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RESUMEN

La angiotensina Il (All) modula la funcibn y expresion de los receptores
adrenérgicos a;, en las arterias: aorta, femoral, carétida, mesentérica, iliaca y
caudal, donde median la contraccion; estos receptores tienen un papel importante
en el control de la presion arterial. Nosotros estudiamos los cambios en la funcién
y expresion (proteinas y RNAm) de los receptores adrenérgicos (RA) Qia, O1g yQip;
los niveles plasmaticos y urinarios de All y PGE;, TXB;, y PGl, respectivamente,
asi como los cambios histolégicos en aorta, rifiones y corazén de animales
anestesiados con coartacion de la aorta inter-renal. Utilizamos ratas Wistar macho
con operacion simulada (OS), coartacion de la aorta inter-renal a los 7 y 14 dias
(CA7 y CAl4), para inducir respuestas presoras a agonistas en animales
anestesiados tratados con antagonistas y solucion salina, Western blot y reaccion
en cadena de polimerasa-transcriptasa reversa (de los RA aia i1z y O1p, €N la
arteria aorta y caudal) e inmunoensayo (All plasmatica). El antagonista de los RA
aip, BMY 7378, bloqued las respuestas inducidas por noradrenalina en el siguiente
orden OS>CA7>>CAl14; en contraste con el antagonista de los RA a;a, RS-
100329, que desvib a la derecha la curva dosis-respuesta a noradrenalina, junto
con disminucion significativa del efecto presor maximo, en el siguiente orden:
OS>CA7=CA14. La potencia del agonista de los RA aia, A-61603 se incremento
significativamente en ratas con CA14 y las respuestas fueron inhibidas por el RS-
100329, en este orden CA14>CA7>0S. En la aorta, la proteina de los RA a;p se
increment6 en CA7 y disminuy6 en CA14; aumento la proteina de los RA aia en la
arteria caudal de CA7 y retorné a valores normales en CA14. El RNAm del RA aip
y 01 en la arteria caudal aumentdo en CA7. La All plasmatica se increment6 en
CA7 y CA14 comparado con ratas con OS, las prostaglandinas no se modificaron.
El corazén presentd hipertrofia en los aimales coartados, el rifion izquierdo
de CA7 mostro isquemia que revirtio en CAl4, la aorta presentd hipertrofia e
hiperplasia en CA7 y diminuyé ésta en CAl14. Estos datos sugieren una relacion
temprana y directa entre la All y los RA aip en el desarrollo de la hipertension; asi
como una asociacion entre los cambios histolégicos en corazén, rifiones y aorta

con el tiempo de la coartacion, niveles de All e hipertension.



ABSTRACT

Angiotensin Il (ATII) modulates function and expression of alpha 1 adrenoceptors
expressed in aorta, femoral, carotid, mesenteric, iliac and tail arteries where they
mediate contraction; these receptors also play an important role in blood pressure
controll. We studied the changes in function and expression (protein and mRNA)
a1a, and aig aip adrenoreceptors, plasma ATII levels and PGE2, TXB2 and PGI2
urinals plasma and urinary levels of IIA and PGE2, TXB2 and PGI2 respectively;
histological changes in aorta, kidneys and heart in anesthetized animals with
inter-renal aortic coarctation. Male Wistar rats, either sham operated (SO), or with
aortic coarctation for 7 (AC7) and 14 days (AC14) were used for agonist-induced
pressor responses in vehicle (physiological saline)- and antagonist-treated
anesthetized animals, immunoblot analysis and reverse transcription-polymerase
chain reaction (of the aia-, a;g- and aip- adrenoceptors in aorta and caudal
arteries), and immunoassay (plasma ATl and PGE2, TXB2, PGI2 urinals). The aip-
adrenoceptor antagonist, BMY-7378 (BMY) blocked noradrenaline-induced
responses in the order SO > AC7 » AC14; in contrast, the aja-adrenoceptor
antagonist RS-100329 (RS), produced a marginal shift to the right of the dose-
response curve to noradrenaline, along with a strong decrease of the maximum
pressor effect in the order SO > AC7 = AC14. The potency of the aja-adrenoceptor
agonist A-61603 increased in rats with AC14, and responses were inhibited by RS
in the order AC14 > AC7 > SO. In aorta, aip-adrenoceptor protein increased in
AC7 and decreased in AC14; a;a-adrenoreceptor protein increased in the caudal
artery of AC7 and returned to control values in AC14. a;g and a;p mMRNA in the
caudal artery increase in CA7. Plasma ATII increased in AC7 and AC14, compared
with SO rats;. prostaglandins did not change. The heart showed hypertrophy in
animals with aortic coarctation, the left kidney showed ischemia, this reversed in
CA14, the aorta of CA7 showed hypertrophy and hyperplasia and decreased it in
CA14. These results suggest an early and direct relationship between ATIlI and
ajp-adrenoreceptors in the development of hypertension in this experimental
model, and an association between the histological changes in heart, kidneys and

aorta with coarctation time, All levels and hypertension.
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. ANTECEDENTES GENERALES

1. Hipertension arterial: definicion, epidemiologia y causas.

La hipertension arterial sistémica (HAS) es uno de los problemas de salud mas
importantes en los paises industrializados (ver grafica 1) y es una de las
principales causas de muerte prematura. De acuerdo a la Organizacion Mundial de
la Salud, a nivel mundial, cerca de 1000,000,000 de personas tienen hipertension,
de los cuales dos tercios se encuentran en paises en vias de desarrollo; se estima
que para el 2025, 1.56 billones de adultos podrian cursar con hipertension. En
México, en 1993 se reportd una prevalencia del 25%, incrementandose a 30.5%
en el 2000, en la poblacion con edad entre los 20 y 69 afos; mientras que en la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, fue del 31%.

La HAS tiene un impacto economico-social devastador, ya que se trata de una
entidad no curable, con secuelas que en su mayoria son incapacitantes, con una
alta mortalidad.

De acuerdo al séptimo informe del Joint Nacional Committee sobre prevencion,
deteccidn, evaluacion y tratamiento de la hipertension arterial (JNC VII), se ha
definido hipertension arterial cuando se determinan cifras de presion arterial
sistélica > 140mmHg y presion arterial diastélica > 90mmHg en mas de 2
ocasiones.

La HAS puede ser producida por multiples causas pero en el 90% de los casos su
etiologia es desconocida, en el 10% restante puede ser secundaria a problemas
renales, endocrinos, alteraciones neuroldgicas, coartacibn de la aorta, estrés
agudo, toxemia del embarazo, rigidez de la aorta, y consumo de alcohol y/o

drogas, entre otros (Gonzalez, 2000; American Medical Association, 2003).

2. Control de la presion arterial

La presion arterial estd determinada por el gasto cardiaco y las resistencias
vasculares periféricas. Asimismo, el gasto cardiaco depende del volumen sistélico
y de la frecuencia cardiaca, y dicho volumen varia de acuerdo con la contractilidad
cardiaca y el retorno venoso. La resistencia vascular periférica y la presion arterial

son reguladas por factores nerviosos, humorales y locales. Otros factores que
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intervienen indirectamente en la regulacion de estas variables incluyen la reserva
corporal de sodio y de liquido extracelular, el sistema renina-angiotensina-
aldosterona y diversas hormonas o autacoides locales como las prostaglandinas,
las cininas, el factor natriurético auricular y el 6xido nitrico (ON), entre otros. Todos
estos factores actian de manera coordinada para mantener la presion arterial
dentro de los limites normales, de modo que cuando el equilibrio sostenido entre
ellos se pierde por aumento de los factores contractiles o una disminucién de los

relajantes, se desarrolla la HAS.

Hipertension arterial.
Tabaco
Hipercolesterolemia
Desnutricion

Sexo inseguro

IMC elevado

& Alta mortalidad, region subdesarrollada.

Sedentarismo [J Baja mortalidad, regién medio-desarrollada.

Alcohol .
Bl Region desarrollada.

Contaminacion

Deficiencia de hierro

L) L) L)
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Mortalidad atribuible
(millones; total 55,861.00)

Gréfica 1. Proporcién de muertes atribuibles a los principales factores de riesgo en
el mundo (2000). Modificada de Ezzati y cols., 2002.

El sistema nervioso simpatico mantiene el control de la presion arterial mediante la
regulacion del tono vascular. Este sistema responde de manera inmediata a
cambios de la presion arterial via mecanismos reflejos como el de los baro
receptores aorticos y carotideos. La estimulacion del sistema nervioso simpatico
desencadena la liberacion de noradrenalina de las terminaciones nerviosas
adrenérgicas, la cual produce vasoconstriccion y aumento de la frecuencia
cardiaca. Los mecanismos que regulan la presion arterial en horas y dias, llevan
un control renal (sistema renal-liquidos corporales y el sistema renina angiotensina
aldosterona).
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2.1. El sistema renina angiotensina en el control ¢ ardiovascular.

2.1.1. Sistema renina angiotensina.

Con el tiempo se han logrado avances en el conocimiento del sistema renina
angiotensina y su papel en la fisiopatogenia de la hipertension arterial. En 1970 la
mayor parte de los componentes del sistema renina angiotensina fueron descritos,
asi como su papel en el balance hidrico; es uno de los sistemas vasoconstrictores
mas potentes del organismo. La actividad del sistema renina angiotensina inicia
con la liberacion de renina por el aparato yuxtaglomerular, la cual interactia en la
circulacion periférica con el angiotensindégeno (globulina sintetizada en el higado)
para formar la angiotensina |, que es muy inestable y se desdobla por la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) producida por el endotelio, principalmente en
el lecho pulmonar, en angiotensina Il (All), que tiene un efecto vasoconstrictor en
la circulacion, incluyendo la renal. El sitio principal de accion de la All en el rifion
es a nivel pre y postglomerular, en condiciones agudas es el resultado del efecto
directo de la All a través del receptor y en menor proporcién de una respuesta
miogénica ante la elevacion de la presion arterial, asi mismo puede actuar a nivel
tubular, participando en los mecanismos de reabsorcion y excrecion de sodio.

La formacién de All se encuentra regulada por la renina, es asi que la All inhibe la
expresion de la renina, mientras que los receptores de All tipo 1 (AT1) y tipo 2
(AT2) modulan el efecto del sistema renina angiotensina. Dicho sistema se
conecta con el sistema calicreinas cininas mediante la ECA, la cual inactiva a las
cininas, que tienen el papel de incrementar la produccion de prostaglandinas
renales por estimulacion de la fosfolipasa A2 (Brown y cols., 1976).

Con el surgimiento de medicamentos como el captopril (inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) y los antagonistas de los receptores de
angiotensina Il, se ha aumentado el conocimiento acerca del sistema renina
angiotensina circulante y el local, es asi que Kumar y cols., en el 2007 reportaron
la generacion intracelular de All, siendo considerado un sistema intracrino,
paracrino y enddcrino, donde intervienen otros elementos no descritos
previamente, como son la angiotensina Il (heptapeptido 2-8) que se forma por

accion de la aminopeptidasa A sobre la All, la angiotensina IV (hexapeptido 3-8),

-13 -



producto del efecto de la aminopeptidasa M sobre la All, la angiotensina 1-7
(heptapéptido) formada por tres vias: accion de la ECA2 (enzima convertidora de
angiotensina 2) sobre la All, por efecto de la endopeptidasa neutral sobre la
angiotensina I, o como producto de la angiotensina 1-9 por accion de la ECA o la
endopeptidasa neutral; también se han descrito receptores para angiotensina 1-7
(receptor Mas), angiotensina IV, asi como para prorenina y renina (Fyhrquist,
Saijonmaa, 2008), (Figura 1).

{ Angiotensinégeno ]

CatepsinaG Renina
Tonina

RPR

v

v V

. . ECA2
[Angmtensmal “OW ‘l Angiotensina1-9 ]

Quimasa ECN EPN } ECA& EPN

v A
v | Ecw \
{ Angiotersima Il 8

»| Angiotensinal-7 ] Mas

[ AviPA |
. AT2

[Angidensinalll 8 I

> ATl

AMPM

| Angiotensinalv 38 > AMPRI

Figura 1. Sistema renina angiotensina. RPR, receptor prorenina/renina; Mas,
oncogen mas, receptor para angiotensina 1-7; AT2, receptor de angiotensina tipo
2; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; AMPRI, aminopeptidasa regulada por
insulina; AMPA, aminopeptidasa A; AMPM, aminopeptidasa M; ECA, enzima
convertidora de angiotensina; ECA2, enzima convertidora de angiotensina 2; EPN,
endopeptidasa neutral. Modificado de Fyhrquist y Saijonmaa, 2008.
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2.1.2. Papel de los tipos de angiotensina en el sis  tema renina angiotensina.

Los tipos de angiotensina que forman parte del sistema renina angiotensina son:
angiotensina 1-7, angiotensina 1-9, All, angiotensina Ill y angiotensina 1V,
descritas cada una de ellas a continuacion.

Angiotensina 1-7 (heptapeptido).

La angiotensina 1-7 es generada por accion de la ECA2 sobre la All, asi como por
efecto de otras peptidasas sobre la Al y la angiotensina 1-9; inicialmente se
describié su accion en la liberacion de vasopresina (Schiavone, Khosla y cols.
1988), posteriormente se reportaron acciones contrarias a las de la All, como son
la vasodilatacion y efectos antitroficos y amplificacion de la vasodilatacion
secundaria a la bradicinina; su receptor es llamado Mas, acoplado a proteina G,
(Ferrario, 2006; Santos, Castro, Gava y cols., 2006) y la angiotensina 1-7 también
interactla con el receptor AT1, y algunas de sus acciones pueden ser bloqueadas
con losartdn, otras pueden ser inhibidas con antagonistas del receptor AT2
(Santos, Andrade y cols., 2000).

Angiotensina 1-9.

La angiotensina 1-9, se forma por accion de la ECA2 sobre la angiotensina |, se
localiza en corazén, vasos sanguineos y sistema nervioso, donde modula una via
para la formacion de angiotensina 1-7. Se desconocen otras funciones.
Angiotensina Il (octapéptido).

Es el principal regulador del estado hemodinamico, balance de sodio y liquidos,
remodelamiento cardiovascular y crecimiento celular (Carey y Siragy, 2000). Se
forma por accion de la ECA sobre la angiotensina |, sus efectos son determinados
por su union y activacion de los receptores AT1 y AT2; los receptores AT1 median
vasoconstriccion, sed, liberacion de vasopresina y aldosterona, fibrosis,
crecimiento y migracion celular, generacion de radicales libres, apoptosis celular,
modulacion pro-inflamatoria (Ruiz y cols., 2006) incremento en la secrecion de
insulina (Ramracheya, Muller y cols., 2006), incremento de los triglicéridos
plasméticos (Ran, Hirano, Adachi, 2004), reduccion de la gluconeogénesis y salida
de glucosa hepatica (Assimacopoulos, Blackmore, 1982); por activacién de los

receptores AT2, tiene efectos contrarios a los de AT1, como son vasodilatacion,
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liberacion de 6xido nitrico, inhibicion del crecimiento y proliferacién, asi como
efectos neurotréficos en el sistema nervioso central (Culman, Baulmann y cols.,
2001; Fyhrquist y cols., 2008). La mayoria de los efectos deletéreos de la All sobre
las células del sistema cardiovascular son mediados a traves de la estimulacion
de los receptores AT1, es asi que el bloqueo selectivo y competitivo de dicho
receptor es el principal determinante del mecanismo de accion de los antagonistas
de los receptores ATL1.

Angiotensina Il (2-8 heptapeptido).

La angiotensina Il (Alll) fue descrita desde 1970, es producida por accion de la
aminopeptidasa A sobre la All, sus acciones son similares a las de la All, via
receptores AT1 y AT2, una de las mas importantes es la liberacion de vasopresina
via activacion del receptor AT1 (Zini, Chauvel y cols. 1996), siendo asi que la
infusion de All y Alll en perros conscientes producen un efecto equipotente en la
misma concentraciéon plasmatica, en la presidbn sanguinea, secrecién de
aldosterona, excrecion de sodio y actividad de la renina plasmética, con un efecto
inhibitorio por candesartan, sin embargo la tasa de depuracién metabdlica de la
Alll es 5 veces mayor que la de All, por lo que la All sigue tendiendo un papel
principal en el SRA. (Gammelgaar, Chauvel y cols. 2006 ).

Angiotensina IV (3-8 hexapéptido).

Angiotensina IV (AlV), es producto del efecto de la aminopeptidasa M sobre la Alll,
sus acciones son mediadas por los receptores aminopeptidasa regulados por
insulina (IRAP) y su union al receptor AT4. Interviene en la vasodilatacion renal,
hipertrofia y activacion del NF-K( llevando a un incremento en la expresion del
inhibidor del activador de plaguetas 1 (PAI-1), proteinas quimiotacticas
monociticas (MCP-1), interleucina 6 y factor de necrosis tumoral a (Chai, Peck y
cols. 2004), asi como en el crecimiento de células endoteliales y células de
musculo liso vascular (Fyhrquist, Saijonmaa, 2008). Otros estudios la han
asociado con dafio cardiovascular (Ruiz-Ortega, Esteban y cols., 2007).

