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RESUMEN

Se ha postulado que el sistema nervioso simpético jugaria un papel en la fisiopa-
tologia de la hipertension arterial esencial. Sin embargo, no se han demostrado in-
crementos en los niveles plasméticos de catecolaminas en la mayoria de los pacientes
hipertensos. El objetivo de este estudio fue analizar el estado de los receptores
B-adrenérgicos en la hipertensién arterial esencial. Se estudiaron 52 pacientes hi-
pertensos esenciales leves-moderados no tratados y 28 sujetos normotensos controles
de edad y sexo similares. Los receptores B,—adrenérgicos se determinaron en linfo-
citos intactos y utilizando el ligando hidrofl’lico BFHICGP-12177.

Los pacientes hipertensos estudiados presentaban unos valores de presién arterial
media (p < 0,01), frecuencia cardiaca (p < 0,01) e indice de masa corporal (p < 0,05)
superiores a los sujetos normotensos, aunque no se encontraron diferencias signifi-
cativas en los niveles plasmaticos de catecolaminas entre ambos grupos. Se observé
una correlacion positiva entre el nimero de receptores B,-adrenérgicos linfocitarios y
la presion arterial media considerando en conjunto a los pacientes hipertensos y a los
sujetos normotensos (r = 0,40, p < 0,01). Los pacientes hipertensos presentaban una
densidad media de receptores superior a los sujetos normotensos (1.881 + 567 vs
1.344 + 207 receptores/linfocito, p < 0,01), aunque existia un solapamiento consi-
derable. Se subclasificaron los pacientes hipertensos en dos grupos: grupo I: pa-
cientes hipertensos con densidad normal de receptores (< 1.700, n = 26) y grupo Ii:
pacientes hipertensos con densidad de receptores aumentada (> 1.700, n = 26). No se
encontraron diferencias entre ambos grupos de pacientes respecto a la edad, sexo, in-
dice de masa corporal, presién arterial media, frecuencia cardiaca, niveles plasm4-
ticos de catecolaminas o afinidad de los receptores B-adrenérgicos. En los sujetos nor-
motensos existia una correlacién inversa entre los niveles plasméticos de adrenalina
y la densidad de receptores (r = -0,51, p < 0,01), al igual que en los pacientes hi-
pertensos del grupo I (r = —0,44 p < 0,05), pero no en los pacientes del grupo I.

Nuestros resultados indican que existe un subgrupo de pacientes hipertensos
esenciales que presentan una alteracién en la regulacién de los receptores B-adre-
nérgicos demostrada por un aumento de la densidad de los mismos y una alteracién
de la regulacion fisiolégica por el agonista correspondiente.
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Introduccién

Palabras clave: Receptores B-adrenérgicos. Hipertension arterial esencial. Adre-
nalina. Linfocito. CGP-12177.

IMPAIRED REGULATION OF LYMPHOCYTE 3,-ADRENOCEPTORS IN A SUBSET
OF PATIENTS WITH ESSENTIAL HYPERTENSION

SUMMARY

The sympathetic nervous system has been implicated in the pathogenesis of es-
sential hypertension. However, plasma catecholamine levels have been reported to be
within the normal range in the majority of patients with essential hypertension, al-
though an increased adrenergic response in target tissues has not been ruled out.
The aim of this study was to evaluate the state of B-adrenoceptors, which are the ef-
fectors of the sympathetic nervous system in target tissues, in essential hypertension.
We studied 52 non-treated hypertensive patients and 28 normotensive controls of si-
milar age and sex. B,-adrenoceptors were measured in intact lymphocytes, using the
hydrophilic ligand PHIGCP-12177.

Hypertensive patients showed values of mean blood pressure (p < 0.01), heart rate
(p < 0.01) and body mass index (p < 0.05) higher than normotensive controls, al-
though there were no significant differences in plasma catecholamine levels between
both groups. A positive relationship was found between B,-adrenergic receptors and
mean blood pressure when both hypertensive patients and control subjetcs were con-
sidered together (r = 0.40, p < 0.01). Hypertensive patients showed a mean fS-adre-
noceptor density higher than normotensive controls (1,881 = 567 vs 1,344 + 207 re-
ceptors/lynphocyte, p < 0.01), but there was a considerable overlap. Hypertensive
patients were subclassified into two groups: Group I: hypertensive patients with a nor-
mal B-adrenoceptor density (< 1,700, n = 26), and Group Il: hypertensive patients
with an increased receptor density (> 1,700, n = 26). There were no differences with
respect to age, sex, body mass index, mean blood pressure, heart rate, plasma cate-
cholamine levels or receptor affinity between the two groups of patients. In normo-
tensive subjects there was an inverse relationship between plasma epinephrine levels
and B-adrenoceptor density (r = -0.51, p < 0.01). A similar finding was observed in
the hypertensive patients from Group | (r = -0.44, p < 0.05), whereas hypertensive pa-
tients from Group Il showed no such correlation.

