de ET-1 (Hernández-Perera et al., 2000). Además disminuyen la 

producción de ERO por su interferencia con la NADPH-oxidasa (Takemoto et al., 

2001; Maack et al., 2003) y mejoran la biodisponibilidad de NO (Nakagami et al., 

2003). 

 

Estatinas y remodelado vascular 

La pared vascular es capaz de cambiar su estructura a través de un proceso 

denominado “remodelado”, es un proceso adaptativo que se produce como respuesta 

a los cambios, a largo plazo, en las condiciones hemodinámicas. Estos cambios se 

pueden producir durante el desarrollo o el envejecimiento y sobre todo pueden 

formar parte en la fisiopatología de determinadas enfermedades cardiovasculares, 

como la hipertensión y la diabetes. 

El concepto de remodelado vascular se ha definido como un mecanismo 

complejo en el que se encuentran involucrados procesos de crecimiento y atrofia. En 

este sentido, el remodelado puede conllevar un incremento en la cantidad de material 

del vaso, o sea, la capa media crece invadiendo la luz y dando lugar a un incremento 

del área de la pared y de la proporción pared/luz (remodelado hipertrófico), o una 

reorganización de los distintos componentes de la pared vascular sin cambio en la 
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cantidad de material, los diámetros externo e interno están reducidos, el área de la 

capa media no está afectada y la relación pared/luz aumenta (remodelado eutrófico) 

(Mulvany et al., 1996; Mulvany, 2002a; Mulvany, 2002b). 

Los procesos involucrados en el remodelado vascular son el crecimiento 

alterado de las CMLV, el incremento de la matriz extracelular y de moléculas de 

adhesión local, la apoptosis, la fibrosis, la inflamación con el aumento de genes 

proinflamatorios sensible al estado redox (Gibbons y Dzau, 1994). 

La Ang II contribuye al remodelado vascular mediante la activación de las 

cascadas de transducción que promueven la vasoconstricción, el crecimiento celular 

y la inflamación. El citoesqueleto participa en las respuestas adaptativas estructurales 

de los vasos, los filamentos del citoesqueleto median las respuestas vasoactivas y 

transducen tanto estímulos mecánicos como señales farmacológicas. Algunos de los 

cambios que ocurren en el remodelado vascular, específicamente en las CMLV, son 

inducidos por la Ang II que activa la vía transduccional Rho/Rhocinasa y regula el 

citoesqueleto (Wesselmam y De Mey, 2002). De hecho, Rho se ha asociado 

directamente con el remodelado vascular patológico.  

El NO también desempeña un papel importante en el remodelado vascular. 

Además de regular el tono vascular e inhibir la agregación plaquetaria, se ha 

demostrado que participa en la degradación de la matriz extracelular y en la 

migración de células endoteliales, procesos cruciales durante el remodelado vascular 

(Wiest y Croszman, 2002). Por otra parte, el O2
.-, liberado por el NADPH-oxidasa, 

participa en el remodelado estimulando el crecimiento de las CMLV y provocando la 

hipertrofia de la capa media (Zafari et al., 1998). 

Durante los procesos de remodelado se produce un desequilibrio entre el 

crecimiento y la apoptosis de las CMLV y las estatinas, mediante la inhibición de la 

síntesis de moléculas de naturaleza isoprenoide, reducen la migración y proliferación 

de estas células e inducen su apoptosis, restableciendo así el equilibrio (Veillard y 

March, 2002). Por otro lado, las estatinas pueden mejorar la función endotelial al 

recuperar el balance entre NO y O2
.- y disminuir los efectos de Ang II, por último 

podrían mantener la capacidad de respuesta normal de las CMLV mediante la 
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estabilización de la membrana de las células, la mejoría de la homeostasis del Ca2+ y 

la inhibición de la contracción CMLV (Ge et al., 2003).  

 

3.2.- Pravastatina 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.- Estructura química del inhibidor de la enzima HMG-CoA reductasa, 

pravastatina. 

 

Como hemos indicado previamente, desde el descubrimiento de los primeros 

inhibidores de la HMG-CoA reductasa, la investigación farmacéutica ha 

evolucionado produciendo diferentes compuestos: mevastatina, lovastatina (producto 

natural), simvastatina (derivado semisintético de lovastatina), pravastatina 

(bioderivado de la mevastatina), fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina y 

rosuvastatina (todas de origen sintético). Todas estas estatinas producen un efecto 

cualitativamente similar en el perfil lipídico, entre un 25 y 55% de reducción del 

cLDL a las dosis máximas recomendadas, pero lo que llamó la atención es que, con 

esas estatinas podría estar sucediendo lo mismo que ha ocurrido con la Aspirina, un 

medicamento pensado para el tratamiento de un mal termina por ser particularmente 

eficaz en la cura de otros. Se ha demostrado que las estatinas son útiles en pacientes 

con colesterol normal y sin enfermedad coronaria, con colesterol alto y enfermedad 

coronaria estable, y con colesterol normal o alto y enfermedad coronaria inestable 

(LIPID, 1998; Ridcker et al., 2008). 
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Entre las estatinas, la pravastatina ha demostrado repetidamente producir 

beneficios clínicos y mejorar la supervivencia en prevención primaria (WOSCOPS) 

y secundaria (CARE), pero con el descubrimiento de nuevas estatinas y la necesidad 

de investigarlas, disminuyó el interés de pravastatina en la investigación. En la 

última década, pravastatina ha vuelto a protagonizar las páginas de las revistas 

médicas, por sus supuestas nuevas propiedades. Una de las más impactantes sería su 

capacidad para prevenir las enfermedades cardiovasculares por su efecto 

antiinflamatorio. Un estudio de la Universidad de Boston, dirigido por Dr. Cannon 

concluyó, después de analizar los casos de más de 4000 pacientes con síndrome 

coronario agudo, que el tratamiento con pravastatina se asocia con reducción de la 

PCR a corto plazo y con efectos beneficiosos a nivel clínico independientemente de 

su efecto hipolipemiante (Ray y Cannon, 2005). 

No menos sorprendente son los resultados obtenidos en otras investigaciones 

que tienen que ver con la prevención de las enfermedades cardiovasculares. Un 

estudio realizado por Karatzis et cols. ha relacionado el consumo de este fármaco con 

una disminución del estrés oxidativo independientemente de la bajada del nivel 

plasmático del colesterol (Karatzis et al., 2010). Otro trabajo, publicado 

recientemente, sostiene que pravastatina inhibe también la NADPH-oxidasa (Álvarez 

et al., 2010).   

En las páginas de las revistas científicas, se han descrito otras singulares 

aplicaciones: una de ellas le hizo ocupar lugar privilegiado en la revista American 

Journal of Physiology-Heart and Circulation Physiology tiene que ver con su efecto 

beneficioso sobre el oxido nítrico (Harris et al., 2004).  

En base a estos antecedentes y por ser una de las más extensamente estudiadas 

por la medicina clínica (Shepherd et al., 1995), elegimos la pravastatina para este 

trabajo. Además al ser soluble en agua permite la administración en el agua de 

bebida de los animales durante el tratamiento crónico y facilita la realización de 

estudios in vitro. Con este estudio pretendemos contribuir a un mayor conocimiento 

de la pravastatina en el campo de la hipertensión y sus complicaciones.  
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TRATAMIENTO CRÓNICO CON PRAVASTATINA 

1.- DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los experimentos se han realizado teniendo en cuenta las disposiciones legales 

existentes referidas a la protección de los animales utilizados para experimentación y 

otros fines científicos: 

a) Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo y del Consejo por la que se 

modifica la directiva 86/609/CEE (Diario oficial de la Unión Europea). 

b) Real decreto 1201/2005. BOE 21 de octubre de 2005. 

La justificación por la cual se han utilizado ratas para llevar a cabo esta 

investigación es por su gran similitud con la especie humana en la patología que se 

estudia en este trabajo, por su uso estandarizado en las investigaciones y en la 

bibliografía internacional, así como por el hecho de que en nuestro laboratorio exista 

una gran experiencia en su manejo, su coste económico y su fácil manipulación. En 

concreto, se han utilizado machos pertenecientes a dos cepas diferentes: 

a) Ratas SHR, éste es un modelo de hipertensión desarrollado en 1963, a partir 

de ratas Wistar Kyoto, por medio de la selección y cruce de machos de hipertensión 

moderada y hembras con hipertensión establecida, se considera un modelo de 

hipertensión donde se ha seleccionado el fenotipo. Los animales tienen la presión 

arterial elevada y presentan el fenotipo de daño en órganos similar al observado en la 

hipertensión esencial en humanos, incluyendo hipertrofia del ventrículo izquierdo, 

ataque al corazón y fallo renal (McBride et al., 2004). 

b) Ratas WKY, es la cepa utilizada como control normotenso de las ratas SHR. 

A las diez semanas de edad presentan unos valores de presión arterial sistólica (PAS) 

que oscilan entre 120-140 mmHg, que se mantiene prácticamente toda su vida, por lo 

que son útiles para establecer y evaluar las diferencias que puedan producirse como 

consecuencia del estado hipertensivo y del tratamiento en ratas SHR. 

Ambas especies se suministraron por el laboratorio Janvier (Francia) a través 

del Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca (Registro 

N-SA001 P.A.E.). Los animales se comenzaron a controlar dos semanas antes de 
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empezar el estudio, cuando las ratas SHR tenían 8 y 20 semanas de edad y las ratas 

WKY 12 semanas se inició el tratamiento que se prolongó durante 4 semanas. Los 

animales de cada lote se distribuyeron en distintos grupos en función de su peso 

corporal (PC) y sus valores de PAS, de tal forma que en todo momento hubiera el 

mismo número de animales de cada grupo y así evitar las posibles variaciones 

estacionales o de otro origen que pudieran influir en los resultados. 

Los animales se mantuvieron en el estabulario del Servicio de Experimentación 

Animal de la Universidad de Salamanca, alojados en jaulas a una temperatura de 

22±1 °C, con una humedad ambiental del 60% y con un tiempo de luz regulado con 

un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Los animales se distribuyeron en un máximo 

de tres animales por jaula con acceso libre a comida (Global Diet, 2014, Harlan, 

Francia) y bebida. 

Como hemos mencionado anteriormente, utilizamos ratas SHR de diferentes 

edades (8 y 20 semanas) y ratas WKY (12 semanas). Tras un periodo de 

monitorización sin tratamiento, cada uno de los grupos se divide a su vez en grupo 

control (C) que recibe agua y grupo tratado con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20). 

El esquema siguiente muestra la distribución de los grupos: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ratas

SHR WKY

20 semanas 8 semanas 12 semanas

C (n=9) C (n=8)C (n=12) P-20 (n=8)P-20 (n=12)P-20 (n=9)

SHR 24 semanas SHR 12 semanas WKY 16 semanas
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El fármaco, suministrado por los laboratorios A. Menarini Industrie 

Farmaceutiche Riunite Srl (Florencia, Italia), se administró disuelto en el agua de 

bebida, ajustando la concentración semanalmente en función del peso corporal y el 

consumo diario de agua. Durante el periodo de tratamiento se realizaron medidas 

periódicas de la PAS. Al final del estudio se recogen muestras de orina y sangre. A 

continuación se sacrifican los animales y se extraen diversos tejidos para la 

realización de estudios de reactividad vascular, histológicos, western blotting, etc. 
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2.- ESTUDIOS in vivo 

Control de la presión arterial sistólica  

La PAS se determina mediante el método incruento de medida en la cola. Este 

método tiene la ventaja de ser simple, reproducible, no traumático y además permite 

trabajar con el animal despierto. Para obtener buenos resultados es conveniente 

habituar el animal a este tipo de manipulación antes de realizar las medidas 

definitivas, para lo cual a los animales se les mide la PAS al menos una semana antes 

del inicio de los tratamientos con el fin de que se familiaricen con el proceso y el 

manejo al que se someten. Las medidas se realizan a la misma hora y siempre en 

lugar con temperatura, ruido y limpieza adecuados para el bienestar de los animales.  

Las ratas se sitúan en un cepo, de manera que la cola quede libre para poder 

colocar el manguito y el transductor. Para captar mejor la señal, se procede a la 

dilatación de la arteria caudal mediante la aplicación de calor durante un periodo de 

unos cinco minutos. Se utiliza un equipo NIPREM 546 (Cibertec S.A, España) que 

mediante un software y un equipo informático adecuado (Sistema Computerizado 

PowerLab/800 para Windows, AD Instruments, Reino Unido) permite la 

monitorización y obtención de los valores de PAS (Figura 13). El fundamento de la 

medida consiste en comprimir el tejido alrededor de la arteria caudal, mediante un 

manguito neumático, hasta la oclusión completa de la arteria, un detector de 

infrarrojos colocado en la cola transforma la señal térmica en eléctrica que se 

monitoriza por medio de un ordenador. Según se observa en la figura 13, la 

desaparición de la señal (a) permite afirmar que se ha producido la oclusión de la 

arteria. La disminución controlada de la presión en el manguito neumático, se 

acompaña de la aparición de la onda de pulso (b). La presión neumática medida en 

ese punto es igual a la PAS en la arteria (c), el registro de la onda pulsátil permite 

medir simultáneamente la frecuencia cardiaca, en pulsaciones por minuto (ppm) a 

partir de este registro (d). 

El criterio de validez de las medidas se basa en la obtención de seis valores 

consecutivos que no difieran en más de 10 mmHg entre sí, estableciendo el valor de 

la PAS como la media de esos seis valores. Se determina el valor de la PAS antes de 

comenzar el tratamiento y a las 1, 2, 3 y 4 semanas después del comienzo del mismo.
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Figura 13.- Sistema de medida de la presión arterial y frecuencia cardiaca y 

detalle de un registro original en la arteria caudal de rata. 
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Expresión y análisis de los resultados 

Todos los resultados se expresan como media aritmética ± el error estándar de 

la media (EEM) de un mínimo de ocho animales. Para comparar los valores 

obtenidos entre los grupos tratados con pravastatina y sus correspondientes controles 

se realiza el análisis ANOVA de dos vías y el ANOVA de una vía para evaluar la 

progresión de los valores de presión a lo largo del tiempo en un mismo grupo. En 

ambos casos Bonferroni se utiliza como prueba post-test, considerándose diferencias 

significativas cuando p<0,05. 

 

Resultados 

En la figura 14 podemos observar la evolución de la PAS durante el estudio en 

ratas SHR y WKY. En los animales hipertensos los valores de presión se 

incrementan de manera muy importante, pasando de 158±1 mmHg a las 8 semanas a 

211±2 mmHg a las 24 semanas. La PAS de las ratas WKY se mantuvo constante en 

el periodo estudiado (en torno a 140 mmHg). 

El tratamiento de las ratas SHR con pravastatina produjo diferencias 

estadísticamente significativas entre animales control y tratados, tanto si este 

tratamiento se iniciaba a las 20 semanas (Figura 15a) como si lo hacía a las 8 

semanas (Figura 15b). En este primer caso, además, observamos un ligero efecto 

hipotensor, con valores significativamente más pequeños en el grupo tratado al final 

del estudio si se comparan con los valores iniciales. 

La pravastatina no modificó en ningún momento la PAS de las ratas WKY 

(Figura 15c). 

Estas diferencias entre SHR y WKY no se observaron en el caso de la 

frecuencia cardiaca ni se modificaron con el tratamiento. 
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Figura 14.- Evolución de la presión arterial sistólica (PAS, mmHg) a lo largo del 

estudio en ratas genéticamente hipertensas (SHR) y ratas normotensas Wistar Kyoto 

(WKY). ����p<0,05 frente a los valores iniciales. 
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SHR 20 semanas a 

 

 

 

 

 

SHR 8 semanas b 

 

 

 

 

 

WKY 12 semanas c 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.- Evolución de la presión arterial sistólica (PAS, mmHg) a lo largo del 

estudio en ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 20 semanas (a), 8 semanas (b) y 

ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 12 semanas (c), control (C) y tratadas 

con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo 

control, �p<0,05 frente a los valores iniciales. 
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3.- NIVELES DE COLESTEROL 

Para determinar los valores plasmáticos del colesterol se utiliza un kit 

comercial (Colesterol, BioSystem, España). Como se muestra en el esquema, el 

colesterol esterificado se transforma en colesterol libre por la acción de la colesterol 

esterasa. A continuación, el colesterol se oxida por la colesterol oxidasa formando 

colestenona y peróxido de hidrógeno, el cual, con fenol y 4-aminoantipirina (4-AAP) 

en presencia de peroxidasa, forma un compuesto coloreado (quinonaimina) que se 

cuantifica por espectrofotometría. 