Es asi que todos los tipos de angiotensina, algunas mas que otras, desempefian
un papel importante en el sistema renina angiotensina, y por tanto en la

fisiopatogenia de la hipertension arterial. (Figura 2).
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t Angiotensina 1-7 J( Angiotensina Il Anglotensmalll 8 M Angiotensina IV %% ]( Pro-renina J

| ing L

Mas AMPRI RPR
Funcién /Vasoconstric- \ /Vasodilatacién. \ /Activacién del Incrementa la
endotelial. cion. Liberacion de FN-kappa B. contractilidad.
Antihipertréfico Estimulacion del 6xido nitrico. Induccion de Hipertrofia.
Antifibrético. SNC. Antiproliferativo. MCP-1, IL-6, Fibrosis.
Antitrombético. Liberacion de Antihipertréfico. ICAM-1, PAI-1. Apoptosis.

aldosterona. Antifibrético.
Liberacién de Menos arritmias.
APH' ) Antitrombético.
Hipertrofia.
Proliferacion.
Fibrosis.
Estrés
\ ) \oxidativo. / \ / \ / \ /

Figura 2. Efectos funcionales de los péptidos de angiotensina mediado por sus
receptores; Mas, oncogen mas, receptor para angiotensina 1-7; AT2, receptor de
angiotensina tipo 2; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; AMPRI, aminopeptidasa
regulada por insulina. Modificado de Fyhrquist y Saijonmaa, 2008.

2.2. El sistema adrenérgico y su papel en el sistem  a cardiovascular
2.2.1. El sistema adrenérgico y subtipos de recepto res adrenérgicos

a;.

La actividad del sistema nervioso simpatico es modulado por los receptores
adrenérgicos, los cuales son miembros de la familia de receptores acoplados a la
proteina G, median la actividad de la noradrenalina, adrenalina y catecolaminas
endogenas; las cuales actlan como neurotransmisores tanto en el sistema
nervioso periférico como en el central. En 1948, Ahlquist reportdé dos tipos de
receptores adrenérgicos, a y [, posteriormente con el uso de antagonistas y
agonistas selectivos, se demostro la existencia de subtipos de receptores adrenér-
gicos B, que regulan la respuesta en el musculo cardiaco (;) y en el bronquial
(B2),(Furchgott, 1967; Lands y cols, 1967). En 1977, Berthelsen y Pettinger

demostraron la existencia de los receptores a; y a,. McGrath, fue el primero en
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sugerir la division de los receptores adrenérgicos a; en aa Y a1, de acuerdo a su
afinidad al 5-metil urapidil, WB-4101 (Morrow y Creese, 1986) y al antagonista
irreversible cloroetilclonidina (Han y cols, 1987), teniendo mayor afinidad el
receptor adrenérgico a;a por el 5-metil urapidil y WB-4101, mientras que el
receptor adrenérgico a;g a cloroetilclonidina; mediante la clonacion molecular y el
surgimiento de nuevas drogas selectivas se reportaron tres subtipos de receptores
adrenérgicos al: aia, 01 Y 01p (Alexander y Peters, 1999), quienes inicialmente
fueron denominados como aic, Qi Y Qia/0ip O Qia, respectivamente; sus
caracteristicas farmacoldgicas se muestra en la tabla 1 y la afinidad de agonistas y
antagonistas de cada uno de los subtipos de receptores adrenérgicos al, en la
tabla 2. Los receptores adrenérgicos a; estan acoplados a la proteina Gg/l11,
estimulan la actividad de la fosfolipasa C y esta enzima promueve la hidrdlisis del
fosfatidilinositol, produciendo trifosfato de inositol y diacilglicerol, moléculas que
actlan como segundos mensajeros para mediar la liberacion de calcio de los
reservorios no mitocondriales y activacion de la proteina cinasa C respectivamente
(Zhong y Minneman, 1999, Garcia-Sainz y cols, 2000), siendo diferente la eficacia
de activacion de la fosfolipasa C por los subtipos de receptores adrenérgicos a;.
mayor para el aia, intermedio para el a;g y menor para el aip; el a;a y el aig se
pueden acoplar también a la proteina Gal4 y sélo el a;g a la proteina Gal6é (Wuy
cols, 1992). Los receptores adrenérgicos al también activan la afluencia del
calcio, liberacién del acido araquiddnico, activacion de la fosfolipasa D y por la
proteina cinasa mitdgena activada (MAPK) (Zhong y Minneman, 1999; Guimaraes
y Moura, 2001). Estudios in vitro, han reportado en mamiferos, que la contraccion
del madsculo liso vascular es secundario a la activacion de los receptores
adrenérgicos az; en el perro se han localizado los receptores adrenérgicos a; en
las arterias: aorta, femoral, mesentérica, renal y esplénica (Shi y cols., 1989,
Daniel y cols., 1999); en la rata en la arteria: aorta, carotida, mesentérica, renal y
caudal, (Tabla 1 y 2) (Han y cols., 1990; Villalobos-Molina y cols., 1996), y en el
humano en arterias: aorta, carétida, femoral, iliaca, mamaria, celiaca, hepatica,
mesentérica, renal, pulmonar, coronaria derecha e izquierda (Rudner y cols.,

1999). De forma mas especifica, el receptor adrenérgico a;a Se encuentra en
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vasos deferentes, uretra, glandulas submaxilares, mesentérica, caudal e iliaca; el
receptor a;g, en: bazo, higado, porta y mesentérica; y el receptor adrenérgico a;p,

en aorta, carétida, iliaca, femoral, renal y mentérica superior (Piascik y cols.,
2001).

Vasos

deferentes,
uretra, glandula A61603
submaxilar,

mesentérica,

caudal, iliaca.

Arterias: aorta,

carétida, iliaca, Noradrena-

A1aD, A1A
femoral, renal, lina

mesentérica

superior.

Tabla 1. Caracteristicas de los subtipos de receptores adrenérgicos aj.
Modificado de Piascik y cols, 2001.
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FARMACOS SUBTIPO aa (pKi) SUBTIPO a3z (pKi) SUBTIPO ayp (pKi)
BMY 7378 6.28 +0.10 6.2+0.03 8.2+0.06

5-MU 8.66 +0.1 6.87 +0.1 7.46 0.2
TAMSULOSIN 10+0.1 8.97 0.2 9.69 0.3
NOREPINEFRINA 4.41+0.10 5.50 +0.15 6.63 +0.06
FENILEFRINA 4.14+0.22 5.21+0.08 5.79 +0.06
A61603 75+0.01 58+0.14 5.9 +0.01

RS 100329 96+0.1 75+0.1 7.90.01

Tabla 2. Afinidad de agonistas y antagonistas de los subtipos de receptores

adrenérgicos aj.

2.2.2. Papel de los subtipos del receptor adrenérgi co a; en la funcion
cardiovascular.

Una vez que se demostré la existencia de los tres subtipos de receptor
adrenérgico a; (aia, 018 Yy 0ip), muchos investigadores han enfocado sus
proyectos a la busqueda de dichos subtipos en ciertos vasos sanguineos y a
determinar su papel en patologias cardiovasculares incluyendo la hipertension.
Estudios in vivo han demostrado la participacion de los subtipos de receptores
adrenérgicos a; en la regulacion de la funcién vascular periférica (McGrath y cols.,
1982), pero no se ha establecido completamente el papel de cada uno de ellos.
Los receptores adrenérgicos a;g Se han asociado con la regulacion del crecimiento
del musculo liso vascular y los a;a con la limitacién de dicho crecimiento (Siwik y
cols., 1996; Chen y cols., 1995). Evidencias cada vez mas numerosas han
demostrado que los receptores adrenérgicos a;p tienen un papel predominante en
la contraccidn de las arterias: aorta, cardtida, mesentérica, iliaca, femoral y renal

(Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Villalobos-Molina y col., 1997). Asi mismo, la
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expresion funcional de los receptores adrenérgicos a;p €en la vasculatura sistémica
in vivo tienen un papel importante en el control de la presion arterial (Ibarra y col.,
1997; Zhou y Vargas, 1996), teniendo actividad constitutiva en arterias; tal
actividad no parece ser una caracteristica de los receptores adrenérgicos Qia
(Gisbert y col., 2000; Ziani y col.,, 2002). Resulta interesante que la actividad
constitutiva de los receptores adrenérgicos oj;p esta aumentada en tejidos
vasculares provenientes de animales hipertensos (Gisbert y col., 2002); por lo que
este subtipo esta funcionalmente relacionado con la génesis y mantenimiento de la
hipertension arterial, ya que se ha demostrado que su expresion funcional
aumenta con la edad (Ibarra y col., 1997), asi como la expresion del RNA
mensajero y sus proteinas son mayores en animales espontdneamente
hipertensos (SHR) aun antes del desarrollo del proceso hipertensivo (Godinez-
Hernandez y col., 2006; Villalobos-Molina, 1999).

2.2.3. Papel de los receptores adrenérgicos  ajp en la hipertension arterial.

Los receptores adrenérgicos al son los principales efectores del sistema nervioso
simpatico para regular el flujo sanguineo, la presion arterial y el crecimiento celular
(Chalothorn D, Mccune D, y cols., 2003; Garcia-Sainz y cols., 1999), se
encuentran distribuidos en la vasculatura periférica, el subtipo mas estudiado es el
a;p formado por 560 aminoacidos en la rata y 572 en humanos; se le ha
localizado en las arterias aorta, carétida, iliaca, femoral, renal y mesentérica
superior. Son constitutivamente activos (Garcia-Sainz y cols, 1999; Gisbert y cols.,
2000), su actividad constitutiva es capaz de mediar la contraccion del musculo liso
vascular. Esta actividad, se manifiesta tras un estimulo adrenérgico, cuando éste
desaparece, evita cambios bruscos en el calibre de los vasos de conductancia y
por lo tanto el flujo sanguineo a través de ellos. Se ha determinado un aumento
funcional de estos receptores adrenérgico en los vasos de resistencia de SHR, la
consecuencia de ésto, es un incremento significativo en el tiempo necesario para
recuperar el tono basal, posterior a un estimulo adrenérgico, lo que mantiene el
tono de las arterias de resistencia patologicamente elevado, y podria causar o

mantener la hipertension. Son localizados en el compartimento intracelular
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(Mccune y cols., 1999), se ha demostrado que junto con los receptores
adrenérgicos a;g forman heterodimeros, pero no con los aza, Su union con los ag
controla su expresion y funcién en la superficie y no depende de su acople a la
proteina G. Se ha propuesto que dicha unidon promueve su expresion en la
superficie y un incremento en su unién al calcio intracelular liberado, pero
frecuentemente no son identificados farmacol6gicamente en tejidos nativos
cuando se coexpresan con los receptores adrenérgicos aig, ya que forman una
sola entidad funcional con un perfil farmacolégico nuevo (Hague, y cols., 2003,
2005). Ratones sin el gen para el receptor adrenérgico a;p presentan disminucién
en la presion arterial y en la respuesta presora a norepinefrina (Tanoue y cols.,
2002), por lo que estos receptores adrenérgicos median la contraccion también en
arterias (aorta, cardtida y mesentérica) de ratas adultas SHR (Villalobos-Molina y
cols., 1996). En ratas SHR a quienes se les administra BMY 7378 (antagonista de
los receptores adrenérgicos aip) el efecto presor a fenilefrina es desplazado mas
que en ratas control; lo que sugiere su participacion en la patogénesis y el

mantenimiento de la hipertension (Villalobos-Molina y cols., 1999).

3. El sistema renina angiotensina y el sistema nerv  i0so simpatico.

3.1 Modulacion de respuestas vasculares adrenérgica s por la angiotensina Il.
Diversos grupos de investigacion han estudiado la interaccion entre el sistema
renina-angiotensina y el sistema simpatico adrenérgico, y su implicacion en la
patogénesis de la hipertension arterial. En el sistema cardiovascular los receptores
adrenérgicos a; regulan la contractilidad del masculo liso vascular y el masculo
cardiaco, razon por la que se les ha asociado con la hipertension arterial y el
desarrollo de hipertrofia cardiaca y arritmias secundarias a isquemia. Existe
evidencia de que la All tiene interacciones de tipo sinérgico con otras sustancias
vasoactivas enddgenas, lo cual podria explicar, al menos en parte, su importante
participacion en la fisiopatologia de la hipertension arterial. En este sentido,
estudios in vitro (Laher et al., 1990) e in vivo (Clough et al., 1983; Reams y Bauer,
1987) han demostrado que la All es capaz de amplificar las respuestas

vasoconstrictoras producidas por la noradrenalina, y que la inhibicién
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farmacologica de la ECA con captopril reduce las respuestas presoras inducidas
por agonistas adrenérgicos a en ratas descerebradas y desmeduladas (De Jonge
et al.,, 1982, 1983; Grant y McGrath, 1988; Tabrizchi y Triggle, 1994). En
concordancia con estas observaciones, se reportdé que la infusibn de dosis
subpresoras de All amplifico las respuestas presoras inducidas por el agonista
adrenérgico a,, fenilefrina, en ratas anestesiadas intactas y simpatectomizadas, y
que éste efecto de la All fue bloqueado selectivamente por un antagonista de los
receptores AT; (Marano y Argiolas, 1994). Es asi, que la All facilita la
neurotransmision simpatica en diversos sitios, como la médula adrenal, el sistema
nervioso central, ganglio simpatico y terminales nerviosas noradrenérgicas
presinapticas, ademas la estimulacién del sistema nervioso simpatico produce
secreciéon de renina y por lo tanto produccién de All (DiBona, 1989). Con base en
estas observaciones es posible que el octapéptido produzca un efecto amplificador
de las respuestas vasoconstrictoras sistémicas adrenérgicas d;. Esta accion
amplificadora de la All podria deberse a una interaccion del péptido con
los receptores adrenérgicos a y/o con sus vias de sefializaciéon (Henrion et al.,
1992) o a una accion indirecta que incluya la formacion de productos secundarios.
Con respecto de esta ultima posibilidad, se ha demostrado que la activacién del
receptor AT; a nivel renal genera prostaglandinas vasodilatadoras (E; e I,) que
contrarrestan los efectos vasoconstrictores predominantes de la All (Attallah y col.,
1982). Asimismo, la estimulacion del receptor AT, se ha asociado con la activacion
de un mecanismo vasodilatador muy importante que incluye la generacion de
bradicinina, ON y GMP ciclico (Carey y col., 2000a,b; Siragy y Carey, 1996). El ON
contribuye a la regulacion del flujo sanguineo regional y es sintetizado en el

endotelio para mantener la resistencia y el tono vascular (Zanzinger y col., 1996).

3.2. Interaccion de la angiotensina Il con los subtipos del receptor
adrenérgico a; Yy su posible papel en la hipertensién arterial.

Existe evidencia de que la All es capaz de inducir la transcripcion y expresion de
receptores adrenérgicos al en células de musculo liso vascular. Desde 1962 se

reportd que las arterias de pacientes y animales hipertensos tienen mayor masa
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muscular que los normotensos (Furuyami, 1962), lo que pudiera proporcionarle a
dichos vasos un incremento en su resistencia y una mayor fuerza de contraccion,
como fue observado en arterias mesentéricas de ratas SHR por Mulvany y cols,
en 1978; en ratas con hipertension de Goldblatt también se ha referido un
incremento en la masa del musculo liso en la aorta, secundario a hipertrofia y no
hiperplasia de células de musculo liso, con un incremento en el DNA, comparado
con ratas normotensas (Owens y Schwartz, 1983), otros estudios reportaron que
la hipertrofia de la capa media de la aorta es controlada por incremento de la
presion arterial, pero otros factores juegan un papel importante en el control en el
namero de células de masculo liso vascular, en relacion a ello, Owens y cols., en
1985 demostraron que el tratamiento con antihipertensivos como hidralazina,
reserpina y clorotiazida previenen la hipertrofia, pero no el incremento en el
namero de células de musculo liso en la aorta toracica de ratas SHR adultas,
ademas que el incremento en el poliploidismo de las células de musculo liso y la
hipertrofia medial no se presentan en ratas SHR prehipertensas, pero ocurre
después de que la presion arterial se ha incrementado, por lo que la hipertrofia
medial de la aorta es una respuesta de adaptacién al estrés de la pared o al
incremento de la presion arterial. Los mismos autores, dos afos después
describieron que el efecto del captopril (inhibidor de la ECA) en la hipertrofia
medial y el numero de células de muasculo liso es secundario a una disminucion en
la presion arterial dependiente del efecto de la All, la cual interviene en el control
del crecimiento vascular (Owens y cols., 1987). A pesar de que las ratas SHR no
son un modelo de hipertensién dependiente de renina, Tripodo y cols., en 1987,
refirieron una mayor actividad de la renina vascular en este tipo de ratas que en
controles, por lo que el incremento en los niveles de All en la pared vascular
puede tener un papel importante en el crecimiento vascular, directamente sobre el
musculo liso vascular o de forma indirecta incrementando la actividad simpatica

(Antonaccio y Kerwin, 1981).