Our results suggest that there is an important subset of essential hypertensive pa-
tients who have an impaired B,-adrenoceptor regulation, which is demonstrated by an
increased f,-adrenoceptor density and by an alteration in the physiological regulation
by its endogenous agonist.

Key words: B-adrenoceptors. Essential hypertension. Epinephrine. Lymphocyte-
CGP-12177.

adrenérgica a nivel de los 6rganos diana estuviera au-
mentada en los pacientes hipertensos. En el hombre se

Se ha postulado que el sistema nervioso simpético
estaria implicado en la fisiopatologia de la hiperten-
sién arterial esencial'. Estudios en modelos animales de
hipertensién genética, asi como en pacientes hiperten-
so0s esenciales, han sugerido que existirfa una hiperac-
tividad del sistema simpatoadrenal en dicha enferme-
dad 2. Sin embargo, los niveles plasmaticos de
catecolaminas no parecen estar significativamente in-
crementados en los pacientes hipertensos esenciales 3.
Alternativamente, se podria postular que la respuesta
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ha observado que los linfocitos presentan receptores
B,-adrenérgicos y se ha demostrado que existe una es-
trecha correlacion entre los receptores B,-adrenérgi-
cos linfocitarios y los receptores B,-adrenérgicos exis-
tentes en otros érganos, como corazén o musculo liso
vascular4. Asimismo, estudios in vitro han demostrado
que dichos receptores estin sometidos a una estrecha
regulacion por agonistas tanto endégenos como exé-
genos>.

Estudios previos realizados en pacientes hipertensos
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han mostrado que en la hipertension esencial existe un
incremento en el nimero de receptores B,-adrenérgi-
cos linfocitarios ®8. En dichos trabajos, no obstante,
no se estudié la regulacion fisiol6gica de los receptores
B,-adrenérgicos, no accesibles a las catecolaminas cir-
culantes, y por ello, inactivos? °. Por contra, los li-
gandos hidrofilicos no atraviesan la membrana plas-
matica y por ello sélo se unen a los receptores
presentes en la superficie celular, es decir, a los re-
ceptores activos 0.

El objetivo del presente estudio fue determinar las
caracteristicas de los receptores f,-adrenérgicos de
superficie en linfocitos de pacientes con hipertensién
arterial esencial, utilizando el ligando hidrofilico
PHICGP-121771° y estudiar la regulacién de dichos
receptores por las catecolaminas endégenas en estos
pacientes.

Pacientes y métodos

Pacientes. Se estudiaron 52 pacientes afectos de hi-
pertensién arterial esencial leve-moderada (grados I-Il
de la OMS), 23 hombres y 29 mujeres, con una edad
media de 42,8 *+ 8,3 afos (intervalo 24-64 afios). Asi-
mismo se estudié un grupo control formado por 28 in-
dividuos normotensos, 15 hombres y 13 mujeres con
una edad media de 41,5 + 12,5 afos (intervalo 26-67
afios). Todos [os sujetos siguieron una dieta con ingesta
libre de sodio. Todos los pacientes dieron su consenti-
miento por escrito y el estudio fue aprobado por el Co-
mité de Ensayos Clinicos de nuestro Centro.

A los pacientes se les retir6 el tratamiento antihiper-
tensivo como minimo tres semanas antes de iniciar el
estudio. Los estudios se realizaron por la mafiana, entre
las 9 y las 10 a.m. Antes de iniciar los mismos se pro-
cedié a insertar una cdnula en una vena anterocubital
para la extraccion de las muestras de sangre. Tras una
hora en reposo en decubito supino se procedié a de-
terminar la presion arterial por auscultacién, mediante
un esfigmomanémetro de mercurio (presién diastoli-
ca, fase V de Korotkoff), y se extrajeron las muestras de
sangre para la determinacién de catecolaminas en plas-
ma y de receptores B,-adrenérgicos linfocitarios.

Métodos. Las catecolaminas plasmadticas se deter-
minaron por un método radioenzimdtico, seguido de
una cromatografia en capa fina''.