 

 

 

 

 

Una alicúota de 10 µL de plasma se mezcla, en la cubeta del espectrofotómetro, 

con 1 mL del reactivo del kit que contiene la mezcla de enzimas y tras 10 minutos de 

incubación a temperatura ambiente se mide la absorbancia a 500 nm. El mismo 

procedimiento se realiza con un patrón de colesterol (200 mg/dL). La concentración 

de colesterol en la muestra se expresa en mg/dL y se calcula a partir de la siguiente 

formula: 

 

 

 

Expresión y análisis de los resultados  

Todos los resultados se expresan como media aritmética ± EEM de un mínimo 

de 5 animales. Para comparar las diferencias entre grupos control y tratados se utiliza 

la prueba “t” de Student para datos no pareados, considerándose diferencias 

significativas cuando p<0,05. 

 

Colesterol esterificado H 2 O + Colesterol + Ácido graso 

Colesterol + ½ O 2 + H 2 O Colestenona + H 2 O 2 

2H 2 O 2 + 4 - AAP + Fenol Quinonaimina + 4H 2 O 

Colesterol esterasa 

Colesterol oxidasa 

Peroxidasa 

Colesterol muestra = 
Abs muestra 
Abs patrón 

X Colesterol patrón 
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Resultados 

Los niveles de colesterol plasmático determinados al final del periodo de 

estudio fueron similares en ratas WKY y SHR. La edad de éstas últimas tampoco 

afectó a este parámetro. En la figura 16 podemos observar que el tratamiento con 

pravastatina no modificó los niveles de colesterol en ninguno de los tres grupos de 

ratas. 

 

SHR 24 semanas a 

 

 

 

 

SHR 12 semanas b 

 

 

 

 

WKY 16 semanas c 

 

 

 

 

Figura 16.- Niveles de colesterol total en plasma de ratas genéticamente hipertensas 

(SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) 

de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) 

durante 4 semanas.  
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4.- ESTUDIOS in vitro 

Finalizados los tratamientos, las ratas se anestesian con pentobarbital sódico a 

la dosis de 60 mg/Kg por vía intraperitoneal. A continuación se canula la arteria 

carótida, con un catéter (PE-50, Intramedic®, Becton Dickinson, EE.UU.) para 

recoger muestras de sangre, seguidamente se procede a la extracción de la arteria 

aorta, del árbol vascular mesentérico, y a la canulación del riñón izquierdo, para la 

realización de estudios de funcionalidad. También se extraen el corazón y el riñón 

derecho, que se pesan y se congelan a -80 °C para determinaciones posteriores o se 

procesan para estudios histológicos. 

 

4.1.- Estudios de funcionalidad: arteria aorta 

Se utiliza un sistema de baños de órgano aislado, como el que se presenta en la 

figura 17, que poseen una doble pared de vidrio delimitando una cámara, que a su 

vez se encuentra conectada a un circuito cerrado por cuyo interior circula agua 

mantenida a una temperatura constante de 37 °C, mediante una bomba termostática 

(TECTRON 4373200 Selecta, España), que actúa al mismo tiempo como bomba, 

elemento calefactor y termostato. La parte inferior del baño tiene un orificio a través 

del cual se hace llegar de manera controlada la cantidad deseada de carbógeno (95% 

O2 y 5% CO2, Air Liquide, España). El interior del baño contiene una cantidad 

conocida de líquido nutricio que asegura la inmersión completa del tejido. Este 

líquido se elimina por una salida situada en la parte inferior de la copa e 

inmediatamente se rellena con solución nutricia nueva a 37°C, de forma que los 

cambios de temperatura sean mínimos. 

Una vez extraída la arteria aorta se procede a la eliminación del tejido 

conectivo y graso que la rodea, cortándola en segmentos de 3 mm mediante un 

sistema de cuchillas ideado en nuestro laboratorio. A través de la luz de los anillos se 

introducen dos alambres finos de acero inoxidable y se colocan en los baños que 

contienen 5 mL de solución Krebs a 37 °C gaseada con carbógeno (NaCl 118,7 mM; 

KCl 4,7 mM; CaCl2 2,5 mM; KH2PO4 1,2 mM; NaHCO3 25,0 mM; MgSO4 1,2 mM; 

glucosa 11,1 mM). Uno de los alambres se fija al baño de órganos y el otro se 
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conecta al transductor isométrico (UF-1, Harvard Apparatus Inc., EE.UU.). Los 

cambios de tensión se registran mediante un sistema de adquisición de datos 

PowerLab/800 (AD Instruments, Reino Unido). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.- Baño de órganos y transductor isométrico. 

 

Todos los anillos se someten a una tensión de 2 g y se dejan estabilizar 60 

minutos renovando la solución nutricia cada 30 minutos. Si es necesario, la tensión 

se reajusta a 2 g. La funcionalidad del tejido se comprueba añadiendo al baño 

fenilefrina (FE, 10-6 M), una vez alcanzada una meseta de contracción se añade ACh 

(10-6 M), cuya respuesta relajante nos indica el estado funcional del endotelio. A 

continuación se lavan repetidamente los anillos, tras 30 minutos (tiempo aproximado 

que tarda el anillo en recuperar la tensión basal) se renueva la solución, se reajusta la 

tensión si es necesario y se deja estabilizar la preparación durante 30 minutos más. 

En este momento se procede a la realización de los siguientes experimentos: 
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Tiempo de experimento

Curvas concentración-respuesta a agentes relajantes 

Previa contracción de los anillos con FE (10-6 M) y una vez alcanzada una 

meseta de contracción estable, como se ha mencionado previamente, se realizan 

curvas acumulativas concentración-respuesta de los siguientes agentes relajantes: 

ACh (10-8-3x10-5 M), cuya acción relajante es endotelio dependiente (Figura 18) y 

nitroprusiato sódico (NTP, 10-8-3x10-5 M), cuya acción relajante es independiente de 

la presencia del endotelio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.- Registro original de una curva de relajación a ACh en arteria  

aorta de rata. 

 

Las curvas a ACh se repiten tras la incubación, durante 30 minutos, con 

indometacina (5x10-6 M), con el fin de estudiar la participación de mediadores 

producidos por la COX en la respuesta relajante, con apocinina (10-3 M), para 

evaluar el efecto de la inhibición de la NADPH-oxidasa en la respuesta relajante y 

con N(G)monometil-L-arginina (L-NAME) (10-4 M) para evaluar el efecto de la 

inhibición de la eNOS. 
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Curvas concentración-respuesta a agentes contracturantes 

Se añaden al baño, de forma acumulativa, concentraciones crecientes de FE 

(10-8-3x10-5 M) o de un análogo de TXA2 (U46619, 10-12-10-6 M) esperando, antes 

de añadir la siguiente concentración, el tiempo suficiente para obtener una meseta 

estable de contracción, como se muestra en la figura 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.- Registro original de una curva de contracción a FE en  

arteria aorta de rata. 

 

Expresión y análisis de los resultados 

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajación frente a 

la respuesta contráctil obtenida con FE. La respuesta a FE y U46619 se expresa en 

mg de contracción. 

En todas las curvas concentración-respuesta se obtiene el valor de efecto 

máximo (Emax) y pD2 (logaritmo cambiado de signo de la concentración del agonista 

que produce el 50% del efecto máximo). Este último parámetro se obtiene mediante 

el ajuste de las curvas a un modelo logístico no lineal utilizando el programa Graph 

Pad Prism version 4.0 (GraphPad software Inc., EE.UU.). 
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Los resultados se expresan como la media aritmética ± EEM de un mínimo de 5 

experimentos. Para comparar los valores obtenidos entre los grupos tratados y sus 

correspondientes controles se utiliza la prueba “t”  de student para datos no pareados. 

Para comparar las curvas dosis respuesta en los diferentes grupos, se utiliza la prueba 

F de Snedecor. Los diferentes grupos control se comparan utilizando el analisis de la 

varianza (ANOVA) de una vía seguida de Bonferroni. En todos los casos, se 

consideran diferencias significativas cuando p<0,05. 
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Resultados 

Estudios de funcionalidad: arteria aorta 

Curvas concentración-respuesta a acetilcolina 

Como podemos observar en la figura 20 y en los valores de Emax recogidos en 

la tabla 3A, la relajación producida por ACh en ratas WKY fue significativamente 

superior a la observada en las ratas SHR. Del mismo modo comprobamos que la 

pérdida de la función endotelial era mayor cuanto mayor era la edad de las ratas 

SHR, lo que corresponde con valores más elevados de PA.  

El tratamiento durante 4 semanas con pravastatina afectó a la respuesta de ACh 

en ratas de 12 semanas produciendo una mejoría significativa de la relajación (Figura 

20b). Cuando el mismo tratamiento se aplicó a animales entre las 20 y las 24 

semanas de edad no se modificó la respuesta respecto a los animales control (Figura 

20a). Tampoco observamos cambios en la respuesta a ACh por efecto de la 

pravastatina en ratas WKY, con función endotelial normal (Figura 20c). Los valores 

de pD2 fueron semejantes en animales normotensos e hipertensos y no se 

modificaron ni con la edad, ni con el tratamiento (Tabla 3A) 

 

Curvas concentración-respuesta a nitroprusiato sódico 

Los tres grupos controles mostraron diferencias significativas en la respuesta 

máxima obtenida con NTP. La relajación alcanzó valores cercanos al 100% en las 

ratas WKY y fue mayor en las ratas SHR de 12 semanas que en las de 24 semanas. 

En el grupo de las ratas SHR de 24 semanas, 12 semanas y las ratas WKY de 16 

semanas no se observaron diferencias en las curvas de relajación obtenidas con NTP 

entre los grupos controles y tratados ni en la respuesta máxima ni en el pD2 (Figura 

21, Tabla 3B). 

 

Curvas concentración-respuesta a fenilefrina 

La figura 22a muestra las curvas concentración respuesta de FE en el grupo de 

ratas SHR de 24 semanas, podemos observar que 20 mg/Kg/día de pravastatina no 
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modificó la respuesta contracturante. Al analizar los parámetros obtenidos mediante 

un ajuste no lineal de los datos experimentales, los valores de Emax y pD2 para ambos 

grupos fueron similares (Tabla 3C). Tampoco se obstuvieron diferencias en ratas 

SHR de 12 semanas (Figura 22b, Tabla 3C). 

El tratamiento de las ratas WKY durante 4 semanas con pravastatina modificó 

los valores de Emax (Tabla 3C). En la figura 22c se ve que los anillos de aorta del 

grupo tratado respondieron menos a FE que los del grupo control.  

 

Curvas complementarias concentración-respuesta 

Como solamente se modificaba la respuesta relajante dependiente del endotelio 

en las ratas SHR de 12 semanas, planteamos unos ensayos complementarios con 

estas arterias. En algunos anillos las curvas de ACh se repitieron después de un 

periodo de incubación con apocinina, indometacina o L-NAME. Después de la 

incubación con apocinina se mejoró la relajación tanto en el grupo control como en 

el grupo tratado. La relajación máxima en los anillos del grupo control incubados con 

apocinina alcanzaron los valores del grupo tratado con pravastatina (Figura 23a, 

Tabla 4). 

La incubación con indometacina mejoró la relajación en los grupos control y 

tratado, el incremento de la relajación fue mayor en el grupo tratado (40%) que en el 

control (23%) (Figura 23b, Tabla 4).  

Después de la incubación con L-NAME la respuesta observada con ACh fue 

una respuesta contracturante significativamente mayor en los animales control 

(Figura 24), la respuesta máxima fue de 1727±220 mg en el grupo control frente a 

1058±181 mg en el grupo tratado (p< 0,05). 

También hemos realizado curvas concentración respuesta al análogo del TXA2 

(U46619). Como se puede observar en la figura 25 la contracción producida por este 

agente fue significativamente superior en los anillos control que en los anillos 

tratados. 
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Figura 20.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

arteria aorta precontraída con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar 

Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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Figura 21.- Curvas concentración-respuesta a nitroprusiato sódico (NTP, 10-8-3x10-5 

M) en arteria aorta precontraída con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar 

Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. 
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Figura 22.- Curvas concentración-respuesta a fenilefrina (FE, 10-8-3x10-5 M) en 

arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 

semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c) control (C) 

y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 

frente al grupo control. 
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Figura 23.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

arteria aorta precontraída con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 12 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. Respuesta relajante a ACh en ausencia y en 

presencia de apocinina (Apo, 10-3 M) (a) o indometacina (Indo, 5x10-6 M) (b). 
#p<0,05 comparando curvas en ausencia y en presencia de apocinina o indometacina. 
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Figura 24.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-10-4 M) en 

arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 12 semanas e incubada 

durante 30 minutos con L-NAME (10-4 M), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día 

de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 

 

SHR 12 semanas 

 

 

 

 

 

 

Figura 25.- Curvas concentración-respuesta a U46619, (10-12-10-6 M) en arteria aorta 

de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 12 semanas, control (C) y tratadas con 

20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo 

control. 
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C P-20 Acetilcolina 

A Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 

SHR 24 semanas (n=5) 37,4±2,6����� 7,2±0,1 36,0±2,1 7,2±0,2 

SHR 12 semanas (n=5-6) 45,5±2,6� 7,6±0,2 58,1±3,2*  7,4±0,1 

WKY 16 semanas (n=4) 70,7±1,2 7,3±0,1 70,3±1,8 7,1±0,1 

 

C P-20 Nitroprusiato sódico 

B Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 

SHR 24 semanas (n=5) 76,0±1,7����� 6,9±0,1 79,3±2,1 7,1±0,1 

SHR 12 semanas (n=5-6) 86,4±3,4� 7,3±0,1 87,5±3,0 7,4±0,1 

WKY 16 semanas (n=4) 95,6±1,6 6,7±0,1 97,5±1,7 7,0±0,1 

 

C P-20 Fenilefrina 

C Emax (mg) pD2 Emax (mg) pD2 

SHR 24 semanas (n=7) 2605±120����� 6,7±0,1 2791±126 7,0±0,1 

SHR 12 semanas (n=5-6) 2147±151� 7,2±0,2 2041±171 7,1±0,2 

WKY 16 semanas (n=4) 3184±163 6,9±0,2 2555±219*  6,8±0,3 

 

Tabla 3.- Valores de respuesta máxima (Emax) y pD2 de las curvas concentración 

respuesta a acetilcolina (A), nitroprusiato sódico (B) y fenilefrina (C) en arteria aorta 

de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24, 12 semanas y ratas normotensas 

Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 

frente al grupo control WKY, ����p<0,05 frente al grupo control SHR de 12 semanas. 
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SHR 12 semanas (n=6) 

Acetilcolina 

Emax (%) 

C 42,5±2,6 P-20 58,1±3,2 

C Apo 55,1±3,7# P-20 Apo  71.8±2,8# 

C Indo 68,4±4,4# P-20 Indo 90,9±2,1# 

 

Tabla 4.- Valores de respuesta máxima (Emax), de las curvas concentración respuesta 

a acetilcolina en arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 12 

semanas antes y después de incubar durante 30 minutos con apocinina (Apo) y con 

indometacina (Indo), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) 

durante 4 semanas. #p<0,05 comparando curvas en ausencia y en presencia de 

apocinina o indometacina. 
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4.2.- Western blotting 

El método del western blotting se basa en la separación de proteínas de una 

muestra por electroforesis, su transferencia a una membrana y la utilización de un 

anticuerpo específico frente a la proteína que se desea identificar, denominado 

anticuerpo primario. Posteriormente se utiliza un anticuerpo secundario conjugado 

con peroxidasa de rábano (HRP) que reacciona con el primario. La HRP del 

complejo, al reaccionar con un determinado sustrato, produce una reacción 

fácilmente detectable y proporcional a la cantidad de proteína estudiada. Hemos 

utilizado esta técnica para analizar si el tratamiento con pravastatina modifica la 

expresión de las proteínas COX-2 y eNOS en aorta.  

Para la extracción y la cuantificación de proteínas, las aortas se homogenizan 

en tubos (Gente Macs, Alemania) durante 30 segundos a 2000 r.p.m en buffer RIPA 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Tris-HCl 10 mM, pH 8; 

NaCl 150 mM; EDTA 50 mM; aprotinina 1 µg/mL; PMSF 1 mM; ortovanadato 

sódico 0,2 mM; NaF 1 mM y β-glicerolfosfato 1 mM) utilizando el sistema 

Dispomix System (Medic Tools, Suiza). Los desechos celulares se eliminan 

mediante centrifugación a 18.000 x g durante 10 minutos a 4 oC y se recupera el 

sobrenadante. En una alícuota de éste, se determina la concentración de proteínas por 

espectrofotometría usando el metodo de Bradford. En función de la cantidad de 

proteínas se añade la cantidad necesaria de tampón de carga (Tris 500 mM; 40% 

glicerol; 8% SDS; 4% β-mercaptoetanol; 0,5% azul de bromofenol) y se hierven 

durante 5 minutos. Las proteínas se separan en un gel de poliacrilamida (10%) con 

condiciones desnaturalizantes reductoras usando el método de Laemmli a un voltaje 

constante de 130 V (Laemmli, 1970). 

A continuación, las proteínas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa 

(Whatman, Protran, Millipore, Alemania) con un sistema de transferencia húmedo. 