Es en 1995, cuando Hu y cols, demostraron un incremento en el nimero de
receptores adrenérgicos al en células de musculo liso vascular pretratadas con

fenoxibenzamina (antagonista irreversible de los receptores adrenérgicos aj) y
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posteriormente tratadas con All durante 24hrs; ademas la All increment6 el efecto
de las catecolaminas como la fenilefrina en el crecimiento de células de musculo
liso vascular de aorta de rata. La estimulacién de los receptores adrenérgicos aip
con noradrenalina produce hipertrofia de células de musculo liso en la aorta
aislada de rata (Chen y col., 1995), asi como de la pared vascular in vivo (Erami y
col.,, 2002). Dosis altas de captopril inhiben la hipersensibilidad de vasos de
resistencia a fenilefrina (Chen y cols., 1995). Diversos estudios han demostrado
que la All induce un incremento en la sintesis de proteinas de glandulas
adrenales, de musculo cardiaco, y la hipertrofia de células de musculo liso de
aorta (Gill, 1977; Owens y cols., 1986); por lo que las catecolaminas y los nervios
simpaticos pueden tener un papel importante en el control del crecimiento de las
células del musculo liso vascular tanto in vitro como in vivo, ya que la All puede
activar el sistema nervioso central, facilitar la neurotransmisién adrenérgica
periférica, inhibir la recaptura de noradrenalina y potenciar la respuesta postunion
de las células de musculo liso vascular a la estimulacién de los receptores
adrenérgicos a;. Estudios recientes reportaron que el octapéptido (All) puede
inducir la expresion de receptores adrenérgicos aj;p en células de musculo liso
vascular, y que este efecto se ve revertido al inhibir la sintesis de All con captopril
(Godinez-Hernandez y col., 2006). Adicionalmente, se reporté que la All no tuvo
efecto sobre los niveles de RNAm de los receptores adrenérgicos aig Y Qip,
mientras que disminuyo la expresion del RNAmM del receptor adrenérgico aja en
miocitos cardiacos de ratas neonatas (Li y col., 1997). Este efecto de la All fue
dependiente del tiempo y de la concentracion del péptido, fue mediado por el
receptor ATy, y se relacioné con una disminucion de la estabilidad del RNAm (Li y
col., 1997). La expresion del gen y la proteina del receptor de angiotensina AT1
vascular son regulados por los niveles de noradrenalina libre, y la regulaciéon a la
baja del gen y la proteina del receptor de angiotensina AT1 inducida por la
noradrenalina, es mediada por activacion de los receptores adrenérgicos a;
(Young D y cols., 1997). Clements y Faber en 1997, reportaron que el contenido
del RNAm para el receptor adrenérgico a;p en células de musculo liso de aorta

presentd disminucion dependiente de la concentracién de angiotensina en un en
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periodo de 3 horas, pero en un tiempo de 24 horas se retornaba a los niveles
control, asi mismo se presentd una disminucion en el RNAm del receptor
adrenérgico ajg, pero continu6 bajo a las 24hrs, dicha disminucién asi como la
hipertrofia presentada fue bloqueada por losartan, antagonista del receptor de
angiotensina AT1; sugiriendo que la All y la presion intravascular interactian para
modificar el crecimiento celular y la expresion de los receptores adrenérgicos aig

en el musculo liso vascular.

A pesar de la evidencia, que inicialmente fue controvertida, aun se requiere de
mayor estudio, para establecer el papel de cada uno de los subtipos de receptores
adrenérgicos al y su interaccién con la All, como factores importantes en la
fisiopatogenia y mantenimiento de la hipertension arterial, no sélo en una fase
aguda, como lo refieren la mayor parte de las publicaciones, si ho también en una

fase cronica.

4.Eicosanoides en la hipertension arterial.

4.1. Metabolismo y sintesis de los eicosanoides.

Se ha reportado que un desequilibrio entre los eicosanoides vasoconstrictores y
dilatadores, pueden tener un papel importante en la fisiopatogenia de la
hipertension, incluyendo la de origen renovascular, por lo que en este apartado se

tratara sobre éstos.

Se denomina eicosanoides a las prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y
productos de la lipooxigenasa y epooxigenasa; son derivados oxigenados de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga(20-carbonos), siendo el principal el
acido araquidonico (C20:4,W ). Dichos &cidos pueden ser sintetizados a partir de
acidos grasos esenciales de la dieta en gatos y perros. Los &cidos grasos
poliinsaturados se encuentran incorporados en la membrana fosfolipida de todos
los tejidos; en el plasma y el agua intracelular las concentraciones de acido
araquidonico son bajas. Un estimulo especifico en un organo lleva a un
incremento transitorio en el acido araquidonico citosodlico por activacion de la

fosfolipasa A2 o de otras fosfolipasas, que incluye receptores ligados a la All, a
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norepinefrina y en la disrupcion mecanica de las células. Una vez liberado el
araquidonato puede ser oxigenado por uno de los siguientes tres sistemas
enzimaticos; la ciclooxigenasa formando un endoperoxido, PGH,, mientras que la
lipooxigenasa forma acidos hidroxieicosatetraenoico y leucotrienos, y la

epooxigenasa citocromo p-450 forma epoéxidos. (Figura 3).

( Fosfolipidos de la membrana celular ]

[ Fosfolipasa ] lT [ Aciltransferase ]

HETES,
4_[ Acido araquidénico ]—> leucotrieno

[Enooxiqenas ] [ Lipooxigenas ]

[ Ciclooxigenas ]

[ Pec,. PGE, |

[ Sintasa de prostacicli ] l [ Sintasa de Tromboxa ]

/

v [ PGB, PGD;, PGF. ]
' '

[ 6-cetc-PGF, ] [ TXB, ]

Figura 3. Cascada del acido araquiddnico, PG: prostaglandina, TX: tromboxano,
HETES: &cido hidroxieicosatetraenoico.

La ciclooxigenasa esta localizada cerca del reticulo endoplasmico rugoso. La
prostaglandina H, es metabolizada por enzimas especificas de tejido a
prostaciclina (PGIl,), TXA, (tromboxano A;), PE,, PD,, y PGF,. En el endotelio
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predomina la PGl,, el aumento de peroéxidos lipidicos pueden inhibir la sintesis de
PGl,, las plaquetas pueden metabolizar prostaciclina. La protaglandina H, puede
ser metabolizada a PGE,, PGD, o PGF,, por isomerasas especificas. La sintasa
del TX es una hemoproteina p-450 citosdlica, mientras que la sintasa de
prostaciclina estéd localizada cerca de la membrana plasmatica y la membrana
nuclear. La lipooxigenasa y la epooxigenasa microsomal estan presentes en
algunas células, incluyendo el rifidn. Las prostaglandinas y el TXA; son dificiles de
cuantificarlas en la sangre, ya que presentan hidrélisis espontanea, es asi que el
TXA, y TXB, tienen una vida media de 30 segundos, la PGl, y 6-ceto PGFq4
tienen una vida media de 3 minutos (Marcus AJ, Weksler BB y cols., 1980;
Sacerdoti D, Escalante B, y cols., 1989; Wilson T y cols., 1990). Para cada
prostaglandina y tromboxano se han identificado sus metabolitos urinarios que
estiman la sintesis corporal total del compuesto aparente, por lo que actualmente
se puede medir la tasa de excrecion de los metabolitos de la PGI, y el TXA; en
orina: 2,3-dinor 6ceto-PGF14 y TXB, (FitzGerald y cols., 1981).

Los eicosanoides se pueden clasificar de acuerdo a sus acciones farmacoldgicas
en:

- Los que afectan la hemostasia mediada por plaquetas.
- Las que madifican el flujo sanguineo o la funcién del muasculo liso.

- Los que alteran la liberacion o accién de otros sistemas efectores, y los que

afectan la integridad celular (efecto citoprotector).

- Los eicosanoides pueden tener efectos biolégicos opuestos, como en el
caso del TXA, que es un potente vasoconstrictor y agregante plaquetario,
mientras que la PGIl, es un vasodilatador que ademas previene la

agregacion plaquetaria.

La activacion del receptor de tromboxano plaquetario causa activacion de la
fosfolipasa C, incrementa el trifosfato de inositol intracelular, el calcio intracelular y
una inhibicion secundaria de adenilatociclasa. La prostaciclina incrementa la
actividad del adenilatociclasa y el adenosin 3":5-monofosfatociclico (AMPc) el
cual lleva a una disminucién en la concentracion de calcio intracelular (Halushka
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PV, Mais DE,y cols., 1989).

4.2. Eicosanoides y funcion renal.

La corteza y la médula renal contienen todos los componentes de los sistemas
eicosanoides: precursores de &cidos grasos poliinsaturados, enzimas de
degradacion y sintéticas, y receptores, la arteriola aferente produce PGl,, PGE; y
TXA,, y las células intersticiales y conductos colectores PGE, (Morrison y cols.,
1969). La infusion de &cido araquidonico en la arteria renal de muchas especies
produce vasodilatacion renal, que es abolida con la administracion de
indometacina. Cuando un rifidn esta bajo estrés vasoconstrictor, la sintesis de
prostaglandinas es incrementada para ayudar a mantener el flujo sanguineo renal
y la tasa de filtracion glomerular; cuando la sintesis de prostaglandinas se bloquea
el flujo sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular pueden disminuir

importantemente.

La posibilidad de que los eicosanoides puedan actuar como vasoconstrictores
renales, fue sugerido por primera vez por Morrison y cols., en 1969, la obstruccion
de un uréter del rifidn de un conejo y modifico la produccion de TXA,, en contraste
con la contraparte no obstruida, estudios posteriores reportaron que el incremento
en la sintesis de TXA; se correlacionaba con una infiltracion del dafo renal con
células mononucleares. Sin embargo, un rifibn normal puede producir TXA,, y este
puede contribuir a la resistencia vascular renal; mientras que la vasodilatacion
renal secundaria al uso de furosemida y otros diuréticos de asa es prostaglandina-
dependiente, sobre todo de PGI,. La furosemida intravenoso incrementa la
disponibilidad del &cido araquidonico para la ciclooxigenasa por estimulacién de la
fosfolipasa (Okegawa y cols., 1983), valorado por el incremento en la excrecion
de los productos por la hidrdlisis, 6-ceto-PGFa y disminucion en la resistencia
vascular renal, sin embargo, la furosemida oral o dosis bajas intravenosas causan
natriuresis, pero no incrementan la excrecién de eicosanoides o el flujo sanguineo

renal.
La All estimula la sintesis de eicosanoides renales, los eicosanoides renales

-29 -



pueden afectar la liberacion de renina, los baroreceptores y la macula densa
también, el tercer mecanismo es la estimulacién B-adrenérgica, que parece ser un
mecanismo independiente de la sintesis de prostaglandinas (Barchowsky y cols.,
1984). No hay informacién en relacion al TXA; en la liberacion de la renina, pero
puede incrementar el calcio intracelular y la inhibicién de la liberacion de renina

por calcio (Fray y col., 1983).

Se ha reportado que altos niveles de eicosanoides disminuyen la excrecion de
agua y sodio, se ha aceptado que los antiinflamatorios no esteroideos provocan
modesta retencion de sodio y que la presion de natriuresis es menos dependiente
del incremento de la sintesis de PGE, medular renal. Las prostaglandinas renales
parecen tener un pequefio efecto en el balance de sodio a la ingesta diaria en la
dieta y en ausencia de vasoconstrictores, ya que en presencia de
vasoconstrictores por estrés la sintesis de prostaglandinas o la produccion

combinada de eicosanoides pueden afectar la excrecion de sodio.

4.3. Papel de los eicosanoides en la hipertension a  rterial.

En la hipertension arterial, por el incremento en la resistencia vascular periférica,
se ha pensado en un desequilibrio entre los eicosanoides vasoconstrictores y
vasodilatadores. Estudios de contraccion vascular han reportado un incremento de
la PGIl, en animales hipertensos (Pace y cols., 1978) dicha prostaglandina
disminuye o regresa a valores normales en vasos protegidos de hipertension
arterial por un clip, sugiriendo que el incremento en su sintesis no es especifica de
la reaccion a la hipertension. Martineau y colaboradores en 1984, demostraron
que la dieta alta en sal produce un incremento en la sintesis corporal total de PGl,
en ratas resistentes a hipertension inducida por sal; en ratas sensibles a sal falta
mostrar este incremento compensatorio, por lo que se ha sugerido que la causa
mas frecuente del incremento en la sintesis corporal total de PGIl, y TXA, es por

la activacion plaquetaria secundaria a un dafio en vasos de gran tamafio.

La vasoconstriccion funcional caracteristica de la hipertension ocurre en el rifion,

igual o mayor que en otros vasos; algunos estudios en humanos (Hollenberg y
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cols., 1981) y en SHR sugieren que la vasoconstriccion renal precede a la
hipertensidn; un posible mecanismo es un incremento en la reabsorcion del sodio
tubular causado por una presion capilar peritubular reducida, consecuencia de una
alta fraccion de filtracion (Romero y cols., 1988; Arendshortst y cols., 1979). Es asi
que se esperaria encontrar una deficiencia en el tono vasodilatador o un
incremento excesivo en la sintesis de eicosanoides vasoconstrictores en riflones
de animales hipertensos. Shibouta y cols., en 1981, encontraron que las
rebanadas de corteza renal de SHR jovenes en el estadio de prehipertension
produjeron mas TXA; que aquellas ratas Wistar Kyoto controles, 6 afios después
Kawaguchi, confirmé esto y encontraron menor incremento en la sintesis de PGly,
la tasa en la sintesis de eicosanoide vasoconstrictor (TXA,) y vasodilatador (PGl,)
fue incrementada. Wilson y cols., en 1990, encontraron en un estudio en humanos
ancianos (50-70 afios de edad), con presiones arteriales de 130/80mmHg
excretaban mas TXB, después de recibir furosemide que personas jovenes (20-30
aflos de edad) que mantenian presiones arteriales de 110/68mmHg, por lo que
probablemente el incremento en la producciéon del TXA, renal contribuye al

incremento en la resistencia vascular renal que fue observada con la edad.

4.4. Alteraciones en la produccion y funcién de pro staglandinas en la
hipertension arterial.

Diversos estudios han demostrado que la sintesis de prostaglandinas puede estar
alterada en la hipertension arterial. Por ejemplo, se ha reportado que, de manera
paralela a un incremento en el nimero de receptores a All, se observa una menor
produccion basal de prostaglandinas vasodilatadoras, asi como una menor
producciéon de PGl; inducida por angiotensina-(1-7), en células de musculo liso de
SHR (Jaiswal y col.,, 1993). Asi mismo, se ha reportado que el blogueo
farmacologico de receptores a prostaglandinas vasoconstrictoras, como el TXA, y
los endoperédxidos (TxA./PGH,), produce un descenso significativo de la presion
arterial en ratas con hipertension secundaria a coartacion de la aorta, y este efecto
se correlaciond con una elevada actividad de renina plasmatica sugiriendo asi que

dichos prostanoides contribuyen al aumento de presién arterial en formas de
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hipertension dependientes de angiotensina (Lin y col., 1991; Mistry y Nasjletti,
1988). Este mecanismo presor mediado por prostanoides vasoconstrictores
parece estar en contraposicion con un mecanismo vasodilatador también mediado
por prostaglandinas (posiblemente del tipo I, y E;) (Lin y col, 1991). Los
receptores a TxA; y PGH, manifiestan una elevada expresién en rifidn, vasos
sanguineos y el endotelio vascular, entre otros (Welch y cols., 1996). Estos
receptores han sido implicados en varios modelos experimentales de hipertension,
en los que median respuestas a prostaglandinas vasoconstrictoras producidas en
los rifilones y vasos sanguineos de ratas con varias formas de hipertension (Luft y
col., 1989; Wilcox y col., 1996). En vista de que la All constituye un estimulo
fisiol6gico para la produccién de TxA,; y PGH; (Luft y col., 1989; Wilcox y Welch,
1990), es posible que, como ya se mencion0, el aumento de presion arterial en
formas de hipertension dependientes de angiotensina se explique, al menos en
parte, por la produccion de TxA, y PGH, y su efecto sobre el masculo liso vascular
(Lin y col., 1991; Mistry y Nasjletti, 1988). De hecho, existe evidencia de una
sobreproduccion de prostaglandinas vasoconstrictoras en varios modelos de
hipertensidon como el Goldblatt (2-rifiones, un clip; Wilcox y col., 1996), la SHR
(Purkerson y col., 1986) y la rata infundida con angiotensina (Luft y col., 1989). Por
otro lado, durante la hipertension parece existir una actividad vasodilatadora
anormal de agentes que estimulan la via del AMP ciclico (Chatziantoniou y
Arendshorst, 1992), como las prostaglandinas I, y E, (Chatziantoniou y col., 1993),
lo cual puede deberse a un defecto en el acoplamiento de sus receptores a la
subunidad Gs (Ruan y col., 1999). Es probable, que los mecanismos que sufren un
desequilibrio durante la hipertensién, especialmente la que depende de
angiotensina, incluyan a los receptores a prostaglandinas vasoconstrictoras (TxA;
y PGH;) y vasodilatadoras (I, y E). Adicionalmente, es posible que el efecto
modulador de la All sobre las respuestas vasculares adrenérgicas involucre la
participacion de prostaglandinas vasoconstrictoras y vasodilatadoras (Figura 4). El
estudio de la interaccion potencial entre la All, las prostaglandinas y el sistema
adrenérgico vascular adquiere mayor relevancia en modelos de hipertension

arterial, particularmente los que dependen de angiotensina.
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Como ya se sabe el AMPc es un 2do. mensajero de secretagogos de renina, como
la norepinefrina, en las células granulares del aparato yuxtaglomerular y que el
incremento en la concentracion intracelular de AMPc induce la secrecion de renina
(Kurtz 1999). La PGE; actua a través de 4 subtipos de receptores, los EP1, EPy,
EPs; y EPy4, y PGI, que actua sobre el receptor IP; la estimulacion del EP,y EP, e
IP incrementa la concentracion de AMPc, sugiriendo que estos receptores podrian
mediar la sefial estimulante para la secrecion de renina. En sentido opuesto, la
estimulacion del EP; y EP3; conduce a un incremento en la concentracion de Ca.
intracelular y una disminucion en la en la concentracion intracelular del AMPc
respectivamente (Ushikubi y cols., 1995; Narumiva y cols., 1999), lo que sugiere
que la PGE, y PGI, son mediadores de la secrecion de renina actuando
directamente sobre las células granulares, mientras que sus acciones in vivo en la

regulacion de la secrecion de la renina no se conocen.