El aislamiento de los linfocitos se realizé seguin el
método de Boyum '2. La sangre extraida se vertia en
tubos de polipropileno que contenian citrato trisédico
como anticoagulante (3,8 %, 9:1, viv) a 4 °C. Todos los
pasos posteriores se realizaron a esta temperatura. Las
muestras se centrifugaron dos veces a 200 x g durante
quince minutos, desechdndose el sobrenadante. El
resto del material celular, libre de plaquetas, se resus-

pendié en tampén fosfato salino (PBS) (H,KPO, 0,016
M, HNa,PO,12H,0 0,008 M y NaCl 0,15 M a pH
7,4). Los linfocitos se aislaron por centrifugacién con
gradiente de densidad en Ficoll-Hypaque a 425 x g
durante treinta minutos. Posteriormente, los linfocitos
se lavaron tres veces mediante centrifugacion y resus-
pensién en PBS, y finalmente se resuspendieron en un
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con HEPES 20mM y albdmina bovina
sérica 1 mg/ml, pH 7,4. Entre el 85-90 % de las células
eran linfocitos y el resto monocitos. La viabilidad ce-
lular fue del 90 %, demostrada mediante la colora-
cién de azul de tripan.

Para la reaccién de ligado se utilizé el ligante hi-
drofilico [*H]-CGP 12177 (Amersham, Reino Unido;
actividad especifica 50 Ci/mmol). Los experimentos
se realizaron con un volumen total de 500 i de
DMEM, que contenia 4 x 10° linfocitos/ul y concen-
traciones crecientes de [*H]-CGP 12177 (intervalo
entre 0,25 y 9 nM). La incubacién se realizé a 4 °C du-
rante veinticuatro horas y se finalizé mediante la adi-
cién al medio de 10 ml de PBS a 4 °C y posterior fil-
tracion en filtros de fibra de vidrio (Whatmann GF/C,
Clifton, NJ). Los filtros se lavaron dos veces con 10
ml de PBS y se transfirieron a viales que contenian 10
ml de liquido de centelleo. La radiactividad de los
mismos se determiné mediante un contador beta Beck-
man LS 3801 (Beckman Instruments Inc, Fullerton,
CA).

Se definié como unién no especifica la radiactividad
no desplazada por la adicién de (-)propranolol a con-
centracion 1 uM. Se definié el ligado especifico como
la diferencia entre el ligado total y el ligado inespecifi-
co. El ligado inespecifico representaba menos de un
30 % del ligado total.

Célculos y estadistica

Se definié el indice de masa corporal (IMC) a través
de la siguiente férmula:

IMC = peso/(talla)?

La densidad de los receptores, expresada como sitios
de unién por célula, y la constante de disociacion (Kd)
se calculé de acuerdo con el método de Scatchard '3,
mediante un andlisis de saturacién asistido por ordena-
dor ™.

Los resultados se expresan como media + desvia-
cion estandar. El coeficiente de correlacion se calculé
por el método de los minimos cuadrados. El analisis es-
tadistico se realizé mediante el test de la«t» de Student
para datos independientes. Se consideraron estadisti-
camente significativos valores de p < 0,05.
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Fig. 1.—Densidad de receptores B,-adrenérgicos linfocitarios en el
grupo de sujetos controles (@) y de pacientes hipertensos (O)
*p<0,01.

Resultados

Los enfermos hipertensos presentaban unos valores
de presién arterial media (PAM) y frecuencia cardiaca
(FC) superiores a los controles normotensos (p < 0,01).
Los pacientes hipertensos presentaban, asimismo, un in-

Tablal. Caracteristicas demogréficas y biolégicas
de los sujetos controles y pacientes hipertensos
Hipertensos Controles
Ndmero 52 28
Edad (afios) 42,8+ 8,3 41,5+12,5
Sexo (H/M) 23/29 15/13
Masa corporal (kg/m?) 26,6 £ 4* 24,73
PAM (mmHg) 120,5+9,1** 82,6+ 8,4
FC (latidos/min) 78,2+ 12,7** 62,1+7,6
Adrenalina (pg/m!) 49,2 + 34,2 52,6 t 35,1
Noradrenalina (pg/ml) 242 + 145,1 224+ 114
Densidad (rec/limf) 1.881 £ 567** 1.344 £ 207
Kd (nM) 0,09 £ 0,06 0,06 £ 0,06

Valores medios + desviacién estdndar para las variables analizadas en la po-
blacién hipertensa y el grupo control; Kd: Constante de disociacién.

