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Glosario de términos
5HT. Serotonina
a1-ARs. Receptores a;-adrenérgicos
ADH. Hormona antidiurética
AMP. Aminopeptidasa
Ang I. Angiotensina |
Ang Il. Angiotensina Il
Ang lll. Angiotensina llI
Ang IV. Angiotensina IV
AP-1. Activador de Proteina- 1 (activator protein-1)

CAGE. Quimostatina sensible a la generacion de Ang Il (chymostatin-sensitive

Ang ll-generating enzyme.

D-AMP. Aminopeptidasa-D

ECA. Enzima convertidora de angiotensina Il

ECAZ2. Enzima convertidora de Angiotensina tipo 2
EDHF. Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
ET-1. Endotelina

HA. Hipertension arterial

ICAM-1. Molécula de adhesion inter-celular tipo 1 (Inter-Cellular Adhesion

Molecule 1)
IECA. Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina ll

IL-6. Interleucina-6 (interleucine-6)



IRAP. Receptor de aminopeptidasas regulado por insulina (insulin-regulated amino

peptidase receptor)

IRAP/AT,. Receptores AT, o0 Receptores de aminopeptidasas reguladas por

insulina (Insulin-regulated aminopeptidase receptors /AT,)

MAPK. Proteina Cinasa activada por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein

Kinase).
MCP-1. Proteina quimioatractora de monocitos (monocyte chemotactic protein-1)
NA. Noradrenalina

NADPH. Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (Nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate-oxidase

NEP. Endopeptidasa neutra

NF-kB. Factor Nuclear-xB (Nuclear Factor -xB)

NO. Oxido Nitrico

PAI-1. Inhibidor del activador de plaquetas—1 (platelet activator inhibitor-1)
PGIl; . Prostaciclina

PLZF. Factor de transcripcion de la proteina de leucemia proteolitica con dedos de

zinc (promyelocytic leukemia zinc finger protein).

RANTES. Quimiocina (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and

Secreted)

RAS. Sistema Renina Angiotensina (Renine-Angiotensin System)
SHR. Ratas espontaneamente hipertensas

SNC. Sistema nervioso central

TNFa. Factor de necrosis tumoral-o (Tumoral necrosis factor-a.)



TxA,. Tromboxano A,

VCAM-1. Molécula de adhesion celular vascular tipo 1 (Vascular cell adhesion

molecule-1)



Cross-talk between a;-adrenergic receptors and the renin-angiotestin system in

vascular smooth muscle
Abstract.

Angiotensin 1l (Ang Il) has an important function in the regulation of systemic arterial
pressure. Interestingly, it is known that renin-angiotensin system components are
enhanced in young SHR (plasma renin activity and angiotensinogen concentration), which
might contribute to pathogenesis of genetic hypertension. In the cardiovascular system o;-
adrenoceptors regulate processes such as cardiac and arterial smooth muscle contraction
and they have been implicated in pathologies like cardiac hypertrophy or ischemia-induced
cardiac arrhythmias. The purpose of this work is to explore the in vivo Ang Il continuous
effect on oyp-adrenoceptors functional expression and hypertrophy in aorta and tail
arteries of Wistar rats. Osmotic minipumps (Alzet) filled with Ang Il (release of 200
ng/kg/min/14 days) were subcutaneously implanted in 3 months-old male Wistar rats, at
the same time, rats were administered with BMY 7378 (10 mg/kg/day/14days) or losartan
(1 mg/kg/day/l4days) in drinking water. Arterial blood pressure was measured by a tail-
cuff method; after 2 weeks arteries were isolated and used for contractile experiments.
Ang Il induced an early and sustained increase in blood pressure and a maximal effect at
11 days (136 £ 4 vs 104 £+ 4 mmHg) however, when losartan (antagonist AT;) was
administered in the drinking water, it prevented the development of hypertension, whereas
hypertension was not prevented with BMY 7378 (antagonist oup-ARS). At the functional
level, phenylephrine, A61603 and KCI (80mM) induced contraction in aorta was greater in
Ang lltreated rats, ~40% more than in control groups, this increase was observed only in
aorta but not in caudal artery; furthermore, BMY 7378 and losartan inhibited the
hyperreactivity produced by Ang Il in aorta. Similar events were observed by vessels

histology, where only the aorta of rats treated with Ang Il developed hypertrophy.

Vascular smooth muscle cells (VSMC) were incubated with Ang Il (100 nM) for different
periods of time (30min-24hrs), and protein was determined by Western blot for a;-ARs.
Data showed an important increment of a;p-ARs after 30 min of Ang Il incubation, then a
time-dependent diminution in the expression of protein at later measurement points.
Whereas o;4-ARs shown opposite effects, they decreased at short times and returned to
basal. aus-ARs were not modified by the peptide. Maximal expression was blocked by

losartan and inhibited by cycloheximide. This data suggest that stimulation of AT,



receptors by Ang Il increased a;p-ARS in isolated cells, and this effect is due to synthesis

de novo of that receptor.

These data support a putative crosstalk between Ang Il and a,p-adrenergic pathways in
the vascular remodeling and this effect might be related with hypertension and

hyperreactivity induced by Ang II.



Comunicacion cruzada entre receptores adrenérgicos a1y el sistemarenina-
angiotensina en el musculo liso vascular.

Resumen
La angiotensina Il (Ang Il) tiene una funcién importante en la regulacion de la presion

arterial sistémica. De manera interesante, se sabe que los componentes del sistema
renina-angiotensina se encuentran incrementados en jovenes SHR (actividad de renina
plasmatica y concentracion de angiotensindgeno), los cuales pueden contribuir a la
patogénesis de la hipertensién genética. En el sistema cardiovascular los receptores
adrenérgicos o, regulan procesos como la contraccién del musculo liso vascular y
cardiaco y han sido implicados en patologias como la hipertrofia cardiaca o las arritmias
cardiacas inducidas por isquemia. El proposito de este trabajo es explorar in vivo el efecto
de la infusién continua con Ang Il sobre la expresion funcional de receptores adrenérgicos
aip (o1p-ARS) y la hipertrofia en la aorta y en la arteria caudal de ratas Wistar. Se
implantaron subcutaneamente minibombas osmoticas (Alzec) con la Ang Il (dosis de 200
ng/kg/min/ durante 14 dias) en ratas macho de 3 meses de edad, al mismo tiempo, a las
ratas se les administr6 BMY 7378 (10 mg/kg/day/durante 14 dias) 6 losartan (1 mg/kg/day/
durante 14 dias) en el agua que bebian. La presion arterial fue medida por el método
pletismogréfico; luego de dos semanas las arterias fueron aisladas y se usaron en
experimentos de contraccion. La Ang Il induce un incremento sostenido de la presion
arterial con un efecto maximo a los 11 dias (136 + 4 vs 104 + 4 mmHg) sin embargo,
cuando se administré losartdn (antagonista AT;) en el agua para beber, previno el
desarrollo de hipertension, mientras que la hipertension no se evit6 con BMY 7378
(antagonista a;p-ARS). A nivel funcional, la fenilefrina, A61603 y el KCI (80mM) inducen
un aumento en la contraccion en las aorta de ratas tratadas con Ang Il, ~40% mas que en
el grupo de control. Este incremento se observo solo en la arteria aorta pero no en la
arteria caudal; ademas, el BMY 7378 y el losartan inhibieron la hiperreactividad producida
por el Ang Il en la aorta. Eventos similares se observaron a través de la histologia de los
vasos sanguineos, en donde soélo la aorta de ratas tratadas con Ang Il desarrollo
hipertrofia.

Células de musculo liso vascular (VSMC) se incubaron con Ang Il (100nM) a diferentes
tiempos (30min-24hrs) y la proteina fue determinada por WB para subtipos de receptores
oz-ARs. Los datos muestran un importante incremento de receptores o;p-ARS después de

30 minutos de incubacion con Ang Il, luego una disminucion dependiente del tiempo en la



expresion de la proteina en mediciones posteriores. Mientras que con los receptores oua-
ARs muestran efectos opuestos, ellos disminuyeron en periodos cortos y regresaron a
niveles basales. Los ays-ARS no fueron modificados por el péptido. La expresion maxima

fue blogueada por el losartan e inhibida por la cycloheximida.

Estos datos sugieren que la estimulacion de receptores AT, por el Ang Il incrementd los
receptores a;p-ARS en células aisladas y este efecto se debe a la sintesis de novo de ese

receptor.

Estos datos apoyan una posible comunicacion cruzada entre Ang Il y la via de
sefializaciéon de receptores a;p-ARs en el remodelamiento vascular y este efecto puede

estar relacionado con la hipertension y la hiperreactividad inducida por Ang II.
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1. Introduccidén

1.1 Hipertension y su prevalencia

La hipertensién arterial es definida como un padecimiento cronico de etiologia
variada y se caracteriza por un aumento en la resistencia vascular periférica, la
cual se debe en gran parte a alteraciones funcionales y estructurales de las
arterias (Folkow, 1982; Marin, 1993; Mulvany et al., 1996). En el 5-10% de los
casos existe una causa directamente relacionada con la elevacion de la presion
(por ejemplo: defectos congénitos en el corazén, anormalidades renales,
aldosteronismo primario, ciertos tipos de cancer como el feocromocitoma), a este
tipo de hipertension se le conoce como hipertension arterial secundaria. En el 90-
95% restante, la enfermedad es denominada hipertension primaria o esencial,
donde la causa es desconocida. En los estadios iniciales, la actividad simpatica y
el gasto cardiaco estan incrementados, pero cuando la hipertensién ya esta
establecida, la actividad simpatica y el gasto cardiaco son normales, asi como
todos los parametros humorales. La Unica excepcion es la presion arterial, la cual
tedricamente es igual al producto del gasto cardiaco y la resistencia periférica. Asi,
el aumento en la resistencia implica un estrechamiento de los vasos de resistencia
gue no parece ser por aumento de la activacion intrinseca, y debe ser por cambios

en los propios vasos (Mulvany, 2008).

La hipertension arterial es una enfermedad frecuente, que en sus fases iniciales es
asintomatica, es de facil deteccion y casi siempre sencilla de tratar. Sin embargo,
cuando la hipertensién no es atendida durante un periodo de afios, puede llevar a
un gran numero de complicaciones, algunas de las mas importantes son la
arterioesclerosis y la cardiopatia hipertensiva. Por éstas razones, la hipertension
es, probablemente, el factor de riesgo mas importante en enfermedades
cardiovasculares, incrementando el infarto cardiaco, accidente vascular cerebral e
insuficiencia renal (Scheuer, 2008), y es uno de los problemas de salud publica
mas importantes en el mundo (Williams, 1994), ocupando los primeros lugares de

las causas de morbilidad y mortalidad.
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La prevalencia de la hipertension depende, tanto de la composicion racial de la
poblacién estudiada como de los criterios empleados para definir el proceso. En
las mujeres se relaciona estrechamente con la edad y aumenta considerablemente
a partir de los 50 afios, probablemente asociado con los cambios hormonales
producidos durante la menopausia. Se estima que aproximadamente mil millones
de personas la padecen, y en México, la hipertension ocupa el primer lugar de las
causas de morbilidad y mortalidad en donde la prevalencia es del 30.8% en la
poblacién mayor de 20 afios (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006). Esta
prevalencia esta directamente relacionada con la edad, ya que después de los 50
afos en los hombres supera el 50%, y en el caso de las mujeres al llegar a esta

edad alcanza y supera a los hombres (Olaiz G, 2006).

Numerosos factores contribuyen en el desarrollo de la hipertension, como el
consumo de alcohol, edad, obesidad, sensibilidad a la sal, género, alteraciones en
el Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRA), y resistencia a la insulina,
entre otros. Ademas, durante mucho tiempo se ha supuesto que los factores
genéticos son importantes en la génesis de la hipertension. Estudios con animales
y en poblaciones humanas apoyan la hipétesis: la herencia es probablemente
multifactorial o diversos defectos genéticos tienen como una forma de expresion
fenotipica, la elevacion de la presion arterial. Asi, se han examinado mas de 50
genes sensibles en relacion con la hipertension, y su nimero cada vez es mayor
(Anthony S. Fauci, 2006).

A pesar de la gran cantidad de investigaciones realizadas en este campo, no se
conocen los mecanismos fisiopatologicos que conducen al desarrollo de la
hipertension; sin embargo, en el ambito vascular se han propuesto tres factores

involucrados en la patogénesis de la hipertension:

1) Hipersensibiidad de los vasos sanguineos a  estimulos

vasoconstrictores.
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2) Disfuncion endotelial, que parece ser de gran importancia durante el
desarrollo de la enfermedad. (Marin, 1993; Williams, 1994; Mulvany,
2008).