Fosfolipidos de la membrana celular
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Norepinefrina
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Figura 4. Relacion entre el estimulo vasoconstrictor por norepinefrina o All,

vasodilatador (PGIl,) y vasoconstrictor (TXA,).

-33-



Boulanger y cols en 1993, hacen referencia a la posibilidad de un aumento en la
expresion de la COX-1 (ciclooxigenasa-1) como responsable del incremento en la
sintesis de prostaglandinas y PGH, (endoperoxido), ya que se ha demostrado que
la interleucina 2 incrementa la expresion de la COX-1 y las contracciones
dependientes del endotelio al acido araquidonico, ademas de que Ge y cols. en
1995, demostraron incremento en la expresion de la COX-1 en aortas de SHR. A
nivel renal los cambios en la sintesis de proteinas han sido asociadas con el
desarrollo de la hipertension (Xiang y cols., 1992) y un incremento en la capacidad
de respuesta vascular a All en ratas hipertensas (Vazquez y cols., 1999), es asi
que estos mismos autores sugirieron en el 2000, que durante el desarrollo de la
hipertension se incrementa la expresion del RNAm de la COX-1, posteriormente la
actividad de la COX-1 y el metabolismo del acido araquidonico estd aumentado,
llevando a un incremento en la produccion de prostaglandinas vasoconstrictoras
que median la capacidad al acido araquidonico u otros agonistas vasculares el

aumento en las resistencias vasculares periféricas.

5. Hipertensién renovascular.

La hipertensién renovascular es la forma de hipertension secundaria mas
frecuente, con una prevalencia del 2 al 20%, producida por una 0 mas
condiciones que interfieren con la circulacién arterial hacia el parénquima renal,
generando isquemia; la disminucién del flujo plasmatico renal por enfermedad
arterial oclusiva (ejemplo: coartacion de aorta, estenosis de la arteria renal),
genera la activacion del sistema renina angiotensina-aldosterona, agregandose
posteriormente disfuncion endotelial, vasoconstriccion y retencion salina. Para que
se presenten los cambios hemodinamicos se debe tener una estenosis
(disminucién del calibre del vaso) entre el 80-85%, por lo que la presion de
perfusion renal se reduce, la pérdida de presion de distension o estiramiento de la
arteriola aferente produce un gran aumento de la secrecion de renina, con la
finalidad de desencadenar mecanismos intrarenales para restaurar el flujo
sanguineo. La renina liberada por las células granulares del aparato

yuxtaglomerular que revisten la pared de las arteriolas aferente es controlada por
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tres mecanismos: cambios en el tono vascular, cambios en la entrega tubular de
sodio a la méacula densa y nervios simpaticos renales, estos sistemas pueden
interactuar fisiolégicamente; algunas hormonas o autacoides también pueden
tener influencia en la liberacion de renina (Garovic y cols., 2005). Estudios en
modelos experimentales y humanos indican que existen mdultiples mecanismos
que contribuyen a la elevacion de la presion arterial a largo plazo en presencia de
una estenosis de la arteria renal, como la activacion del sistema renina
angiotensina, del sistema nervioso simpatico, liberacion de endotelina y
alteraciones en la produccion de o6xido nitrico. Los mecanismos difieren
dependiendo de si uno o ambos rifiones estan afectados por la lesiéon vascular; el
modelo experimental de hipertension renovascular fue desarrollado por Goldblatt y
publicado en 1934, el modelo lleva su hombre y consiste en la colocacién de un
clip alrededor de una arteria renal, disminuyendo el flujo sanguineo del rifidn
afectado; la estenosis unilateral de la arteria renal (>50% en ratas y 75% en
perros), ha sido denominado modelo de dos rifiones un clip, cuando el rifién
contralateral es removido se le conoce como modelo de hipertension un rifién un
clip. Martinez y cols., en 1991, describieron la fisiopatologia del modelo
experimental dos rifiones un clip, que se caracteriza por presentar tres fases:
temprana, intermedia y tardia. Los niveles de renina varian de acuerdo a las fases,
dichas variaciones pueden estar parcialmente relacionadas a los balances de
volumen y de sodio; en ratas el pico de renina se produjo entre las semanas 1y 4,
retornando a valores normales en la fase tardia, asi mismo la presion arterial
también aumento6 y fue maxima en la fase tardia (36 semanas). En relacién a esta
secuencia, la actividad de la renina plasmética en humanos con hipertension
renovascular no es clara, por lo que se ha sugerido que el papel del sistema
renina angiotensina aldosterona en el mantenimiento de la hipertension arterial
disminuye con el tiempo. Dentro de las primeras horas de la colocacién del clip, se
produce un aumento de la presion arterial, la renina plasmaética y los niveles de
All, durante la primera semana, las ratas muestran un balance negativo de sodio,
hay una reduccion importante de la excrecion de sodio en el rifion con clip y un

aumento en el rifidn contralateral a pesar de los niveles de filtracion similares. El
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aumento de la presion arterial en esta fase es independiente a la ingesta de sal.
Después de 4 a 12 semanas, la hipertension entra en una fase intermedia, donde
puede existir un retorno a niveles normales de la renina plasmatica y de la
angiotensina. Algunos reportes han mostrado solo un minimo efecto de la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina en la presion arterial, sin
embargo, la presion arterial se normalizé cuando las ratas fueron tratadas con
losartan durante 3 dias. La mayoria de los estudios muestran que los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina o los antagonistas de los receptores de
angiotensina disminuyen la presion arterial en esta fase, mientras que en la fase
tardia, se reporta un nivel plasmatico normal de renina y angiotensina con balance
de sodio normal, algunas ratas desarrollan hipertensibn maligna asociada con
deplecion crénica de sodio y niveles elevados de renina plasmatica; en estas
ratas cronicas la reduccion aguda de la angiotensina con tratamiento, presento un
efecto moderado, mientras que cuando se administré losartan por 72hrs, la
presion arterial se redujo significativamente, pero no se llegé a normalizar por
completo. Todos estos estudios sugieren que el sistema renina angiotensina
mantiene la presion arterial en todas las fases del modelo de hipertension dos
riflones un clip, pero existen factores adicionales que contribuyen a la hipertension
en la fase tardia, dichos mecanismos probablemente estén en relacién con la
actividad simpética, hormonas, cambios estructurales, funcionales en los vasos
sanguineos y el rifion. Los cambios en la actividad simpatica renal, pueden
contribuir a la liberacion de renina como respuesta a una caida de la presion de
perfusion en la estenosis de la arteria renal. Hay diferencias en cuanto al origen de
dicha actividad simpatica, estudios en animales sugieren que los niveles elevados
de All inducen la actividad adrenérgica, otros que los nervios aferentes renales
estimulan una respuesta simpatica independiente de la All, por lo que se ha
postulado que el aumento de la All es el evento primario en la hipertension
renovascular y que posteriormente se estimula la actividad simpatica
(independiente de la All), la cual puede mantener los niveles elevados de presion
arterial (Martinez y cols, 1991, Chair-Vice, 2009).
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Existen reportes contradictorios con relacion al rol del ON en la regulacion de la
presion arterial en la hipertension renovascular, sin embargo estan limitados por
los altos niveles de renina que se liberan en respuesta a la disminucion de la
presion de perfusion renal, que pueden ocultar la liberaciéon del ON; algunos
estudios han mostrado que la inhibicién aguda o cronica de la 6xido nitrico sintasa
exacerba el aumento de la presion arterial asociada al modelo de hipertension dos
rifones un clip, se ha sugerido que el aumento del ON en la fase tardia se
encuentra regulada por la angiotensina, sugiriendo que es estimulado por la
hipertensidon renovascular, otros reportes refieren que el ON se encuentra reducido
en la hipertension renovascular, por lo que incrementa la hipertension (Dubey RK,
y cols., 1996). Es asi que el papel del ON en la regulacion de la liberacion de
renina es probablemente pobre en la hipertension renovascular, pudiera
presentarse pequefia pero significativa interaccion del ON con la actividad de

renina plasmética en el mantenimiento de la hipertension a través del tiempo.
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II. JUSTIFICACION

Desde hace algunos afios se ha reportado interaccion entre el sistema renina
angiotensina y el sistema adrenérgico en el desarrollo de la hipertension arterial,
ya que la All induce la expresion de receptores adrenérgicos en células del
musculo liso vascular; sin embargo, aun no se conocen todos los mecanismos
involucrados, la mayor parte de los estudios se han realizado en cultivos de
células y experimentos de contraccion vascular, en donde se refiere como grupo a
los receptores adrenérgicos a;, pero la evidencia relacionada con la interaccion de
los subtipos adrenérgicos a; con All es pobre, la mayor parte han sido realizados
en una fase aguda, por lo que evaluar su papel durante diferentes etapas (7 y 14
dias) en el desarrollo de la hipertensién dependiente de All como es la coartaciéon
de aorta, nos proporcionaria informacion importante entre dicha interaccion, tanto
en estudios funcionales como de biologia molecular, para conocer su relevancia
en la fisiopatogenia y mantenimiento de la hipertension arterial, asi como su
relacion con otros sistemas involucrados en la hipertension arterial, como la

produccién de eicosanoides.
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. HIPOTESIS

Los niveles elevados de All en el modelo de hipertensién inducido por coartacion
de la aorta promueve la expresion y funcion de los receptores adrenérgicos a;

vasculares, particularmente del subtipo a;p.

V. OBJETIVOS.
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a. OBJETIVO GENERAL
Analizar la influencia de la hipertension renovascular sobre las respuestas
vasoconstrictoras adrenérgicas 0;a O3 Y Oip €n un modelo de hipertension

dependiente de angiotensina en la rata, y dilucidar los mecanismos involucrados.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrolar un modelo de hipertensién renovascular mediante la coartacion de
la aorta a nivel interrenal.

2. Determinar la participacion relativa de los receptores adrenérgicos aia Oig Y 01p
en las respuestas presoras adrenérgicas o; en ratas anestesiadas con
operacion simulada (OS) y en hipertensas con coartaciéon de la aorta a los 7
(CA7) y 14 dias (CA14).

3. Analizar el efecto de la hipertensién arterial dependiente de angiotensina sobre
la expresion (RNA mensajero (RNAm) y proteina) de los receptores
adrenérgicos 0ia 01 Y 01p €n la aorta y arteria caudal de ratas con OS, CA7 y
CA14.

4. Caracterizar la posible participacion de la PGE,, PGl, y TXA; en el efecto de la
coartacion de la aorta en ratas anestesiadas con OS, CA7 y CA14.

5. Determinar los niveles de All en ratas con OS, CA7 y CA14.

6. Conocer los posibles cambios histologicos inducidos por la coartacién de la

aorta alos 7 y 14 dias, a nivel del corazon , rifiones y arteria aorta.

V. MATERIALES Y METODOS
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V.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho (250-300g de peso corporal) que tenian una
presion arterial sistélica <140mmHg y presion arterial diastolica < 100 mmHg. Los
animales fueron mantenidos en jaulas individuales bajo condiciones estables de
humedad y temperatura, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Todos los
procedimientos y protocolos experimentales cumplieron con las Regulaciones
Federales para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (NOM-062-
Z00-1999, Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca, y
Alimentacion) y fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio (CICUAL) del Cinvestav-IPN.

V.2. Cirugia (coartacion de la aorta)

Los animales fueron divididos en tres grupos, a uno de los grupos se les realizo
una operacion simulada, que consistio en la realizacion de una laparotomia con
incision en la linea media bajo anestesia con una mezcla de ketamina y xilazina
(100 y 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) previa técnica de asepsia y antisepsia, sin
realizar coartacion de la aorta a nivel interrrenal. Los otros dos grupos también
fueron sometidos a la misma cirugia, pero se realizd coartacion de la aorta a nivel
interrenal, para lo que se utiliz6 seda simple 000 y un dispositivo romo (aguja
calibre 21) que se coloco paralelamente a la aorta, para disminuir su calibre, dicho
dispositivo se retir0 una vez realizada la ligadura (ver figura 5). Uno de estos
grupos fue estudiado a los 7 dias posteriores a la cirugia y el otro a los 14 dias
(CA7 y CAl14 respectivamente).
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Figura 5. Coartacién de la aorta inter-renal.

V.3. Medicion de la presion arterial

Se midio la presion arterial de todos los animales en 2 ocasiones en diferentes
dias antes de la cirugia para corroborar valores normales de presion arterial,
mediante un meétodo pletismografico no invasivo; para ello, los animales se
colocaron en un CCPD de acrilico a una temperatura de 42°C; después de un
periodo de estabilizacion, se coloco un sensor y un “manguito” en la cola de los
animales, el cual estaba conectado a un equipo de mediciéon no invasiva de la
presion arterial (Panlab, Barcelona, Espafia). En las ratas coartadas la disminucion
del flujo sanguineo en la cola no permitid la medicion de la presion arterial por
pletismografia, por lo que fue determinada invasivamente bajo anestesia, con la
colocacion de una canula de polietileno (PE-50) en la arteria carétida izquierda y se
registrO mediante un sensor conectado a la computadora, a los 7 y 14 dias de la
coartacion. La presion arterial de las ratas con OS fue determinada tanto por el

método invasivo como no invasivo.

V.4. Experimentos agudos de presion arterial ( in vivo)

Después de 7 y 14 dias de la cirugia, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p. para induccién, y 18-24 mg/kg/hora, i.v. para
mantenimiento) y se colocé una céanula de polietileno en la traquea con el fin de

proporcionar respiracion asistida mediante una bomba de presiéon positiva (Ugo
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Basile; 60 ciclos/min; volumen de 20 ml/kg). Posteriormente se insertdé una canula de
polietileno (PE-50) en la arteria carétida izquierda y otra en cada vena femoral (PE-
10) para el registro de la presion arterial y la administracion de farmacos y
anestésico, respectivamente. Con el fin de abolir los reflejos cardiovasculares
desencadenados por incremento de presion arterial producido por los agonistas

adrenérgicos, ambos nervios vagos fueron seccionados. (Figura 6).

Figura 6. Rata anestesiada con tragueostomia, ventilaciébn mecénica, canulada en
la arteria carétida izquierda y venas femorales, para el registro de la PAD y

administracion de farmacos.

V.5. Protocolos experimentales relativos a cada obj  etivo especifico.

Objetivo especifico 2. Determinar la participacion relativa de los receptores
adrenérgicos a;a, 015 Y O1p €n las respuestas presoras a; adrenérgicas en ratas
anestesiadas con OS, CA7 y CA14.

Protocolo Experimental.  Después de un periodo de estabilizacién de 10-15 min,

se administraron vehiculo o los antagonistas adrenérgicos a; permitiendo un lapso
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de 10-15 min entre cada uno. Después de un periodo adicional de 10-15 min, se
construyo una curva dosis-respuesta (D-R) a noradrenalina (0.01-310 pg/kg, i.v.) y A-
61603 (agonista a;a; 0.001-10 pg/kg, i.v.) en animales que habian sido tratados con
vehiculo (1 ml/kg, iv.), BMY-7378 (antagonista selectivo ai;p; 1 mg/kg, i.v.),
cloretilclonidina (antagonista a;s; 10mg/Kg, i.v.) y RS-100329 (antagonista
selectivo aia; 0.5 mg/kg, i.v.). Se construyé una curva D-R en cada animal. En los
experimentos con noradrenalina los animales se trataron sistematicamente con
propranolol y rauwolscina (1 mg/kg, i.v. cada uno) para prevenir la accion del
agonista sobre los receptores adrenérgicos B y d,, respectivamente. La potencia de
los agonistas fue estimada mediante el calculo de la dosis efectiva 50 o DEs para

los efectos presores.

Objetivo especifico 3. Caracterizar la participacion de las prostaglandinas Ej, I,y
TXA,, en el efecto de la coartacidn adrtica en ratas hipertensas a los 7 y 14 dias.
Protocolo Experimental.

Para la medicion urinaria de los metabolitos de las prostaglandinas E,, TXA; e I,
(PGE,, TXB,y 2,3 dinor 6 ceto prostaglandina Fi4 respectivamente), recolectamos
la orina de 24 h de 6 ratas de cada grupo (OS, CA7 y CA14) utilizando cajas
metabdlicas, una vez obtenida la orina utilizamos para la determinacién de las
prostaglandinas y el tromboxano, un kit comercial de inmunoensayo enzimatico
(EIA, Cayman Chemical Company, Ann Arbor) especifico para cada prostanoide,
la dilucion de la orina utilizada fue de 1:40. Se preparo la curva estandar en buffer
EIA, posteriormente, las soluciones del kit y las diluciones de orina, fueron
colocadas en los pozos de la placa, en la siguiente secuencia: 100ul de buffer EIA
en los pozos llamados union no especifica (NBS), 50ul de buffer EIA a los pozos
de union maxima (Bo), posteriormente se agregd 50yl de las diferentes
concentraciones del estandar de PGE, o TXB; o0 2,3 dinor 6 ceto prostaglandina
F14 €n los pozos destinados para este fin; en los pozos restantes se agreg6 50ul
de la muestra a estudiar por pozo (orina) y por duplicado. Posteriormente se
puso 50ul de la PGs acoplada a la acetilcolinesterasa para PGE, 6 TXB, 0 2,3

dinor 6 ceto prostaglandina F;, a cada pozo (excepto los pozos llamados de
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actividad total y los blancos), se administré a cada pozo 50ul del anticuerpo
monoclonal para la PGE; o TXB, 0 2,3 dinor 6 ceto prostaglandina F14 (excepto en
los pozos llamados blanco, de actividad total y NSB. La placa fue cubierta, se
incubd durante 18h a 4 °C, al final, se lavo cinco veces cada uno de los pozos con
buffer de lavado, después se agrego 200ul/pozo de reactivo de Ellman y 5ul/pozo
del trazador en los pozos llamados de actividad total. La placa se cubrié con un
plastico y se agitdé durante 60 a 90 minutos, posteriormente se retird el plastico y
se realizo la lectura de cada pozo con un lector de ELISA entre 405 y 420 nm,

cuando los pozos Bo fueron = 0,7 UA. (Figura 7).