La cubeta se rellena con tampón de transferencia frío (Tris 20 mM; glicina 190 mM y 

20% metanol) y se aplica una corriente eléctrica constante de 220 mA durante 90 

minutos. 

Las membranas se bloquean con de leche en polvo desnatada al 5% en tampón 

de lavado (TBS-T: Tris-HCl 20 mM; NaCl 137 mM; Tween-20 0,1%; pH 7,5) y se 
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incuban durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después del bloqueo se procede 

a la incubación con anticuerpo primario durante 90 minutos a temperatura ambiente 

en el caso de COX-2 o a 4 oC durante toda la noche en el caso de eNOS y de la 

tubulina (que se utiliza como control de carga de las muestras). A continuación, la 

membrana se lava tres veces durante 7 minutos con TBS-T y se incuba durante 30 

minutos con anticuerpo secundario. Al terminar la incubación se lava 3 veces con 

TBS-T. 

Las bandas se identifican con un sistema de detección basado en el luminol y 

potenciado con p-iodofenol (Ausubel et al., 1987). La emisión de luz debida a la 

reacción con la HRP conjugada con el anticuerpo secundario se detecta mediante la 

exposición de una película de autorradiografía sensible a la luz (super RX X-Ray 

Film, Fujifilm, India). La cuantificación de las bandas se hizo por densitometría 

usando el programa (Scion Image) y se expresaron en unidades arbitrarias respecto al 

control. 

 

Expresión y análisis de los resultados  

Todos los resultados se expresan como media aritmética ± EEM de un mínimo 

de 5 muestras. Para comparar las diferencias entre grupos se utiliza la prueba “t” de 

Student para datos no pareados, considerándose diferencias significativas cuando 

p<0,05. 

 

Resultados 

Como se puede observar en la figura 26 las aortas procedentes de animales de 

12 semanas tratados con pravastatina presentaron un incremento en la expresión de la 

proteína eNOS respecto a sus controles (Figura 26a). En este mismo tejido la 

expresión de COX-2 fue significativamente menor en animales tratados que en 

animales control (Figura 26b). En ambas casos la expresión de α-tubulina no mostró 

diferencias.  
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Figura 26.- Blots representativos y cuantificación densitométrica de la expresión de 

eNOS (a) y COX-2 (b) en arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 

12 semanas control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 

semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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4.3.- Estudios de funcionalidad: arterias mesentéricas 

Para los estudios de funcionalidad en arterias mesentéricas se utilizó un 

miógrafo de alambre (Multiwire Myograph System, DMT Modelo 610M, 

Dinamarca) (Figura 27). Después de extraer el mesenterio se localiza la tercera rama 

del árbol vascular mesentérico y se procede a la eliminación del tejido conectivo y 

graso que rodea esta arteria y, a continuación se corta en anillos de aproximadamente 

2 mm de longitud. A través de la luz de cada segmento se introducen dos alambres de 

acero inoxidable de 40 µm de diámetro, uno se coloca en la parte fija o 

correspondiente al transductor, mientras que el otro se une a la parte móvil, que a su 

vez está unida a un tornillo micrométrico. Una vez que los anillos están montados en 

los baños, con solución Krebs a 37 oC y aireados con carbógeno, se deja un periodo 

de estabilización y posteriormente, se normalizan los anillos a una tensión 

equivalente a 90 mmHg según la técnica descrita por Mulvany (Mulvany y Halpern, 

1977). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 27.- Aislamiento y montaje de anillos de la tercera rama  

 de las arterias mesentéricas. 
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Después de 30 minutos de estabilización se inicia el protocolo del ensayo. La 

funcionalidad del tejido se comprueba añadiendo al baño FE (10-5 M) y una vez 

alcanzada una meseta de contracción estable se añade ACh (10-6 M) cuya respuesta 

relajante nos indica el estado funcional del endotelio. Posteriormente se lavan 

repetidamente los anillos, se dejan estabilizar durante 30 minutos para que el anillo 

recupere la tensión basal, se renueva la solución Krebs y se dejan estabilizar 15 

minutos más. Pasado este periodo se analizan respuestas relajantes a ACh (10-8- 

3x10-5 M) y NTP (10-8-3x10-5 M). 

 

Expresión y análisis de los resultados 

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajación frente a 

la respuesta contráctil obtenida con FE. En cada serie de experimentos, los resultados 

se expresan como la media aritmética ± EEM de un mínimo de 5 experimentos. El 

analisis estadístico se realiza como se indicó en el apartado 4.1. 

 

Resultados 

La relajación máxima a ACh fue ligeramente menor en las ratas SHR control 

de 24 y 12 semanas comparando con las ratas WKY aunque estas diferencias no 

alcanzaron significación esatadística (Tabla 5A). El tratamiento con pravastatina 

produjo una significativa mejoría en la capacidad relajante dependiente del endotelio 

solo en el grupo de ratas de 24 semanas (Figura 28). 

Todos los grupos control respondieron de manera similar a NTP, como puede 

observarse en las curvas dosis respuesta (Figura 29) y en los parámetros obtenidos 

del análisis de esas curvas (Tabla 5B). El tratamiento con pravastatina no modificó 

ninguno de estos parámetros. 
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Figura 28.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

arterias mesentéricas precontraídas con fenilefrina (FE, 10-5 M) de ratas 

genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas 

normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 

mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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Figura 29.- Curvas concentración-respuesta a nitroprusiato sódico (NTP, 10-8-3x10-5 

M) en arterias mesentéricas precontraídas con fenilefrina (FE, 10-5 M) de ratas 

genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a) 12 semanas (b) y ratas 

normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 

mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. 
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C P-20 Acetilcolina 

A Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 

SHR 24 semanas (n=9-6) 71,9±2,3 7,3±0,1 86,1±2,4*  7,4±0,1 

SHR 12 semanas (n=6-8) 68,4±5,8 7,3±0,1 66,4±8,8 7,7±0,3 

WKY 16 semanas (n=4) 77,7±2,2 6,9±0,1 77,8±2,9 7,1±0,1 

 

C P-20 Nitroprusiato sódico 

B Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 

SHR 24 semanas (n=6) 79,3±2,4 7,2±0,0 78,6±3,4 6,9±0,1 

SHR 12 semanas (n=6-8) 82,5±1,3 7,2±0,0 83,3±1,3 7,1±0,1 

WKY 16 semanas (n=4) 79,7±2,3 7,4±0,2 78,3±2,6 7,2±0,2 

 

Tabla 5.- Valores de relajación máxima (Emax) y pD2 de las curvas concentración-

respuesta a acetilcolina (A) y nitruprusiato sódico (B) en arterias mesentéricas de 

ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24, 12 semanas y ratas normotensas Wistar 

Kyoto (WKY) de 16 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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4.4.- Estudios de funcionalidad: riñón perfundido 

Como indicamos anteriormente, una vez sacrificado el animal, el riñón 

izquierdo se canula cuidadosamente por la unión entre la arteria renal y la aorta 

abdominal. El catéter (PE-50, Intramedic® Bencton Dickinson, EE.UU.) introducido 

en la arteria renal se conecta simultáneamente, mediante una llave de tres vías, con el 

transductor de presión (Transpac® IV, modelo L969, Abbot Critical Care Systems, 

Irlanda), que permite registrar los cambios en la presión basal de perfusión, y una 

bomba  de perfusión (Masterflex L/S, Cole-Palmer, EE.UU.) que asegura un flujo 

contsante  (Figura 30). 

La perfusión se realiza con solución Krebs gaseada con carbógeno a una 

temperatura de 37 °C y a un flujo constante de 3 mL/min. Los cambios de presión 

detectados por el transductor se registran mediante el sistema informático 

PowerLab/800 para Windows. 

Después de 15 minutos de estabilización, se comprueba la funcionalidad del 

tejido con KCl (80 mM) en el líquido de perfusion hasta alcanzar una meseta de 

contracción estable. A continuación se cambia la perfusión de KCl por solución 

Krebs para recuperar la presión basal. 

Tras otros 15 minutos de estabilización perfundiendo Krebs, se realizan curvas 

concentración-respuesta a ACh en preparaciones precontraídas con FE (10-6 M). Para 

ello se va perfundiendo sucesivamente disoluciones de FE a las que se ha 

incorporado concentraciones crecientes de ACh (10-8-10-4 M). Después de un periodo 

de estabilización de 30 minutos, se repite el mismo protocolo para realizar una curva 

concentración respuesta a NTP (10-9-10-4 M), y al final, después de un nuevo periodo 

de estabilización se realiza una curva de FE (10-8-3x10-5 M). 

 

Expresión y análisis de los resultados 

La presión de perfusión basal y las respuestas a KCl y FE se expresan en 

mmHg. La relajación provocada por ACh y NTP se expresa como % de relajación 

frente a la respuesta contráctil obtenida con FE. En todas las curvas concentración-

respuesta se obtuvo el valor Emax y pD2 como se indicó anteriormente.  
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Los resultados se expresan como media aritmética ± EEM de un mínimo de 4 

experimentos. El analisis estadistico se obtiene como se indicó en el apartado 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30.- Sistema de perfusión y registro original de una curva dosis respuesta a 

ACh en lecho vascular renal. 
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Resultados 

Los valores de presión basal de perfusión en las ratas SHR de 12 semanas y 

WKY fueron similares mientras que en las ratas SHR de 24 semanas fueron 

inferiores. La respuesta a KCl (80 mM) y a FE (10-6 M) se incrementó con la edad, 

las ratas WKY respondieron mucho menos a estos agentes contracturantes que las 

ratas SHR de 12 semanas. Éstas, a su vez, respondieron menos que las ratas SHR de 

24 semanas (Tabla 6).  

Como se puede observar en la figura 31a, tras un periodo de 4 semanas de 

tratamiento con pravastatina, en las ratas SHR de 24 semanas se ven diferencias en la 

relajación a ACh entre el grupo control y el grupo tratado, donde la respuesta 

vasodilatadora fue significativamente mayor en las arterias renales procedentes de 

ratas tratadas, indicativo de una mejor funcionalidad endotelial. 

La relajación máxima de este lecho vascular en las ratas de 12 semanas fue 

superior a la respuesta máxima en las ratas de más edad (Tabla 7A). En este grupo de 

ratas más jóvenes el tratamiento con pravastatina mejoró también la respuesta a ACh 

(Figura 31b). En ambos grupos de SHR las ratas tratadas alcanzaron los valores de 

Emax de las ratas WKY (Tabla 7A). En la figura 31c observamos que el tratamiento 

con pravastatina no modificó la respuesta relajante a ACh en las ratas WKY. 

Los resultados obtenidos con NTP indican que no no hay diferencias en la 

capacidad relajante del músculo liso vascular entre SHR y WKY (Tabla 7B). 

Tampoco se observaron diferencias entre los animales tratados y sin tratar (Figura 

32). 

Los ensayos llevados a cabo con FE muestran respuestas contracturantes muy 

similares en todos los grupos estudiados (Figura 33). 
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Tabla 6.- Valores de presión basal de perfusión (Pb), respuesta a KCl (K80, 80 mM) y 

a fenilefrina (FE, 10-6 M) en riñones perfundidos de ratas genéticamente hipertensas 

(SHR) de 24, 12 semanas y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas. 

�p<0,05 frente al grupo control WKY, ����p<0,05 frente al grupo SHR de 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 Pb (mmHg) K80 (mmHg) FE (10-6 M, mmHg) 

SHR 24 semanas (n=6-8) 28,1±1,5����� 235,5±10,7����� 243,6±9,3����� 

SHR 12 semanas (n=4-6) 49,0±2,3 183,6±9,5� 206,9±14,5� 

WKY 16 semanas (n=4) 42,4±9,7 134,6±8,7 149,2±25,7 
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Figura 31.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-10-4 M) en 

riñón perfundido y precontraído con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar 

Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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Figura 32.- Curvas concentración-respuesta a nitroprusiato sódico (NTP, 10-9-10-4 

M) en riñón perfundido y precontraído con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas 

genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas 

normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 

mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. 
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Figura 33.- Curvas concentración-respuesta a fenilefrina (FE, 10-8-3x10-5 M) en 

riñón perfundido de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 

semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control 

(C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas.  
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C P-20 Acetilcolina 

A Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 

SHR 24 semanas (n=6-8) 48,8±5,8����� 6,7±0.3 74,9±4,3*  7,0±3,1 

SHR 12 semanas (n=4-6) 69,2±7,2� 7,2±0,2 85,1±3,8* 7,1±0,1 

WKY 16 semanas (n=4) 75,8±4,8 7,7±0,2 72,7±5,8 7,6±0,2 

 

C P-20 Nitroprusiato sódico 

B Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 

SHR 24 semanas (n=7-9) 75,9±5,6 6,7±0,2 77,2±3,4 6,6±0,2 

SHR 12 semanas (n=4-7) 79,6±3,0 6,9±0,2 80,9±5,3 6,7±0,1 

WKY 16 semanas (n=4) 79,0±5,4 6,1±0,2 78,3±2,5 6,2±0,2 

 

C P-20 Fenilefrina 

C Emax (mmHg) pD2 Emax(mmHg) pD2 

SHR 24 semanas (n=7-8) 237,8±23,8 6,4±0,1 255,0±12,9 6,6±0,1 

SHR 12 semanas (n=4-7) 232,7±11,4 6,5±0,1 240,5±8,8 6,5±0,1 

WKY 16 semanas (n=4) 226,0±1,7 6,5±0,1 220,0±7,2 6,5±0,0 

 

Tabla 7.- Valores de respuesta máxima (Emax) y pD2 de las curvas concentración 

respuesta acetilcolina (A), nitroprusiato sódico (B) y fenilefrina (C) en riñón 

perfundido de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24, 12 semanas y ratas 

normotensas Wistar Kyoto (WKY), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 

frente al grupo control WKY, ����p<0,05 frente al grupo control SHR de 12 semanas.  
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5.- ESTUDIOS MORFO-HISTOLÓGICOS EN CORAZÓN 

5.1.- Hipertrofia  

Cuando finaliza el tratamiento, los corazones, extraídos inmediatamente 

después del sacrificio, se colocan en Krebs a temperatura ambiente, aireado con 

carbógeno. Se eliminan cuidadosamente los restos de tejido graso, se separan las 

aurículas, se diseccionan el ventrículo derecho y el izquierdo dejando el septum 

intraventricular como parte del ventrículo izquierdo. Sobre un papel de filtro se 

elimina el exceso de líquido y se pesa. La relación entre el peso del ventrículo 

izquierdo y el peso corporal se utiliza como índice de hipertrofia cardiaca. 

 

5.2.- Área cardiomiocitos y fibrosis  

Una sección transversal del corazón se fija en formol tamponado al 4%. 

Posteriormente, se realiza la inclusión en parafina sintética mediante el uso de un 

procesador automático de tejidos (Shandon-Elliot modelo Bench SCE 0400, 

EE.UU.), con un programa de cambio de alcoholes que se efectúa de manera 

automática. Una vez concluido este proceso se obtienen bloques a partir de los cuales 

se cortan secciones de 4-5 µm que se tiñen con rojo sirio. Estos cortes se observan al 

microscópio óptico (Olympus BX50, Japón) y las imágenes se captan mediante una 

cámara de alta resolución (Olympus DP50, Japón). Las imágenes tomadas con un 

objetivo de 20X se utilizan para la determinación del tamaño de los cardiomiocitos y 

con un objetivo 40X para la determinación de la fibrosis intersticial.  

El área de cada cardiomiocito se mide utilizando el software Scion Image 4.2 

para Windows (desarrollado por US Nacional Institutes of Health y disponible en 

http://rbs.info.nih.gov/nih-image/). Se toman nueve secciones diferentes del 

ventrículo izquierdo, calculando el área como un promedio de 30 miocitos de cada 

corazón. El área de cada cardiomiocito se expresa en µm2. 

En los cortes teñidos con rojo sirio el colágeno aparece de color rojo. Para 

determinar el colágeno interticial utilizamos el programa Adobe Photoshop CS2 

(Microsoft). Se contabilizan los píxeles que ocupa el área de fibrosis y los que ocupa 

la imagen completa de un mínimo de 8 imágenes por corte. 
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Además, en muestras de corazón, congeladas a -80 ºC, se determina por 

western blotting algunas proteínas relacionadas con los procesos fibróticos como 

colágeno-I, fibronectina y PAI-1. El procedimiento es similar al indicado en el 

apartado 4.2. con ligeras modificaciones. Para la transferencia se utiliza una 

membrana de PVDF (BioTrace PVDF 0,45 µm; Pall Gelman, EE.UU.), el bloqueo 

de las membranas se hace con BSA (1-3%) en tampón de lavado (0,1% Tween-20; 

NaCl 150 mM; Tris 20 mM, pH 7,5) y la incubación fue de 90 minutos a temperatura 

ambiente. La detección de las bandas proteicas y su estimación cuantitativa se realiza 

por densitometría según los métodos especificados para la determinación de la eNOS 

y COX-2.  