3) Cambios estructurales en las paredes de los vasos sanguineos, en
donde se muestra una clara reduccion del diametro luminal y aumento
en la relacion media/limen y, en cierta medida, rarefacciéon de los lechos

vasculares.

Aunque es bien conocida la participacion de otros drganos como el corazon, el

rinon y el sistema nervioso central (Hollenberg, 2000).

La hipersensibilidad del masculo liso vascular en respuesta a noradrenalina y a
otros agentes vasoconstrictores como angiotensina Il (Ang Il) y endotelina (ET-1),
se ha sugerido como un elemento involucrado en la elevacién y el mantenimiento
de la alta presion arterial en ratas SHR (espontaneamente hipertensas). Sin
embargo, en el caso de la noradrenalina, se desconoce si este fenomeno esta
relacionado con un incremento en la afinidad o en el nUmero de receptores oy-
adrenérgicos (a1-ARs), con predominancia de alguno de ellos o con cambios en
los eventos post-receptor, pues existe controversia con algunos datos
experimentales, ya que se ha descrito aumento, disminucién o inclusive ausencia
de cambio en la respuesta contractil a noradrenalina (Suzuki et al., 1994). En este
sentido, Schiffrin (1992) report6 que los vasos sanguineos de resistencia tienen
modificaciones funcionales y estructurales, que dan como resultado la elevacion
de la presion arterial, de manera que el efecto presor a vasoconstrictores se

amplifica por la interaccion con otros factores para conservar la tension elevada.

Por otra parte, la disfuncion endotelial presupone la disminucion de los factores
relajantes [O0xido nitrico (NO), prostaglandina I, (prostaciclina, PGIy) y el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)], y aumento de los factores
contractiles endoteliales [prostaglandina H, (PGH,), tromboxano A, (TxA) y otros
prostanoides], asi como aumento en la generaciéon de especies reactivas de

oxigeno debidas a estrés oxidativo, conduciendo a la desregulacion del endotelio y
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al desbalance en el tono del musculo liso vascular (De Artifiano and Gonzalez,
1999; Touyz, 2003; Touyz, 2005).

1.2 Remodelacion Vascular en la Hipertension

(Cambios estructurales de los vasos)

El concepto de que el aumento en la resistencia periférica durante la hipertension
se debe a cambios estructurales en la vasculatura de resistencia, fue propuesta
por el grupo de Folkow (Folkow, 1956), donde el grosor de la pared de los vasos
se incrementa, por lo que aumenta la relacion pared/luz. Esta propuesta ha sido
confirmada por otros grupos; ademas, se ha sugerido que la alteracién morfologica
no se debe a un incremento en la masa de la pared vascular, sino a una nueva
disposicion de los componentes del interior del vaso es decir, otra forma de
reordenamiento denominada remodelamiento eutrofico. Los cambios estructurales
en los vasos sanguineos se denomina "remodelaciéon vascular'; aunque se ha
sugerido que el término “remodelacion” debe limitarse a situaciones donde cambia
la luz del vaso en estado relajado, por reacomodo del tejido existente en torno al

pequefio lumen (Mulvany et al., 1996).

Durante la remodelacion en el vaso, hay un proceso activo de cambios
estructurales, relacionados con alteraciones en procesos celulares (incluyendo
crecimiento, apoptosis, migracion, inflamacién y produccion de proteinas de matriz
extracelular), y que incrementa la relacion tunica media/lumen; mientras que en la
remodelacion fisiolégica hay cambios adaptativos, que ocurren en respuesta a
cambios hemodinamicos y a la edad. Sin embargo, el aumento en la relacién
tunica media/lumen en pequefias arterias de resistencia, debido a un aumento en
la masa muscular o a un reacomodo inadecuado de elementos celulares y no
celulares, favorecen de manera importante la fisiopatologia de la hipertensiéon y
sus complicaciones. Los cambios estructurales pueden aumentar la reactividad
vascular, la cual potencia el incremento en la resistencia periférica caracteristica

de la hipertension (Touyz, 2007). En este contexto, desde hace varios afos se ha

4
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sugerido que la hipertension primaria se asocia con los cambios estructurales en
los vasos de resistencia, de manera que la luz de los vasos se reduce y la relacion

de la tunica media/lumen aumenta (Mulvany et al., 1996).

De manera especifica podemos describir a la pared vascular como un 6érgano
activo, flexible e integrado por células (células endoteliales, células del musculo
liso vascular, y fibroblastos), y componentes no celulares (matriz extracelular). Es
un organo dinamico que cambia de forma y sus componentes aumentan,
disminuyen, o se reorganizan, en respuesta a estimulos fisiolégicos y patologicos
(Dubey et al., 1997). En los vasos intactos, las células del muasculo liso y la matriz
son responsables de caracteristicas estructurales y funcionales de la pared
vascular, como la contraccion-relajacion, crecimiento, desarrollo, remodelamiento
y reparacion; asimismo, estan involucradas en la patogénesis de enfermedades
cardiovasculares, como la aterosclerosis, reestenosis y la hipertension. Muchos
factores locales y sistémicos regulan la funcion de las células de musculo liso
vascular como los péptidos vasoactivos (Ang Il 'y ET-1), que estimulan el
crecimiento y la vasoconstriccion, y factores vasorelajantes como el NO, la PGl,, y
el péptido natriurético C, aumentando los niveles de nucle6tidos ciclicos (Touyz &
Schiffrin, 2000).

Se ha propuesto que una vez que la hipertension arterial se ha establecido surgen
los cambios estructurales en la vasculatura sistémica. En los vasos de calibre
grande y mediano, como en el ventriculo izquierdo, hay una clara evidencia
histologica de hipertrofia de las capas medias del musculo liso, pero al disminuir el
tamafo de los vasos como en las arterias pequefas, que conforman la vasculatura
de resistencia, se producen otro tipo de cambios. En la hipertension primaria, las
células musculares lisas de vasos pequefios se reestructuran en torno al diametro
luminal, haciéndose mas pequefios, pero no hay evidencia de hipertrofia o
hiperplasia de la pared vascular; mientras que en las formas de hipertension
secundaria, que representan las formas mas severas de la enfermedad, se
observa la remodelacién hipertréfica. Las alteraciones en la arquitectura vascular

de las arterias pequefias pueden tener gran importancia pronostica en los
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pacientes, y puede estar por encima de todos los demas factores de riesgo
cardiovascular. A pesar de que no se ha establecido si la regresion de estos
cambios deberia ser un objetivo del tratamiento antihipertensivo eficaz, hay
evidencia que sugiere fuertemente que corregir la estructura vascular requiere
terapia vasodilatadora; asi, existen estudios que demuestran que en pacientes
tratados con diferentes vasodilatadores (antagonistas de calcio, inhibidores de la
ECA, y blogueadores de receptores AT;), todos son capaces de normalizar la
estructura de las pequefias arterias (Mulvany, 2008). Este efecto sobre la
reversion de alteraciones en la estructura vascular se ha observado en humanos y

en modelos animales de hipertensién (Agabiti-Rosei et al., 2009).

1.3 Control cardiovascular

En los humanos y en otros mamiferos han evolucionado multiples mecanismos
reguladores cardiovasculares. Estos incrementan el suministro sanguineo a los
tejidos activos, asi como incrementan o disminuyen la pérdida de calor corporal
mediante la redistribucibn de sangre. Asimismo, conservan el suministro
sanguineo al corazon y cerebro frente a retos, como en una hemorragia. Asi,
cuando el problema que se enfrenta es grave, el suministro hacia estos érganos
vitales se conserva a expensas de la circulacién del resto del cuerpo. Los ajustes
circulatorios se realizan mediante modificaciones en el gasto cardiaco, cambiando
el diametro de los vasos de resistencia (principalmente arteriolas) o la cantidad de
sangre almacenada en los vasos de capacitancia (las venas). El calibre de las
arteriolas se ajusta, en parte, por autorregulacion de su propio suministro
sanguineo. También se incrementa por los metabolitos vasodilatadores producidos
localmente, lo afectan las sustancias que secreta el endotelio y se regula
sistémicamente por sustancias vasoactivas circulantes, asi como por la inervaciéon
de las arteriolas que regulan el flujo sistémico. El calibre de los vasos de
capacitancia también se modifica por accidén de sustancias vasoactivas circulantes

y por nervios vasomotores. Los mecanismos reguladores sistémicos actian de
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forma conjunta con mecanismos locales y ajustan las respuestas vasculares en

todo el cuerpo (Ganong, 2002).

En condiciones normales, a nivel central, la presion arterial esta regulada por una
serie de mecanismos de retroalimentacion. Los barorreceptores, que son
receptores sensibles a friccion, localizados en las paredes del corazén y de los
vasos, estos receptores trasmiten informacién al sistema nervioso central. Cuando
la presion arterial es baja, el sistema nervioso autbnomo produce vasoconstriccion
directa y adaptaciones cardiacas, asi como la secrecion de diversos factores que

reestablecen la homeostasis (Rubenstein, 1992).

1.4 Regulacion humoral de la circulacién sistémica

Una funcibn muy importante en los animales superiores es el intercambio de
sustancias nutritivas y productos de desecho producidos por el metabolismo de las
diferentes células que lo constituyen, a través del sistema circulatorio que ha
evolucionado hasta optimizar sus funciones de recambio. Para ser eficiente en
ésta y otras funciones como la regulacion térmica, la vigilancia inmunologica y el
transporte hormonal, el sistema circulatorio controla variables biolégicas para
mantener el flujo sanguineo adecuado en los diversos lechos vasculares (Godinez
Hernandez, 2002). Por lo tanto, la regulacion humoral se refiere a la regulacién por
sustancias secretadas o absorbidas en los liquidos corporales, como hormonas o
iones. Algunas de estas sustancias se forman por glandulas especiales y después
son transportadas por la sangre a todo el cuerpo. Otras son formadas en zonas

locales de tejido y causan solo efectos circulatorios locales.

La regulacion de la funcion y estructura vascular, asi como el mantenimiento de la
integridad vascular, es muy compleja e incluye factores fisicos (estrés por
rozamiento, presion y flujo), factores mecanicos (distension, elasticidad y rigidez),
y agentes vasoactivos (vasoconstrictores, vasodilatadores y factores de

crecimiento).
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Numerosos agentes vasoactivos tienen una importante funcion fisiologica en la
regulacion del tono, reactividad y estructura vascular. Entre los muchos agentes
vasoactivos implicados en la biologia vascular, la Ang I, ET (Xi et al.), adrenalina 'y
noradrenalina (NA), serotonina (5HT) y péptidos natriuréticos parecen ser de
particular importancia debido a sus acciones pleiotrépicas, y por ello son blancos
terapéuticos en enfermedades cardiovasculares. Estos agentes vasoactivos
median sus efectos al activar receptores especificos, miembros de la familia de
receptores acoplados a proteinas G. Asi, la ET-1 se une a receptores ETy, la
serotonina a 5HT,, la adrenalina y noradrenalina a a;-AR y la Ang Il a AT, y son
los principales vasoconstrictores con acciones que promueven crecimiento celular
e inflamacion. Sin embargo, la activacion de otros receptores puede contrarrestar
estas acciones, produciendo vasodilatacién e inhibicion de crecimiento celular. Por
su parte, los péptidos natriuréticos son vasodilatadores enddégenos con potentes
propiedades natriuréticas. En condiciones fisiologicas, los agentes vasoactivos
operan de manera integradora, manteniendo la homeostasis vascular; mientras
gue en situaciones patolégicas, la desregulacién del control vasoactivo conduce a
disfuncion endotelial, hiperreactividad vascular, remodelacién vascular e
inflamacion, procesos importantes que subyacen al dafio vascular en
enfermedades cardiovasculares (por ejemplo, dafio vascular en la hipertension,
ateroesclerosis, diabetes mellitus, y falla cardiaca) (Callera et al., 2007). Sin
embargo, estos no son los Unicos factores que afectan a la funcién circulatoria, ya
gue se conocen otros agentes vasoconstrictores (prostaglandinas contractiles y
vasopresina) y otros agentes vasodilatadores (6xido nitrico, bradicinina, histamina

y prostaciclina).
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1.5 Descripcion actual del Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
1.5.1 Produccién de Angiotensina ll