= Anticuerpo policlonal de cabra anti-ratén IgG

* PrOSt?glandma E2 . == = Bloque de proteinas.
* 2,3-dinor-6-ceto Prostaglandina Fla B = Acetilcolinesterasa ligada a: TXB2 /PGE2/ 2,3-
* Tromboxano B2 dinor-6- ceto PGFa (trazador)

= Anticuerpo especifico a: TXB2/PGE2/ 2,3-dinor-6-
ceto PGFa
0 =TXB2/PGE2/ 2,3-dinor-6-ceto PGFa libre.
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Figura 7. Determinacion de prostanoides en orina.

Objetivo especifico 4. Analizar el efecto de la hipertension arterial dependiente
de angiotensina sobre la expresion (RNAmM vy proteina) de los receptores

adrenérgicos a;a 01 Y 01p €n la aorta y arteria caudal de la rata.
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Protocolo experimental.
Experimentos de Western blot
Animales de los tres grupos: OS, CA7 y CA14, fueron sacrificados, las arterias
caudal y aorta se disecaron y extrajeron, inmediatamente se homogenizaron con
un Polytron en solucion RIPA (RIPA, acido etilendiaminotetraacético (EDTA:
C10H16N208) 500um, inhibidores de proteasas (mini complete, nuamero
11836153001,Roche Applied Science) SDS 10%), el volumen utilizado fue de
700ul para ambos vasos, pero en el caso de la arteria caudal por su tamafo
pequefio se hizo un pool constituido por las arterias de 3 ratas. Se centrifugé a
10,000 r.p.m. durante 10 minutos a 4T, del sobrenadante se recuperaron 3
alicuotas de 100pl, una de ellas se utilizo para la determinacion de proteinas por el
método de Lowry. A cada 100ul del sobrenadante se le agreg6 10ul de buffer de
carga (Buffer Laemly 450 ul, 50ul de B mercaptoetanol) y 10ul de urea al 10%, se
desnaturalizaron las proteinas (100C durante 10 minutos), posteriormente se
colocaron en hielo y cantidades iguales de proteina (100 ug) se cargaron sobre un
gel de electroforesis de poliacrilamida dodecil-sulfato de sodio al 10% (H2O,
acrilamida al 30%, Tris (hidroximetil), SDS 10%, persulfato de amonio 10%,
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina), en el primer pozo se colocé 3ul del
marcador de peso molecular (Rainbow; Amersham), las proteinas fueron
separadas por electroforesis a 88 Volts durante 2 horas, después se transfirieron
a membranas de fluoruro de polivinildieno por 50min a 18 Volts utilizando
transferencia semiseca (BioRad). Se blogueron las membranas por 1 hora a
temperatura ambiente en una solucién de leche baja en grasa al 5% en TBS-
Tween (TBST), sobre un agitador; transcurrido el tiempo, se desechd la leche y se
le agrego6 el anticuerpo policlonal de conejo contra los receptores adrenérgicos
01a Y aip (072 kDa, dilucion 1:3000), aig ([0 kDa, dilucion 1:3000) (Villalobos-
Molina y cols., 2008; Garcia-Sainz y cols., 2001), o anticuerpo policlonal de
conejo contra B-actina ([(43 kDa;dilucion 1:1000) (anticuerpo policlonal 1gG contra
B-actina sc-1615, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), en solucion
TBS-Tween (TBST) con leche al 5%, sobre un agitador durante toda la noche a
4. Al siguiente dia se desecho la leche y se realizaron 3 lavados con solucién
43
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TBST sobre un agitador durante 10 min a temperatura ambiente, a su término se
incubaron con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rdbano anti-
conejo 1:10,000 sobre un agitador, por dos horas a temperatura ambiente, y
fueron lavadas en 3 ocasiones con TBST. Las membranas fueron incubadas con
sustrato de quimioluminiscencia (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)
de acuerdo con el protocolo del fabricante y expuestas a un film para su revelado
inmediato (Hyperfilm, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). El fiim fue
escaneado con un scanner ScanJet 3200C y grabado en una computadora, donde
la intensidad de las bandas se medié con el programa Quantity One 1D Image
Andlisis Software (BioRad) y se normalizé con la intensidad de la [B-actina

(proteina control), (Figura 8).

Método de Lowry para cuantificacion de proteinas.

Se tomaron 5pl de una alicuota del sobrenadante del tejido homogenizado y
centrifugado, se colocaron en un tubo eppendorf con 495ul de agua ultra pura, se
agitaron, y se tomaron 200ul para cada tubo (se realizé por duplicado), al mismo
tiempo se realiz6 una curva standard de 0 a 50ug con albumina, a todas las
muestras incluyendo las de albumina se les agregé 1ml de solucion C, que esta
constituida por una combinacion de la solucion A (carbonato de sodio 2%,
hidréxido de sodio 0.4%, tartrato de sodio y potasio 0.02%) y solucién B (sulfato de
cobre penta-hidratado 0.5%), en una proporcién de 50ml de solucion A y 1ml de
solucion B, se agitaron e incubd a temperatura ambiente por 10 minutos, después
se les adicion6 100yl de solucion Folin (agua ultra pura + reactivo de Folin 1:1), se
incub6 a temperatura ambiente durante 30min, transcurrido el tiempo se
transfirieron las muestras en cubetas para su lectura en un espectrofotbmetro a
750nm (con lampara de luz visible), con los resultados se construyé una grafica
de correlacion con la finalidad de obtener la cantidad de proteinas que contiene

cada pl de la muestra.
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Figura 8. Andlisis de la expresion de las proteinas de los subtipos de receptores

adrenérgicos al por el método de Western blot.

Experimentos de reacciébn en cadena de la polimerasa — transcriptasa
reversa (RT-PCR)

El RNA total se extrajo de las arterias aorta y caudal de ratas de los tres grupos
(OS, CA7 y CA14), para ello, el tejido se homogeniz6 con un polytron en 1ml de
trizol (Invitrogen) por cada 100mg de tejido para su separacién se incubaron las

muestras por 5 min a 15 a 30T para permitir la com pleta disociacion de los
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complejos de nucleoproteinas, se agregaron 0.2ml de cloroformo por 1 ml de trizol,
los tubos se agitaron vigorosamente por 15 segundos y se incubaron a 15-30C
durante 3 minutos, posteriormente se centrifugaron a 12000 Xg por 15 min a 2-
8T, separandose la muestra en tres fases, de las c uales la superior (fase acuosa)
se extrajo y se coloco en otro tubo, donde se administr6 2ul de glucdégeno
(concentrado de 5 mg/ml), el RNA fue precipitado con la administracién de alcohol
isopropilico (0.5ml de alcohol por cada 1ml de trizol), se agitaron manualmente y
se incubaron a 15-30C por 10 min, se centrifugaron a 12000 Xg durante 10 min a
2-8C (el RNA precipitado formo un boton en el fond o del tubo). Para lavar el RNA,
se removio el sobrenadante y se lavo con 1ml de etanol al 75% en agua DEPC
por cada ml de trizol usado, se mezclaron las muestras con el vortex y se
centrifugaron a 7500 Xg durante 5 min a 2-8TC, se retir0 el etanol y se dejé secar
el RNA a temperatura ambiente en un lugar estéril (25min). Para la resuspension
del RNA se agreg6 agua libre de RNAasas (agua DEPC), se utilizaron 50ul para
arteria aorta y 30ul para la arteria caudal. Se verifico la pureza del RNA (5ul de la
muestra con RNA + 495ul de agua DEPC) mediante su cuantificacibn con un
espectrofotbmetro a 260 y 280 nm, siendo adecuado un cociente = 1.6 < 2. La
integridad del RNA se valor6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%
con 3ul de bromuro de etidio, donde se cargaron 5ul de muestra en cada carril del
gel, se corrié a 100 Volts por una hora en una caja de electroforesis, se verificé la
presencia de dos bandas de RNA correspondientes a las subunidades 28s y 18s
en un transiluminador). Para obtener el cDNA se tomaron 2ug del RNA total y se
coloco en un tubo estéril para PCR, agregandole 1ul de oligo (dT) (0.5 pg/ul), se
completé un volumen de 12ul con agua DEPC, se incub6 en un termociclador
(Gene Cycler; BioRad, Hercules, CA, USA) a 70C por 10 min, a 4C por 5
minutos agregandole 7ul de una mezcla de: 2ul de buffer PCR 10X, 1pl MgCl,
50mM, 1yl oligo (dT), 1l ANTP mix 10mM, 2ul DTT 0.1 M, 1pl de agua DEPC por
muestra, se incubd a 42T por una hora (a los 6 minutos se agrego la enzima
retrotranscriptora: Super Script Il RT, (Invitrogen Life Technologies), se incubé a
70C por 15 min y a 4C. Para la amplificacion del cDNA (2 pl) se utilizaron

“primers” especificos; para el cDNA del receptor adrenérgico aia, €l “primer”
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sentido fue 5’-GTA GCC AAG AGA GAA AGC CG-3' (extendiéndose de las bases
628 a la 647), y el “primer” antisentido fue 5’-CAA CCC ACC ACG ATG CCC AG-
3’ (extendiéndose de las bases 820 a la 839), Scofield y col., en 1995. Para la
amplificacion del cDNA del receptor adrenérgico aig, el ‘primer’ sentido fue 5’-GCT
CCT TCT ACA TCC CGC TCG-3' (extendiéendose de las bases 629 a la 649) y el
“primer” antisentido fue 5-AGG GGA GCC AAC ATA AGA TGA-3’ (extendiéndose
de 908 a 928), y para la amplificacion del cDNA del receptor adrenérgico aip, el
‘primer’ sentido fue 5’-CGT GTG CTC CTT CTA CCT ACC-3' (extendiéndose de
las bases 759 a la 779) y el “primer” antisentido fue 5’-GCA CAG GAC GAA GAC
ACC CAC-3' (complemento de nucleétidos 1042-1062), el cDNA de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue el control de cada muestra y
se utilizd para normalizar los productos de amplificacion (Chen y col., 1998), el
“primer” sentido fue 5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’ (extendiéndose de las
bases 562 a la 581), y el “primer” antisentido fue 5-TCC ACC ACC CTG TTG CTG
TA-3’' (complemento de nucleétidos 1013-1032), la secuencia de los primers fue la
reportada por Scofield y col., en 1995. La PCR se realiz6 con un kit de PCR
(Invitrogen Life Technologies, USA), se mezclo 2ul de cDNA, 1ul del primer
sentido, 1ul del primer antisentido, 5ul de buffer PCR 10X, 1.5ul de MgCl, 25mM,
1pl de dNTP mix 10mM, 0.5ul polimerasa de DNA y 38ul de agua destilada, se
incubaron en un termociclador 1 min a 94<C, reconocido a 58T (receptor qaigy
01p) 0 a 50T (receptor aia) durante 1 min, su extension fue a 72T por 1 min,
durante 35 ciclos, posteriormente se incuba a 72C por 10min y a 4C por 5
minutos, una vez listas las muestras se corrié un gel de agarosa al 2% con 4pul de
bromuro de etidio por electroforesis, donde se cargaron 5ul de cada muestra por
carril, en uno se colocé 3ul de escalera de DNA, la corrida fue por 1 hora a 100
Volts; finalizado el tiempo, el gel se observé en un transiluminador con luz
ultravioleta, identificandose las bandas correspondientes al receptor a1 de 212
pares de bases de longitud, aig de 300 pares de bases de longitud, a;p de 304
pares de bases de longitud y GAPDH de 452 pares de bases de longitud, se
digitalizaron las bandas y se midi6 su intensidad por densitometria con el
programa Quantity One 1D Image Andlisis Software (BioRad). (Figura 9).
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Objetivo especifico 5. Determinar los niveles de All en ratas con OS, CA7 vy
CA14.

Protocolo experimental.

Determinacion de la concentracion plasmatica de All mediante
inmunoensayo enzimatico (EIA o ELISA).

Para medir las concentraciones plasmaticas de All, recolectamos 3 ml de sangre
de la vena cava por puncién con jeringas heparinizadas y se colocaron en tubos
con EDTA que estaban en hielo para mantener una temperatura de 4C, se les
agrego un coctel de inhibidores de proteasas para evitar la degradacion de la All.
Las muestras fueron centrifugadas a 3000 g durante 20 minutos a 4 ° C para
obtener el plasma. Para la extraccion de All, 2 ml de plasma fueron pasados a
través de las columnas de extraccion con un prelavado con 1 ml de metanol,
seguido de 1 ml de agua, posteriormente se lavaron estos con 1 ml de agua, se
recuperaron los péptidos de angiotensina con 0,5 ml de metanol, y por
evaporacion se secaron con una corriente de nitrégeno, mas tarde, se agregaron
0,5 ml de buffer EIA, se mezclaron y centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos a
4 °C. Los niveles plasmaticos de All se midieron utilizando un kit comercial para
su determinacion (SPIBIO, Francia). Se destap6 la placa con 96 pozos incluida en
el kit, y se lavo cinco veces con buffer de lavado (300ul/pozo), después de eliminar
el buffer de los pozos invirtiendo la placa y sacudiéndola, se inici6 el llenado de los
pozos de acuerdo a las especificaciones del fabricante, se realizé una curva
estandar de All, se agregaron 100pul de buffer EIA a los pozos denominados union
no especifica (NSB), en los siguientes pozos se coloco el estandar de la All
(100ul/pozo) por duplicado, después se agregaron las muestras (100ul/pozo) por
duplicado a los pozos correspondientes. La placa se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion suave, después se puso 50ul de
glutaraldehido a cada pozo, con excepcién de los pozos en blanco y se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave, mas tarde se
dispens6 50ul de borano-trimetilamina a cada pozo (con excepcion de los pozos
en blanco) y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente con agitacion

suave, al final lavamos cinco veces con el buffer de lavado (300ul/pozo), se retiré
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el liquido de los pozos mediante la inversion de la placa, se agreg6 100ul de 1gG
anti-All acoplado a acetilcolinesterasa a cada pozo, excepto los pozos blanco, la
placa fue cubierta con una pelicula de plastico y se incubaron toda la noche a 4 °
C. Después, los pozos se lavaron cinco veces con el buffer de lavado (300ul/pozo)
se retird el liquido de los pozos invirtiendo la placa y sacudiendola, se agrego
300yl de buffer de lavado en cada pozo y se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion suave, mas tarde otra vez los pozos fueron
lavados cinco veces con el buffer de lavado (300ul/pozo), se vacio la placa, y se
pusieron 200ul de reactivo de Ellman a cada pozo y se incub6 a temperatura
ambiente la placa y se agitd, evitando su exposicion a la luz, cubriéndola con una
lamina de aluminio, finalmente se realizé la lectura de los pozos con un lector de
ELISA entre 405y 414 nm.

A | 7.Purezadel 8. Integridad del
RNA RNA

1. HOMOGENIZAR EL
TEJIDO (artera aorta y arteria,
caudal)

2. FASE DE SEPARACION.
(Cloroformo)

3. PRECIPITACION DE
RNA
(Alcohol isopropilico)

4. LAVADO DEL RNA
(Etanol al 75%)

5. RESUSPENSION DEL
RNA.

10. Bandas:ala-212bp
long a1b-300bp long
01d-304bp long
Control:GAPDH

11. Receptores Qia, 015,
Ad1p, GAPDH

Figura 9. Analisis de la expresion del RNA de los subtipos de receptores

6. SECADO DEL RNA

"V VIRV AV AV

adrenérgicos al por el método de RT-PCR.
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Objetivo especifico 5. Conocer los cambios histolégicos en la aorta, corazon y
rifones de ratas con OS, CA7 y CAl4.

Protocolo experimental.