 

Expresión y análisis de los resultados 

Los resultados se expresan como la media aritmética ± EEM de un mínimo de 3 

muestras. Para comparar las diferencias entre grupos se utilizó la prueba “t”  de 

Student para datos no pareados o el ANOVA de una vía seguido de Bonferroni, 

considerándose diferencias significativas cuando p<0,05. 
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Resultados 

En la figura 34 se observa que tras un periodo de tratamiento de 4 semanas con 

pravastatina se redujo de forma significativa la hipertrofia cardiaca, tanto en ratas 

SHR de 24 semanas como en las de 12 semanas, mientras que en las ratas WKY no 

hubo diferencia significativa entre el grupo control y el grupo tratado. 

Comparando los dos grupos control de ratas SHR se vio que en las más viejas 

el índice de hipertrofia era ligeramente superior (2,79±0,05 frente a 2,70±0,03 mg/g), 

aunque la diferencia no era significativa. Sí se observaron diferencias entre 

cualquiera de estos grupos hipertensos y el grupo WKY control que mostró un índice 

significativamente menor (1,77±0,04 mg/g). 

En las figuras 35 y 37 podemos observar las diferencias en la cantidad de 

colágeno entre los diferentes grupos del estudio. Tras el periodo de tratamiento, la 

cuantificación de la fibrosis a nivel intersticial mostró una reducción en las ratas 

tratadas con pravastatina en todos los grupos. 

El análisis del tamaño de los cardiomiocitos nos indicó un incremento 

significativo del área de estas células en las ratas SHR respeto a las ratas WKY. 

Además, la edad de las ratas SHR también resultó un factor implicado en el grado de 

hipertrofia, pues observamos un valor significativamente mayor en el área de los 

cardiomiocitos de los corazones de ratas SHR control de 24 semanas que en el de los 

animales de 12 semanas (Figura 36). El tratamiento con pravastatina redujo el área 

de los cardiomiocitos de ratas SHR tanto en las de 24 como en las de 12 semanas 

(Figura 36a y 36b), pero no modificó este parámetro en las ratas WKY (Figura 36c). 

Como se puede ver en las figuras 38, 39 y 40 la expresión de colágeno-I, 

fibronectina y PAI-1 se redujo en las ratas tratadas SHR de 12 semanas, mientras que 

en las ratas SHR de 24 semanas el efecto sólo se observó para el colágeno-I y PAI-1. 

El tratamiento no modificó ninguno de estos parámetros en las ratas WKY. En todos 

los casos la expresión de α-tubulina no mostró diferencias. 
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Figura 34.- Índice de hipertrofia cardiaca (HVI) en ratas genéticamente hipertensas 

(SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) 

de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) 

durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 frente al grupo control 

WKY.

 

C P-20
0

1

2

3
*

�

H
V

I (
m

g/
g)

 

C P-20 
0

1

2

3
*

�

H
V

I (
m

g/
g)

 

C P-20
0

1

2

3

H
V

I (
m

g/
g)



 
  Metodología y resultados 93 
 

 

SHR 24 semanas a 

 

 

 

 

 

SHR 12 semanas b 

 

 

 

 

 

WKY 16 semanas c 

 

 

 

 

 

Figura 35.- Porcentaje de fibrosis intersticial en ventrículo izquierdo de ratas 

genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas 

normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 

mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control, 
�p<0,05 frente al grupo control WKY, ����p<0,05 frente al grupo control SHR de 12 

semanas. 
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Figura 36.- Área de los cardiomiocitos de corazones de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar 

Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas com 20 mg/Kg/dia de 

pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 

frente al grupo control WKY, ����p<0,05 frente al grupo control SHR 12 semanas. 
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Figura 37.- Imágenes representativas de cortes histológicos, teñidos con rojo sirio, 

de ventrículo izquierdo de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 

12 semanas (b) y ratas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y 

tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas.  
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Figura 38.- Blots representativos y cuantificación densitométrica de la expresión de 

colágeno-I en el ventrículo izquierdo de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 

semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 

semanas (b), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 

4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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Figura 39.- Blots representativos y cuantificación densitométrica de la expresión de 

fibronectina en el ventrículo izquierdo de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 

24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 

semanas (b), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 

4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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Figura 40.- Blots representativos y cuantificación densitométrica de la expresión de 

PAI-1 en el ventrículo izquierdo de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 

semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 

semanas (b), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 

4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control. 
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6.- ESTUDIOS MORFO-HISTOLÓGICOS EN ARTERIAS  

El estudio se realiza con arterias de conductancia (aorta) y de resistencia (lecho 

vascular renal). Las muestras, un anillo de aorta y la mitad del riñón derecho 

seccionado longitudinalmente en su eje dorso-ventral, se fijan en formol tamponado 

al 4%. Posteriormente, ambas muestras se procesan para la obtención de los cortes 

según el protocolo mencionado en el apartado 5.  

Una vez realizada la tinción, los cortes se observan al microscopio óptico 

(Olympus BX50, Japón), ajustando el objetivo para cada muestra de modo que se 

obtenga una visión completa de los anillos de aorta y de las secciones transversales 

de las arterias renales. En este caso, se eligieron arterias intrarrenales de entre 20 y 

50 µm de diámetro externo. Las imágenes se captan con la ayuda de una cámara de 

alta resolución (Olympus DP50, Japón) adaptada al sistema y posteriormente, 

utilizando el software Scion Image 4.2 se miden los siguientes parámetros: 

Pi: perímetro interno que delimita el lumen del vaso 

Pe: perímetro externo que delimita el margen exterior de la capa media 

A i: área interna, área del lumen del vaso 

Ae: área externa, área delimitada por el margen exterior de la capa media 

Cada medida se realiza por duplicado por un mismo observador, dando como 

valor de medida la media de ambos valores. A partir de estos valores se calculan los 

siguientes parámetros morfométricos: 

Ri: radio interno. Pi=2ΠΠΠΠRi 

Re: radio externo. Pe=2ΠΠΠΠRe 

CSAm: área seccional de la capa media. CSAm=(Ae-A i) 

L:  lumen del vaso. L=(2xRi) 

Wm: grosor de la capa media. Wm=(Re-Ri) 

Wm/L:  relación entre el grosor de la capa media y el lumen del vaso 

 



  
100 Metodología y resultados 
 

 

Expresión y análisis de los resultados 

Los resultados se expresan como la media aritmética ± EEM de 60 arterias 

captadas de 3 riñones para las arterias intrarrenales y de secciones de 4-6 aortas. Los 

resultados para el lumen y el grosor de la capa media se expresan en µm y para el 

área seccional de la capa media en mm2 en las aortas y en µm2 en las arterias 

intrarrenales. Para comparar las diferencias entre grupos se utilizó la prueba “t”  de 

Student para datos no pareados, o el ANOVA de un vía seguido de Bonferroni, 

considerándose diferencias significativas cuando p<0,05. 

 

Resultados 

Morfometría de arteria aorta 

Como puede observarse en la tabla 8 y la figura 42, en las ratas SHR de 24 

semanas el grosor de la pared y el área de la capa media eran más grandes que en las 

ratas SHR de 12 semanas. En las ratas normotensas el grosor de la pared era aún 

menor. 

En las ratas de 24 semanas tratadas con pravastatina se produjo una 

disminución significativa del grosor de la pared y del área seccional de la capa media 

sin que existieran diferencias en el lumen del vaso. En la figura 41a podemos 

apreciar que todos estos cambios dieron como resultado una disminución 

significativa de la relación W/L. Algo similar ocurrió en las ratas de 12 semanas 

tratadas aunque en este grupo también se produjo un incremento significativo del 

lumen (Figura 41b, Tabla 8). 

El tratamiento con pravastatina no provocó cambios en estos parámetros en 

ratas WKY (Figura 41c, Tabla 8). 

 

Morfometría de arterias intrarrenales 

La edad de las ratas SHR no afectó de forma significativa a los diferentes 

parámetros evaluados en estas arterias de resistencia. Sí encontramos diferencias 

entre ratas WKY y ratas SHR en el lumen y el grosor de la pared pero no en el área 
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seccional de la capa media (Tabla 9). El tratamiento incrementó significativamente el 

lumen y disminuyó significativamente el Wm y el CSA en las ratas SHR de 24 

semanas pero no modificó ninguno de estos parámetros ni en ratas SHR de 12 

semanas ni en las ratas WKY (Figura 44). 

En la figura 43 podemos observar la relación W/L, este índice, que era mayor 

en SHR que en WKY, disminuyó de forma significativa únicamente cuando las ratas 

SHR tenían más edad.  
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Tabla 8.- Parámetros morfométricos de arteria aorta de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24, 12 semanas, y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 

16 semanas, control (C) y tratadas con pravastatina 20 mg/Kg/día (P-20) durante 4 

semanas. L= lumen, W=grosor de la capa media y CSA= área seccional de la capa 

media. *P<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 frente al grupo control WKY, 
����p<0,05 frente al grupo control SHR 12 semanas. 

 

 L (µm) W (µm) CSA (mm2) 

SHR 24 semanas 

C          (n=6) 1700±7����� 157,6±4,1����� 0,92±0,02����� 

P-20     (n=6) 1687±18 135,9±2,2*  0,78±0,01*  

SHR 12 semanas 

C          (n=6) 1419±8� 119,8±2,4� 0,61±0,01� 

P-20     (n=6) 1553±8*  93,4±1,5*  0,50±0,01*  

WKY 16 semanas 

C          (n=4) 1560±38 104,6±1,2 0,57±0,02 

P-20     (n=4) 1670±42 105,5±2,5 0,56±0,01 
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Figura 41.- Relación entre el grosor de la capa media (W) y el lumen del vaso (L) en 

arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a) 12 semanas 

(b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y 

tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 frente 

al grupo control, �p<0,05 frente al grupo control WKY, ����p<0,05 frente al grupo 

SHR 12 semanas. 
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Figura 42.- Imágenes representativas de cortes histológicos, teñidos con rojo sirio, 

de secciones transversales de arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) 

de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas (WKY) de 16 semanas (c), 

control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas.  
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Tabla 9.- Parámetros morfométricos de arterias intrarrenales de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24 y 12 semanas y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 

16 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 

semanas. W=grosor de la capa media, CSA= área seccional de la capa media y L= 

lumen. *p<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 frente al grupo control WKY. 

 L (µm) W (µm) CSA (µm2) 

SHR 24 semanas 

C          (n=3) 12,9±0,4� 11,2±0,2� 734,4±29,6 

P-20     (n=3) 20,2±0,5* 7,6±0,2* 613,7±25,9* 

SHR 12 semanas 

C          (n=3) 13,3±0,4� 11,3±0,2� 748,6±30,5 

P-20     (n=3) 12,6±0,4 11,6±0,2 784,8±29,5 

WKY 16 semanas 

C          (n=3) 16,2±0.1 9,3±0,2 676,2±28,9 

P-20     (n=3) 15,1±0.5 9,8±0,3 704,5±24,4 
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Figura 43.- Relación entre el grosor de la capa media (W) y el lumen del vaso (L) en 

arterias intrarrenales de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 

semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control 

(C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 semanas. *p<0,05 

frente al grupo control, ♦p<0,05 frente al grupo control WKY. 
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Figura 44.- Imágenes representativas de cortes histológicos, teñidos con rojo sirio, 

de secciones transversales de riñones de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 

semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 

semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 

4 semanas. Las flechas indican las arterias intrarrenales. 
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7.- DETERMINACIÓN DEL ANIÓN SUPERÓXIDO  

El anión superóxido se puede cuantificar mediante quimioluminiscencia con 

lucigenina (Luc), este método se basa en la formación de un catión de lucigenina 

(Luc+) en presencia de O2
.-, a partir del cual se forma un dioxetano de lucigenina 

(LCO2) también en presencia del O2
.-; posteriormente para estabilizar la lucigenina, 

el dioxetano cede su energía en forma de ondas electromagnéticas que pueden 

medirse por un fotoamplificador y un fotodetector, de acuerdo a las siguientes 

reacciones: 

 

O2
.- + LC+2 → LC+ + O2 

LC+ + O2
.- → LCO2 

LCO2 → 2-N metilacridona + hυ 

 

La principal fuente de producción de O2
.- en el sistema cardiovascular es la 

NADPH-oxidasa. Con el fin de determinar el efecto del tratamiento con pravastatina 

sobre la actividad de este enzima se llevó a cabo un ensayo en anillos de aorta. Los 

anillos se incuban en una solución tampón Krebs-HEPES, cuya composición es la 

siguiente: NaCl 119 mM; HEPES 20 mM; MgSO4 1,0 mM; Na2HPO4 0,15 mM; 

KH2PO4 0,4 mM; NaHCO3 5,0 mM; CaCl2 1,2 mM; glucosa 5,5mM, pH 7,4. La 

incubación se lleva a cabo a 37 °C, durante 30 minutos con aireación continua y en 

presencia de dietilditiocarbamato de amonio (DDC, 0,5 M) para inhibir la SOD. A 

continuación los anillos se colocan en un tubo especial para luminómetro que 

contiene tampón con lucigenina (5 µM) y se lee la luminiscencia en un luminómetro 

(LB-9507 LUMAT, Berthold Technologies, Alemania). Cada valor es el promedio 

de 10 medidas realizadas durante 30 segundos. 

Se realizaron medidas de producción de O2
.- tanto en condiciones basales como 

estimuladas mediante la adición de NADPH (100 µM) como sustrato de la NADPH-

oxidasa. Una vez realizada la lectura se añade 4,5-dihidroxi-1,3-benceno ácido 

disulfónico (tirón, 1 M), que es capaz de eliminar O2
.-, con el fin de realizar una 
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segunda lectura y obtener por diferencia las unidades relativas de luminiscencia 

(URL) específicas de O2
.-. Terminado el experimento los anillos de aorta se secan y 

se pesan para posteriormente expresar los resultados como URL por unidad de 

tiempo con respecto al peso seco de los anillos (URL/min/mg). 

 

Expresión y análisis de los resultados 

Los resultados se expresan como media aritmética ± EEM de un mínimo de 5 

experimentos. Para comparar las diferencias entre grupos se utilizó la prueba “t”  de 

Student para datos no pareados o el ANOVA de un vía seguido de Bonferroni, 

considerándose diferencias significativas cuando p<0,05. 

 

Resultados 

La producción basal de O2
.- fue similar en los tres grupos control y no se vio 

afectada por el tratamiento con pravastatina (Tabla 10). Cuando NADPH (100 µM) 

estaba presente en el medio la producción de O2
.- se incremento 30 veces respeto a la 

producción basal. La figura 45a muestra que en las ratas de 24 semanas tratadas con 

pravastatina la producción de O2
.- se redujo de manera significativa frente al grupo 

control. Resultados similares se encontraron también cuando tratamos ratas SHR de 

12 semanas (Figura 45b). El tratamiento de ratas WKY no produjo reducción 

significativa de la producción de O2
.- (Figura 45c). 

 

 

 

 

 

 

 



  
110 Metodología y resultados 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

O2
.- (URL/min/mg) 

 
C P-20 

SHR 24 semanas (n=7-11) 53,9±5,1 45,3±1,7 

SHR 12 semanas (n=7-8) 49,3±4,6 39,5±4,2 

WKY 16 semanas (n=4) 76,4±9,8 61,1±12,9 

 

Tabla 10.- Producción basal de anión superóxido (O2
.-) en aorta de ratas 

genéticamente hipertensas (SHR) de 24 y 12 semanas y ratas normotensas (WKY) de 

16 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 4 

semanas. 
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Figura 45.- Producción de anión superóxido (O2
.-) estimulada con NADPH (100 

µM) en aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 

semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control 

(C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20)durante 4 semanas. *p<0,05 

frente al grupo control. 
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8.- PEROXIDACIÓN LIPÍDICA  

En el organismo, como consecuencia del metabolismo celular, se producen 

radicales libres que pueden interaccionar con los lípidos séricos y tisulares 

provocando su peroxidación. La determinación de la peroxidación lipídica se puede 

llevar a cabo por la medida de los aldehídos reactivos formados por la 

descomposición de los peróxidos lipídicos. El MDA es el aldehído más importante 

obtenido en dicha degradación, éste puede reaccionar, a pH ácido y alta temperatura, 

con el ácido tiobarbitúrico (TBA) dando un producto coloreado que se cuantifica 

espectrofotométricamente. 