De manera tradicional, el octapéptido multifuncional Ang Il es formado por
hidrolisis enzimatica del angiotensindégeno, liberado por el higado y transformado a
Ang |, por la renina, una aspartil proteasa proveniente de las células
yuxtaglomerulares del rifidn. La conversiéon de Ang | en Ang Il, ocurre por accion
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), una dipeptidil carboxipeptidasa,
gue es liberada por los pulmones a la circulacion (Esquema 2) (Touyz & Schiffrin,
2000; Dinh et al., 2001; Santos et al., 2008). Recientemente se ha reevaluado al
SRA de origen endocrino; asi, se identificaron las enzimas que producen Ang Il
activa, y hay evidencias experimentales que ubican a todos los componentes del
SRA (angiotensindgeno, renina y ECA), en tejidos y o6rganos, indicando la
existencia de SRA tisular o local, como en la vasculatura, corazoén, rifidén y cerebro
(Esquema 1) (Danser, 1996; Touyz & Schiffrin, 2000; Dinh et al., 2001). En otras
palabras, estos 6rganos operan de manera independiente del SRA circulante,
como en las glandulas adrenales y cerebro; sin embargo, los SRA locales del

corazoén y rifidn interactuan con el SRA circulante (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).
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Esquema 1. Sistemas??-enina Angiotensina locales
Por otro lado, esa no es la Unica via de sintesis de Ang Il, pues existen vias
alternas que son importantes en algunos tejidos o durante estados patoldgicos,
por ejemplo las quimasas, la catepsina G, la quimostatina sensible a la generacion
de Ang Il (chymostatin-sensitive Ang ll-generating enzyme, CAGE), activador de
plasmindgeno tisular y tonina, asi como otras carboxipeptidasas (Esquema 2)
(Touyz & Schiffrin, 2000; Dinh et al., 2001). Por ejemplo, aun cuando la ECA es la
principal enzima que genera Ang Il, en el corazén la mayor cantidad de Ang | es
convertida a Ang Il por las quimasas (Wolny A., et al., 1997; Touyz & Schiffrin,
2000). La quimasa se almacena en complejos macromoleculares con heparina en
granulos secretores de mastocitos. Para activarse, el complejo quimasa debe de
ser liberado de los mastocitos; por ejemplo, durante el dafio vascular producido
por ballooning u otros agentes. Por lo tanto, las quimasas son inactivas en tejido
vascular normal y pueden producir Ang Il solo en paredes que presentan dafio o

en paredes arteriales ateroscleréticas (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).

1.5.2 Quimasas

Son proteasas de serina localizadas en corazon humano, y generan Ang Il a partir

de Ang I, estas enzimas no se afectan por IECA y es una via alterna para la
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generacion de Ang Il. Algunos estudios en homogenados de corazon muestran
gue > 80% de la Ang Il es producida por la quimasa, mientras que ~ 11% proviene
de la ECA, sugiriendo la importancia de la quimasa en corazon humano (Urata et
al., 1990; Balcells et al., 1997); aunque la importancia funcional de esta via en
corazdn aun es cuestionable debido a diversos factores: 1) en la clinica, los IECAs
son muy eficientes en el tratamiento de enfermedades cardiacas, 2) en
condiciones experimentales, la mayoria de Ang Il generada en vasos sanguineos
cardiacos es bloqueada por IECAs, y 3) la expresion de quimasa en el corazén
humano es muy compartamentalizada y en su mayoria restringida a los mastocitos
(Urata et al., 1996; Paul et al., 2006).

Sin embargo, la via de Ang Il en corazon, independiente de ECA, puede ser muy
importante en patologias como hipertrofia y falla cardiaca (Paul et al.,, 2006). En
este sentido, la quimasa también se expresa en la pared vascular, donde se ha
sugerido una funcion importante en la arteriosclerosis mediada por Ang I
(Arakawa & Urata, 2000).

1.5.3 Angiotensina lll (heptapéptido Angiotensina 2-8)

La Ang Il se describié desde los 1970s y causa vasoconstriccion y liberacion de
aldosterona. Es generada a partir de Ang Il por accion de la aminopeptidasa A
(Esquemas 2 y 3). Ang lll ejerce sus acciones, de manera similar a Ang Il, a través
de receptores AT; y ATy, mientras que Ang Il es considerada como el principal
efector del sistema, Ang Illl puede ser igual de importante en algunas acciones al

activar receptores AT1, como en la liberacidén de vasopresina (Zini et al., 1996).

Recientemente se reportd, que la infusion sistémica de Ang Il o Ang Ill en perros
conscientes es equipotente sobre la presion arterial, en la secrecion de
aldosterona, en la excrecion de sodio y en la actividad de la renina plasmatica,

cuando ambos péptidos tienen la misma concentracion plasmatica. Sin embargo,
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la velocidad de aclaramiento de Ang Ill es cinco veces mayor que la de Ang I
(Gammelgaard et al., 2006).

1.5.4 Angiotensina IV (hexapéptido Angiotensina 3-8)

La Ang IV puede ser generada por hidrélisis enziméatica de Ang lll, via la
aminopeptidasa M (Esquema 2). Este péptido es biolégicamente activo y actia
sobre el receptor de aminopeptidasas regulado por insulina, IRAP (insulin-
regulated amino peptidase receptor), que tiene un sitio de union, también llamado
receptor AT4. Algunas de las acciones de Ang IV, por activacion de IRAP, son
vasodilatacion renal, hipertrofia y activacion del factor NFkB que incrementa la
expresion del inhibidor del activador de plaquetas—I (PAI-I, platelet activator
inhibitor-1), de la proteina quimioatractora de monocitos (MCP-1, monocyte
chemotactic protein-1), interleucima-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral-a (TNFa,
Tumoral necrosis factor-a). Varios estudios sugieren que Ang IV tiene importantes
funciones reguladoras en cognicion, metabolismo renal y dafio cardiovascular
(Savoia & Schiffrin, 2006; Ruiz-Ortega et al., 2007). La Ang IV regula el
crecimiento celular en fibroblastos cardiacos, células endoteliales y células de
musculo liso vascular. Parece que Ang IV esta relacionada con la respuesta
vascular inflamatoria y podria tener un papel importante en la fisiopatologia

cardiovascular (Esquema 3) (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).
1.5.5 Angiotensina 1-7 (heptapéptido)

El heptapéptido Ang 1-7 parecia carecer de actividad biol6gica, hasta que se
descubrié la ECA2, con lo cual resurgié el interés sobre el péptido. La ECA2
genera Ang 1-7 a partir de Ang I, aunque otras peptidasas también pueden
producirlo a partir de Ang | o Ang Il (Esquema 2). En 1988, el grupo de Ferrario
describié que Ang 1-7 libera vasopresina de manera tan efectiva como Ang Il, en
explantes neurohipofisiarios. Por otro lado, Ang 1-7 produce acciones opuestas a

las de Ang IlI, como efectos vasodilatadores y antitroficos, y amplificacion de la
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vasodilatacion producida por bradicinina (Ferrario, 2006; Santos et al., 2006).
Numerosos experimentos sugieren una importante interaccion entre Ang 1-7 y el
sistema prostaglandina-bradicinina-NO; asi, la Ang 1-7 parece contrarrestar varias
acciones de Ang ll. Los efectos de Ang 1-7 ocurren por activacion del receptor
mas, que media vasodilatacion y antiproliferacion (Esquema 3) (Fyhrquist &
Saijonmaa, 2008).

1.5.6 Enzima convertidora de Angiotensina 2 (ECA2)

La ECA2 fue descubierta y clonada recientemente (Donoghue et al., 2000), tiene >
40% de similitud con el dominio catalitico de ECA y se expresa de manera
abundante en el endotelio vascular de rifion, corazon, hipotdlamo y pared adrtica.
Sin embargo, comparando la distribucion ubicua de ECA, el patrén de expresion
de ECA2 es limitado, con expresion abundante en rifidn > corazon > testiculos. El
sustrato especifico de ECA2 hidroliza la Ang Il con alta afinidad (es 400 veces mas
qgue por Ang I), y tiene mucho menos afinidad para Ang | (Gurley et al., 2006). La
ECA2 es también una carboxipeptidasa, y al igual que ECA, es una
metaloproteasa de zinc que pesa alrededor de 120kD (Kramkowski et al., 2006).
La ECA2 hidroliza in vitro un aminoacido de Ang | o de Ang Il, para generar Ang
1-9 y Ang 1-7, respectivamente (Vickers et al., 2002); ademas, existen estudios
que sugieren que ECA2 tiene una funcién importante en la degradacion de Ang Il 'y
la regulacién de la respuesta vascular a Ang Il (Gurley et al., 2006). La ECA2 esta
presente en macrofagos, células endoteliales, en células de musculo liso, es
abundante en endotelio vascular de rifion, corazon, testiculos, hipotalamo y pared
aortica (Santos & Ferreira, 2007). La regulacion de la expresion de ECA2 no ha
sido totalmente clarificada; sin embargo, ni los IECAs ni los antagonistas AT,
inhiben la actividad de ECA2, aunque estos 2 tipos de farmacos parecen aumentar
la expresion de ECA2 en corteza renal y miocardio de rata (Ferrario, 2006; Wang
et al., 2008). Asimismo, se ha observado un incremento en la expresion de ECA2

en corazon post infarto (Burrell et al., 2005).
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Esquema 2. Esquema del Sistema Renina Angiotensina (Modificado de Nguyem

y Fyhrquist). Abreviaciones: ECA enzima convertidora de angiotensina,

AMP aminopeptidasa, D-Amp
endopeptidasa neutra
Ang H><Ang 1l Ang IV
RECEPTOR AT1 AT2 IRAP

Activacion de NF-kB

Induccién de: MCP-1

IL-6, TNFa, ICAM-1,
PAI-1

Vasodilatacion
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Antihipertrofia

Antifibrotico
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Vasodilatacion
Estimulacion de SNC
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aldosterona
Liberacion de ADH
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Estrés oxidativo

dipeptidil-aminopeptidasa,

NEP

Ang 1-7 (Pro)Renina
Mas RPR
Vasodilatacion Incrementa
Funcién endotelial contractilidad
Antihipertroéfico Hipertrofia
Antifobroético Fibrosis
Antitrombético Apoptosis.

Esquema 3. Efectos de los péptidos de angiotensina y renina/prorenina mediados por

sus correspondientes receptores.
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1.6 Efectos fisiologicos y patologicos de Ang Il en el control del sistema

cardiovascular

Entre los principales mecanismos que regulan la presion arterial sistémica y los
procesos fisiolégicos del sistema cardiovascular, el SRA tiene una funcion crucial,
siendo la Ang Il el principal efector de las respuestas cardiovasculares, a través de
la estimulacion de receptores AT; (Nguyen et al.). La Ang Il regula procesos con
diferente temporalidad es decir, media eventos inmediatos, tempranos y tardios.
Ademds, sus efectos son directos o indirectos por ejemplo, incrementa la
contraccién cardiaca (por apertura de canales de Ca*™ dependientes de voltaje en
miocitos cardiacos), y la frecuencia cardiaca (facilita el tono simpético,
incrementando la neurotransmision adrenérgica y facilita la liberacion de
catecolaminas); por lo que, el rapido incremento en la presion arterial activa el
reflejo barorreceptor que disminuye el tono simpatico e incrementa el tono vagal.
Asi, dependiendo del estado fisiologico, la Ang Il incrementa, disminuye o0 no
cambia la contractilidad cardiaca. Ademas, la Ang Il es un potente agente
vasoconstrictor, y en el rifidn altera la reabsorcién de sodio y agua, al estimular la
zona glomerulosa de células de la corteza suprarrenal para sintetizar y secretar
aldosterona. Por otro lado, la Ang Il aumenta la sensacion de sed y estimula la
secrecion de la hormona antidiurética. En consecuencia, la Ang Il es fundamental
en la regulacion aguda y cronica de la presion arterial sistémica, por regulaciéon
endocrina (Weir & Dzau, 1999). En resumen, los efectos de Ang Il en la resistencia
periférica, la funcion renal y la estructura cardiovascular ocurren por mecanismos

directos e indirectos (Esquema 4).
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ANGIOTENSINA I

/ ﬂ N\

Funcién renal

Resistencia Estructura

periférica

alterada cardiovascular

alterada alterada

Mecanismo ﬂ ﬂ ﬂ
l. Vasoconstriccion directa I. Efecto directo para 1 reabsorcion |I. Efectos no hemodindmicos:
IIl. Incremento de en tubulo proximal. A. 1 expresion de proto-
neurotransmisionperiférica: | II. Liberacion de aldosterona de oncogenes.
noradrenérgica corteza adrenal. B. tproduccion de
A. 1 liberacion de NA lll. Hemodinamica renal alterada: factores de crecimiento
B. |recaptura de NA A.Vasoconstriccion renal directa. C. fsintesis de matriz
C.1 respuesta vascular B. 1 de neurotransmision NA en extracelular.
rifon. Il. Efectos hemodindmicos:
. tdescarga simpatica (SNC) C. 1 tono simpatico renal (SNC) A. Tenla postcarga
IV. Liberacion de catecolaminas cardiaca
de médula adrenal B. 1dela tension de la

pared vascular.