Para la extraccion de los téjidos (aorta, corazon y rifiones) se sacrificaron 3 ratas
de cada grupo (OS, CA7 y CA14) utilizando una dosis letal de pentobarbital,
inmediatamente se realizé una incision de térax a abdomen, se disecaron y
extrajeron los tejidos en un solo bloque, se lavaron con solucion de PBS 0.1M
para eliminar los restos de sangre, posteriormente se inyectdé formol al 10% en
corazon y riflones, se introdujeron en frascos que contenian formol al 10% y se
dejaron durante 8 dias para su fijacion. Pasado el tiempo, se realiz6 una
comparacion anatomopatoldgica de todos los tejidos, se procedié a separarlos y
realizar cortes de cada uno de los tejidos, se dejaron 24hrs mas en un frasco que
contenia formol al 10%, transcurrido el tiempo se elimind el fijador y se deshidrato
la muestra, para lo que se utilizé alcohol etilico inicialmente al 50 %, luego una
solucion de 60%, 70%, 80%, 90%, 96% hasta llegar progresivamente hasta el
alcohol al 100% para eliminar el agua de los tejidos, una vez deshidratado el
tejido, se colocaron los tejidos en un recipiente con xilol para su aclaramiento.
Posteriormente para realizar los cortes se realizo la inclusion de los tejidos en
parafina liquida, colocando las muestras del tejido en un recipiente y se le agrego
parafina a 60° C, la deshidratacion, el aclaramiento y la inclusion de los tejidos se
realizaron mediante un procesador automatico (procesador automatico de tejido
Leica TP 1020) el tiempo de dicho procedimiento fue de 2 horas, manteniendo la
temperatura a 60° C, después se coloco la pieza y un poco de parafina fundida en
un molde de metal forma rectangular y se dejo solidificar colocando los moldes
sobre una plancha fria a 0C, formandose un bloque sdlido de parafina con el
trozo de tejido incluido (taco), De cada bloque se realizaron cortes con un espesor
de 4p utilizando un microtomo (microtomo Leica RM2125, microsystems). Los
cortes se colocaron sobre portaobjetos, la parafina se elimind con xilol, y la
muestra se rehidrato pasandola por una serie de graduaciones decrecientes de
alcohol etilico hasta llegar a una solucion 100% de agua, ya hidratado se realiz6 la

tincion con hematoxilina y eosina, una vez tefiido se deshidrato nuevamente el
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tejido para montarse sobre el portaobjetos. Una vez montados los tejidos en los
portaobjetos se revisaron con un microscopio de luz (microscopio Nikon eclipse
80) a 10X, 20X y 40X.
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V.6. Procesamiento de datos y andlisis estadistico

Los valores de presion arterial (mm Hg) fueron obtenidos directamente del registro
de los experimentos mediante el programa Acknowledge 3.8.1. y un software
creado por el Dr. Carlos Hoyo, CINVESTAV. En todos los casos se determinaron
los valores basales de presion arterial bajo las diferentes condiciones. Todos los
datos se tabularon y se graficaron utilizando los programas de Excel y Prism
GraphPad 5, respectivamente. Las comparaciones de las curvas D-R a los
agonistas bajo las diferentes condiciones se realizaron mediante un analisis de
varianza de dos vias para medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni
para determinar diferencias. Asimismo, los valores de la dosis efectiva 50 (DEsp) y
del efecto maximo (Emax) de los agonistas bajo condiciones control y en presencia
de los antagonistas en los diferentes grupos de animales se obtuvo mediante un
analisis de regresion no lineal empleando el programa Prism GraphPad 5. Los
valores basales de presion arterial antes y después de los tratamientos
farmacologicos fueron comparados mediante un ANOVA de una via seguida de la
prueba de Bonferroni. Finalmente, los niveles de expresion del RNA mensajero y
la proteina de los receptores en los diferentes grupos se compararon mediante un
analisis de varianza seguida de prueba de Bonferroni; esta misma prueba se
utiliz6 para comparar el diametro y grosor de la arteria aorta, los niveles
plasméticos de All y PGE2, PGI2 y TXB2 en orina. En todos los casos, las
diferencias fueron consideradas significativas cuando el nivel de significancia fue p
<0.05 (dos colas).
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V.7. Farmacos utilizados.

Los farmacos utilizados en el presente estudio fueron los siguientes: bitartrato de
noradrenalina, clorhidrato de A-61603, clorhidrato de propranolol, clorhidrato de
rauwolscina, clorhidrato de BMY-7378, clorhidrato de RS-100329 y clorhidrato de
cloroetilclonidina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EE.UU.). Los
compuestos fueron disueltos en solucion salina al 0.9% y se prepararon
soluciones nuevas para cada experimento. Este vehiculo no tuvo ningun efecto
sobre la presion arterial basal y la frecuencia cardiaca. El &cido ascorbico (1%) se

utilizé para evitar la oxidacion de la noradrenalina.
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VI. RESULTADOS

1. Presion arterial diastdlica, frecuencia cardiaca y peso de los animales de
experimentacion.

Los valores basales de la presion arterial diastolica y la frecuencia cardiaca en
ratas con OS (101+2 mm Hg y 36649 Ipm), CA7 (132+4* mm Hg y 372+17 Ipm; * P <
0.05 vs OS) y CA14 (136x2* mm Hg y 415+11**Ipm; * P < 0.05 vs OS; * P < 0.05 vs
OS y CA7) indican que la coartacion de la aorta por 7 dias (CA7) y 14 dias (CAl14)
fue suficiente para inducir un incremento significativo en la presion arterial
comparado con los animales control (OS). Los valores de la presion arterial diastélica
en animales con CA14 no fueron significativamente mas altos que de las ratas con
CAT.

No se observd una diferencia significativa en el peso de los animales en los tres
grupos (OS: 275+ 2.72 g, CA7: 27745.2g y CA14: 290+15.309).

El efecto de los tratamientos farmacolégicos en la presion arterial diastdlica y la
frecuencia cardiaca en animales con OS, CA7 y CA14 que recibieron noradrenalina 'y
A-61603 se muestran en la gréfica 2 y 3, respectivamente. Los valores basales de la
presion arterial diastdlica y la frecuencia cardiaca fueron significativamente
disminuidos por propranolol y rauwolscina en OS y CAl4; estos farmacos
disminuyeron significativamente la frecuencia cardiaca pero no la presion arterial
diastolica en CA7. La administracion subsecuente de solucion salina o BMY-7378
fallo para modificar la presion arterial diastolica y la frecuencia cardiaca en los tres
grupos de animales; en contrate, el tratamiento con RS-100329 produjo una fuerte y
significativa disminucion en la presion arterial diastélica sin cambios en la frecuencia
cardiaca (Grafica 2). El tratamiento con propranolol y rauwolscina fue omitido para
animales que recibieron A-61603 debido a que es un agonista selectivo para el
receptor adrenérgico aia (Knepper y cols., 1995). La administracion de BMY-7378
produjo una disminucion significativa de la presion arterial diastélica con una
disminucion modesta, pero no significativa de la frecuencia cardiaca en los tres
grupos de ratas (Gréfica 3); de forma similar, el RS-100329 produjo un efecto
hipotensor, el cual fue mayor que el inducido por el BMY-7378, ademas de una

disminucion modesta, pero no significativa de la frecuencia cardiaca (Grafica 3).
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Grafica 2. Valores basales de presion arterial diastdlica (PAD) y frecuencia
cardiaca (FC) antes (A) y después (D) de la administracion i.v. de solucién salina
(SAL, 1 ml/kg), BMY-7378 (BMY, 1 mg/kg) o RS-100329 (RS, 0.5 mg/kg) en ratas
con operacion simulada (A,D), o coartacion de la aorta por 7 (B,E) y 14 dias (C,F)
que recibieron noradrenalina. * P < 0.05, A vs D. n= 6-9 ratas por grupo por cada
farmaco administrado: vehiculo, BMY-7378 y RS-100329.
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Gréfica 3. Valores basales de presion arterial diastdlica (PAD) y frecuencia cardiaca
(FC) antes (A) y después (D) de la administracion i.v. de solucién salina 0.9% (SAL,
1 ml/kg), BMY-7378 (BMY, 1 mg/kg) o RS-100329 (RS, 0.5 mg/kg) en ratas con
operacion simulada (A,D),o0 coartacion de la aorta por 7 (B,E) y 14 dias (C,F) que
recibieron A-61603. * P < 0.05, A vs D. n= 6-9 ratas por grupo por cada farmaco
administrado: vehiculo, BMY-7378 y RS-100329.

VIII. Estudios funcionales dosis-respuesta.
Los efectos de los tratamientos farmacoldgicos en las respuestas presoras
inducidas por noradrenalina en ratas con OS, CA7 y CAl14 se muestran en la
gréfica 4 y tabla 3. La potencia presora de la noradrenalina (DEso; tabla 3) no fue
diferente en los tres grupos. Como se esperaba, el BMY-7378 produjo un
importante desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis-respuesta a
noradrenalina en animales con OS (Grafica 4); sin embargo el antagonista causo
una modesta inhibicibn o ningun efecto en las respuestas inducidas por
noradrenalina en ratas con CA7 y CA14 (Grafica 4), respectivamente; este efecto

del BMY-7378 fue reflejado como un incremento significativo en la DEsp para
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noradrenalina en animales con OS, pero no en ratas con CA7 y CA14 (tabla 3).
En el caso del RS-100329, el farmaco inhibié las respuestas inducidas por
noradrenalina en las ratas de los tres grupos (Grafica 4) con un efecto mayor en
animales con OS; el efecto del RS-100329 fue observado como un cambio
marginal a la derecha de la curva dosis-respuesta a noradrenalina, ademas de una
disminucion importante del efectos presor maximo (Gréafica 4, tabla 3). El BMY
7378 + CEC (cloroetilclonidina) bloquearon la respuesta presora en el grupo con
OS, se pierde en CA7 y es moderado en CAl4. El efecto de la solucion salina,
BMY-7378 y RS-100329 sobre las respuestas presoras inducidas por A-61603 se
muestran en la grafica 4 y tabla 3. En contraste con la noradrenalina, la potencia
presora del A-61603 se incrementd significativamente en ratas coartadas (tabla 3).
La curva dosis-respuesta para este agonista, fue fuertemente desviada a la derecha
por el RS-100329 en los tres grupos de animales con un mayor efecto sobre las
ratas con CA7 (Gréfica 4, la relacion dosis fue de 316) y CA14 (Gréfica 4, la relacidon
dosis fue de 321) comparado con los animales con OS (Gréfica 4: la relacion dosis
fue de 52), ver tabla 3; interesantemente, el antagonista produjo un incremento
significativo del efecto presor maximo para A-61603 tanto en los animales control
como en los coartados (Grafica 4 y tabla 3). El tratamiento con BMY-7378 no inhibio
las respuetas inducidas por A-61603, pero de forma similar a RS-100329, este
increment0d marcada Yy significativamente la respuesta maxima al agonista en los tres

grupos de ratas (Grafica 4 y tabla 3).
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n Dk Emax(mmHg)
Noradrenalina?
Operacion simulada
Salina 6 1.4+0.3 84.1+6.5
BMY 6 11.5+3.0* 95.0+7.9
RS 5 6.7+2.4 44.8+6.5*
BMY+CEC 6 S5F#1.9* 88.2+4.3*
Coartacion aértica
7 dias
Salina 5 2.310.9 69.945.6
BMY 5 5.4+1.0 73.314.2
RS 6 3.241.0 47.2+2.1*
BMY+CEC 6 841* 89.9+2.4*
Coartacion aodrtica
14 dias
Salina 8 1.740.2 81.7+3.4
BMY 5 2.5+0.6 89.3+6.8
RS 9 4.1+0.9 58.8+2.9*
BMY+CEC 6 +B 96.8+5.5*%
A-61603
Operacion simulada
Salina 6 0.5+0.1 59.845.4
BMY 6 0.3+0.04 84.9+7.6*
RS 6 25.9+3.0* 90.9+5.6*
Coartacion aodrtica
7 dias
Salina 5 0.13+0.805  51.0+7.2
BMY 6 0.48+0.06 104.8+10*
RS 6 41.1+12* 97.5+7.5*
Coartacion de la aorta
14 dias
Salina 8 0.08+0.02 62.3+4.4
BMY 5 0.39+0.1 91.2+7.1*
RS 6 25.7+6* 102.4+9.5*

Tabla 3. Parametros para las respuestas presooaadienalina y A-61603.

Dosis efectiva de noradrenalina y A-61603 que preduel 50% (DE) de la respuesta
maxima (Eay en ratas con operacion sumulada y coartacioradeita por 7 y 14 dias
pretratadas con solucion salina (1 ml/kg), BM¥Yr(d/kg), RS (0.5 mg/kg) o CEC (10mg/Kg,
solo se utilizé con los grupos que recibieron d@aalina) i.v. .* Pretratadas con
propranolol y rauwolscina (1 mg/kg cada) antesoddrtamientos.P < 0.0SvssaIina;&P <

0.01vs BMY; P < 0.01vs salina en ratas con operacion simulada. (n= S @or grupo
por cada farmaco administrado: vehiculo, BMY-738:100329 y BMY+CEC).
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Gréfica 4. Efecto de BMY-7378 (BMY; 1 mg/kg, i.v.), BMY + CEC (10mg/Kg, i.v.) y
de RS-100329 (RS; 0.5 mg/kg, i.v.) sobre las respuestas presoras inducidas por la
noradrenalina (A,B y C) o A-61603 (D,E y F) en ratas con operacion simulada (A) y
con coartacion de la aorta a los 7 dias (B) y a los 14 dias (C). Los simbolos
representan la media y las barras verticales el error estandar de la media de 6

experimentos.
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3. Determinacion de las proteinas y RNAm de los rec  eptores adrenérgicos
Q1a, 018 Y A1p.

Se determind la expresion de proteinas y RNAmM de los receptores adrenérgicos
Q1a, 01 Y O1p €N la arteria aorta por arriba y por abajo de la coartacion en los tres
grupos (OS, CA7 y CA14), utilizando la técnica de Western blot y RT-PCR
respectivamente. En el grupo con CA7 se observo por arriba de la coartacion un
incremento significativo (p<0.05) del RNAm del receptor a;a, pero una disminucion
significativa (p<0.05) en el grupo con CA14, por arriba de la coartacion, sin
embargo, no hubo diferencias en la expresion de la proteina de dicho receptor en
los tres grupos; por debajo de la coartacion no se presentaron cambios en la
expresion del RNAm y se mostré disminucion (p<0.05) de la expresion de
proteina en el grupo con CA14 en relacién al con CA7 pero sin diferencia al grupo
con OS. (Gréfica 5).

En relacion al receptor adrenérgico aig, se observo una disminucion significativa
(p<0.05) del RNAm y la expresion de proteina tanto por arriba como por abajo de
la coartacién de la aorta en el grupo con CA14 comparado con el grupo con CA7,
asi como un incremento significativo de la proteina de dicho receptor en el grupo
con CA7 comparado con los otros 2 grupos por arriba y por abajo de la coartacion,
pero sin diferencias en el RNAmM comparado con el grupo de OS. (Gréfica 6).

La amplificacion del RNAm del receptor adrenérgico a;p del grupo con OS y CA7
no mostraron diferencias significativas (p<0.05) tanto por arriba como por abajo de
la coartacion de la aorta, pero si una disminucion en el grupo con CA1l4
comparado con los otros dos grupos por arriba de la coartacion, en este sitio se
mostré un incremento significativo (p<0.05) de la proteina de dicho receptor en el
grupo con CA7 comparado con el grupo con OS y CAl4, este Ultimo grupo
disminuyd significativamente pero no fue mayor que en el grupo con OS, mientras
que las proteinas del receptor adrenérgico a;p por abajo de la coartacion
disminuyeron en el grupo con CA7 en relacion al de OS y fue mayor el descenso
en el grupo con CA14. (Gréfica 7).

La amplificacion del RNAm y la expresion de la proteina de los subtipos de

receptores adrenérgicos aia, 0i1g Y aip Se determinaron en la arteria caudal en los
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tres grupos (OS, CA7 y CAl4), observandose un incremento significativo del
RNAmM del receptor adrenérgico aig y aip en el grupo con CA7 en relacion a los
otros dos grupos, asi como disminucion significativa de los tres subtipos de
receptores adrenérgicos a; en el grupo con CA14, sin embargo, la expresion de las
proteinas del receptor adrenérgico a;p Nno se observo en ningun grupo, el aa
disminuy6 significativamente en el grupo con CA14 en relacion con el CA7 pero no
con el de OS; las proteinas del receptor adrenérgico a;g disminuyo
significativamente en el grupo con CA7 pero se incremento significativamente en
el grupo con CA14 sin ser diferente al grupo con OS. (Grafica 8y 9).
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Grafica 5. Amplificacion del RNAmM y expresion de las proteinas del receptor
adrenérgico a;a, en la arteria aorta por arriba y por abajo de la coartacion en los
tres grupos: OS, CA7 y CA14. Los datos fueron normalizados con el gen control
GAPDH y la expresion de la proteina control B-actina respectivamente. Las barras
representan el promedio + el error estandar de 4 experimentos y se expresan en
unidades arbitrarias (U.A). En la parte superior de cada grafica se muestran las

bandas de un experimento. * p<0.05; ANOVA de una via, Bonferroni.
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Grafica 6. Amplificacibn del RNAmM y expresiéon de las proteinas del receptor
adrenérgico a;g, en la arteria aorta por arriba y por abajo de la coartacion en los
tres grupos: OS, CA7 y CAl14. Los datos fueron normalizados con el gen control
GAPDH vy la expresion de la proteina control B-actina respectivamente. Las barras
representan el promedio + el error estandar de 4 experimentos y se expresan en
unidades arbitrarias (U.A). En la parte superior de cada grafica se muestran las

bandas de un experimento. * p<0.05; ANOVA de una via, Bonferroni.
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Grafica 7. Amplificacion del RNAmM y expresion de las proteinas del receptor
adrenérgico a;p, en la arteria aorta por arriba y por abajo de la coartacion en los
tres grupos: OS, CA7 y CA14. Los datos fueron normalizados con el gen control
GAPDH y la expresion de la proteina control B-actina respectivamente. Las barras
representan el promedio + el error estandar de 4 experimentos y se expresan en
unidades arbitrarias (U.A). En la parte superior de cada grafica se muestran las
bandas de un experimento. * p<0.05; ANOVA de una via, Bonferroni.
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Gréafica 8. Amplificacion del RNAmM y expresion de las proteinas de los receptores
adrenérgico a;a Y aig, €n la arteria caudal de los tres grupos: OS, CA7 y CA14.
Los datos fueron normalizados con el gen control GAPDH y la expresion de la
proteina control B-actina respectivamente. Las barras representan el promedio + el
error estandar de 6 experimentos y se expresan en unidades arbitrarias (U.A). En
la parte superior de cada gréfica se muestran las bandas de un experimento. *
p<0.05; ANOVA de una via, Bonferroni.
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Grafica 9. Amplificacion del RNAmM y expresion de las proteinas del receptor
adrenérgico ajp, en la arteria caudal de los tres grupos: OS, CA7 y CAl4. Los
datos fueron normalizados con el gen control GAPDH y la expresion de la proteina
control B-actina respectivamente. Las barras representan el promedio * el error
estandar de 6 experimentos y se expresan en unidades arbitrarias (U.A). En la
parte superior de cada grafica se muestran las bandas de un experimento. *
p<0.05; ANOVA de una via, Bonferroni.