Con el fin de determinar si el tratamiento con pravastatina modifica el grado de 

peroxidación lipídica en las ratas, medimos la producción de MDA en plasma 

siguiendo el método de Ohkawa y cols. (Ohkawa et al., 1979). El procedimiento 

consiste en mezclar 500 µL de plasma con 500 µL de suero fisiológico. A 

continuación se añaden 2 mL de una solución que contiene ácido tricloroacético al 

15%, TBA al 0,37% y ácido clorhídrico 0,25 N. Después de incubar 30 minutos a 90 

ºC, se ponen las muestras en hielo durante 10 minutos para parar la reacción, se 

centrifuga a 3000 r.p.m. durante 25 minutos y se recoge el sobrenadante para, 

finalmente, leer la absorbancia a 535 nm. El MDA se usa como patrón. Para calcular 

la concentración plasmática de MDA se utiliza su coeficiente de extinción molar 

(1,56x105 M-1 x cm-1). 

 

Expresión y análisis de los resultados  

La concentración plasmática de MDA se expresa en nmol/mL de plasma. 

Todos los resultados se expresan como media aritmética ± EEM de un mínimo de 5 

experimentos. Para comparar las diferencias entre grupos se utilizó la prueba “t”  de 

Student para datos no pareados o el ANOVA de un vía seguido de Bonferroni, 

considerándose diferencias significativas cuando p<0,05. 
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Resultados 

Como se puede observar en la figura 46 el tratamiento con pravastatina durante 

4 semanas redujo los niveles de MDA en plasma, tanto en ratas SHR de 24 y 12 

semanas como en ratas WKY de 16 semanas. 

 

 

SHR 24 semanas a 

 

 

 

 

SHR 12 semanas b 

 

 

 

 

WKY 16 semanas c 

 

 

 

 

Figura 46.- Niveles de malondialdehído (MDA) en plasma de ratas genéticamente 

hipertensas (SHR) de 24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar 

Kyoto (WKY) de 16 semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de 

pravastatina durante 4 semanas (P-20). *p<0,05 frente al grupo control. 
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9.- NIVELES DE NITRITOS EN ORINA   

Para obtener las muestras de orina, los animales se alojaron de forma individual 

durante 3 días en jaulas metabólicas, que por su diseño permiten recolectar la orina 

de forma independiente de las heces. Las muestras se recogen sobre glicerina para 

evitar la perdida por evaporación y azida sódica (10-4 M) para evitar el crecimiento 

bacteriano. El NO tiene una vida media muy corta transformándose en sus 

metabolitos estables: nitritos y nitratos. Una forma indirecta de medir la producción 

de NO es mediante la cuantificación de estos metabolitos. Nosotros hemos utilizado 

el método de Griess para cuantificar los nitritos en orina recogida durante 24 horas. 

El reactivo de Griess está compuesto por dos soluciones: 

A- Hidrocloruro de n-(1-naftil) etilen-diamina  

B- Sulfanilamida y H3PO4 al 5%. 

Estas soluciones se mezclan a partes iguales, antes de iniciar la determinación y 

100 µL se mezclan con 100 µL de muestra. Después de 10 minutos de incubación a 

temperatura ambiente se mide la absorbancia a 540 nm. La concentración de nitritos 

se determina a partir de una curva patrón de nitrito sódico. 

 

Expresión y análisis de los resultados  

Todos los resultados se expresan en µM como media aritmética ± EEM de un 

mínimo de 5 determinaciones. Para comparar las diferencias entre grupos se utilizó la 

prueba “t”  de Student para datos no pareados o el ANOVA de un vía seguido de 

Bonferroni, considerándose diferencias significativas cuando p<0,05. 

 

Resultados 

Comparando los grupos controles entre ratas SHR de 24 y 12 semanas frente al 

grupo WKY control, se observa que el nivel de nitritos era más alto en las últimas. El 

tratamiento con pravastatina aumentó los niveles de nitritos tanto en ratas SHR de 24 

semanas como en ratas SHR de 12 semanas. En las ratas WKY las diferencias no 

llegaron a ser significativa (Figura 47). 
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Figura 47.- Niveles de nitritos en orina de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 

24 semanas (a), 12 semanas (b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 

semanas (c), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/día de pravastatina (P-20) durante 

4 semanas. *p<0,05 frente al grupo control, �p<0,05 frente al grupo control WKY. 
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VALORACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE 
PRAVASTATINA  

 

Teniendo en cuenta diversos indicios acerca de la capacidad antioxidante de las 

estatinas descritos en la bibliografía y los resultados obtenidos en este trabajo 

después del tratamiento crónico con pravastatina, decidimos evaluar esta capacidad 

antioxidante realizando una serie de ensayos in vitro con anillos de aorta.  

Hemos utilizado ratas SHR, que presentan una respuesta relajante vascular a 

ACh reducida debido al daño o disfunción endotelial inducido por el estado 

hipertensivo. También hemos llevado a cabo ensayos con ratas Wistar, en este caso 

podemos provocar, de manera experimental, una alteración en los niveles de O2
.- que 

modifique la respuesta vascular y estudiar así la capacidad y el mecanismo de acción 

de pravastatina para neutralizar ese efecto. 

 

1.- EFECTO SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR 

1.1.- Estudios en ratas SHR 

Se utilizan anillos de aorta de ratas SHR (400-500 g). La preparación y el 

montaje en baño de órganos se realizan según el protocolo explicado en el apartado 

4.1. Los anillos se incuban con pravastatina (10-5 M, P-5 o 10-4 M, P-4) durante 2 

horas sin tensión, cambiando la solución Krebs cada 30 minutos, pasado este tiempo 

los anillos se someten a una tensión de 2 g y se dejan estabilizar 60 minutos más 

reajustando la tensión si fuera necesario. A continuación se hacen curvas 

concentración respuesta a ACh (10-8-3x10-5 M) en anillos precontraídos con FE (10-6 

M). En otros anillos la pravastatina se retira del medio 30 minutos antes de realizar la 

curva. Los experimentos con la dosis más alta de pravastatina se repiten en presencia 

del ácido mevalónico (10-4 M, P-4+Mev). Se realizan experimentos adicionales 

incubando con pravastatina durante un tiempo corto de 10 minutos, justo antes de 

hacer la curva. 
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1.2.- Estudios en ratas Wistar 

Según describen Tarpey y col. (Tarpey et al., 1999), concentraciones elevadas 

de lucigenina pueden dar lugar a procesos de oxidorreducción que favorecen la 

formación de O2
.- y provocan una pérdida de la relajación dependiente de endotelio 

en anillos de aorta in vitro. Se utilizan aortas de ratas Wistar (350-400 g) para 

evaluar si pravastatina es capaz de mejorar el daño provocado por la incubación con 

lucigenina. Como compuesto de referencia se utiliza SOD. La preparación y el 

montaje de los anillos de aorta se realizan según el protocolo explicado en el 

apartado 4.1. Tras el montaje y el periodo de estabilización la funcionalidad del 

tejido se comprueba añadiendo al baño FE (10-6 M), una vez alcanzada una meseta 

de contracción se añade ACh (10-6 M), cuya respuesta relajante nos indica el estado 

funcional del endotelio. Los anillos que muestran una relajación menor del 60% se 

descartan. A continuación se lavan repetidamente los anillos y se dejan estabilizar 

durante 1 hora. Posteriormente, se añade al baño de órganos lucigenina (250 µM), se 

incuban los anillos durante 1 hora y se hacen curvas de relajación a ACh (10-8-3x10-5 

M) o NTP (10-10-10-6 M) en anillos previamente contraídos con FE (10-6 M). Durante 

el tiempo de incubación con lucigenina, en algunos baños se añade simultáneamente 

pravastatina (10-4 M, P-4) y en otros SOD (200 U/mL). Los experimentos con la 

dosis más alta de pravastatina se repiten en presencia del ácido mevalónico (10-4 M, 

P-4+Mev). 

Para estudiar si pravastatina sóla posee algún efecto sobre la respuesta relajante 

de ACh o NTP, algunos anillos se incuban durante 1 hora con pravastatina (10-4 M) 

en ausencia de lucigenina. Las curvas de ACh también se realizan después de incubar 

con SOD en ausencia de lucigenina. 

 

2.- EFECTO SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ANIÓN SUPERÓXIDO 

La producción de O2
.- se determina en aorta de ratas Wistar mediante 

quimioluminiscencia, utilizando lucigenina. El método utilizado presenta ligeras 

modificaciones respecto al descrito en el apartado 7.  
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En una primera serie de experimentos se mide la producción basal de O2
.- 

después de un periodo de incubación con dosis altas de lucigenina. Los anillos 

control se mantienen en Krebs-HEPES a 37 ºC durante 30 minutos y el resto de los 

anillos se incuban con lucigenina (250 µM). A continuación los anillos se transfieren 

a un tubo especial para luminómetro que contiene tampón HEPES con lucigenina (5 

µM) y se mide la señal luminiscente como se describe en el apartado 7. 

Durante este periodo de incubación además de lucigenina, en anillos diferentes, 

también están presentes pravastatina (10-4 M) o pravastatina más ácido mevalónico 

(10-4 M). Como en los estudios de reactividad vascular, utilizamos como referencia 

anillos incubados con SOD (200 U/mL) en presencia de lucigenina. 

La presencia de NADPH (10-4 M) nos permite valorar, en anillos control, la 

producción de O2
.- después de la estimulación de la NADPH-oxidasa y la incubación 

previa con diferentes dosis de pravastatina (10-5 M o 10-4 M) el efecto de ésta sobre 

dicha producción estimulada. 

 

Expresión y análisis estadístico de los resultados 

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa como % de relajación frente a 

la respuesta contráctil obtenida con FE. Los resultados se expresan como la media 

aritmética ± EEM de un mínimo de 6 experimentos. Para comparar las curvas se 

utiliza la prueba F de Snedecor, considerándose diferencias significativas cuando 

p<0,05. Para la comparación entre grupos se usa el ANOVA de una vía seguido del 

test de Bonferroni, cuando fue necesario, considerándose diferencias significativas 

cuando p <0,05. 

 

Resultados 

Los resultados que se muestran en la tabla 11 nos indican que la respuesta 

máxima a ACh en anillos control de ratas SHR no alcanzó en ningún caso el 40% de 

relajación, lo que nos indica una pérdida importante de la relajación dependiente de 

endotelio. La incubación con pravastatina durante 3 horas mejoró de forma dosis 
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dependiente la respuesta a ACh (Figura 48a). Resultados similares, pero más 

discretos, se obtuvieron cuando la incubación se llevó a cabo también durante 3 

horas pero los últimos 30 minutos la pravastatina se retiró del medio (Figura 48c). 

Las curvas dosis respuesta a ACh se repitieron en presencia del ácido 

mevalónico usando la concentración más alta de pravastatina. Mientras la respuesta a 

ACh se revirtió alrededor del 50% cuando la pravastatina estaba presente en el medio 

(Figura 48b) esta reversión fue casi total cuando la pravastatina se retiró 30 minutos 

antes de realizar la curva (Figura 48d). Además, observamos que la presencia de 

pravastatina en el baño durante un periodo corto (10 minutos) también mejoraba 

ligeramente la respuesta a ACh (Figura 49). En la tabla 11 se recogen las variaciones 

en la respuesta máxima después de los diferentes tratamientos. 

En los experimentos llevados a cabo en anillos de aorta de ratas Wistar se 

observó que después de la incubación con una dosis alta de lucigenina (250 µM), se 

produjo una importante pérdida de la respuesta relajante a ACh (84,3±2,3% frente a 

21,7±2,8%, p<0,05). Como cabía esperar, la incubación simultánea con SOD evitó 

de manera significativa la perdida de la relajación (Figura 50), un efecto muy similar 

se observó tras la incubación con pravastatina (Figura 51). Cuando los anillos se 

incubaron sólo con SOD o sólo con pravastatina no se alteró la respuesta a ACh 

respeto al grupo control (Figura 50 y Figura 51). Como muestra la figura 52 la 

incubación con ácido mevalónico fue incapaz de revertir el efecto de la pravastatina. 

En los anillos incubados con lucigenina, las curvas a NTP, se desplazaron a la 

derecha. Este efecto de lucigenina se eliminó después de la incubación con 

pravastatina y, como el caso de las curvas a ACh, la incubación con ácido 

mevalónico no pudo revertir el efecto de la pravastatina. Tampoco la presencia de 

pravastatina sola modificó la respuesta a NTP respeto a los controles (Figura 53). 

En los ensayos de quimioluminiscencia observamos que la señal basal aumentó 

considerablemente después de la incubación con altas dosis de lucigenina (79±8 

RLU/min/mg frente a 1337±259 RLU/min/mg, p<0,05 en anillos control o incubados 

con lucigenina 250 µM respectivamente). La presencia en el medio de incubación 

junto a la lucigenina, de un captador de radicales O2
.- como SOD impidió este 

aumento de la señal, algo similar ocurrió cuando el compuesto presente en el medio, 
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era pravastatina. El ácido mevalónico no fue capaz de revertir este efecto observado 

con pravastatina (Figura 54).  

Cuando la producción de radicales O2
.- se estimuló con NADPH, la presencia 

de pravastatina determinó una disminución dosis dependiente de la señal 

luminiscente. El efecto de pravastatina no se revertió por la presencia de diferentes 

dosis de ácido mevalónico (Figura 55). 
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Figura 48.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

anillos de arteria aorta precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas 

genéticamente hipertensas. Control (C), incubados con pravastatina (10-5 M, P-5, 10-4 

M, P-4) o pravastatina 10-4 M más ácido mevalónico (10-4 M) (P-4+Mev-4). Los 

anillos se incubaron durante tres horas en presencia de pravastatina (a, b) o ausencia 

del medio 30 minutos antes de realizar la curva (c, d). *p<0,05 frente al grupo 

control. 
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Figura 49.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (10-8-3x10-5 M) en anillos 

de arteria aorta precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6M) de ratas genéticamente 

hipertensas. Control (C) o incubados con pravastatina (10-4 M, P-4) durante 10 

minutos. *p<0,05 frente al grupo control. 

 

ACh (Emax %) 
 

C P-5 P-4 

3 h 39,2±3,4 55,1±5,0* 62,3±3,4* 

2h y 30 min 39,8±2,4 50,8±1,2* 57,1±1,6* 

10 min 33,3±0,6 _ 47,5±3,5* 

 

Tabla 11.- Valores de relajación máxima (Emax) de las curvas concentración 

respuesta a acetilcolina en arteria aorta de ratas genéticamente hipertensas. Control 

(C), incubados con pravastatina (10-5 M, P-5, 10-4 M, P-4). Los anillos se incubaron 

con pravastatina durante (3 h, 2h y 30 min, o 10 min) antes de realizar la curva. 
*p<0,05 frente al grupo control. 

 

 

-9 -8 -7 -6 -5 -4

0

25

50

75

100

C

P-4 *

ACh (log M)

R
el

aj
ac

ió
n 

(%
)



  
124 Metodología y resultados 
 

 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 50.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

anillos de arteria aorta precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas Wistar. 

Control (C), incubados con lucigenina (250 µM, Luc), SOD (200 U/mL, SOD), o 

lucigenina y SOD (Luc+SOD). *p<0,05 frente al grupo incubado sólo con 

lucigenina. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

anillos de arteria aorta precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas Wistar. 

Control (C), incubados con lucigenina (250 µM, Luc), pravastatina (10-4 M, P-4), o 

lucigenina y pravastatina (Luc+P-4). *p<0,05 frente al grupo incubado sólo con 

lucigenina.
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Figura 52.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

anillos de arteria aorta precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas Wistar. 

Incubados con lucigenina (250 µM, Luc), lucigenina y pravastatina (10-4 M, Luc + 

P-4) o lucigenina, pravastatina y ácido mevalónico (10-4 M) (Luc+P-4+Mev-4). 
*p<0,05 frente al grupo incubado sólo con lucigenina. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53.- Curvas concentración-respuesta a nitruprosiato sódico (NTP, 10-10-10-6 

M) en anillos de arteria aorta precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M) de ratas 

Wistar. Control (C), incubados con lucigenina (250 µM, Luc), pravastatina (10-4 M, 

P-4), lucigenina y pravastatina (Luc+P-4) o lucigenina, pravastatina y ácido 

mevalónico (10-4 M) (Luc+P-4+Mev-4). *p<0,05 frente al grupo incubado sólo con 

lucigenina. 
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Lucigenina (250 µµµµM)   - + + + + 

SOD (200 U/mL) - - + - - 

Pravastatina (10-4 M)  - - - + + 

Ácido mevalónico (10-4 M)  - - - - + 

 

Figura 54.- Incremento en los niveles de anión superóxido (O2
.-) provocado por 

incubación con lucigenina (250 µM) en anillos de arteria aorta de ratas Wistar. 