Erecto 1 J 1

Respuesta presorarapida Respuesta presora lenta Remodelamiento e hipertrofia

vascular v cardiaca

Esquema. 4 Resumen de los 3 principales efectos de Ang Il y el mecanismo que media

en ellos (Goodman & Gilman 112 ed.)

Ademas de los efectos sobre la presion arterial, la estimulacion aguda con Ang |l
regula la homeostasis de sal y agua y la vasoconstriccion, modula la presion
arterial mientras que la estimulacién crénica promueve hiperplasia e hipertrofia de
células de musculo liso vascular (VSMCs) y cardiaco, asi como incremento en la
sintesis y deposicion de coldgena por fibroblastos cardiacos favoreciendo el
proceso de hipertrofia (Geisterfer et al., 1988; Xi et al., 1999). En este sentido, la
administracion cronica de Ang Il promueve cambios significativos en la estructura
vascular (remodelacion hipertréfica), independiente de la presion, en las pequefias
arterias (Griffin et al., 1991; Simon et al., 1998), mientras que en arterias grandes,
la Ang Il exdgena induce hipertrofia seguida de aumento en la sintesis de DNA
(Daigle et al., 2004).

Por otro lado, la exposicion prolongada a Ang Il produce remodelacion e hipertrofia

cardiaca, restenosis con stent, fibrinolisis reducida y fibrosis renal (Mehta &
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Griendling, 2007). Tomando en cuenta los efectos pleiotropicos de Ang Il, se hace
imprescindible comprender las caracteristicas de los receptores para Ang Il e
investigar sus mecanismos de transduccion. Asi como es importante estudiar las
diversas funciones de la Ang II, también lo es estudiar los efectos benéficos de los
IECAs y de los antagonistas de receptores (lgarashi et al.), en la reduccién de
morbi y mortalidad en diabetes, hipertensién, ateroesclerosis, falla cardiaca e
infarto (Schiffrin et al., 2000; Henriksen et al., 2001; Igarashi et al., 2001)

1.7 Receptores a Angiotensina. Funciones clasicas y novedosas de los

receptores AT,y AT»

De manera tradicional las acciones de Ang Il han sido atribuidas principalmente a
2 receptores acoplados a proteinas G, denominados ATy y AT», los cuales tienen
un complejo patron de regulacion y funcion. En ratas y ratones se han clonado y
caracterizado 2 receptores AT; que presentan 95% de homologia, ATia Y ATig
(Inagami, 1995; Mehta & Griendling, 2007), los cuales son funcional vy
farmacologicamente indistinguibles; sin embargo, in vivo la isoforma ATia puede
ser mas importante que el ATig en regular la presion arterial (Chen et al., 1997;
Mehta & Griendling, 2007). Los receptores AT; y AT, tienen afinidad similar por
Ang I, pero tienen estructura gendmica y localizacion distinta, asi como expresion
tejido-especifica. La mayoria de los efectos fisioldgicos relacionados con la Ang Il
estan mediados por el receptor AT, el cual se encuentra ampliamente distribuido
en higado, glandulas adrenales, cerebro, pulmones, rifiones, corazon vy
vasculatura. Este receptor tiene 359 a.a., y un peso molecular ~ 40kDa. De
manera similar a otros receptores (como los receptores adrenérgicos o los
muscarinicos), el receptor AT, tiene la regién carboxilo terminal citoplasmica con
varios residuos de serinal/treonina, susceptibles de ser fosforilados por cinasas
GRKs. Esos residuos son de gran importancia, ya que al fosforilarse alteran la

funcién del receptor y pueden explicar parcialmente algunos de los eventos
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celulares que se desarrollan en algunas de las enfermedades cardiovasculares
(Mehta & Griendling, 2007).

La Ang Il a través de los receptores AT; median efectos como vasoconstriccion,
regulacion de liquidos y sodio facilitando el balance hemodinamico produciendo
sensacion de sed al liberarse vasopresina y aldosterona, asi como también
participa de manera importante en la fibrosis, crecimiento y migracion celular,
remodelacion cardiovascular, en la generacion de especies reactivas de oxigeno
relacionadas con inflamacién, aterosclerosis y envejecimiento vascular. Mientras
gue los receptores AT, median eventos de vasodilatacion a través de la liberacidon
de NO, inhibicién de crecimiento celular, ejerce eventos antiproliferativos, pro-
apoptoticos en células de musculo liso vascular; dichos efectos se deben
principalmente por antagonismo fisiolégico de receptores AT;. Otras evidencias
apoyan el papel del receptor AT, en la regulacién de crecimiento, diferenciacion y
regeneracion de tejido neural (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008), en este sentido, se
han encontrado estos receptores con regulacion a la alta (upregulated) en areas
peri-isquémicas en el cerebro, protegiendo del dafio por isquemia (Li et al., 2005).
Asi también se reportado efectos dafinos atribuidos a la estimulacién del receptor
AT,, como apoptosis, sefializacion del factor nuclear NF-xB e induccion de

guimosinas (Carey, 2005).

De manera similar al receptor AT, el receptor AT, es una proteina de 7 dominios
transmembranales que esta contituido por 363 amino &cidos y pesa 41kDa,
comparte solo el 34% de homologia con AT; y se encuentra expresado de manera
abundante en tejido fetal por ello, se le ha relacionado con el desarrollo; sin
embargo su expresion declina después del nacimiento, sugiriendo que tiene un
papel importante en el desarrollo fetal, sin embago puede ser inducido después en
la vida adulta en algunas condiciones patoldgicas. Sin embargo de manera normal
se encuentran en bajas concentraciones en rifidn, pulmon, e higado aunque se
desconoce su papel funcional en estos organos (Mehta & Griendling, 2007).
Diversos estudios han demostrado que el receptor AT, puede antagonizar las

acciones de AT;. Sin embargo, otros autores han sugerido que los receptores AT
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pueden estar involucrados en la hipertrofia en miocitos cardiacos independiente de
Ang Il (D'Amore et al., 2005). Esta respuesta hipertréfica es mediada por union
directa de factor de transcripcién PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger protein)
a la porcion terminal de el receptor AT,, conduciendo a la translocacion nuclear
con un incremento en la transcripcion de la subunidad p85 de PI3K
(phosphatidylinositol 3 kinase) (Landon & Inagami, 2005). En contraste, y
consistente con sus efectos de antagonista sobre los efectos producidos por el
receptor AT;, en un modelo de enfermedad vascular dependiente de inflamacion,
la delecién del receptor AT, incrementd la formacion de la capa neointima e
inflamacion (Bumpus et al.,, 1991). Ademas, la heterodimerizacion de estos dos
receptores también causa una interrupcion en la sefalizacion del receptor AT;
(AbdAlla et al.,, 2001), por lo que se ha sugerido que el receptor AT, media
acciones protectoras es decir, que el receptor AT; puede mediar acciones nocivas
cuando no es apropiadamente contrabalanceado. Sin embago, la exacta funcion

gue juega el receptor AT, durante estados patoldgicos no es clara.

Recientemente se han descrito nuevas acciones mediadas por el receptor AT 1; por
ejemplo, la infusién continua de Ang Il en ratas disminuye la adiponectina
plasmatica, un sensibilizador de insulina (Ran et al.,, 2006). La supresion de
adiponectina representa un mecanismo por el que Ang Il altere la tolerancia a la
glucosa. Otras acciones metabdlicas de Ang Il incluyen modulacion pro-
inflamatoria (Ruiz-Ortega et al., 2006) , secrecidn de insulina (Ramracheya et al.,
2006), apoptosis de células B (Chu et al., 2006), regulacion de gluconeogénesis,
produccion de glucosa hepética (Assimacopoulos-Jeannet et al, 1982) e
incremento de triglicéridos plasmaticos (Ran et al., 2004; Ran et al., 2006;

Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).

Por otro lado, de manera reciente, se reportdé en un modelo en rifidn de rata que la
Ang Il y no la Ang Il produjo natriuresis a través de los receptores AT, (Padia et
al., 2006), y que este efecto natriurético aumenta por inhibicion de la

aminopeptidasa N, enzima que metaboliza Ang Ill a Ang IV (Padia et al., 2007).
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En la ultima década se han propuesto dos novedosos mecanismos de regulacion
para el receptor ATi: 1) El receptor AT, puede unirse directamente al receptor AT;
para antagonizarlo inhibiendo su sefializacibn a través de la activacion de
fosfatasas de tirosina o serina/treonina, ademas, esta heterodimerizacion inhibe la
sefalizacion de AT: y es independiente de la activacion de AT, (AbdAlla et al.,
2001). 2) La activacion del receptor ATi puede ocurrir por autoanticuerpos,
fenébmeno observado en mujeres que padecen preeclampsia; estos
autoanticuerpos estimuladores estan dirigidos contra la segunda asa intracelular
del receptor AT; e inducen efectos mediados por PKC en VSMCs (Wallukat et al.,
1999; Paul et al., 2006). Es importante mencionar, que estos dos mecanismos no
han sido confirmados por otros autores, sin embargo abren nuevas areas para

investigaciones futuras respecto a la activacion o inhibicion del receptor AT ;.

Por otro lado, recientemente se ha propuesto la existencia de un receptor para
Ang IV (Ang 3-8) denominado AT, o IRAP, localizado en corazén, musculo liso
vascular, riflones, colon, glandulas adrenales, prostata y regiones cerebrales
relacionadas con funciones motoras y sensoriales y se ha asociado con procesos

inflamatorios y en la génesis de la ateroesclerosis (Paul et al., 2006).

Finalmente, el protooncogen Mas esta caracterizado como un receptor acoplado a
proteinas G, y se relaciona con tumorigenesis. Actualmente se visualiza al
receptor Mas como un receptor funcional de SRA, con alta afinidad por Ang 1-7.
Ademas, forma heterodimeros con AT; y lo inhibe (Kostenis et al., 2005; Paul et
al., 2006).

1.8 Inflamacion y Angiotensina ll

Durante la hipertensién arterial se ha demostrado la activacion de mediadores de
la inflamacion en vasos sanguineos, corazon y rifiones en modelos de
hipertension que dependen de Ang Il, en ratas infundidas con Ang Il, en ratas
transgénicas que expresan angiotensinégeno humano/renina humana, o en

hipertension inducida pro mineralocorticoides.
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La Ang Il y la ET-1 disparan el proceso inflamatorio que participa en la
hipertension. Asi, la deficiencia en macréfagos (raton “knockout”) abolid la
hipertension por Ang Il y ET-1, el estrés oxidativo, la remodelacion vascular y la
disfuncion endotelial (De Ciuceis et al., 2005; Ko et al., 2007; Schiffrin, 2008).

La Ang Il ejerce sus efectos proinflamatorios por estimular cascadas de
sefalizacion sensibles a REDOX, activando MAPK, especificamente p38 MAPK.
El estrés oxidativo estimula mediadores de la inflamacién, como NFxB y AP-1, que
disparan la sintesis de quimosinas y MCP-1 (monocyte chemoattractant peptide-
1), para reclutar macrofagos, y activacion de agentes proinflamatorios y
protrombaéticos, como PAI-1 y moléculas de adhesion; asi como VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1) e ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1). Estas
acciones inflamatorias pueden requerir la participacion de linfocitos-T, mediadores
importantes en la hipertension inducida por Ang Il. En este sentido, se sabe que
en ratones carentes de células T y B (RAG-1 /) no hay hipertension por infusion
con Ang Il, ni se desarrollan anormalidades de la funcién vascular, cambios que
aparecen al transferir células T, pero no células B (Guzik et al., 2007). En otros
modelos, utilizando ratones KO para el receptor AT; 0 en animales con actividad
de la NADPH oxidasa disminuida, la hipertension dependiente de Ang Il es
bloqueada y disminuye la generacion de superéxido vascular. La Ang |l
incrementa los marcadores de células T de activacion y estimula la infiltracion de
células T en la grasa periadventicia y adventicia en la aorta, acompafada con
incremento de ICAM-1 y RANTES (Guzik et al., 2007; Schiffrin, 2008).

1.9 Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos median respuestas celulares a las catecolaminas
noradrenalina (NA) y adrenalina. Estas hormonas son secretadas por la glandula
adrenal o son liberadas como neurotransmisores de neuronas adrenérgicas,
dentro del sistema nervioso central y neuronas postganglionares simpéaticas

periféricas. Estas catecolaminas son liberadas durante estrés fisico o emocional y
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actian sobre receptores adrenérgicos, produciendo efectos cardiovasculares y
metabodlicos en todos los 6rganos. Ambas catecolaminas regulan la funcion
cardiovascular; por ejemplo, la activacion de receptores adrenérgicos en el
corazodn, incrementa la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion; mientras
gue en musculo liso vascular contrae los vasos, incrementando la presion arterial
(Izzo JL, 2008).