* p < 0,05 respecto al grupo control.
** 1< 0,01 respecto al grupo control.
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Tabla Il. Caracteristicas demogréficas y bioldgicas
de los dos subgrupos de pacientes hipertensos

Grupo | Grupo Il
Numero 26 26
Edad 42,2491 43,4+ 7,6
Sexo (H/M) 11/15 12/14
Masa corporal (kg/m?) 27,21 3,8 26,1+ 4,1
PAM (mmHg) 121,54 10,1 119,6 + 8,1
FC (latidos/min) 79,1 £10,6 77,3+ 14,4
Adrenalina (pg/ml) 41,6 £ 26,5 55,5+ 38,9
Noradrenalina (pg/ml) 229+ 178,6 255,5+105,3
Densidad (rec/linf) 1.468+170,8 2.291 + 530,3**
Kd (nM) 0,09 + 0,07 0,08 £ 0,05

Valores medios + desviacion estandar para los diferentes valores analizados en
los dos subgrupos de pacientes hipertensos. Kd: Constante de disociacién.
** p < 0,01 respecto al grupo |.

dice de masa corporal significativamente superior al
de los controles (p < 0,05). No existian diferencias sig-
nificativas respecto a la edad, sexo, y niveles de cate-
colaminas plasmadticas entre ambos grupos (tabla ).

El ndmero de receptores Bz-adrenérgicos linfocitarios
en el grupo de pacientes hipertensos era superior al
grupo control (1.881 £ 587 rec/linfocito, intervalo
1.186-3.690, frente a 1.344 £ 207 rec/linfocito, inter-
valo 1.036-1.732, p < 0,01) (fig. 1). No existian dife-
rencias respecto a la afinidad de los receptores (Kd)
entre los dos grupos (tabla I).

Cuando se analiz6 el grupo de pacientes hipertensos
(n = 52), se observé que existia un considerable sola-
pamiento con los sujetos normotensos respecto al nd-
mero de receptores B,-adrenérgicos (fig. 1), por lo que
se subclasificé el grupo hipertenso en dos subgrupos:

— Grupo |: Formado por los pacientes hipertensos
con un nimero de receptores dentro del intervalo de
normalidad (< 1.700 receptores/linfocito; n = 26).

— Grupo II: Formado por los pacientes hipertensos
con un ndmero de receptores superior al [imite normal
(> 1.700 receptores/linfocito; n = 26).

No existian diferencias entre estos dos grupos de
pacientes respecto a la edad, sexo, indice de masa
corporal, presién arterial media, frecuencia cardfaca,
niveles de catecolaminas plasméticas o afinidad de
receptores (tabla ll).

No se observé correlacién entre el nimero de re-
ceptores f,-adrenérgicos linfocitarios y la presi6n arte-
rial media o la frecuencia cardiaca en los sujetos nor-
motensos, ni en los pacientes hipertensos del grupo I ni
del grupo [I. Cuando se consideraba el conjunto de los
pacientes hipertensos y sujetos normotensos, existia
una correlacion positiva entre la densidad de recepto-
res B,-adrenérgicos y la presién arterial media
(r = 0,40, p < 0,01) (fig. 2). En el grupo control se ob-
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Fig. 2.—Correlacién entre la densidad de receptores B,-adrenérgicos
linfocitarios y la presién arterial media (PAM), considerando en
conjunto a los sujetos controles (@) y los pacientes hipertensos (O).
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Fig. 3—Correlacicn entre la densidad de receptores B,-adrenérgicos
linfocitarios y los niveles plasmadticos de adrenalinaen los sujetos
controles.

servé una correlacién negativa significativa entre la
densidad de receptores B,-adrenérgicos linfocitarios y
los niveles plasméticos de adrenalina (r = 0,51,
p < 0,01) (fig. 3). Dicha correlacién se encontré tam-
bién en el grupo I (r = -0,44, p < 0,05) (fig. 4), pero no
en el grupo Il (r=-0,11, p = NS), ni tampoco cuando
se consideraron los pacientes hipertensos en su con-
junto (r = 0,04, p = NS).