Efecto de pravastatina, SOD y ácido mevalónico sobre dicho incremento. *p<0,05 

frente al grupo incubado sólo con lucigenina. 
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NADPH (100 µµµµM)   + + + + + 

Pravastatina (10-5 M) - + - - - 

Pravastatina (10-4 M) - - + + + 

Ácido mevalónico (10-4 M) - - - + - 

Ácido mevalónico (10-2 M) - - - - + 

 

Figura 55.- Niveles de anión superóxido (O2
.-) medidos en anillos de arteria aorta de 

ratas Wistar después de la estimulación con NADPH (10-4 M) en ausencia o en 

presencia de pravastatina y ácido mevalónico. *p<0,05 frente al grupo incubado solo 

con NADPH.  
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ENSAYOS EN ARTERIAS HUMANAS 

En el estudio se han utilizados arterias radiales y mamarias procedentes de 

pacientes sometidos a cirugía de bypass entre los años 2007-2009. Las muestras 

fueron suministradas por el Servicio de Cirugía Cardiaca del Hospital Clínico 

Universitario de Salamanca. Los estudios se han llevado a cabo de acuerdo con la 

declaración de Helsinki (Asociación Médica Mundial, 1964, enmendada en octubre 

de 2008).  

 

1.- EFECTO SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR 

En un trabajo previo se pusieron a punto las condiciones experimentales para la 

realización curvas dosis-respuesta en anillos de arterias humanas. Se valoró la 

capacidad de respuesta tanto de agentes contracturantes como relajantes en arterias 

radiales y mamarias (Kassan, 2007). 

Los segmentos de arterias sobrantes de la intervención quirúrgica se recogen en 

solución Krebs mantenida a 4 ºC y se trasladan inmediatamente al laboratorio. Allí se 

limpian, eliminando el tejido graso y conectivo que las rodean y se cortan en 

segmentos de 3-4 mm. Los anillos se montan de forma similar a la descrita en el 

apartado 4.1 y se evalúa el efecto que provoca la incubación con pravastatina sobre la 

reactividad vascular. Los anillos se incuban en ausencia (C) o en presencia de 

pravastatina (10-5 M, P-5) durante 2 horas en baños para órgano aislado. En este 

momento se aplica a todos los anillos una tensión de 2 g y se espera una hora más 

reajustando la tensión si fuera necesario A continuación se construyen curvas dosis 

respuesta a agente contracturantes y relajantes (Figura 56 y 57). 

Se añade al baño de forma acumulativa, concentraciones crecientes de los 

siguientes agentes: FE (10-8-3x10-4 M) y un análogo de tromboxano (U46619, 10-12-

3x10-8). En el caso de U46619, las curvas se repitieron en presencia del ácido 

mevalónico (10-4 M). Previa contracción de los anillos con FE 10-6 M, y una vez 

alcanzada una meseta estable, se realizan curvas acumulativas concentración-

respuesta a ACh (10-8-3x10-5 M) y NTP (10-8-3x10-5 M). Las curvas a ACh se 

repitieron en presencia del ácido mevalónico (10-4 M). 
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Figura 56.- Registro original de una curva de contracción a U46619 en arteria 

radial humana en ausencia (a) y en presencia (b) de pravastatina. 
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Figura 57.- Registro original de una curva de relajación a acetilcolina en 

arteria radial humana en ausencia (a) y en presencia (b) de pravastatina. 
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Expresión y análisis de los resultados 

Las respuestas a los agentes contracturantes se expresan en mg de contracción y 

a los agentes relajantes se expresan como % de relajación frente a la respuesta 

contráctil obtenida con FE. 

En cada serie de experimentos, los resultados se expresan como la media 

aritmética ± EEM. Para comparar las curvas se utiliza la prueba F de Snedecor 

considerando diferencias significativas cuando p<0,05. 

 

Resultados 

Las muestras se obtuvieron de 70 pacientes sometidos a cirugía de 

revascularización miocárdica. La mayoría de las muestras resultaron viables (62 

pacientes) y, de éstas un 67% correspondieron a anillos de arterias mamarias y un 

33% a anillos de arterias radiales. 

En los anillos de arteria mamaria se han ensayado U46619, FE, ACh y NTP. En 

los anillos de arterias radiales, debido al menor número de muestras disponibles, solo 

pudimos realizar curvas dosis-respuestas a ACh y U46699. 

Independientemente del tipo de arteria, la incubación con pravastatina 

incrementó la respuesta a ACh. Como se puede observar en la figura 58, el efecto 

beneficioso de pravastatina fue mayor en arterias radiales que en mamarias y se 

revirtió sólo parcialmente en presencia del ácido mevalónico (Tabla 12A). 

La relajación a NTP en arterias mamarias fue similar en ausencia o en 

presencia de pravastatina alcanzándose una respuesta próxima al 100%. La 

incubación no modificó ni la sensibilidad ni la respuesta máxima (Figura 59). 

La respuesta contracturante a U46619 fue mayor en arterias radiales que en 

mamarias, y como se puede observar en la figura 60 la incubación con pravastatina 

fue capaz de reducir la respuesta contracturante en los dos tipos de arterias. La 

incubación con ácido mevalónico revirtió completamente el efecto de pravastatina 

(Tabla 12B). 



 
  Metodología y resultados 133 
 

La acción contracturante de FE en arterias mamarias no se modificó después de 

incubar con pravastatina (Figura 61).  
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Arteria radial b 

 

 

 

 

 

Figura 58.- Curvas concentración-respuesta a acetilcolina (ACh, 10-8-3x10-5 M) en 

anillos de arteria mamaria (a) y radial (b) precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M), 

en ausencia (C), o en presencia de pravastatina (10-5 M, P-5) o pravastatina y ácido 

mevalónico (10-4 M) (P-5+Mev-4) durante tres horas. *p<0,05 frente al grupo 

control. 
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Figura 59.- Curvas concentración-respuesta a nitroprusiato sódico (NTP, 10-8-3x10-5 

M) en anillos de arteria mamaria precontraídos con fenilefrina (FE, 10-6 M), en 

ausencia (C) o en presencia de pravastatina (10-5 M; P-5) durante tres horas.  
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Figura 60.- Curvas concentración-respuesta a U46619 (10-12-3x10-8 M) en anillos de 

arteria mamaria (a) y a U46619 (10-12-3x10-7 M) en anillos de arteria radial (b), en 

ausencia (C), o presencia de pravastatina (10-5 M; P-5) o pravastatina y ácido 

mevalónico 10-4 M (P-5+Mev-4) durante tres horas.*p<0,05 frente al grupo control. 
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Figura.61.- Curvas concentración-respuesta a fenilefrina (FE, 10-8-3x10-4 M) en 

anillos de arteria mamaria, en ausencia (C) o en presencia de pravastatina (10-5 M; 

P-5) durante tres horas.  
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Acetilcolina 
A 

Arteria mamaria 
Emax (%) 

Arteria radial     
Emax (%) 

C 51,8±4,3 47,7±4,4 

C+P-5 63,7±3,5* 77,1±5,8* 

C+P-5+Mev-4 56,9±3,6 57,1±3,2* 

 

 

U46619 
B 

Arteria mamaria 
Emax (mg) 

Arteria radial     
Emax (mg) 

C 3844±567 13873±473 

C+P-5 1892±496* 10032±772* 

C+P-5+Mev-4 4004±385 14201±408 

 

 

Tabla 12.- Valores máximos (Emax) de relajación a acetilcolina (A) y de 

contracción a U46619 (B) en anillos de arteria mamaria y radial, en ausencia (C) 

o en presencia de pravastatina (10-5 M; P-5) o pravastatina y ácido mevalónico 

(10-4 M) (P-5+Mev-4). *p<0,05 frente al grupo control. 
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2.- PRODUCCIÓN DE ANIÓN SUPERÓXIDO 

Se determinó la producción basal de O2
.- mediante quimioluminiscencia en 

anillos de arteria mamaria como describimos previamente en el apartado 7. Los 

anillos se incuban en Krebs-HEPES durante 30 minutos a 37º C en ausencia (C) o en 

presencia de pravastatina (10-5 M; P-5). A continuación los anillos se trasladan a un 

tubo especial para luminómetro que contiene tampón HEPES con lucigenina (5 µM) 

y se lee la luminiscencia en presencia o ausencia de pravastatina.  

 

Expresión y análisis de los datos 

La producción de O2
.- se expresa como URL/min/mg de tejido. Los resultados 

se expresan como media aritmética ± EEM de un mínimo de 7 experimentos. Para 

comparar las diferencias entre grupos se utilizó el test de “t”  de Student, 

considerándose diferencias significativas cuando p<0,05. 

 

Resultados 

Como se puede observar en la figura 62, la incubación con pravastatina redujo 

la intensidad de la señal en un 60% frente al grupo control. 

 

 

 

 

 

Figura 62.- Efecto de pravastatina sobre la producción basal de aniones superóxido 

(O2
.-) en arteria mamaria.*p<0,05 frente al grupo control. 
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Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de morbilidad 

y mortalidad del mundo desarrollado, con la isquemia cardiaca como responsable de 

la mayoría de las muertes. Según los últimos datos publicados por el Instituto 

Nacional de Estadística referentes a 2007, la población española también se ajusta a 

este patrón (I.N.E. 2009).  

Varios ensayos clínicos a gran escala como CARE, WOSCOPS, LIPID, 

ASCOT-LLA, entre otros, han demostrado los efectos beneficiosos de las estatinas 

en la prevención de la enfermedad cardiovascular. El FRAMINGHAM HEART 

STYDY (www.framinghamheartstudy.org) demostró que los niveles elevados de 

colesterol es un importante factor de riesgo para estas enfermedades y que la 

reducción del colesterol y, más concretamente, la reducción de LDL-colesterol se 

asocia con un beneficio clínico mayor (Cannon et al. 2004). Las estatinas se han 

convertido en uno de los grupos de fármacos más prescritos en el mundo en el 

tratamiento de las dislipidemia y para prevenir las complicaciones derivadas del 

proceso aterosclerótico. Al inhibir la enzima HMG-CoA reductasa, que cataliza la 

síntesis hepática del colesterol, da lugar a una reducción en la síntesis y secreción de 

lipoproteínas por el hígado y a un incremento en los receptores de LDL en los 

hepatocitos, que determina un incremento en la recaptación de LDL con la 

consiguiente reducción en plasma tanto de esta lipoproteína como de colesterol. El 

potente efecto de las estatinas en el metabolismo del colesterol y la bien conocida 

relación entre colesterol y aterosclerosis coronaria, sugiere que la reducción de la 

mortalidad por estos fármacos podría explicarse por la reducción de lípidos, sin 

embargo, cada vez son más las evidencias que apuntan a que otros efectos de las 

estatinas (efectos pleiotrópicos) pueden contribuir a sus efectos beneficiosos a nivel 

cardiovascular (Halcox y Deanfield, 2004; Wang et al., 2008). Al inhibir la HMG-

CoA reductasa las estatinas también interfieren en la síntesis de isoprenoides 

intermediarios, como el farnesil y geranil-pirofosfato, que intervienen la 

translocación de una variedad de proteínas, incluyendo las GTPasas pequeñas como 

Rho, Rac y Ras, que tienen un papel importante en los procesos de señalización 

celular. Por tanto, las estatinas reducen los eventos cardiovasculares no solamente en 

pacientes hipercolesterolémicos, sino también en pacientes normocolesterolémicos 
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con enfermedad coronaria o con otros factores de riesgo cardiovascular. Entre estos 

factores de riesgo tiene especial relevancia la HTA, un estado patológico 

caracterizado por un aumento crónico de la presion arterial por encima de los 

considerados “valores normales” (< 90/140 mmHg de presión diastólica y sistólica 

respectivamente). También es conocida como la “sutil asesina” o la “asesina 

silenciosa”, ya que durante la mayor parte de su evolución no presenta síntomas, pero 

si no se trata puede originar graves complicaciones cardiovasculares, como son el 

infarto del miocardio y la enfermedad cerebrovascular. En España, según datos de la 

Sociedad Española de Hipertensión Arterial, aproximadamente un 35% de la 

población adulta (>18 años) padece hipertensión, pudiendo llegar al 68% en los 

mayores de 60 años, afectando a unos 10 millones de sujetos adultos (Banegas et al., 

2009). 

Con estos antecedentes nos planteamos este estudio con pravastatina con el 

objetivo de investigar sus efectos, independientes de la reducción del colesterol, 

sobre las alteraciones estructurales y funcionales resultantes del proceso 

hipertensivo. Para ello utilizamos un modelo de hipertensión genética, las ratas SHR 

que tratamos de forma crónica con pravastatina. 

Las SHR son un modelo de hipertensión desarrollado por Okamoto y Oaki 

(Okamoto y Aoki 1963) mediante meticulosos cruces que dieron lugar a que un 

100% de la progenie desarrollase hipertensión. Las ratas SHR se utilizan 

ampliamente en investigación porque presentan muchas similitudes con la HTA en 

humanos y porque es un buen modelo para estudiar las complicaciones de la 

hipertensión (Lerman et al., 2005). En estos animales la hipertensión se desarrolla 

gradualmente hasta alcanzar unos niveles elevados a partir de las 12 semanas de edad 

(Badyal et al., 2003). 

En este estudio pudimos comprobar ese desarrollo gradual, donde los valores 

de PAS se incrementaron desde los 158±1 mmHg en las ratas de 8 semanas a los 

211±2 mmHg en las ratas de 24 semanas. Por el contrario, los niveles de PAS en sus 

congéneres normotensas (ratas WKY) se mantuvieron constantes en valores 

próximos a 140 mmHg. 
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Para el estudio se utilizaron ratas SHR de 20 semanas, las cuales presentan una 

hipertensión bien establecida, de 8 semanas, con una hipertensión incipiente y ratas 

WKY. El tratamiento se llevo a cabo durante 4 semanas con una dosis de 20 

mg/Kg/día de pravastatina y los resultados del tratamiento se compararon con los 

obtenidos en animales de la misma cepa y edad no tratados (control). Además, las 

ratas SHR se compararon con ratas WKY, lo que nos sirve para evaluar el papel que 

juega la HTA en el desarrollo de lesiones cardiovasculares. 

Con la dosis de pravastatina ensayada los niveles plasmáticos de colesterol no 

se modificaron. Este resultado y el hecho que las ratas no son un buen modelo para el 

desarrollo de placas de ateroma hacen que estos animales sean adecuados para 

estudiar posibles efectos pleiotrópicos de pravastatina.  

En las ratas WKY, que mantuvieron una presión estable durante el estudio, el 

tratamiento con pravastatina no ejerció ningún efecto apreciable sobre este 

parámetro. Por el contrario, la administración de pravastatina en las ratas SHR 

impidió la subida de la PAS que observamos en ambos grupos de edad durante las 4 

semanas del estudio. Podemos considerar por lo tanto que pravastatina no tiene un 

efecto antihipertensivo propiamente dicho.  

Uno de los objetivos principales de nuestro estudio era determinar si el 

tratamiento con pravastatina podría mejorar las alteraciones en la funcionalidad 

vascular, ya que estas alteraciones son fundamentales en el desarrollo y el 

mantenimiento de las enfermedades cardiovasculares y su regresión es hoy en día 

uno de los objetivos de la terapéutica. 

Se sabe que el NO juega un papel importante en el mantenimiento de la presión 

arterial, pues el tratamiento con L-NAME, un inhibidor de la NOS, produce 

hipertensión (Rees et al., 1989a). En estados de hipertensión establecida, tanto en 

humanos como en distintos modelos de hipertensión animal (genético y 

experimental), las relajaciones endotelio dependientes se encuentran disminuidas con 

respeto a sus controles normotensos (Nava y Luscher, 1995; Takase et al., 1996). 

En los estudios llevados a cabo en arteria aorta observamos diferencias 

apreciables en la respuesta máxima a ACh entre los grupos controles hipertenso y 
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normotenso, diferencias que se agudizaron con la edad (70,7±1,2% en las ratas 

WKY, 45,5±2,6% en las ratas SHR de 12 semanas y 37,4±2,6% en las ratas SHR de 

24 semanas). Estos resultados nos confirman una pérdida de función endotelial por 

una elevación sostenida de la presión arterial. 

Cuando analizamos la respuesta a ACh en aortas procedentes de animales 

tratados observamos que solo se mejoró la relajación en las SHR de 12 semanas. 

Como hemos indicado anteriormente, la arteria aorta de las ratas WKY control 

conserva intacta su capacidad relajante en respuesta a ACh por lo que no nos 

sorprendió que las ratas tratadas no mostraran diferencias en esta respuesta respeto a 

sus controles. Sí resultó más extraño observar la falta de efecto en las ratas de más 

edad, en las que incluso pudimos observar un ligero efecto hipotensor al medir la 

PAS. Nuestra experiencia en este tipo de tratamientos que apenas modifican los 

valores de PAS (Gómez-Roso, 2008; Ardanaz-Martínez, 2003), nos hace pensar que 

quizás con un periodo de tratamiento mas largo podríamos haber observado effectos 

a este nivel. 