Los receptores de estas catecolaminas se clasifican en 3 familias: ai, a2 y B-AR.
Cada familia se subdivide en 3 receptores por ejemplo, los receptores a; se han
clasificado en osa, ous Y aap, SU sistema de sefalizacion incrementa el Ca'*?
intracelular, ya que activan a la fosfolipasa C (PLC) via una proteina Ggnaai,
generando inositol trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3; viaja hasta sus
receptores en el reticulo endoplasmico vy libera Ca*?, el cual actia de manera
sinérgica con DAG para activar a la PKC, la cual fosforila proteinas especificas.
Por su parte, los a, se clasifican en aga, oz Y azc, esta familia de receptores
disminuye el AMPc, al inhibir a la adenilil ciclasa via una proteina G;, y los
receptores Bi1, B2, Y B3 estimulan la produccion de AMPc al estimular a la adenilil
ciclasa via proteinas Gs. Desde el punto de vista estructural, los receptores
adrenérgicos pertenecen a la gran familia de receptores de 7 dominios

transmembranales y se encuentran acoplados a proteinas G heterotriméricas.

1.10 Receptores aj-adrenérgicos

Los a1-AR son de gran interés, debido a su importancia al regular las respuestas
fisiologicas mediadas por catecolaminas en el sistema cardiovascular; ademas,
han sido implicados en patologias, como hipertrofia y remodelacion vascular y
cardiaca o en las arritmias inducidas por isquemia (Garcia-Sainz et al., 1999;
Guimaraes & Moura, 2001; Chen & Minneman, 2005). Estudios en ratones KO de
cada uno de los a;-AR han mostrado que los tres estan relacionados con la

regulacion de la presion arterial. Ademas, se comprobo el papel dominante del
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oup-AR en la contraccion de la arteria aorta en ratones KO, datos consistentes con
otros de caracterizacion farmacologica en 6rgano aislado (Tanoue et al., 2002;
Chen & Minneman, 2005).

Los estudios del grupo de Lefkowitz han mostrado que los GPCR interactian con
varias proteinas ademas de la proteina G, extendiendo la sefalizaciéon y asi, se
establecen distintas funciones dependiendo del receptor estimulado (Hall et al.,
1999; Hall & Lefkowitz, 2002). Estas interacciones son con proteinas de
membrana o citoplasmaticas que pueden regular la farmacologia de los receptores
y su sefializacion. Aunque los tres a;-AR se acoplan a la sefializacion por Gy,
hay datos que indican que los tres activan sefalizacion diferencial después de

estimular a la proteina Gy11 (Zhong & Minneman, 1999; Chen & Minneman, 2005)

Por otro lado, a pesar de ver a los GPCR como unidades monoméricas, las
evidencias sugieren que estos receptores forman dimeros u oligbmeros,
asociaciones necesarias para farmacologia, funcion y/o para su expresion en la
membrana celular. Asi, se ha descrito que los tres a;-AR forman homodimeros y
heterodimeros con otros receptores adrenérgicos (Vicentic et al., 2002; Carrillo et
al., 2003; Stanasila et al., 2003; Uberti et al., 2003). Estudios posteriores han
mostrado que los as-AR se asocian con receptores de otros sistemas, que pueden
regular la funcion de los receptores involucrados, por ejemplo se reporté que los
oup-AR forman heterodimeros con el receptor AT; durante el embarazo y que la
disminucién de esta asociacion se puede relacionar con preeclampsia (Gonzalez-
Hernandez et al., 2010).

1.11 Receptores a;j-adrenérgicos vasculares

Los estudios de unién con radioligandos, los analisis farmacolégicos y el clonaje
molecular han mostrado que la familia o;-AR esta integrada por aua, aig Y aip, 10S
cuales tienen diferentes propiedades farmacoldgicas y secuencias de amino

acidos. Estos 3 receptores muestran alta afinidad a prazosina (antagonista a;); sin
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embargo, los estudios funcionales han evidenciado un 4° receptor o1 denominado
oa. con baja afinidad a prazosina (pKg < 9) (Flavahan & Vanhoutte, 1986;
Muramatsu et al., 1990; Stam et al., 1999). Este receptor parece ser una isoforma

funcional del a1a-AR (Kava et al., 1998; Daniels et al., 1999; Marti et al., 2005).

En las arterias de las ratas se ha determinado el RNAm de los 3 o;-AR (Piascik et
al., 1994; Scofield et al., 1995); sin embargo, al usar radioligandos o en estudios
funcionales y con anticuerpos contra los o;-AR, se demostré que 1 o 2 de los a;-
AR predominan para la contraccion del musculo liso vascular (Piascik et al., 1995;
Villalobos-Molina et al., 1999; Ibarra et al., 2000; Salomonsson et al., 2000).

Los aup-AR se localizan en las arterias aorta, carétida, mesentérica, iliaca, femoral
y renal, donde median la contraccion inducida por agentes adrenérgicos
(Villalobos-Molina & Ibarra, 1996; Villalobos-Molina et al.,, 1997; Gisbert et al.,
2000; Salomonsson et al.,, 2000; Arevalo-Leon et al.,, 2003), y su expresion
funcional in vivo tiene una importante funcién en el control de la presion arterial
(Zhou & Vargas, 1996; Ibarra et al., 1997; Villalobos-Molina et al., 1999). Ademas,
en las arterias que expresan el ai;p-AR como predominante en la respuesta
contractil, existe una poblacion de receptores constitutivamente activos es decir,
los receptores no requieren noradrenalina para ser estimulados, este fenbmeno no
es observado en vasos sanguineos que expresan al aia Y ous, 10 que sugiere que
los auip-AR ejercen un papel modulador en las arterias de conductancia, evitando
cambios subitos en el diametro arterial cuando se remueve el agonista,
manteniendo el flujo sanguineo (Gisbert et al., 2000; Ziani et al., 2002). Con esta
idea, varias evidencias muestran que los aip-AR se relacionan con la génesis y/o
el mantenimiento de la hipertension, pues estan presentes antes del
establecimiento de la hipertension, y se ha sugerido un incremento en la poblacion
constitutivamente activa de estos receptores, por esta razon se les ha relacionado
con la patologia y el aumento en el tono simpatico en las ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) (Villalobos-Molina & Ibarra, 1996, 1999; Villalobos-Molina et al.,
1999; Guimaraes & Moura, 2001; Gisbert et al., 2002; Garcia-Sainz & Villalobos-
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Molina, 2004). Datos igualmente interesantes, muestran que la estimulacion de as-
AR por catecolaminas, estan involucrados en la hipertrofia y proliferacion de
VSMCs vy se le atribuye a los oip-AR una accion importante en la hipertrofia
vascular (Chen et al., 1995; Yu et al., 1996; Xin et al., 1997).

1.12 Comunicacion entre el SRA y el sistema nervioso simpatico

Estudios clinicos y experimentales ha mostrado la interaccion entre el SRA vy el
sistema nervioso simpatico, y se ha propuesto como un mecanismo de regulacién
fisiolégica. Existen evidencias que sugieren que los dos sistemas tienen efectos
uno sobre otro en la vasculatura periférica y en el sistema nervioso central
(Saxena, 1992). La Ang Il produce vasoconstriccién via el receptor AT; en
musculo liso vascular, y por modular la funcion simpatica (Zimmerman, 1981).
Desde hace tiempo se sabe que Ang Il facilita la neurotransmision de terminales
nerviosas presinapticas (Boadle et al., 1969; Majewski et al., 1984), y se ha
reportado que incrementa la frecuencia y la contractilidad cardiacas, al aumentar
el tono simpético, es decir, a nivel presinaptico facilita la liberacion de
noradrenalina (Weir & Dzau, 1999). Por otro lado, en la vasculatura se ha
mostrado la relacién entre SRA y las vias adrenérgicas periféricas, asi como su
participacion en la génesis de la hipertension; por ejemplo, en ratas SHR aumenta
la cantidad de a;-AR y receptores AT; en la vasculatura en etapas
prehipertensivas (Schiffrin et al., 1984). En estudios in vivo, la infusién continua de
Ang Il (35ng/100g/min) durante 2 semanas aumento la presion arterial y un
marcado incremento en la sintesis de DNA en VSMCs, determinada por
incorporacion de timidina radiactiva; de manera muy interesante, observaron que
el efecto depende de estimular los a;-AR, ya que la prazosina bloqued la
mitogénesis inducida por Ang Il (van Kleef et al., 1992). También, se ha reportado
gue al estimular VSMCs con Ang Il incrementa el contenido de proteina y la
sintesis de novo de a;p-AR (Hu et al., 1995), sugiriendo que estos dos sistemas se
comunican entre si (“cross talk”), y que estos eventos se asocia con crecimiento y
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proliferacion celular que favorecen la génesis de la hipertension. Sin embargo, no
solo Ang Il esta relacionada con procesos proliferativos, pues existen evidencias
gue sugieren que el sistema nervioso simpatico, a traves de los aip-AR ejercen
efectos troficos sobre VSMCs y que podrian contribuir en la patogénesis de la
hipertrofia vascular (Chen et al., 1995; Xin et al., 1997).

Recientemente, en nuestro laboratorio se mostré6 que dosis bajas de captopril,
(IECA, 3mg/kg/dia por 7 dias), en ratas SHR de 4 semanas de edad, disminuyeron
la respuesta funcional, y la expresion del RNAm vy la proteina a;p-AR en aorta de
ratas SHR. Estos datos sugieren que la ausencia de Ang Il disminuye la expresion
de los aup-AR en la aorta de ratas SHR conduciendo a la disminucion en la

reactividad vascular (Godinez-Hernandez et al., 2006).

Otro estudio que muestra la importancia de la interaccion entre el SRA y el
sistema nervioso simpatico en funciones cardiovasculares, se desarrollé6 con
ratones KO para el receptor AhR, que media toxicidad a agentes ambientales, y
gue cursan con hipertensién e hipertrofia cardiaca debida, en parte, por tener alta
concentracién circulante de ET y Ang Il (Lund et al., 2003); ademas, la aorta del
ratdbn KO es hipersensible a agonistas adrenérgicos y se observo el incremento en
la expresion de oup-AR, como RNAm y proteina (Villalobos-Molina et al., 2008).
Observamos que el captopril revirtio la hipersensibilidad y disminuyo la expresion
del aip-AR (Villalobos-Molina et al., 2008). Todas estas evidencias sugieren que
Ang Il y el receptor oup-adrenérgico podrian estar implicados de manera conjunta
durante la hipertension, ya que niveles elevados de Ang Il parecen facilitar este
padecimiento a través de la expresion de receptores ayp-AR vasculares, los cuales
pueden estar mediando hipertrofia e hipersensibilidad en la vasculatura
(Villalobos-Molina & Ibarra, 2005).
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2. Justificacion

La hipertension arterial es una enfermedad que constituye un grave problema de
salud publica y es una de las mayores preocupaciones de los sistemas de salud
en practicamente todos los paises del mundo. Las cifras relativas del nimero de
hipertensos en el mundo varia de acuerdo al pais en donde se haya realizado la
encuesta; sin embargo, los resultados de las encuestas indican que la prevalencia
de la hipertension arterial oscila entre el 10 y el 20 % de la poblacién total. Por otra
parte, cuando la hipertensiéon arterial no es controlada adecuadamente suele
terminar en una serie de complicaciones como insuficiencia cardiaca congestiva,
cardiopatia isquémica, arritmias cardiacas, insuficiencia renal y accidentes
vasculares periféricos, complicaciones que ponen en riesgo la vida del individuo.
Un aspecto particularmente interesante es que de los muchos agentes
vasoconstrictores que han sido implicados en la hipertension, la Angiotensina-li
(Ang Il) y las catecolaminas parecen ser de los mediadores quimicos mas
importantes. En este sentido, en la literatura se ha descrito que la Ang Il estimula
diversos factores que influyen directamente en el crecimiento de cardiomiocitos y
células de mausculo liso vascular y que estos tipos celulares son de gran
importancia para el desarrollo de enfermedades complejas como la hipertrofia
cardiaca, enfermedad arterial coronaria, aterosclerosis e hipertension. Asi mismo,
en el sistema cardiovascular los receptores adrenérgicos a; regulan la contraccion
y crecimiento del musculo cardiaco y musculo liso arterial, por lo que también han
sido implicados en procesos patologicos como hipertrofia o arritmias cardiacas

inducidas por isquemia.