4. Determinacion de PGE ,, PGIl, y TXB; por EIA.

Se realiz6 la determinacion de PGE,, TXB, y 2,3-dinor-6-ceto PGF,; en orina
mediante la técnica de inmunoensayo enzimético en los tres grupos (OS, CA7 y
CAl14), no se observé una diferencia significativa entre los tres grupos, cabe
mencionar que al calcular el cociente PGE,/TXB;, y 2,3dinorPGF41/TXB, tampoco

se observaron diferencias significativas, como se muestra en la grafica 10.

- 69 -



10000+ 15000+ 10000+

=
& 125001
7500 g 7500
£ L 100004 £ _l_
=) (U] [=)
S 50001 @ 75001 £ 50004
o (o] N
: : g
Q
Q 8 50001 o
2500 5 2500
c
5 25001
@
0- N 0- 0
oS CA7 CAl4 0s CA7 CAl4 oS CA7 CAl4
D E
251 =4
£
= o
E 204 g3 —l—
> o
g ] 2
o e
2 5?2
= 1.04 Q
] 3
w e
Q 05 £
hel
™
0.04 & 04
oS CA7 CAl4 oS CA7 CAl14

Gréfica 10. PGE,, TXB; y 2,3dinorPGF,; en orina de animales con OS, CA7 y 14
dias, cociente PGE,/TXB, y 2,3dinor-6-ceto PGF4;/TXB,, mediante inmunoensayo
enzimatico. Cada barra representa el promedio y la barra pequefia el error

estandar de 6 animales. * p<0.05 diferencia significativa.

5. Niveles de All en plasma.

Se cuantificaron los niveles de All en el plasma de animales con OS, CA7 y CAl14,
mostrando un incremento significativo en el grupo con CA7 y CA14 comparado
con el grupo con OS (OS 127.25 * 0.40 pg/ml, CA7 130.28 + 0.83 pg/ml, CA14
129.41 + 0.84 pg/ml, p<0.05); sin embargo no se observé diferencia significativa

(p>0.05) entre los grupos con coartacién. (Grafica 11).
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Gréafica 11. Niveles plasméticos de All en los grupos con: OS, C7 y CA14, por
inmunoensayo enzimético. Cada barra es el promedio y la barra pequefia

corresponde al error estandar de 6 animales. * p<0.05.

6. Resultados de anatomopatologia e histopatologia.

El estudio anatomopatolégico mostro en las ratas con OS: corazon, rifion derecho
e izquierdo y aorta de caracteristicas normales; en el grupo con CA7: corazon
normal, rifidn izquierdo con disminucién en su tamafo (hipotrofia) y friable a la
palpacion, con fibrosis importante alrededor del sitio de la coartacién. En el grupo
con CA14: el rifidn izquierdo se observé con disminucion en su tamafio y de
consistencia dura; la arteria aorta con abundante fibrosis alrededor del sitio de la
coartacion, (Figura 10).

Descripcion histopatolégica de la arteria aorta.

Se realizaron cortes de la arteria aorta a nivel suprarenal e infrarenal, el diametro
de la arteria aorta en las ratas del grupo con OS fue de 1646 £50 um, en el de
CA7 de 1880 =72um y de 2053 + 128um en el grupo con CA14, siendo
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significativa la diferencia en el grupo con CA14 en relacion al de OS (*p<0.05); en

relacion al espesor de la aorta por arriba de la ligadura, se fue incrementando

conforme pasé el tiempo de la coartacion, siendo significativa la diferencia de los

dos grupos con la coartacién en relacion al grupo con OS (*P<0.05), pero la

diferencia no fue significativa entre los grupos con la coartacion (OS 203 +5.3um,

CA7 373 #41.7um y CA14 466 +83.26um), p>0.05. (Gréfica 12 y figura 11).

oS

CA7

CA14

Figura 10. Imagenes de la anatomopatologia del corazén, aorta y riflones de un

animal con OS, CA7 y CA14.

Espesor de la arteria aorta ( pum)

Gréfica 12. Espesor de la arteria aorta en ratas con OS, CA7 y CA14.
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Figura 11. Microscopia 40x de la arteria aorta por arriba de la coartacion, tefiida

con Hematoxilina-Eosina.

En los cortes transversales de aorta de la parte superior (Figura 12) de ratas con
OS (Figura 12A), se observo de la parte interna del vaso hacia la periferia: células
endoteliales de caracteristicas normales, tanica media con fibras musculares en
disposicién longitudinal con un grosor de 5 capas celulares, tanica adventicia con
tejido adiposo maduro y escaso, asi como tejido inflamatorio disperso.

En la arteria aorta por arriba de la coartacion, en ratas con CA7, se observo la
tunica media con hiperplasia (un grosor de 12 capas, aumento en el nimero de
nacleos) y algunas células musculares con hipertrofia (nlcleos con aumento de
tamafio y una relacion nucleo:citoplasma de 3:1). La tunica adventicia con
abundantes células inflamatorias, linfocitos y cambios de degeneracion hialina
(Figura 12B). En el grupo CA14, arteria aorta presentd aumento en el grosor de la
tunica media (hiperplasia) fueron 7 capas de células musculares, ademas de
hipertrofia (aumento del tamafio celular y una relacion ndcleo citoplasma de 3:1).
(Figura 12C).

Por abajo de la coartacion, en el grupo CA7, se observaron células endoteliales
escasas y dispersas, asi como invaginaciones, tunica media con disminucion en el
grosor (hipotrofia), fiboras musculares dispersas que no conservan su distribucion
longitudinal y algunas células necroticas (pérdida del nucleo); la tanica adventicia

con necrosis fibrinoide y abundantes elementos inflamatorios. Mientras que en el
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grupo CA14, la arteria aorta mostré algunas células endoteliales conservadas,
otras con hipertrofia y formacién de invaginaciones, tanica media con hipertrofia
(células musculares con nucleomegalia, pérdida de la relacion nucleo-citoplasma
5:1), pero no presentd hiperplasia, ya que el numero de capas no se modificd (5
capas); tunica adventicia con depésito de material hialino y elementos
inflamatorios.

Descripcion histopatolégica del corazon

Se realizaron cortes de transversales del corazon de los animales de los tres
grupos. Observandose en el grupo con OS, fibras de musculo estriado con
cardiomiocitos conservados, hemorragia difusa intermuscular (ver figura 12D).

En animales con CA7, se mostraron algunas zonas con fibras de musculo estriado
cardiaco con discreta hipertrofia (aumento del tamafio del nucleo y pérdida de la
relacién nucleo citoplasma 3:1), focos de reparacion probablemente secundario a
proceso inflamatorio localizado (la coartacion), (ver figura 12E). En el grupo con
CA14, se observo hipertrofia en todas las fibras musculares (aumento del tamafio
del ndcleo y pérdida de la relacion nucleo citoplasma 4:1) sin proceso inflamatorio

agregado. (Figura 12F).

Descripcion histopatolégica de los rifiones en los t res grupos.

En el grupo de ratas con OS, el rifion derecho e izquierdo presentaron glomérulos
y tubulos de caracteristicas normales (ver figura 13, Ay B).

En los animales con CA7, el rifion derecho presento congestion vascular, necrosis
tubular aguda (citoplasma de aspecto deshilachado y nucleos fuera del
citoplasma). El rifion izquierdo mostré atrofia de los tubulos (se observaron
compactados), y algunas zonas con necrosis tubular aguda. Abundantes detritos
celulares, necrosis coagulativa y en el tejido adiposo perrirenal se observo un
proceso reparativo, caracterizado por: angiogénesis, abundantes fibroblastos y
células inflamatorias (ver figura 13, C y D).

Por otra parte, en el grupo con CA14, el rifibn derecho presentd congestion
vascular generalizada, cambios proliferativos de las células mesangiales

(hiperplasia). El rifion izquierdo mostré hiperplasia de las células mesangiales, con
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disminucion del espacio de Bowman, necrosis tubular aguda, tejido adiposo

perirrenal con inflamacion crénica (ver figura 13, E y F).

Figura 12. Cortes histol6gicos de aorta (parte superior) y corazon (parte inferior)
(ambos a 20X) de ratas con operacion simulada (OS; A,D) o coartacién aodrtica por 7
(CA7; B,E) o0 14 dias (CA14; C,F). El nimero de capas de musculo liso en la tunica
media fue ncrementado en la aorta de CA7 (B) y estos cambios fueron parcialmente
revertidos en la aorta de CA14 (C). Cambios de hipertrofia moderada o global fueron
evidentes en células cardiacas de ratas con CA7 y CAl4, respectivamente.

Barras=20 pm.
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Figura 13. Cortes histoldgicos de rifion derecho (A, C y E) vy rifién izquierdo (B, D y
F) de ratas con operacion simulada (OS; Ay B) o coartacion adrtica alos 7 (CA7; C
y D) y 14 dias (CA14; E y F). Los cambios de necrosis en el rifién izquierdo de CA7
(D) fueron revertidos en el mismo 6rgano de animales con CAl14 (F). a, epitelio
capsular; b, tibulo contorneado distal; c, espacio de Bowman; d, tibulo colector.

Barras=200 pm.
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VII. DISCUSION

Generalidades.

En este trabajo estudiamos el efecto de hipertension secundaria a coartacion inter-
renal de la aorta sobre la funcion y expresion de los receptores adrenérgicos aia,
Qigy Oip, asi como en los niveles plasmaticos de All. Los resultados demostraron
que la coartacion de la aorta inter-renal desarrollo hipertension e incremento de los
niveles de All, sin ser significativa la diferencia con el tiempo de la coartacion en
los grupos coartados; sin embargo, causo una disminucion tiempo-dependiente en
la funcion de los receptores a;p con un incremento en la funcidon de los receptores
adrenérgicos aia, en la vasculatura sistémica de ratas anestesiadas. En relacion a
la expresion de la proteina de los subtipos de receptores adrenérgicos, la
coartacion inter-renal de la aorta, produjé un incremento significativo de la proteina
del receptor adrenérgico a;gyaip en la aorta superior, del receptor adrenérgico aia
en la arteria caudal, en una fase temprana (7 dias) con disminucion significativa de
todos éstos en una fase tardia (14 dias), pero con aumento del receptor
adrenérgico a;g en arteria caudal. Estos resultados sugieren que el tiempo de la
coartacion determina los cambios en la funcién y expresion de los subtipos de
receptores adrenérgicos, y es posible que en 7 dias no se vea la diferencia en los
valores de hipertensién y niveles de All entre 7 y 14 dias, porque el desarrollo de
la hipertension es muy lento. Los resultados mostraron una posible relacion entre
la All y los receptores adrenérgicos aip en el desarrollo de la hipertension en una
fase temprana (7 dias), pero no en una fase tardia (14 dias), en el modelo de

coartacion inter-renal de la aorta.

Papel de los subtipos de receptores adrenérgicos oy en la respuesta presora
inducida por agonistas.

El estado funcional de los subtipos de receptores adrenérgicos a; en el presente
estudio fue evaluado mediante el andlisis de las respuestas presoras sistémicas
inducido por noradrenalina y A-61603 en presencia y ausencia de antagonistas
para los receptores adrenérgicos a;a (RS-100329), aig (cloroetilclonidina) y aip

(BMY-7378). De acuerdo con datos previos reportados en la literatura (Zhou y
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cols., 1996) el desplazamiento a la derecha de la curva dosis-respuesta a
noradrenalina por BMY-7378 (1mg/Kg, i.v.) en ratas con OS sugiere una
importante participacion de los receptores adrenérgicos aip. De forma similar, la
capacidad del RS-100329 para desplazar la curva dosis-respuesta a noradrenalina
a la derechay la disminucién del efecto presor maximo sugiere la participacion del
receptor adrenérgico ai;a Este patron de bloqueo ha sido reportado previamente
para el RS-100329 contra respuestas vasoconstrictoras inducidas por fenilefrina y
A-61603 en lecho vascular mesentérico de raton (Martinez-Salas y cols., 2007), y
para el 5-metilurapidil contra las respuestas vasoconstrictoras inducidas por
noradrenalina en arterias femorales de raton (Zacharla y cols., 2004). En apoyo de
la participacion de los receptores adrenérgicos aia en la regulacion de la
vasoconstriccion sistémica, el A-61603 incrementé de manera dosis-dependiente
la presion arterial en los tres grupos de animales y estas respuestas fueron
antagonizadas competitivamente por el RS-100329, con un incremento
significativo en el efecto presor maximo para el agonista con respecto al grupo con
OS, sin embargo, dicho incremento podria deberse a que la presion arterial
diastélica cuando se inicio la curva esta muy baja por efecto de los antagonistas
RS y BMY. Aunque el tratamiento con BMY-7378 fall6 para bloquear las
respuestas presoras inducidas por el A-61603, el antagonista también llevé a un
incremento significativo del efecto presor maximo a A-61603 (ver Figura 3). Ambos
antagonistas causaron una disminucion significativa en los valores basales de la
presion arterial (Figura 1 y 2), el aparente incremento en la respuesta presora
maxima a A-61603 en animales tratados con antagonista, probablemente sea el
reflejo de la caida de la presién basal provocada por los antagonistas, incluso,
esta fue la diferencia entre el incremento maximo inducido por el agonista y los
valores basales de la presion arterial diastélica que fueron medidos en estos
experimentos. (Figura 3). Una probable explicacion de los resultados
contrastantes en cuanto al efecto de los farmacos antagonistas sobre las
respuestas presoras inducidas por noradrenalinay A-61603, podria ser porque la
noradrenalina tiene una afinidad 20 veces mayor para los receptores adrenérgicos

a;p comparado con los receptores adrenérgicos aia (Horie y cols., 1995), mientras
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que el A-61603 es un agonista altamente selectivo para los receptores aia
(Knepper y cols., 1995). Ademas, cabe destacar, el papel modulador de los
subtipos de receptores adrenérgicos a; endoteliales que pueden oponerse al
incremento de la presion arterial inducido por el agonista a través de la liberacion
de sustancias vasodilatadoras como el 6xido nitrico (Méndez y cols., 2006). Sin
embargo, se requiere de mayor investigacion que explore con detalle estos

mecanismos.

Efecto de la hipertension inducida por la coartacié n aodrtica en la funcién y
expresion de los receptores adrenérgicos  dja, 0g Y dip: papel de la All.

Una gran evidencia sugiere que los receptores adrenérgicos a; son modificados
en la hipertension; principalmente el receptor adrenérgico a;p, su funcion y
expresion se ha observado incrementada en vasos de ratas SHR (Villalobos-
Molina y cols., 1996,1999, 2008; Tanoue y cols., 2002; Villalobos-Molina y cols.,
1999; Godinez-Hernandez y cols., 2006; Gisbert y cols., 2002; Oliver y cols., 2009;
Ye JM y cols., 1998) Diversos estudios sugieren que el cambio en los receptores
adrenérgicos a;p vasculares en animales hipertensos puede estar asociado con la
All. Como se ha demostrado previamente, este octapeptido incrementé su
transcripcion y expresion en células de muasculo liso vascular (Hu y cols., 1995).
Ademaés , el pretratamiento con captopril por una semana disminuyo la expresion
del receptor adrenérgico a;p en la aorta de ratas SHR jovenes hipertensas
(Godinez-Hernandez y cols., 2006), mientras que cantidades altas del receptor
adrenérgico a;p fueron encontradas en la aorta de ratones sin el receptor aril
hidrocarburo, los cuales muestran caracteristicamente incremento en los niveles
de All, hipertrofia e hipertensién (Villalobos-Molina y cols., 2008). Estos hallazgos,
sugieren una relacion directa entre los niveles circulantes de All y los receptores
adrenérgicos a; en hipertension, especificamente el receptor adrenérgico aip.
Hallazgos similares se encontraron en ratas hipertensas 2K-1C (Welch y cols.,
2007; Wilcox y cols., 1996), y en animales con coartacion adrtica inter-renal parcial
(el presente estudio) con niveles plasmaticos altos de All, lo que refleja la

activacion del SRA. Si la All es la responsable de un incremento los receptores
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adrenérgicos aj;p vasculares en la hipertension, se podria esperar que la
coartacion de la aorta podria inducir un incremento en la funcion y expresion de
estos receptores a lo largo del tiempo después de la coartacion (CA7 y CA14). Sin
embargo, aunque nosotros encontramos un incremento en la cantidad de
proteinas del receptor adrenérgico a;p en la aorta de ratas con CA7, lo que sin
duda apoya la idea antes mencionada, dicho incremento no fue observado en la
aorta de animales CA14, quienes también tenian un incremento en los niveles
plasméticos de All y la hipertension. Mas aun, la disminucion tiempo-dependiente
de la expresion funcional de los receptores adrenérgicos a;p sensibles a BMY fue
observada en ratas anestesiadas con CA7 y CAl4. De acuerdo a estas
observaciones, entonces, el concepto que niveles altos de All circulanes pueden
incrementar la expresion y funcion de los receptores adrenérgicos a;p en la
hipertensidn, esta sustentado en un estadio temprano (CA7) pero no en uno tardio
(CA14) del modelo de hipertension inducida por la coartacion de la aorta inter-
renal utilizado en este estudio.