Varios estudios se han centrado en investigar la capacidad del endotelio para 

generar NO en este modelo de hipertensión arterial. A este respecto, se ha 

demostrado la existencia de una alteración en la síntesis de NO, probablemente 

secundaria a una disminución de la actividad de la eNOS o a un aumento del 

catabolismo del NO inducido por radicales libres de oxígeno. En este grupo de 

animales la mejoría en la relajación endotelio dependiente se acompañó de un 

incremento en la expresión de eNOS en aorta y un aumento de los niveles de nitritos 

en orina. Estos datos están en concordancia con el trabajo del grupo de Wassmann 

que demostró que 4 semanas de tratamiento con atorvastatina mejora la relajación 

endotelio dependiente y aumenta la expresión de eNOS en aortas de ratas SHR 

(Wassmann et al., 2001). La capacidad de las estatinas para estabilizar el ARNm de 

la eNOS podría explicar este efecto.  

No podemos descartar un efecto directo de pravastatina sobre las caveolinas, 

pues otro estudio muestra la capacidad de las estatinas para reducir la expresión de la 

caveolina-1 (Brouet et al., 2001). Cuando la eNOS está asociada a las caveolinas, 

proteínas estructurales de las caveolas, es inactiva, la movilización de Ca2+ promueve 
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que la calmodulina se una a la eNOS y se disocie de la caveolina produciendo la 

activación de la enzima, por tanto, la caveolina así como la calmodulina modulan la 

actividad catalítica de eNOS regulando la producción de NO. Todos estos resultados 

apuntan a un efecto beneficioso de pravastatina sobre la producción de NO. 

Las prostaglandinas son mediadores importantes en la regulación de las 

funciones cardiovasculares. En vasos sanguíneos sanos, la mayoría de los 

prostanoides se sintetizan por la isoforma constitutiva de la ciclooxigenasa (COX-1). 

No obstante, estos mediadores también pueden sintetizarse por la isoforma inducible 

de la enzima (COX-2), que puede inducirse por diversos agentes como 

lipopolisacáridos o citocinas (Vagnoni et al, 1999; Hernanz et al, 2003). En los 

últimos años, se ha hecho evidente que la producción de prostanoides por parte de la 

COX-2 está relacionada con la modulación de las respuestas vasculares (Henrion et 

al., 1997; García-Cohen et al., 2000; Adeagbo et al., 2005). 

La hipertensión, considerada actualmente como una enfermedad crónica con 

elevado nivel de citocinas proinflamatorias en los vasos sanguíneos (Pauletto et al, 

2006), y con una expresión de COX-2 incrementada a nivel vascular, se ha asociado 

con cambios en las respuestas vasculares como el deterioro de las respuestas 

vasodilatadoras endotelio dependiente o el incremento de las respuestas 

vasoconstrictoras a diferentes agonistas (García-Cohen et al., 2000; Hernanz et al., 

2003).  

La administración de inhibidores de la ciclooxigenasa restituye la capacidad 

vasodilatadora dependiente del endotelio en ratas SHR, sugiriendo que la alteración 

en la relajación se debe en parte a la liberación concomitante de vasoconstrictores. 

La inhibición de eNOS y el uso de ACh inducen una contracción dependiente del 

endotelio en arterias aisladas de muchas especies, incluyendo la rata (Rees et al 

1989b), el conejo (Palmer et al., 1987), el perro (Katusic et al, 1990) o el hombre 

(Yang et al, 1991), indicando que la ACh podría liberar factores contracturantes 

derivados de la vía de la ciclooxigenasa. Nuestros resultados indican que la ACh 

produjo una respuesta contracturante en anillos de aorta de ratas SHR de 12 semanas 

previamente incubadas con L-NAME que fue menor en el grupo que recibió 

pravastatina. Para comprobar si esa diferencia se debía a una disminución en la 
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producción de isoprenoides mediante una alteración en la expresión COX-2, 

analizamos esta enzima mediante western blotting en muestras de aorta y 

observamos que la intensidad de la banda de 72 kDa, correspondiente a la proteína 

COX-2, era superior en el grupo control respecto al tratado. Otro dato a favor de esta 

hipótesis es que la respuesta relajante a ACh en presencia de indometacina se mejoró 

como consecuencia del tratamiento. 

Los prostanoides liberados por la vía de la ciclooxigenasa pueden producir 

efectos contracturantes mediante la activación del receptor de tromboxano (TP). En 

las curvas concentración respuesta con un análogo del tromboxano (U46619) hemos 

visto que la respuesta contráctil era menor en el grupo tratado que en el grupo 

control. Si tenemos en cuenta que los mecanismos de señalización implicados en la 

respuesta a este agonista necesitan de la activación de Rho cinasa podremos explicar 

el efecto de pravastatina a este nivel.  

Estos resultados pueden explicar los efectos protectores de la pravastatina en la 

disfunción endotelial de la hipertensión. Otros estudios en los que se usaron otras 

estatinas demostraron hallazgos similares a los nuestros. En el estudio de Sotomayor 

(de Sotomayor et al., 2005) se demostró que el tratamiento crónico de ratas Wistar 

con simvastatina redujo la expresión de COX-2 pero a diferencia de nuestros 

resultados no encontraron una alteración de la respuesta mediada por el receptor TP, 

estas diferencias podrían deberse bien a la propia estatina o al modelo experimental 

utilizado. En otro estudio en conejos dislipidémicos tratados con atorvastatina 

durante 14 semanas, se muestra una reducción de la respuesta contracturante a ACh 

en anillos incubados con L-NAME (Maeso et al., 2000). También, en células 

endoteliales humanas, la incubación con simvastatina y atorvastatina provocó una 

reducción de la expresión de COX-2 atribuida a la alteración de la actividad de Rho 

que producen las estatinas (Massaro et al., 2010).  

En arteria aorta, la vasodilatación independiente del endotelio inducida por 

nitroprusiato sódico no se vio afectada por pravastatina en ninguno de los tres 

grupos, indicando que la disfunción endotelial y su mejoría por pravastatina se debe 

a cambios en la biodisponibilidad de NO, más que a cambios en la sensibilidad del 

musculo liso vascular a NO. Aquí cabe destacar que la relajación a NTP fue mayor 
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en WKY que en SHR y también fue mayor en las ratas con menos edad, indicando 

que la hipertensión también produce alteraciones en las CMLV. 

Es bien conocido que en arterias de conductancia la relajación a ACh está 

mediada mayoritariamente por la acción del NO, mientras que en arterias de 

resistencia, como son las renales o las mesentéricas, la relajación inducida por ACh y 

agentes relacionados depende, además, de otros factores relajantes derivados del 

endotelio (Cohen, 1995; Pieper, 1998). Aunque se sabe que la ACh es un potente 

vasodilatador a nivel renal (Lerman y Rodríguez-Porcel, 2001), los mecanismos 

implicados en la respuesta aún no están claramente definidos. 

En los experimentos realizados con riñones perfundidos, pudimos constatar que 

el proceso hipertensivo afecta negativamente a la función endotelial ya que la 

relajación a ACh fue mayor en las ratas normotensas que en las hipertensas, además 

esa disfunción se agrava a medida que progresa la hipertensión. Nuestros resultados 

muestran que el tratamiento con pravastatina mejoró la función endotelial en arterias 

renales de ratas SHR de 12 y 24 semanas. En las ratas normotensas el tratamiento no 

afectó a la respuesta endotelio dependiente. Tampoco observamos diferencias en las 

respuestas a NTP y a FE entre los diferentes grupos de estudio. 

Las respuestas relajantes se estudiaron también en anillos de arterias de 

resistencia pertenecientes a la tercera rama del lecho vascular mesentérico. El 

tratamiento mejoró significativamente la respuesta a ACh solamente en las ratas de 

24 semanas. A diferencia de los ensayos llevados a cabo en arteria aorta, en este 

lecho vascular no evaluamos la expresión de COX y eNOS, pero en un trabajo 

reciente se ha descrito una sobreexpresion de COX-2 así como la participación de 

prostanoides contracturantes en la disfunción endotelial observada en arterias 

mesentéricas de ratas SHR. Los autores indican que el tratamiento con atorvastatina 

mejora la relajación dependiente del endotelio a través de una reducción en la 

expresión de COX-2. También pudieron demostrar por primera vez que esta estatina 

puede inducir la vía Akt-eNOS en arterias mesentéricas, mecanismo por lo cual las 

estatinas podrían recuperar la biodisponibilidad del óxido nítrico en arterias de 

resistencia (Virdis et al., 2009). 
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Otro de los objetivos de este trabajo era determinar si la administración crónica 

de pravastatina influía sobre los procesos de remodelado cardiovascular propios de la 

HTA. Está demostrado que la hipertensión es el factor etiológico más importante en 

la aparición de infarto y que la hipertrofia del ventrículo izquierdo es el principal 

factor de riesgo de ésta y otras patologías cardiovasculares (Kannel et al., 1987). La 

hipertrofia ventricular, mediada principalmente por la hipertrofia de los miocitos, se 

desarrolla de forma progresiva en las ratas SHR y está asociada a la acumulación 

patológica de tejido fibrótico en el intersticio cardiaco (Brilla, 2000). La presión 

arterial elevada es un elemento clave en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca, sin 

embargo la HTA no siempre explica el incremento de la masa del ventrículo 

izquierdo, puesto que se ha observado hipertrofia en individuos normotensos 

(Rowlands et al., 1982; Dunn et al., 1990).  

En nuestros experimentos pudimos comprobar que la hipertrofia del corazón, 

valorada como HVI, de las ratas hipertensas era significativamente mayor que la de 

las ratas WKY y que se acompañaba de un tamaño mayor de los cardiomiocitos y de 

una deposición mayor de colágeno. Pravastatina disminuyó la hipertrofia ventricular 

de manera significativa en las ratas SHR, mientras que en las ratas WKY, que 

presentan un índice de hipertrofia bajo, no se detectó ningún cambio con el 

tratamiento. La reducción del índice de hipertrofia se acompañó de reducción en el 

área de los cardiomiocitos y del porcentaje de fibrosis intersticial. Algunos 

mediadores peptídicos como Ang II y ET-1, producidos localmente en exceso en 

hipertensión, están implicados en la respuesta hipertrófica del corazón. Lee y col. 

demostraron una reducción de la hipertrofia de los cardiomiocitos en ratas SHR 

tratadas con pravastatina, que atribuyen a una reducción de la expresión del ARNm 

de ET-1 (Lee et al., 2005). Tanto Ang II como ET-1 pueden ejercer sus efectos 

tróficos a través de vías de señalización que involucran a Rho cinasa (Kuwahara et 

al., 1999; Higashi et al., 2003; Hunter et al., 2009). Las estatinas mediante la 

inhibición de la síntesis de los isoprenoides podrían alterar la respuesta inducida por 

estos agonistas. 

Es bien sabido que la hipertrofia acompañada por fibrosis es una causa 

importante de disfunción cardiaca, por lo que nos pareció interesante cuantificar la 
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fibrosis intersticial. Para ello realizamos cortes histológicos que después teñimos con 

rojo sirio, observando una gran diferencia en la fracción de volumen del colágeno 

entre las ratas SHR y WKY. El tratamiento redujo de manera significativa este 

parámetro en ambos grupos de animales. Para profundizar en los mecanismos de 

acción por los cuales la pravastatina podría ejercer este efecto hemos determinado 

mediante western blot algunos factores implicados en el proceso fibrótico. Nuestros 

resultados mostraron que pravastatina reduce de la expresión de colágeno-I y 

fibronectina.  

El desarrollo de la fibrosis y el remodelado cardiaco está relacionado con un 

“turnover” alterado de la matriz extracelular. PAI-1 es un importante regulador del 

metabolismo del colágeno, puesto que es capaz de inhibir las metaloproteinasas 

encargadas de su degradación. Se ha observado que ratones deficientes en PAI-1 

muestran una menor formación de tejido fibrótico (Chuang-Tsai et al., 2003). 

Además diversas estatinas, entre ellas la pravastatina, han mostrado buena capacidad 

para disminuir la expresión de PAI-1 en diferentes sistemas in vitro (Lopez et al., 

2000; Mussoni et al., 2000; Ishibashi et al., 2002; Swiatkowska et al., 2002). PAI-1 

se expresa en diversos tejidos (aorta, riñón, corazón, etc) y de forma más importante 

en SHR que en WKY (Chen et al., 2000; Naito et al. 2003). Cuando cuantificamos 

este factor en tejido cardiaco pudimos comprobar las diferencias entre animales 

control normotensos e hipertensos. Estos resultados muestran un paralelismo con los 

observados en los cortes histológicos teñidos con rojo sirio. La disminución de la 

expresión de PAI-1 observada en las ratas SHR después del tratamiento con 

pravastatina podría ser la responsable de los cambios observados en la deposición de 

colágeno. 

La hipertensión también causa un proceso de remodelado que, en vasos de 

conductancia como la aorta, da lugar a un engrosamiento de la pared que puede ir 

acompañado o no de un incremento en el lumen, mientras que en la mayoría de los 

lechos vasculares de resistencia se observa una disminución de la luz vascular 

(Galderisi y de Divitiis, 2008). Sabemos que esta alteración no se debe únicamente al 

crecimiento vascular, sino que puede estar implicado también el denominado 
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“remodelado eutrófico”, proceso en el que tiene lugar un reordenamiento de la 

misma cantidad del material (Mulvany, 2005). 

Cuando analizamos los cambios morfológicos producidos en los vasos de los 

grupos de animales control utilizados en este trabajo, observamos cómo las aortas de 

ratas SHR experimentan un remodelado hipertrófico hacia fuera, lo cual conlleva un 

ligero incremento en el lumen y un incremento significativo en el Wm y en el CSA en 

las SHR de 24 y 12 semanas. El tratamiento redujo estas alteraciones en ambos 

grupos llegando en el caso de las ratas más jóvenes a valores similares a las de 

WKY. En el caso de las ratas con más edad eso no se tradujo en una mejoría en la 

reactividad de este lecho vascular. Según nuestra experiencia, no siempre la mejoría 

de los parámetros morfométricos va acompañada de una mejoría en la funcionalidad 

vascular y viceversa. En este sentido, después de un tratamiento de 8 semanas 

llevado a cabo con astaxantina en SHR pudo observarse una reducción del grosor de 

la pared sin que existiera una mejoría en la disfunción endotelial (Monroy, 2008), 

mientras que otro tratamiento similar con zofenopril mostró una mejoría en la 

disfunción endotelial sin que existiera una reducción de las alteraciones debidas al 

remodelado vascular (Gómez-Roso et al., 2009). 

En este trabajo, al igual que en trabajos previos de nuestro grupo, (Guerrero et 

al., 2006) las arterias intrarrenales de ratas SHR presentaron una reducción del lumen 

y un incremento del grosor de la pared respecto a las ratas WKY, lo que indica un 

proceso de remodelado. El tratamiento con pravastatina revirtió parcialmente este 

proceso al incrementar la luz de los vasos y reducir su grosor en las ratas SHR de 24 

semanas.  

Las enfermedades cardiovasculares son patologías que a menudo se asocian 

con el estrés oxidativo que da lugar a un daño sistémico generado por los radicales 

libres en diferentes tejidos (corazón, vasos sanguíneos, riñón,…). La enzima 

NADPH-oxidasa se considera la fuente más importante de O2
.- en la pared vascular y 

su expresión y actividad están reguladas al alza en estados que implican riesgo 

cardiovascular como la hipertensión o la hipercolesterolemia (Selemidis et al., 2008). 

En ratas SHR se manifiesta un incremento en la generación del O2
.- mediado 

por NADPH-oxidasa en arterias de resistencia, vasos de conductancia y riñón (Zalba 
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et al., 2000). Un exceso en la generación de este anión se relaciona de forma crucial 

con la disminución de NO asociado a la disfunción endotelial en hipertensión clínica 

y experimental.  

Al determinar los niveles basales de O2
.- en arteria aorta de ratas SHR no 

encontramos diferencias en los grupos tratados frente a sus respectivos controles pero 

cuando la producción de estos radicales se estimula con NADPH observamos que el 

tratamiento disminuía significativamente la señal luminiscente. Cuando estos 

experimentos se llevaron a cabo con aortas de ratas WKY no se observaron 

diferencias con el tratamiento, ni en los niveles basales ni tras la estimulación con 

NADPH. Nos llamó la atención que los valores de luminiscencia no mostraran 

diferencias entre SHR y WKY, hecho puesto de manifiesto en numerosos trabajos 

(Álvarez et al., 2008; Sánchez et al., 2006; Zalba et al., 2000). Nosotros pensamos 

que esto se debe a que los ensayos no pudieron llevarse a cabo simultáneamente y 

nuestra experiencia nos demuestra que éste es un factor importante dada la 

variabilidad del método, por ello los ensayos entre controles y tratados los realizamos 

siempre a la vez. 

Como hemos mencionado antes, las estatinas inhiben la síntesis de isoprenoides 

que sirven de anclaje lipídico para GTPasas como Rac, proteína clave para la 

activación de NADPH-oxidasa (Rinckel et al., 1999). Esta enzima está formada por 

diferentes subunidades catalíticas, unas en la membrana y otras en el citosol y es 

necesaria la participación de Rac para la traslocación de las unidades citosólicas a la 

membrana y la activación de la enzima (Sarfstein et al., 2004; Selemidis et al., 2008). 