Ademas, desde hace algunos afios se ha descrito la importancia fisiolégica de la
interaccion entre la Ang Il y receptores adrenérgicos asi, el sistema renina
angiotensina (SRA) y el sistema nervioso simpatico (SNS) interactlian a varios
niveles tanto en la homeostasis como en la fisiopatologia cardiovascular. Ang Il
ejerce efectos facilitadores a nivel pre y post-sinaptico sobre terminales

vasoconstrictoras noradrenérgicas, y ha demostrado en experimentos in vitro que

regula la transcripcion gendmica de receptores adrenérgicos oy vasculares. Por
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otro lado, los receptores AT: y ai son receptores heptahelicoidales que estan
acoplados a proteina G y comparten el mismo sistema de transduccion de sefiales
involucrando al fosfatidilinositol trifosfato (IPs) y aumento de calcio (Ca*?)
intracelular, incrementando con ello la probabilidad de comunicacion cruzada
(cross talk) entre estos receptores. A pesar de la gran cantidad de informacion
generada en este campo, no se conoce el mecanismo directo de activacion de
receptores de Ang Il sobre la expresion de receptores oy adrenérgicos tanto en
animales integros como en células aisladas de mdusculo liso vascular,
particularmente de receptores ajp-adrenérgicos, ya que estos receptores han sido

involucrados tanto en la génesis como en el mantenimiento de la hipertension.
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3. Hipotesis

La angiotensina-1l favorece la expresion de los receptores oyp-adrenérgicos en el

musculo liso vascular. Por lo tanto, la Ang Il aumentara la respuesta adrenérgica.
4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Determinar la influencia de la Ang Il sobre los receptores aj-adrenérgicos en

musculo liso vascular de rata.
4.2 Objetivos particulares

1. Determinar la respuesta contractil, por estimulaciéon de los receptores oy-
adrenérgicos en las arterias aorta y caudal de ratas con y sin infusion con Ang
.

2. Determinar el efecto hipertrofico de la Ang Il en las arterias aorta y caudal de

ratas con y sin tratamiento antihipertensivo (losartan o BMY 7378).

3. Determinar el efecto de Ang Il, sobre la expresion de RNAm y proteina de los

receptores aj-adrenérgicos en aorta de rata Wistar.

4. Determinar los niveles plasmaticos de Ang Il y sus metabolitos Ang lll, Ang IV
y Ang 1-7.

5. Determinar el efecto de la Ang Il en cultivos primarios de células de muasculo
liso vascular aisladas de aortas de ratas Wistar sobre la expresion de RNAm y

proteina de los subtipos de receptores o;-adrenérgicos.
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5. Materiales y métodos
Protocolo experimental
5.1 Animales

Se emplearon ratas Wistar macho (3 meses de edad), se mantuvieron con
temperatura controlada (22 + 2 °C) y 40-60% de humedad, bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12h/12h y con acceso libre de agua y alimento. EIl
almacenamiento, cuidado y procedimientos experimentales de los animales se
realizaron evitando al maximo el sufrimiento innecesario, siguiendo las directrices
aprobadas por el Comité Institucional de Bioética de nuestra institucion para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999, SAGARPA, México). EI nimero de animales por
grupo (n) fue de 6-8 ratas para experimentos in vitro, de 4-6 ratas para los
experimentos de biologia molecular y de 3-4 ratas para los cultivos primarios de

células de musculo liso vascular.
5.2 Infusién continua de Ang I

Las ratas se entrenaron para la medicion de la presion arterial en la cola, por
pletismografia, un método no invasivo, con un sistema digital Letica (PanLab,
Espafia). Una vez registrada la presion arterial basal, a un grupo de animales se
les implantdé una bomba osmoética Alzet (Alza Co., EUA) por via subcutanea, que
contenia a la Ang Il para ser liberada de manera continua a una dosis de 200
ng/kg/hora/l14 dias; se midid la presion arterial cada tercer dia. Al final del
tratamiento los animales se sacrificaron para experimentos de 6rgano aislado y/o

Su preparacion para histologia.
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5.3 Tratamiento con BMY 7378 o losartan en animales con y sin bomba de

Ang Il. Registro de la presién arterial

Las ratas control y las de los grupos tratados con la Ang Il, se entrenaron en
paralelo. Una vez registrada la presion arterial basal, un grupo de animales recibio
tratamiento via oral con BMY 7378 (10 mg/kg/dia durantel4 dias) y un grupo mas,
recibio losartan (1mg/kg/dia durante 14 dias) en el agua de bebida; se midi6 la
presién cada tercer dia. Al final del tratamiento los animales se sacrificaron para

experimentos posteriores.

Los grupos para realizar los estudios funcionales y el andlisis histoldgico fueron los

siguientes:
A) Ratas Controles
B) Ratas Ang Il
C) Ratas Ang Il + BMY7378
D) Ratas Ang Il + Losartan

En el caso de los estudios moleculares, se llevdé a cabo un protocolo similar
utilizando ratas Wistar macho de 3 meses de edad, en las que se implantaron
bombas osméticas para la infusion de Ang Il (200ng/kg/dia) a diferentes tiempos
para realizar un curso temporal de la expresion de receptores asj-adrenérgicos a
nivel de RNAm vy proteina. Los animales se dividieron en grupos de acuerdo al

tiempo de infusion:
A) Ratas Controles
B) Ratas con Angiotensina Il por 1dia
C) Ratas con Angiotensina Il por 3 dias
D) Ratas con Angiotensina Il por 7 dias

E) Ratas con Angiotensina Il por 15 dias.
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5.4 Registro de la presion arterial sistolica en animales conscientes.

A las ratas se les midio la presién arterial sistdlica por pletismografia (LE 5007,
Letica, Panlab, Espafia). Esta evaluacién se realizé registrando el pulso sistdlico
de la presion en la arteria caudal de las ratas. La toma de presion se llevo a cabo
en un cuarto cerrado, libre de ruidos que puedan perturbar la tranquilidad de los
animales y a temperatura ambiente. Con el propésito de dilatar la arteria caudal y
permitir un mejor flujo sanguineo, las ratas se colocaron dentro de jaulas
inmovilizadoras y sobre una placa provista de un sistema de calefaccion que

mantuvo la temperatura entre 30° y 32°C.

El sistema de registro LE 5007 es un instrumento programable, basado en un
microprocesador que controla el proceso mecanico-electrénico operativo de una
medicion de presidn sanguinea, por un método no invasivo. El registro se basa en
la técnica esfigmomanométrica (la empleada en la toma de tension en humanos),
asi, el equipo tiene un manguillo de presion que ocluye el paso de sangre, y de un
transductor que registra las pulsaciones cardiacas. Ambos instrumentos se
colocan en la cola del animal para operar sobre la arteria caudal. El sistema LE
5007 registra los valores de presion sistélica o maxima, diastélica o minima y
frecuencia cardiaca. Para el almacenamiento de datos, el equipo se acopla a un
sistema de adquisicion de datos RSD232 y el software SEDACOM.

5.5 Registro de la contraccion isométrica en arterias aorta y caudal aisladas

de ratas control y tratadas con angiotensina ll

Los animales se sacrificaron en atmdsfera con éter. Las arterias aorta y caudal se
disecaron y limpiaron de tejido conectivo y graso, y se cortaron en anillos (4-5 mm
de longitud), se removi6 el endotelio y se fijaron en ganchos de acero inoxidable al
fondo de una camara para 6rgano aislado y a un transductor de tensién
isométrica, conectado a un sistema de adquisicion de datos MP100 (Biopac
Systems, Inc., U.S.A.), en donde se registré la tension desarrollada por los anillos.
Las arterias se sumergieron en solucion Krebs con la siguiente composicion (mM):
NaCl, 118; KCI, 4.7; KH,PO,4, 1.2; MgS04.7H,0, 1.2; CaCl,.2H,0, 2.5; NaHCO3,
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25.0; dextrosa, 11.7 y EDTA, 0.026 y a pH de 7.4, a temperatura de 37°C y
burbujeadas continuamente con O,/CO; (95:5). Los anillos arteriales se
sometieron a una tension inicial de 3 g (aorta) y 2 g (caudal), ademas se pre-
estimularon 3 veces con fenilefrina (agonista a; adrenérgico) a concentracion sub-
maxima que produce 80% del Enayx, para sensibilizar a los vasos. Se construyeron
curvas concentracion-respuesta a fenilefrina y a A61603 (agonista selectivo aja
adrenérgico), en anillos de aorta torécica y caudal, en ausencia y en presencia de
concentraciones crecientes de BMY-7378 (antagonista selectivo a;p), RS100329
(antagonista selectivo a1a), y en presencia de rauwolscina y propranolol (1x107 M,
cada uno), para antagonizar a los adrenoceptores a, y B, respectivamente. Los
valores de pA; y las pendientes se obtuvieron por analisis de Schild (Arunlakshana
& Schild, 1959).

5.6 Estudio histolégico de aorta

Después de sacrificar las ratas, la arteria aorta toracica y la arteria caudal se
disecaron vy se limpiaron de tejido conectivo y graso, y se cortaron en anillos (4-5
mm de longitud), se lavaron con PBS vy se fijaron en paraformaldehido al 4%. Los
anillos de aorta se incluyeron en parafina, se cortaron (5um de espesor) y se
montaron en portaobjetos recubiertos de Poli-L-Lisina (1:10) (Sigma-Aldrich Co.
USA). Los cortes se desparafinaron y rehidrataron en alcoholes graduados y agua
destilada, y se tifieron por tricrémica de Masson (Hematoxilina- Eosina) (Luna L.G.
1968). Las laminillas se analizaron en un microscopio Carl Zeiss (Modelo LSM 5
Pascal, Carl Zeiss, Germany) y las imagenes se capturaron y analizaron con el

software KS-300 version 3.0 (Carl Zeiss, Germany)
5.7 Aislamiento y cultivo de células de musculo liso vascular de rata

El cultivo de células de musculo liso vascular (CMLV) se hizo al aislar células de
aorta toracica de ratas Wistar macho de 200-250 g. La aorta se limpié de tejido
conectivo y graso y se cortd en 2 o 3 segmentos, los cuales se removio el
endotelio de manera manual usando un estilete rugoso. Las aortas se incubaron

con colagenasa Il (2mg/ml) durante 15 min a 37°C para quitar la tunica adventicia

33



MATERIALES Y METODOS

de manera mecanica, bajo un microscopio estereoscopio (Zeiss Stemi 2000-C).
Finalmente, las células musculares se disgregaron por digestién enzimatica con
una mezcla de colagenasa Il y elastasa (5mg/ml-0.1mg/ml). Las células se
mantuvieron en medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (Gibco, Life
Technologies), suplementado con suero bovino fetal al 10% (Gibco, Life
Technologies) y penicilina (100 U/ml) con estreptomicina (100 U/ml) (Gibco, Life
Technologies) a 37°C, bajo atmésfera humidificada con 5% de CO,. El medio se
cambié cada tercer dia hasta llegar a confluencia de 90 — 95% y se hicieron
subcultivos (pases) con tripsina 0.05%/ y 0.02% EDTA. Los subcultivos se usaron

en el pase nimero 6.

Las células se hicieron quiescentes con DMEM, libre de suero bovino fetal, por lo
menos 12 hrs. Las células musculares quiescentes se incubaron con Ang Il (100
mM) a diferentes tiempos (0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24hr).

Se verificOo el fenotipo celular de acuerdo a su morfologia y por
inmunofluorescencia, utilizando como marcador celular a la a-actina. Para ello se
utilizaron cultivos al 70-80% de confluencia, las células se fijaron durante 1 hora
en formaldehido al 3% en PBS (NaCl 0.14M, KCI 0.3mM, Na;HPO, 0.01M,
KH,PO4 0.2mM a pH 7.4), y se neutralizé con NH4Cl, por 10 minutos. Las células
se permeabilizaron con tritén al 1% y se bloquearon con solucién PBS-albimina al
1%. Las células se incubaron con el anticuerpo contra o-actina (Zymed
Laboratorios) durante 12 horas. A continuacién, las células se incubaron con el
anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina (FITC, Excitacion 495 nm, Emision
519 nm). Posteriormente, las células se incubaron con un tercer anticuerpo contra
B-actina acoplado a rodamina (TRITC, Excitacion 547 nm, Emision 572 nm). Las
preparaciones se montaron y fijaron con Entellan (Merkc, Alemania) sobre
portaobjetos y se mantuvieron protegidos de la luz hasta ser visualizadas en el
microscopio confocal (Leica, Modelo DM IRB); las imagenes se capturaron y
analizaron con ayuda del software Leica Confocal Software, Microsystems version
2.5.
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5.8 Efecto de Ang Il sobre la expresion de RNAmM de los receptores a;-
adrenérgicos en células de musculo liso vascular en cultivo y en aorta de

ratas

El aislamiento del RNA se llevé a cabo con Trizol (Invitrogen, CA, USA) siguiendo
el protocolo del fabricante. EI RNA fue disuelto en agua tratada con dietil-
pirocarbonato (DEPC) y la integridad de las muestras se determiné por
electroforesis, sobre un gel desnaturalizante de agarosa y formaldehido; la
concentracion de RNA se determind por espectrofotometria, a longitudes de onda

de 260 y 280 nm, calculando el cociente 260/280 para verificar su pureza.