En cuanto a los posibles efectos de la All sobre los receptores a;a, datos previos
demostraron que el tratamiento con captopril disminuyé el RNA mensajero
(RNAmM) en ratas SHR (Godinez-Hernandez., 2006). Ademas, la All produjé una
regulacién a la baja del RNAm vy la proteina del receptor adrenérgico a;a en
cultivo de miocitos ventriculares de rata neonata; sin embargo, el RNAm de los
receptores adrenérgicos a;p no presentaron modificaciones (Li y cols., 1997). Por
lo tanto, no son consistentes los efectos de la All sobre los receptores
adrenérgicos aia , que han sido reportados hasta ahora. La evidencia de un cambio
potencial en el estado de los receptores adrenérgicos a;a en la hipertension no es
consistente. Por ejemplo, una disminucion significativa de la cantidad de RNAmM
(pero no de proteinas) del receptor adrenérgico a;a fue observada en la aorta de
ratas SHR comparado con controles Wistar Kyoto (WKY) (Godinez-Hernandez y
cols., 2006). Ademas, las contracciones mediadas por el receptor a;a inducido por
cloroetilclonidina en arteria caudal de ratas SHR y WKY no tuvieron diferencias

entre si (Ibarra y cols., 2000).
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En contraste con datos anteriores en arterias aisladas, la CA7 y CA14 causaron
una disminucion dependiente de tiempo en la expresion funcional en los
receptores adrenérgicos a;p en vasos de resistencia sistémica, como fue
obsevado por la pérdida de la actividad del antagonista BMY-7378 contra las
respuestas presoras inducidas por noradrenalina en animales anestesiados
(Fig.3). La falta de correlacion entre los datos de aorta aislada y los vasos
sistémicos in vivo, probablemente refleja una marcada diferencia entre las arterias
conduccidn y distribucion y pequefios vasos de resistencia, asi como el efecto de
la coartacion adrtica en la funcion y expresion de los subtipos de receptores
adrenéricos a; vasculares. Desde el punto de vista de su patogenia, la tendencia
hacia un mayor cantidad de proteina de los receptores adrenérgicos a;p y aig €n
la arteria aorta superior y del a;a en arteria caudal de animales con CA7, no
descarta la posibilidad de que dicho incremento inicial de los receptores, podria
constituir un paso en el desarrollo de la hipertension, aunque, esto no se reflejo
funcionalmente en animales anestesiados. Es importante destacar que, a pesar
de la heterogeneidad reportada de los subtipos de receptores adrenérgicos a; en
diferentes areas de la vasculatura, incluyendo por ejemplo los lechos vasculares
de la arteria renal (Villalobos-Molina y cols., 1997; Salomonsson y cols., 2000),
mesentérica (Piascik y cols., 1997; Arevalo-Ledn ycols., 2003), y femoral (Zacharia
y cols., 2004), el valor de los presentes experimentos en animales en el andlisis de
la potencial relacion entre la All y los receptores adrenérgicos aj;p vasculares en
el modelo de coartacion de la aorta utilizado, parece importante dado que los
estudios mostraron un papel predominante en las respuestas presoras inducidas
por agonistas de los receptores adrenérgicos a; (Zhou y cols., 1996; Ibarra y cols.,
1997; Tanoue y cols., 2002). Tanto la expresion de los receptores adrenérgicos
aip en aorta (Godinez-Hernandez y cols., 2006) y la funcion en la vasoconstriccion
sistémica llegd a estar acentuada en modelos animales de hipertension
(Villalobos-Molina y cols., 1999, 2008; Godinez-Hernandez y cols., 2006).
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Angiotensina Il y cambios histolégicos en rifién, co razén y aorta en el
modelo de coartacion de la aorta inter-renal.

En este trabajo, también estudiamos los cambios histologicos en rifién, corazon y
aorta en el modelo de coartacion inter-renal de la aorta. Los resultados mostraron
que la coartacion inter-renal de la aorta desarrollé hipertension e incremento los
niveles circulantes de All, produciendo cambios contrastantes en la morfologia de
los rifiones, corazon y aorta dependiendo del intervalo de tiempo posterior a la
coartacion (7 y 14 dias). Estos cambios sugieren la participacion de otros
mecanismos a los 14 dias después de la activacion del SRA por la All secundaria
a la coartacion de la aorta. Sorprendentemente, tanto los niveles circulantes de All
y los valores de presion arterial sistémica en animales con CA14 no fueron
mayores que los medidos en animales con CA7, lo que podria deberse a que el
desarrollé de la hipertension es lento y ese tiempo no es suficiente para mostrar
diferencias significativas, 6 la participacion de otros mecanismos que mantienen
la hipertension en ratas con CA14, mecanismos donde los prostanoides no estan
involucrados, ya que nosotros no observamos cambios significativos en los niveles
de protanoides urinarios en los tres grupos. A pesar de que los metabolitos del
acido araquiddnico, incluyendo el tromboxano A, (TxA;), endoperoxidos de
prostaglandina (PGH;) e isoprostanos pueden causar vasoconstriccion de vasos
renales y sistémicos, asi como contribuir al desarrollo de hipertension durante una
infusién corta y prolongada de All (Luft et al., 1989; Wilcox and Welch, 1990;
Wilcox et al., 1991) y durante la fase temprana de la hipertension renovascular en
ratas (Himmelstein and Klotman, 1989). Ademas de haberse reportado, una
produccién excesiva de prostaglandinas incluyendo el metabolito de PGly,
2,3dinor-6-cetoprostaglandina Fa; y el metabolito del tromboxano A,, TXB,, en los
vasos sanguineos (Lin et al., 1991; Luft et al., 1989), glomérulos de rifiones con un
clip (Stahl et al., 1984) y en rifiones contralaterales perfundidos (Himmelstein and
Klotman, 1989) de ratas hipertensas 2K-1C; la excrecién del TxB, también se
observé incrementada en este modelo (Welch et al., 2007). La ausencia de
cambios en los niveles urinarios de PGE,, TXB, y 2,3-dinor-6-keto-prostaglandina

Fla en el presente estudio, fue contrastante con las observaciones realizadas en
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ratas hipertensas 2K-1C, lo que implica diferencias importantes, que podrian
existir entre los dos modelos experimentales, incluyendo el diametro del clip
colocado para la occlusion del flujo sanguineo (0.2 mm en la arteria renal contra
0.8 mm en la aorta) y el periodo de tiempo en que fue realizada la medicion
después de la colocacion del clip, fue de 2 -6 semanas en ratas 2K-1C
(Himmelstein and Klotman, 1989; Stahl et al., 1984; Wilcox et al., 1996; Welch et
al., 2007) y 1-2 semanas en los experimentos de coartacion de la aorta en el
presente estudio. Ademas la excepcion realizada del estudio reportado por Welch
y colaboradores (2007) mostrando un incremento en los niveles urinarios de TxB
en ratas de Goldblat 2K-1C, muchos estudios han medido protanoides localmente
(en glomérulos y rifones completos).

Se han reportado alteraciones deletéreas estructurales y funcionales en rifiones,
vasos sanguineos y corazén de modelos animales con HRV, como es el dafio
tubulointersticial incluyendo la expansion del volumen intersticial, atrofia tubular y
fibrosis tubulointersticial precediendo la lesién glomerular en el rifiédn derecho (sin
clip) junto con la expansion intersticial y dafio tubular en el rifién izquierdo (con
clip) de ratas hipertensas 2K-1C (Grone and Helmchen, 1986; Jackson et al.,
1990; Mai et al., 1993; Wenzel et al., 2003). Cambios similares junto con la
glomeruloesclerosis y la retraccion del penacho glomerular en el rifion no
isquémico, y necrosis isquemica subtotal en el rifidn isquémico habia sido
observado en ratas con coartacion de la aorta inter-renal completa (De Bruno et
al., 2001). Mecanismos no hemodinamicos han sido involucrados en la activacion
del receptor ATy All en relacién a las alteraciones estructurales (De Bruno et al.,
2001; Hilgers and Mann, 1996). Los presentes resultados mostraron dafio tubular
y modesto colapso glomerular en el rifion derecho y necrosis isquémica extensa
en el rifion izquierdo de ratas con CA7, compatibles con los resultados anteriores,
por lo que probablemente se deba a una accion trofica no hemodinamica de la All
en este modelo. Una diferencia notable fue una modesta retraccion glomerular en
el rifidn no isquémico de ratas con CA7 con respecto a lo visto en el rifion no
isquémico de ratas con ligadura completa de la aorta (De Bruno et al., 2001), una

diferencia que puede atribuirse a un aumento menos drastico en la presién de
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perfusion renal por una coartacién de la aorta parcial, que fue utilizada en este
estudio. Un mayor analisis experimental, se requiere para poder evaluar las
posibles diferencias moleculares y morfolégicas entre ambos modelos
experimentales.

Los datos en aorta de ratas coartadas son consistentes con estudios previos que
mostraron hipertrofia (Griffin et al., 1991; Mulvany, 1993; Korsgaard and Mulvany,
1988) e hiperplasia (Owens and Reidy, 1985;Su et al., 1998) de células de
musculo liso en vasos sanguineos de rifidbn de rata o ratdn hipertensos por
infusion de All. Similar, a la respuesta de crecimiento predominantemente
hiperplasico en la aorta toracica de ratas con coartacion de la aorta inter-renal
parcial (Owens and Reidy, 1985), el principal efecto en la aorta fue el incremento
en el numero de capas de células de musculo liso medial en animales coartados.
Dado que la hipertrofia medial adrtica debido a la hipertrofia celular e hiperploidia,
es la respuesta predominante en ratas SHR (Owens and Schwartz, 1982) y en
ratas hipertensas Goldblatt (Owens and Schwartz, 1983), la respuesta de
crecimiento de las células de musculo liso, con un vaso sanguineo puede diferir
marcadamente dependiendo del modelo de hipertension. Una gran cantidad de
estudios soportan el papel de la All sobre las alteraciones vasculares y renales,
mientras que la hipertrofia cardiacas ha sido mas frecuentemente asociada con un
incremento de la carga de presion en estos modelos animales (Geisterfer et al.,
1988; Mulvany, 1993; Owens et al.,, 1981). Una carga mayor de presion
desarrollada en el corazon de ratas con CA14 se sugiere por los valores altos de
la frecuencia cardiaca en este grupo de animales comparado con aquellos animals
con OS y CA7; esto es de hecho compatible con el desarrollo de hipertrofia
general comparada con hipertrofia parcial en el corazén de de ratas con CA14 y
CA7, respectivamente.

Los hallazgos histolégicos mas relevantes, fueron los cambios estructurales en el
rifidn izquierdo (la atrofia y necrosis tubular) y en la aorta por arriba de la ligadura
(hiperplasia del muasculo liso vascular medial), pero no en corazon de ratas con
CA7, los cuales fueron claramente revertidos en los tejidos de animales con CA14.

Esto sugiere la participacion de mecanismos locales y sistémicos opuestos a los
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efectos de la coartacién adrtica en estos tejidos. Esto posiblemente sea el inicio de
evidencia experimental que sugiere: 1) productos de actividad de la ECA podrian
tener un papel protector en los rifiones de ratas con HRV; 2) componentes del
RAS pueden revertir la proliferacion de las células del musculo liso vascular, como
en ratas hipertensas 2K-1C que estuvieron en tratamiento por 2 semanas con
enalapril e hidralazina (vasodilatador), donde la tasa de filtracion glomerular fue
reducida significativamente en el riidn con clip mas por el tratamiento con
enalapril que por hidralazina a pesar de disminuir la presion arterial de forma
similar con ambos farmacos, lo que sugiere que el efecto de la inhibicién de la
ECA sobre la tasa de filtrado glomerular fue resultado de un mecanismo
especifico interarenal independiente de la reduccion de la presion arterial (Grone y
Helmchem, 1986). Entonces, la presion arterial en nuestros experimentos en ratas
con CA7 y CA14 no fue signifcativamente diferente, la reversion de la atrofia renal
inducida por la coartacion aértica fue mayor independientemente de la perfusion
renal y/o presién arterial sistémica.

De acuerdo con lo anterior, el tratamiento antihipertensivo con un inhibidor de la
ECA es equiparable en la falla renal aguda en ratas hipertensas depletadas de
sodio con constriccion de la arteria renal bilateral (Helmchen et al., 1982).

Para apoyar mas un mecanismo intrarenal dependiente de angiotensina de la
nefrotoxicidad por inhibicion de la ECA, la infusion intrarenal de enalapril
disminuy6 la tasa de filtracion glomerular en el rifion estenotico sin cambios en la
presion arterial en perros (Anderson y cols., 1979). Desde un punto de vista
estructural, el tratamiento antihipertensivo de ratas hipertensas 2K-1C con
omapatrilat (un inhibidor de la ECA y la endopeptidasa neutral), enalapril, o
enalapril combinado con hidroclorotiazida aumenta el dafio tubulointersticial (y
disminucion de la funcién) en el riidbn con clip comparado con controles
hipertensos no tratados (Wenzel et al., 2003). En conjunto, estas observaciones
apoyan el papel de un mecanismo protector dependiente del SRA en los riflones
de ratas hipertensas, la cual podria llegar a activarse durante los estadios
tempranos del proceso como lo sugerido por nuestros resultados en los rifiones

izquierdos de ratas con CA14.
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En cuanto a los efectos de la coartacion aértica de ratas con CAl4, este es el
primer informe que muestra la reversion de la hiperplasia de células de musculo
liso aoértico medial en un modelo de HRV. Un estudio previo realizado en ratas con
coartacion aortica inter-renal demostr6 una respuesta predominante de
crecimiento hiperplasico en la aorta toracica (es decir, por encima de la coartacion)
9 dias después de la cirugia, pero no se realizé un analisis en una etapa posterior
del proceso (Owens y Reidy, 1985). Finalmente, en el caso del corazon, hipertrofia
moderada o global en ratas con CA7 y CA14, respectivamente, indica que la
reversion no se produjo con la progresion de la HRV y que el incremento de la

hipertrofia del segundo fue mas asociada por un largo periodo de tiempo.
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VIIl. CONCLUSIONES.

- La hipertension inducida por la coartacion inter-renal de la aorta incrementa
la All, la funcion del receptor adrenérgico a;p Yy la expresion de los
receptores adrenérgicos aig y Oip Vvasculares (aorta) y receptores
adrenéricos a;a (arteria caudal) en una fase temprana (7dias), sin

participacion de los prostanoides.

- La hipertension y el incremento de la All en este modelo experimental se
asocia con hipertrofia e hiperplasia en la aorta superior, necrosis en el riidn
izquierdo e hipertrofia en el corazon en la fase temprana (7 dias), con

reversion de dichos cambios en aorta y rifion con el tiempo (14 dias).

- Los resultados sugieren una relacion directa y temprana de la All y los
receptores adrenérgicos aip en el desarrollo de la hipertension en animales

con coartacion de la aorta inter-renal.
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IX. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos, nos llevan a la busqueda de otros mecanismos que
intervienen en el mantenimiento de la hipertension arterial renovascular sobre todo
a mas de 14 dias de la coartacion, lo que pudiera proporcionar mayor informacion
para comprender ain mas su fisiopatogenia y encontrar nuevas alternativas
farmacologicas en el tratamiento de la hipertension, ya que a pesar de contar con
muchos farmacos para tal fin, el control de la hipertension arterial sigue siendo un
reto.

Entre los proyectos que derivan de este estudio esta la determinacion de
catecolaminas, principalmente noradrenalina y serotonina tanto a nivel central
como periférico, ya que se ha sociado al sistema serotonérgico central en la
hipertensién renovascular 2 rifiones 2 clips. También seria importante medir la
ECAZ2, angiotensina 1-7 y aminopeptidasas a nivel central como periférico, ya que
tienen un papel importante en el SRA amplificado y probablemente son puntos
clave en el mantenimiento de la hipertension; en el caso de las prostaglandinas, su
determinacion a nivel renal y en plasma en 20 y 30 dias posteriores a la coartacion
de la aorta, proporcionaria informacion importante en relacion a su participacion en
la hipertension renovascular.

Seria también interesante conocer en este modelo de hipertension, la expresion
de los subtipos de receptores adrenérgicos al en corazoén, para conocer si el
predominio de alguno de ellos estd asociado a la hipertrofia presentada, ya que
son pocos los estudios que se han dedicado a ello, y existe controversia en los

resultados.
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