En este sentido, creemos que pravastatina podría ejerce parte de su acción 

antioxidante al interferir con Rac, sin embargo, no podemos descartar una alteración 

en la expresión de algunas subunidades como Nox que otros autores han observado 

con otras estatinas (Wassmann et al., 2002; Rueckschloss et al., 2001).  

Otro indicador del estrés oxidativo es la peroxidación lipídica que se produce 

cuando los radicales libres atacan a los lípidos de la membrana y causan daños 

celulares. El MDA es el aldehído más importante obtenido tras la descomposición de 

los peróxidos lipídicos. En nuestro estudio hemos observado una reducción de los 

niveles de MDA en todos los animales tratados. El hecho de que el tratamiento con 
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pravastatina disminuya los niveles de MDA apoyaría el carácter antioxidante 

atribuido a esta estatina. 

Los estudios para valorar el efecto de la pravastatina después de una 

administración crónica mostraron efectos muy interesantes en arterias que nos 

hicieron pensar que podrían estar relacionados con su capacidad antioxidante. Para 

estudiar de forma directa esta capacidad diseñamos una serie de ensayos in vitro en 

arteria aorta. 

El O2
.- y otros oxidantes participan de manera importante en el mantenimiento 

de la homeostasis y el daño vascular. Como ya hemos comentado, la señalización 

celular dependiente de NO, incluida la relajación endotelio dependiente, está 

regulada por O2
.- y por la familia de enzimas SOD encargadas de catalizar la 

formación de H2O2 y oxígeno molecular a partir del O2
.- (Lynch et al., 1997). La 

producción de O2
.- inducida por incubación con NADPH, medida por 

quimioluminiscencia, mostró una reducción significativa dosis-dependiente en 

anillos de aorta incubados previamente con pravastatina, lo que nos muestra la 

capacidad de esta estatina para actuar como captador de radicales libres. 

Se sabe que la NADPH-oxidasa es la principal enzima productora de radicales 

libres a nivel vascular y que se sobreexpresa en ratas SHR (Guzik et al., 2000; Zalba 

et al., 2000; Lassègue y Clempus, 2003). Teniendo en cuenta que el O2
.- reacciona 

rápidamente con el NO, un exceso de producción de radicales podría ser la 

responsable de la disminución en la capacidad relajante de la ACh observado en 

anillos de ratas SHR (Beckman et al., 1990). Nuestros resultados indican que la 

incubación con pravastatina mejora la disfunción endotelial observada en SHR con 

cualquiera de los protocolos de incubación. Este efecto podría deberse a la inhibición 

de la HMG-CoA reductasa, la enzima que regula la síntesis del ácido mevalónico. Al 

inhibir este paso limitante de la biosíntesis del colesterol, la pravastatina también 

impide la síntesis de intermediarios isoprenoides, produciendo la inhibición de la 

geranilgeranilación de Rac 1 y haciendo imposible el desplazamiento de esta GTPasa 

pequeña a la membrana celular (Nakagami et al., 2003). La inhibición de Rac1 en la 

membrana celular evitaría la activación de la NADPH-oxidasa (Wassmann et al., 

2002). A fin de verificar este punto, se repitieron los experimentos en presencia del 
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ácido mevalónico y se observó una inhibición parcial del efecto de pravastatina 

cuando ésta estaba presente en el medio. Sin embargo, cuando se retiró la 

pravastatina media hora antes de realizar la curva de ACh el ácido mevalónico fue 

capaz de revertir totalmente el efecto. Teniendo en cuenta estos resultados, parece 

que la pravastatina puede actuar en parte por mecanismos independientes de la 

inhibición de la HMG-CoA reductasa. Como hemos mencionado anteriormente, en 

SHR hay una alta producción de O2
.- por lo que pensamos que pravastatina puede 

actuar como un captador de radicales libres neutralizando una parte de los O2
.- 

responsables de la disfunción endotelial. El hecho de que la pravastatina redujera la 

producción de O2
.- estimulada por NADPH y medido por quimioluminiscencia apoya 

nuestra hipótesis. Además, el ácido mevalónico, incluso a altas concentraciones, no 

pudo inhibir este efecto. 

Aunque las propiedades antioxidantes de las estatinas están ampliamente 

descritas (Shishehbor et al., 2003; Briones et al., 2009; Kassan et al., 2009) hay 

pocos trabajos que estudian el efecto scavenger de las mismas (Yamamoto et al., 

1998; Franzoni et al., 2003). Por ello realizamos una serie de experimentos que nos 

permitieran determinar si pravastatina poseía esta actividad.  

Como describen Tarpey y col (Tarpey et al., 1999), altas dosis de lucigenina 

causan un proceso de óxido-reducción que conduce a la formación de O2
.- in vitro y, 

como consecuencia la pérdida de la relajación dependiente del endotelio. Utilizando 

anillos de aorta de ratas Wistar incubadas con 250 µM de lucigenina, observamos 

una pérdida del 75% en la relajación a ACh si comparamos con la respuesta que se 

produce en anillos control, lo cual está de acuerdo con lo anteriormente descrito por 

estos autores. Además, la presencia de SOD restauró la respuesta a ACh, lo que 

confirma que lucigenina incrementa la producción vascular de O2
.-. Pravastatina dio 

lugar a una respuesta muy similar a la obtenida en presencia de SOD, lo que apoya 

nuestra hipótesis de una acción “scavenger”.  

Las estatinas regulan la expresión de eNOS y prolongan la vida media de su 

ARNm por la inhibición de la síntesis de isoprenoides (Wolfrum et al., 2003) hecho 

que nosotros también hemos puesto de manifiesto en arteria aorta tras el tratamiento 

crónico con pravastatina. Abe y col (Abe et al., 2006) también reportaron que la 
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pravastatina, en un cultivo de células endoteliales, revierte la reducción en la 

expresión de eNOS causada por el estrés oxidativo. Los resultados de nuestro estudio 

indican que el efecto antioxidante de pravastatina, en anillos de aorta incubados con 

lucigenina, no estaría relacionado con esta acción, porque el ácido mevalónico no 

pudo revertir este efecto y la incubación con pravastatina sola no modificó la 

relajación vascular a ACh. Por otra parte, los resultados obtenidos con NTP 

utilizando el mismo protocolo fueron similares a los observados con la ACh, lo que 

apoya un efecto captador de radicales directo de pravastatina.  

La incubación de los anillos de aorta con alta concentración de lucigenina y la 

posterior medida de O2
.- por quimioluminiscencia nos indica un incremento 

importante de la señal que no aparece en presencia de SOD o de pravastatina, de 

nuevo el efecto de pravastatina no se revierte con ácido mevalónico. Comparando los 

resultados de ambos experimentos, hemos observado una buena correlación entre la 

respuesta de relajación y la señal de quimioluminiscencia.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo con pravastatina en 

ratas y nuestra experiencia en ensayos de reactividad vascular con arterias humanas, 

nos planteamos ampliar el estudio de dicha estatina a estos lechos vasculares. Es 

conocido que los resultados clínicos a largo plazo de la cirugía de revascularización 

miocárdica dependen en gran parte de la capacidad de perfusión y la permeabilidad a 

lo largo del tiempo de los conductos utilizados (Loop et al., 1986; He, 2001). Desde 

hace tiempo se conoce que la arteria mamaria interna, especialmente cuando se 

utiliza para revascularizar la cara anterior del corazón, tienen una permeabilidad a 

largo plazo muy superior a los injertos venosos y que su utilización sobre la arteria 

descendente anterior se asocia a una menor recidiva de los eventos isquémicos. Este 

hecho ha motivado que a lo largo de los últimos años se haya ampliado la utilización 

de conductos arteriales, recurriendo a la arteria mamaria interna o, con más 

frecuencia, a la arteria radial. Sin embargo, los conductos arteriales, especialmente la 

arteria radial, son más susceptibles de sufrir vasoespasmo intra o postoperatorio, 

circunstancia que puede comprometer la perfusión del miocardio en el postoperatorio 

inmediato y la permeabilidad de los conductos a medio y largo plazo. El 

vasoespasmo puede producirse por la acción de diversas sustancias vasoactivas 
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liberadas por la pared vascular. Para prevenir esta complicación se han utilizado 

durante la intervención diferentes fármacos vasodilatadores como papaverina, 

antagonistas del calcio, nitroglicerina, etc. (Cable et al., 1998; He y Yang., 2000; He 

et al., 2008).  

Hay evidencias de que tras la cirugía de bypass aorto-coronario se produce una 

acumulación excesiva de isoprostanos en sangre que podrían estar implicados en la 

patogénesis del vasoespasmo (Mehlhorn et al., 2003; Cavalca et al., 2006). Estos 

prostanoides son agentes contracturantes potentes que ejercen su efecto mediante la 

activación del receptor TP, que requiere la Rho cinasa para su activación. 

Recientemente también se ha descrito una mayor expresión del ARNm de RhoA/Rho 

cinasa, una mayor cantidad de estas proteínas y una mayor actividad de este 

complejo en arterias radiales que en mamarias, sugiriendo que esta vía de 

señalización podría ser la responsable de la respuesta al vasoespasmo en aquel lecho 

vascular (Kun et al., 2009). Bloquear esta vía podría ser fundamental para abordar 

este problema.  

Dado que las estatinas interfieren en las vías de señalización de Ras, otro de los 

objetivos de nuestro trabajo era averiguar el efecto de pravastatina sobre la 

reactividad vascular de algunos lechos arteriales, pensando que podrían ejercer un 

papel interesante en la prevención del vasoespasmo. 

En un trabajo anterior (Kassan, 2007) habíamos estudiado la respuesta de 

arterias mamarias y radiales, procedentes de pacientes sometidos a cirugía de bypass, 

a agentes relajantes como ACh y NTP y a agentes contracturantes como FE y 

U46619 y habíamos constatado que, a pesar de la heterogeneidad de las muestras 

(edad, sexo, patologías asociadas, tratamiento farmacológico, etc.), las respuestas 

eran bastante reproducibles. A pesar de ello, los ensayos destinados a valorar el 

efecto de pravastatina solo se llevaron a cabo cuando disponíamos, al menos, de 2 

anillos del mismo paciente para utilizar uno como control. En este caso las arterias se 

incubaron con pravastatina durante 3 horas, ya que los mejores resultados en ratas se 

obtuvieron con este protocolo y, por otra parte, la disponibilidad limitada de las 

muestras no nos permitió ensayar otros periodos de incubación. En arterias mamarias 

ensayamos FE y U46619, mientras que el menor número de muestras de arterias 
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radiales sólo nos permitió ensayar uno de ellos. Nos pareció oportuno seleccionar 

U46619 dada la importancia de los prostanoides en el desarrollo del vasoespasmo. La 

pravastatina redujo significativamente la respuesta a U46619, independientemente 

del lecho vascular y no produjo ningún efecto en la respuesta a FE. Si tenemos en 

cuenta las diferentes vías de señalización de estos 2 agonistas (activación de PLC en 

el caso de los agonistas α-1 y activación de la vía Rho/Rho cinasa en el caso de los 

agonistas del receptor TP) no es de extrañar que pravastatina sólo redujera la 

respuesta al análogo del tromboxano y que este efecto se revirtiera completamente en 

presencia de ácido mevalónico.  

Por otra parte, nuestros resultados indican que en los anillos control la 

relajación a ACh fue mayor en las arterias radiales que mamarias y que la 

pravastatina mejoró dicha respuesta en mayor grado en las primeras. Son muy pocos 

los trabajos en los que se estudia los efectos de las estatinas en arterias humanas in 

vitro, sin embargo Nakamura y colaboradores, incubando con cerivastatina 

obtuvieron, al igual que nosotros, una mejoría en la respuesta relajante a ACh que 

también fue mayor cuando se emplearon arterias radiales (Nakamura et al., 2003). 

Aunque somos conscientes de que es muy aventurado extrapolar los resultados 

obtenidos en animales a humanos, podriamos especular que este efecto de 

pravastatina podía llevarse a cabo a través de la regulación de la eNOS, la alteración 

de la función de la NADPH-oxidasa o por su efecto “scavenger”. Aunque se 

necesitan ensayos adicionales para confirmar cualquiera de estos mecanismos, el 

hecho de que el ácido mevalónico fuera incapaz de revertir totalmente el efecto de 

pravastatina sobre la función endotelial y que la producción basal de radicales 

superóxido se redujera después de la incubación, nos indica que el último de los 

mecanismos debe tenerse en cuenta. 
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1. El tratamiento crónico con 20 mg/Kg/día de pravastatina sobre la presión arterial 

es diferente en función del grupo de animales tratados. No tiene efecto en ratas 

normotensas, impide la subida en SHR jóvenes con hipertensión incipiente y la 

reduce, ligera pero significativamente, en SHR más viejas con hipertensión 

claramente establecida. 

2.  El tratamiento con pravastatina mejora la función endotelial tanto en arterias de 

conductancia (aorta) como de resistencia (arterias mesentéricas, lecho vascular 

renal). En arteria aorta este efecto se debe a una reducción en la producción de 

radicales superóxido, una menor contribución de prostanoides contracturantes y 

una mayor producción de NO. 

3. La administración crónica de pravastatina reduce tanto la fibrosis como la 

hipertrofia cardiaca, y en vasos de conductancia (arteria aorta) y de resistencia 

(lecho vascular renal) revierte las alteraciones en los parámetros morfo-

histológicos que indican procesos de remodelado asociados a la hipertensión.  

4. El tratamiento con pravastatina amortigua el estrés oxidativo generado por la 

hipertensión, ya que reduce la producción de aniones superóxido estimulada por 

la NADPH-oxidasa. Además, pravastatina es capaz de actuar como “scavenger” 

eliminando los radicales libres presentes en el medio. 

5. Pravastatina mejora in vitro la función endotelial de arterias mamarias y radiales 

humanas procedentes de pacientes sometidos a bypass coronario. La reducción de 

la respuesta a prostanoides contracturantes y una menor producción de radicales 

superóxido están implicados en este efecto. 

6. La utilización de pravastatina puede resultar beneficiosa para el control de las 

enfermedades cardiovasculares independientemente de su efecto hipolipemiante. 
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Anexo 

 

Sustancias utilizadas 

1.- Agonistas. Para los estudios de funcionalidad de vasos sanguíneos se 
preparan soluciones madres (10-1-10-2 M) de los agonistas utilizados que se 
congelan en alícuotas. Las soluciones usadas en los experimentos se preparan 
diariamente a partir de estas.  

2.- El resto de sustancias utilizadas se preparan diariamente de acuerdo a las 
necesidades de los experimentos y en las concentraciones mencionadas en el 
capítulo de metodología y resultados.  

Las sustancias utilizadas aparecen a continuación: 

Ácido ortofosfórico. Sigma-Aldrich 

Ácido tiobarbitúrico . Sigma-Aldrich 

Ácido tricloroacético. Merck  

Acrilamida.  Biorad 

Anticuerpo primario eNOS. Biorad 

Anticuerpo primario COX-2 . Biorad 

Anticuerpo primario Colágeno-I. Biorad 

Anticuerpo primario PAI-1 . Biorad 

Anticuerpo primario Fibronectina . Biorad 

Azida sódica. Sigma-Aldrich 

Cloruro de fenilefrina . Sigma-Aldrich 

Cloruro de acetilcolina. Sigma-Aldrich 

Cloruro potásico. Merck 

9,11-dideoxi-11α,9α-epoximetanoprostaglandina (U46619). Sigma-Aldrich 

4,5-dihidroxi-1,3-benceno ácido disulfónico (Tirón). Sigma-Aldrich 

Dinitrato de N,N,-dimetil 9,9,biacridinio (Lucigenina). Sigma-Aldrich 

Formaldehído en solución 4%. Merck 

Hidrocloruro de n (1-naftil) etilendiamina . Sigma-Aldrich 

4-hidroxi-3-metoxiacetofenona (Apocinina). Sigma-Aldrich 



 
 

 

Indometacina. Sigma-Aldrich 

±Mevalonolactona. Sigma-Aldrich 

Nicotinamida adenin dinucleótido fosfato (NADPH). Sigma-Aldrich 

Nitroprusiato sódico dihidratado. Sigma-Aldrich 

N,N-ácido dietil-ditiocarbamato de amonio (DDC). Sigma-Aldrich 

Nitrito sódico. Merck 

N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) . Sigma-Aldrich 

N,N,N,,N,-tetrametiletilenediamina (Temed). Sigma-Aldrich 

Pentobarbital sódico. Sigma-Aldrich 

Proteína estándar SDS-PAGE. Biorad 

Rojo Ponceau. Sigma-Aldrich 

Rojo sirio. Sigma-Aldrich 

Sulfanilamida. Sigma-Aldrich 

Superóxido dismutasa. Sigma-Aldrich 

1,1,3,3, tetrametoxipropano (MDA). Aldrich 

 

 