El RNA se traté con DNAsa libre de RNAsas para asegurar la ausencia de DNA
genomico. lguales cantidades de RNA de cada muestra (2ug de RNA) se
sometieron a retrotranscripcion para generar el DNA complementario (CDNA),
empleando el kit SuperScript. First-Strand Synthesis System (Invitrogen) y
oligo(dT)***8 en una mezcla de dNTPs (10 mM), PCR buffer (10X), MgCI2 (25mM),

ditiotreitol (0.1M) y la enzima transcriptasa reversa SuperScript Il (200 unidades).

Una vez sintetizado el cDNA, se amplific6 por PCR de punto final utilizando
iniciadores especificos (“primers”) para medir la expresion de los mRNAs que
codifican para los 3 receptores as-adrenérgicos (Scofield et al., 1995), y utilizando
como control endogeno la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
(Chen et al., 1998). Las secuencias de oligos para cada receptor son: GAPDH-
sentido 5°-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3" (bases sentido 562-581) y
antisentido R:5°-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3 " (bases antisentido 1013—
1032), a1a- sentido, 5’- GTA GCC AAG AGA GAA AGC CG (bases sentido 628—
647) y antisentido 5° CAA CCC ACC ACG ATG CCC AG (bases antisentido 820-
839), para el receptor aig- sentido, 5- GCT CCT TCT ACA TCC CGC TCG (bases
sentido 629-649) y antisentido 5° AGG GGA GCC AAC ATA AGA TGA (bases
antisentido 908-928), y para el receptor aip- sentido 5 CGT GTG CTC CTT CTA
CCT ACC (bases sentido 759-779) y antisentido 5 GCA CAG GAC GAA GAC
ACC CAC (bases antisentido 1042-1062). Los “primers” hibridaron con la
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secuencia de nucleodtidos que codifica para la region transmembranal 5 a la region
transmembranal 6 de los receptores adrenérgicos os (Scofield et al., 1995). La
reaccion en cadena de la polimerasa se realizé con un kit para PCR (Invitrogen) y
en un termiciclador (Palm-Cycler, Corbett). La PCR consistio en 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, el alineamiento a 58°C (para la
GAPDH vy los receptores adrenérgicos ais Y aip) Y a 50°C (para el receptor
adrenérgico aya) durante 1 minuto, y la amplificacion a 72°C durante 1 minuto. Los
productos de amplificacion de la PCR (amplicones), se cargaron en un gel de
agarosa al 2% y se corrié una electroforesis durante 1 — 1.5h a 100V. Las bandas
correspondientes a la GAPDH se localizaron en 452 pb, los receptores
adrenérgicos aia en 212 pb, ass en 300pb y aip en 304pb y fueron visualizados
directamente en el gel con Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich Co. USA) y luz
ultravioleta. Las bandas fueron digitalizadas para analisis densitométrico por
lector de imagenes FLA-5000 (Fluoro Image Analyzer) y software Multi Gauge 3.0

software (Fujifilm).

5.9 Efecto de Ang Il sobre la cantidad relativa de los receptores as-

adrenérgicos en células de musculo liso vascular y aorta de rata

Para este estudio usamos Western Blot. De manera breve, se cargaron cantidades
iguales de proteina en un gel desnaturalizante (SDS-PAGE al 10%). Las proteinas
se separan por peso molecular mediante electroforesis. Los geles se transfieren a
una membrana de PVDF, con un sistema Semi-Dry Transfer Blot (Bio-Rad, CA,
USA), se bloquean durante 1 hora con 5% de leche descremada disuelta en
TBST, y se incuban con anticuerpos primarios policlonales de conejo para cada
receptor adrenérgico, o anticuerpos policlonales anti B-actina (Santa Cruz),
diluidos 1:3000 y 1:1000, respectivamente, en leche descremada a 4°C durante
toda la noche. Las membranas se lavaron y se incubaron con un anticuerpo de
cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano (HRP, en una dilucién 1:1000)
(Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA), durante 1 h a temperatura
ambiente y después se lavan de manera exhaustiva. Las membranas se incubaron

con reactivo quimioluminiscente (Luminol, Amersham Biosciences) para la emision
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de luz, la que se detecto en pelicula fotogréfica (Hyperfiim ECL, GE Healthcare,
UK), y se analizan por densitometria con el lector de imagenes FLA-5000 y un

software Multi Gauge 3.0 software.
5.10 Medicion de Ang Il y sus metabolitos

Al final de los tratamientos farmacoldgicos se colecté sangre utilizando heparina
como anticoagulante; las muestras se centrifugaron a 3,500 rpm por 10 minutos a
4 °C para obtener plasma, se adiciondé una mezcla de inhibidores de proteasas
(complete mini, Roche) para evitar la degradacion de Ang Il y sus metabolitos. Las
muestras de plasma se congelaron a -70°C hasta la posterior determinacién de las
angiotensinas. Los plasmas se descongelaron, de manera gradual, hasta llegar a
una temperatura de 10-15 °C para se desproteinizados con una solucién de
metanol, y posterior tratamiento con acido tricloroacético se filtraron en una
membrana de nitrocelulosa de poro 0.22um. El filtrado se hizo pasar a través de
una columna Sep-Pak Classic C-18 (Waters Corporation, Milford, MA, USA). La
cuantificacion final de Ang Il y sus metabolitos, Ang Ill, Ang IV y Ang 1-7 se llevo a
cabo por electroforesis capilar en un equipo Beckman Coulter (Fullerton, CA,
EE.UU.) P / ACE™ MDQ, con una columna de silice 57 cm (50 cm al detector) x
75um (Polymicro Tecnologias, Phoenix, AZ, EUA).

5.11 Anélisis de resultados

Los datos de todos los modelos utilizados representan la media + error estandar
(e.e.). En los experimentos in vitro, los valores promedio representan la
contraccion de 4 a 6 anillos de arterias diferentes de los grupos de animales. En
estos estudios de desplazamiento, los resultados son expresados en porcentaje
de la respuesta maxima inducida por los agonistas adrenérgicos. Para determinar
las diferencias estadisticas significativas (P< 0.05) entre los grupos o entre
tratamientos con antagonistas, se realizaron analisis de varianza de 2 vias,

seguido del método de Student Newman-Keuls.
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Los valores de CEso 0 pD2 (-log CEsp) se determinaron por regresion no lineal,
utiizando un modelo sigmoidal para el ajuste de las curvas concentracion-

respuesta a la ecuacion para un componente:

E = Efecto farmacoldgico.

_ E, o ( A] m A= %‘Dongentrac/o'n del agonista.
= m = Pendlente.
[;:1] ™+ (CE 50] ™ Emax = Asintota.

CEsy = Concentracion efectiva 50

La afinidad de los antagonistas competitivos se expres6 como valores de pAs,
calculados por andlisis de Schild (Arunlakshana & Schild, 1959). Para este analisis
se utilizaron tres concentraciones de los antagonistas BMY 7378 0 RS100329. Las
CEso en ausencia y en presencia de los antagonistas se usaron para calcular la
relacion de concentraciones y construir la grafica de Schild. Los datos fueron
ajustados a la ecuacién de Schild
PA> = Logaritmo negativo de la constante de
disociacion para el antagonista.

RC = Relacion de las concentraciones, es la
relacion de concentraciones equiefectivas

log(RC — 1) = log[B] + pA, del agonista en ausencia y presencia del
- antagonista.

[B] = Concentracion molar del antagonista

Durante el andlisis de Schild, cuando los valores de la pendiente fueron diferentes
de la unidad, se determinaron los valores de pKB con el método de relacion de
dosis de Furchgott (Furchgott, 1972) utilizando la siguiente ecuacion:
PKs = Logaritmo negativo de la constante de
disociacion para el antagonista.
[B] = Concentracion molar del antagonista.
Kg= [B]/ RC-1 RC = Relacion de las concentraciones, es la relacion de

concentraciones equiefectivas del agonista en
ausencia y presencia del antagonista.

En el caso de los datos de Western Blot o RT-PCR en arterias de rata y en células
de mdasculo liso, las barras representan el promedio + e.e. de al menos 4
experimentos y se expresan en unidades arbitrarias (U.A.). Para determinar las
diferencias significativas (P< 0.05) entre los diferentes tiempos de exposicion a
Ang Il contra el grupo control, se realizaron analisis de varianza de una via

seguida de una prueba de Dunnett’s
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6. Resultados
6.1 Efecto de lainfusion continua de Ang Il sobre la presion arterial sistélica

La pletismografia, un método de evaluacion indirecto no invasivo, que registra el
pulso sistdlico de la presion en la arteria caudal de las ratas, se utiliz6 para
determinar el curso temporal de la infusién de Ang Il sobre la presion arterial
sistdlica; asi como evaluar el efecto de los tratamientos con losartan (antagonista
AT;) y BMY 7378 (antagonista aip-adrenérgico) en presencia de Ang Il. Los
valores basales de presion arterial sistdlica en las ratas Wistar fue de 88.25 + 2.47
mmHg para todos los grupos (para las ratas control fue 85 + 4 mmHg, 87 £+ 6
mmHg para Ang Il, 91 + 6 mmHg para Ang Il + losartan y 90 £+ 5 mm Hg para Ang
I + BMY 7378). Los valores de presion arterial se incrementaron de manera
dependiente del tiempo, mostrando un aumento significativo a partir del cuarto dia
de tratamiento en las ratas con infusion continua de Ang Il (200ng/kg/min),
ademés este efecto se mantuvo durante las 2 semanas de la infusion. Al final del
experimento, los valores de presion arterial en estas ratas fue 51 mm Hg por
encima de los valores en ratas controles. Cuando losartan (un antagonista AT;) se
administré en el agua de bebida, logré impedir el desarrollo de la hipertension,
mientras que el BMY 7378 (un antagonista oyp-adrenérgico) no fue capaz de

prevenir la hipertension producida por la infusion con Ang Il (Figura 1).

El analisis estadistico mostrd diferencias significativas entre los grupos control
versus Ang Il o Ang Il + BMY 7378 (ANOVA 2 vias, Bonferroni *P< 0.05).
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Figura 1. Curso temporal de la infusion continua con Ang-ll sobre la presién arterial
sistélica en control y en ratas con bomba osmotica. Efecto de los antagonistas losartan
(antagonista AT;) y BMY 7378 (antagonista a,p-adrenérgico) sobre el efecto presor de la
Ang Il. Los datos son el promedio de 6-8 ratas + el error estandar. * P < 0.05 vs control;
ANOVA de 2 vias; Bonferroni

6.2 Niveles plasmaticos de Ang Il de ratas controles y ratas con bomba

osmética con Ang Il

Con el proposito de validar el modelo empleado en este proyecto, es decir para
determinar si las bombas osmdticas liberaban de forma adecuada la Ang Il o si
esta se mantenia elevada, al final del experimento (2 semanas después del
implante) las ratas fueron sacrificadas, y se tomaron muestras sanguineas para
determinar los niveles plasméaticos de Ang Il en ratas controles y ratas con la Ang
Il mediante el método de electroforesis capilar en un equipo Beckman Coulter
(Fullerton, CA, EE.UU.) P / ACE™ MDQ, con una columna de silice 57 cm (50 cm
al detector) x 75um (Polymicro Tecnologias, Phoenix, AZ, EUA). Esta técnica
puede separar diferentes moléculas presentes en una disolucién de acuerdo con
la relacion de masa/carga de las mismas. Al final de la medicion se observo que

los valores plasmaticos de Ang Il en el grupo control 0.03 + 0.003 pmoles/ml,
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mientras que en las ratas que tenian la bomba osmotica presentaron valores de

1.15 + 0.08 pmoles/ml, es decir hubo un aumento de 38.3 veces mas que el grupo

1.2+
CONTROL

ANG I

o o e
9 e 2

Ang Il (pmoles/ml)

o
i

AL
NN

N

0.0-
de ratas control. El andlisis estadistico mostré diferencias significativas entre los

grupos control versus Ang Il (t-Student, *P< 0.05).