Discusion

Los resultados del presente estudio demostraron la
existencia de un incremento en el nimero de recepto-

Fig. 4—Correlacion entre la densidad de receptores B,-adrenérgicos
linfocitarios y los niveles plasméticos de adrenalina en el grupo de
pacientes hipertensos con densidad de receptores B,-adrenérgicos
normal.

res B,-adrenérgicos linfocitarios de superficie en los pa-
cientes afectos de hipertensién arterial esencial leve-
moderada, respecto a los sujetos normotensos, sin di-
ferencias en la afinidad de estos receptores. Dichos
resultados coinciden con los hallazgos de estudios pre-
vios que constataban un aumento de la densidad de los
receptores B,-adrenérgicos totales ®® en la hipertensién
arterial esencial. Asimismo, se observé que los niveles
plasméticos de catecolaminas en los pacientes hiper-
tensos eran similares a los controles, lo que iria en con-
tra de que un aumento de los niveles plasméticos de
catecolaminas jugara un papel relevante en la fisiopa-
tologia de la hipertensién arterial esencial 3. Se ha su-
gerido que el aumento en el nimero de receptores B,-
adrenérgicos en los sujetos hipertensos podria reflejar
una hiperactividad simpética que contribuyera al au-
mento de la presién sanguinea en dichos pacientes. La
correlacién observada entre la densidad de receptores y
la presién arterial media, fenémeno también observado
por otros autores ®, apoyaria en principio esta hipétesis.
Sin embargo, la debilidad de la correlacién, y la exis-
tencia de un subgrupo de pacientes hipertensos con
una densidad normal de receptores, sugiere que otros
factores jugarian un papel en el aumento de la presién
arterial en la poblacién hipertensa.

Se observé que en el grupo control existia una corre-
lacién inversa entre el nimero de receptores y los nive-
les plasmaticos de adrenalina. Dicha correlacién en el
grupo normotenso sugiere que la densidad de los re-
ceptores f,-adrenérgicos linfocitarios serfa regulada fi-
siolégicamente por los niveles de su agonista corres-
pondiente (adrenalina). Esta correlacién no se observé
para el grupo de pacientes hipertensos considerados en
su conjunto, sugiriendo la existencia de una alteracién
de la regulacién de estos receptores en dichos pacientes.
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El solapamiento observado en el ndmero de recep-
tores entre pacientes hipertensos y sujetos controles
normotensos motivé la subclasificaciéon de los pacientes
hipertensos en dos grupos, segtin tuvieran una densidad
normal o incrementada de receptores B,-adrenérgicos.
Aunque no observamos diferencias en cuanto a las ca-
racterfsticas demograficas, cifras tensionales o niveles
plasmaticos de catecolaminas entre los dos subgrupos
de pacientes, los pacientes con densidad normal de
receptores presentaban un comportamiento similar al
grupo control, ya que a diferencia de los pacientes hi-
pertensos con densidad aumentada de receptores, mos-
traban una correlacion inversa con la adrenalina, y
ademas la recta de regresién era practicamente super-
ponible a la de los controles. Ello sugiere que en el
subgrupo de pacientes hipertensos con un ntimero de
receptores aumentados existe una alteracién en la re-
gulacion de los receptores B,-adrenérgicos, demostrada
tanto por el incremento en el nimero de receptores,
como por la ausencia de regulacién de los mismos por
el agonista correspondiente. En este sentido, Parfyono-
va y cols. "5 observaron que el efecto del tratamiento
betablogueante en pacientes hipertensos sobre la ten-
sién arterial y sobre la densidad de receptores B_-adre-
nérgicos linfocitarios no era homogéneo. Asi, fos pa-
cientes que presentaban un descenso tensional con el
tratamiento tenian una densidad basal de receptores
superior y presentaban un descenso de los mismos con
el tratamiento, mientras que los que no respondian al
tratamiento tenian una densidad basal menor y ésta
aumentaba después del tratamiento, lo que apoyaria
la existencia de dos subgrupos de hipertensos en rela-
cién al ndmero de receptores B, -adrenérgicos. Sin em-
bargo, este incremento en el nimero de receptores no
significa forzosamente un aumento de la respuesta -
adrenérgica, ya que se ha observado que no son para-
lelos. Asi, existe una disminucién de la respuesta f,-
adrenérgica con la edad que no se acompana de un
descenso paralelo en el nimero de receptores.

En conclusion, alrededor de la mitad de los pacien-
tes hipertensos esenciales presentan una alteraciéon de
la regulaci6n de los receptores fB,-adrenérgicos, defi-
nido por un aumento del nimero de receptores y por
la ausencia de regulacién por el agonista correspon-
diente. Se deberén realizar estudios adicionales, es-
pecialmente el andlisis de la respuesta B-adrenérgica,
para valorar el papel y la importancia de dicho hallaz-
go en la fisiopatologia de la hipertensién arterial esen-
cial en este subgrupo de pacientes.
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