Figura 2. Niveles plasmaticos de Ang Il. Los datos son el promedio de 4 ratas + el error

estandar. * P < 0.05 vs control; t-Student

6.3 Efecto contractil de los agonistas aj-adrenérgicos en las arterias aortay

caudal de ratas control y ratas tratadas con Ang Il

Los agonistas adrenérgicos A61603 y fenilefrina provocaron contraccion, de
manera dependiente de la concentracion, en las arterias aorta y caudal de ratas
control y tratadas con Ang Il (Figuras. 3 y 4). Sin embargo, la sensibilidad de las
arterias a estos agonistas fue diferente, sugiriendo que son distintos los receptores
ou-adrenérgicos involucrados en la contraccion de estos vasos. De manera
interesante, se observé que independientemente del tratamiento con Ang Il, la
afinidad aparente a los diferentes agonistas en los dos lechos vasculares,

representada como pD,, no se modifico por la Ang Il (Tabla 1), y mostraron el
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siguiente orden de potencia, para la aorta: fenilefrina > A61603; mientras que en el
caso de la arteria caudal el orden de potencia fue: A61603 > fenilefrina. Estos
resultados estan de acuerdo con reportes que indican, que el principal receptor o-
adrenérgico involucrado en la contraccion de la arteria caudal es el receptor aia;
mientras que en la arteria aorta es el ajp-adrenérgico. Es importante hacer notar
gue en la arteria caudal de ratas Wistar jovenes, en donde la respuesta contractil
parece estar mediada solo por el receptor a;a- adrenérgico, el pD, a fenilefrina
también es alto, sugiriendo que la respuesta contractil en este lecho es mediada

por méas de una poblacion de receptores (Parés-Hipdlito, 2006).

De manera interesante, se observa que la contraccion maxima en la arteria aorta
con fenilefrina, aumentd aproximadamente 40% por el tratamiento con Ang Il, es
decir, aumento la reactividad de la aorta (Figura 3). Este mismo efecto, y en igual
magnitud, se observé a concentraciones altas de A61603 (Figura 3) o durante la
contracciéon a KCI (80mM) (Figura 5A) en donde la aorta de ratas tratadas con Ang
[l también aumentaron la contraccion en 40%. En marcado contraste, en la arteria
caudal no se observé ningun cambio aparente en la reactividad vascular por efecto
de la Ang Il (Figuras 4). Estos datos estan representados como efecto maximo
(Emax) (Tabla 2).

ANGII
CONTROL

® ANGI
O CONTROL

e

CONTRACCION (g)

-9 -8 -7 -6 -5 -9 -8 -7 -6 -5

A61603 Log [M] FENILEFRINA Log [M]

Figura 3. Curvas concentracién-respuesta a A61603 y fenilefrina en anillos de aorta de

ratas control y tratados con Ang-Il (200ng/kg/min/15 dias). n = 4-6 .
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® ANGII ® ANGI
O CONTROL O CONTROL

CONTRACCION (g)
N w
N w

[N
-

-10 9 -8 -7 6 -9 -8 7 -6 5 -4
A61603 Log [M] FENILEFRINA Log [M]

Figura 4. Curvas concentracion-respuesta a A61603 y fenilefrina en anillos de arteria

caudal de ratas control y tratadas con Ang-Il (200ng/kg/min/15 dias). n = 4-6 .

A61603 FENILEFRINA

CONTROL | ANG I CONTROL | ANG I

6.84+0.14 | 6.77+0.06 | 8.14+£0.13 | 7.96 £0.01

(O7\UIDYA\I 8.23 +0.05 | 8.58 £0.06 | 6.07 +0.05 | 6.01 £0.09

Tabla 1. Valores de afinidad aparente (pD,) para el A61603 y la fenilefrina en anillos
de aorta y arteria caudal de ratas control y tratadas con Ang Il.

A61603 FENILEFRINA

CONTROL ANG Il CONTROL ANG I

255+0.39 | 354+029* | 2.41+022 | 3.76+0.27*
o/\\U/p)\M 3.02+045 | 3.13+0.43 | 3.19+0.33 | 3.21+0.68
*P < 0.05 VS control; SNK

Tabla 2. Valores de contraccion maxima (Emax) (g) para los agonistas A61603 y

fenilefrina en anillos de aorta y arteria caudal de ratas control y tratadas con Ang Il
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6.4 Evaluacion de la reactividad vascular durante la contraccion producida

con KCI 80 mM en las arterias aortas y caudal.

El mismo efecto de hiperreactividad vascular, observado solo en las arterias aortas
de ratas tratados con Ang Il durante la contraccion inducida con los agonistas
adrenérgicos, A61603 y fenilefrina, se observd con la contraccion producida con
KCI 80mM, indicando que este aumento en la reactividad, no se debe a eventos a
través de receptor, ya que despolarizacion con KCI| también evidencia el aumento
en la contraccion maxima (~ 40%) solo en las aortas de ratas tratadas con Ang Il
(control 3.7 + 0.4 g, Ang Il 5.04 + 0.1 g), ademas de manera muy interesante
podemos observar, que los tratamientos con losartdn y BMY 7378, previenen el
desarrollo de la hiperreactividad vascular en las aortas de ratas con Ang Il (Ang Il
+ losartan 4.2 £+ 0.5 g, Ang Il + BMY 7378 3.7 + 0.1 g), aun cuando el antagonista
oup-adrenérgico, BMY 7378, no fue capaz de prevenir la hipertension producida
por la Ang Il (Figura 5A), mientras que en las arterias caudales, no se observan
cambios significativos en la contraccién debidos a la Ang Il o por la administracion

de los antagonistas AT, (losartédn) o aip-adrenérgico (BMY 7378) (Figura 5B).

Figura 5. Efecto contractil inducido por KCI (80mM) en las arterias aortas (A) y

C—JCTRL
A B ANG I
ANG Il + LOSARTAN

8 ANG Il + BMY7378

4,0 A

o

3,0 1

CONTRACCION KCI 80 mM (g)
b
—

2,5

2,0

arterias caudales (B). Los datos representan el valor promedio de 4 ratas + el error
estandar. ANOVA *P<0.05, Dunnett’s.
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6.5 Analisis histologico de las arterias aorta toracicay caudal de ratas

Los datos mostrados hasta este momento, nos permiten sugerir que en los lechos
vasculares donde la respuesta contractil esta mediada, principalmente, por el
receptor ap-adrenérgico, como en la arteria aorta, la Ang Il aumenta la reactividad
vascular. Para apoyar esta hipétesis, realizamos cortes histolégicos de las arterias
aorta y caudal de los 4 grupos evaluados (Control, Ang Il, Ang Il + BMY 7378 y
Ang lI+ losartan) y se observo hipertrofia solo en la arteria aorta de ratas tratadas
con Ang Il (Figura 6A). El analisis estadistico demostré que hay un aumento
significativo en el grosor de la capa media (20%) en las ratas tratadas con Ang Il
(Figura 6).

45



RESULTADOS

A

CONTROL

ANG Il + BMY7378 ANG Il + LOSARTAN

By

AORTA

CAUDAL

250

200

150

100

50

Grosor de la capa media (um)

CONTROL

ANG Il

ANG Il + BMY ANGII + LOS

H AORTA
B CAUDAL

Figura 6. Andlisis histolégico de las arterias aorta toracica y caudal de ratas. A) Secciones

de arterias de ratas fueron de al menos 4 individuos para cada grupo (Control, Ang Il, Ang

Il + BMY 7378 y Ang lI+ losartan) tefiidas por Tricromia de Mason. B) Los datos

representan el valor promedio de la medicién del grosor de la capa media + el error

estandar de al menos 4 ratas. *P<0.05 vs control, ANOVA; Dunnett.
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6.6 Efecto de los antagonistas losartan y BMY 7378 sobre los niveles
plasmaticos de Ang Ill, Ang IV y Ang 1-7 de ratas controles y tratadas con
Ang Il

Con el proposito de investigar si algunos de los metabolitos de Ang Il se modifica
por efecto del tratamiento, o si alguno de ellos pudiera participar en el proceso de
hipertrofia observado en las aortas de ratas tratadas con Ang II, decidimos
determinar los niveles plasmaticos de los metabolitos Ang lll, Ang IV y Ang 1-7,
mediante el método de electroforesis capilar, en muestras sanguineas de ratas
tratadas por 2 semanas con Ang Il, en presencia o ausencia de los antagonistas
losartan y BMY 7378 (Figura 7)

Los valores plasmaéticos de Ang Il (control 2.11 + 0.26 pmoles/ml vs Ang Il 9.56 +
0.50 pmoles/ml) y Ang IV (control 0.04 + 0.003 pmoles/ml vs Ang 1l 0.19 + 0.01
pmoles/ml) se incrementaron de manera significativa ~4.6 veces mas en las ratas
tratadas solo con Ang Il, comparado con los valores del grupo control, mientras
que la Ang 1-7 disminuye en un ~33% (control 3.87 + 0.50 pmoles/ml vs Ang Il
2.59 + 0.24 pmoles/ml) en estas mismas ratas. De manera muy interesante,
podemos observar que los tratamientos con el losartan (antagonista AT1) y el BMY
7378 (antagonista aip-adrenérgico) producen una disminucion significativa en los
valores de Ang Ill (Ang 9.56 + 0.50 Il vs Ang Il + BMY 5.48 + 0.10 6 Ang +
losartan 5.93 + 0.52 pmoles/ml) y Ang IV (Ang 0.19 £ 0.01 Il vs Ang Il + BMY 0.08
+ 0.01 6 Ang + losartan 0.10 + 0.004 pmoles/ml) es decir, la administracion de los
antagonistas durante la infusién con la Ang Il, previene de manera parcial el
incremento en las concentraciones plasmaticas de los metabolitos (Ang Il y Ang
IV) producidos por efecto de la Ang Il. Aunado a estos efectos benéficos, la Ang 1-
7 se incrementd de manera significativa en los grupos de ratas que recibieron los
antagonistas (BMY 7378 y losartan) en el agua de bebida (Ang 2.59 + 0.24 1l vs
Ang Il + BMY 8.13 £ 0.77 0 Ang + losartan 8.16 + 0.98 pmoles/ml) (Figura 7).
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Estos datos sugieren que el aumento de la Ang Il, conduce a la activacién de las
vias de degradacion de Ang I, produciendo incrementos de los metabolitos Ang
lll'y Ang IV, de los cuales se ha descrito que tiene efectos pro-inflamatorios, es por
ello que pudieran estar involucrados en el desarrollo de la hipertrofia vascular
observado en la aorta; ademas, la disminucion en los niveles plasmaticos de la
Ang 1-7 en ratas tratadas solo con Ang |l también puede favorecer el desarrollo de
la hipertrofia. Es importante hacer notar que la administracion del antagonista oup-
adrenérgico, hace evidente la comunicacion que existe entre estos dos sistemas,
ya que las ratas que fueron tratados con el BMY 7378, se previene parcialmente,
el aumento de los metabolitos de degradacion de Ang Il (Ang Il y Ang IV),
mientras que los niveles plasmaticos de Ang 1-7 se incrementaron
significativamente, y este aumento podria estar relacionado con la prevencion del
desarrollo de la hipertrofia, ya que este metabolito se ha asociado con efectos anti-
proliferativos y anti-inflamatorios. Por otro lado, la administracion de losartan
demostrd, que el receptor involucrado en la activacién de la via de degradacién de

Ang Il asi como en la generacion de la hipertrofia, es el receptor AT;.
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Figura 7. Niveles plasmaticos de Ang Ill, Ang IV y Ang 1-7. Los datos son el promedio de
4 ratas + el error estandar. * P < 0.05, (vs control) ¢ P < 0.05, (vs Ang Il); ANOVA;

Bonferroni.

6.7 Caracterizacion de los receptores asj-adrenergicos involucrados en la
contraccién de las arterias aorta y caudal de ratas controles y tratadas con
Ang II.

Con el propésito de investigar si el tratamiento con Ang Il modifica a las
poblaciones de receptores involucradas en la contraccién en las arterias aorta y
caudal, se calcularon los valores de pA, para los receptores aj-adrenérgicos de
ratas controles y tratadas con Ang IlI, en respuesta a la estimulacion con los
agonistas A61603 y fenilefrina. Construimos curvas concentracién- respuesta en
presencia y ausencia de BMY 7378, antagonista selectivo a;ip-adrenérgico (Aorta
3.1x10® — 3.1x10° M; Caudal 1.0x10° — 1.0x10" M) y RS100329, antagonista
selectivo aia-adrenérgico (Aorta 3.1x10® — 3.1x10° M; Caudal 3.1x10° — 3.1x10™*°
M), para provocar el desplazamiento de las curvas y calcular la afinidad de los
antagonistas (pAy), por analisis de Schild (Arunlakshana & Schild, 1959). En los
casos donde el valor de la pendiente fue diferente de 1, se determinaron los
valores de pKg utilizando el método de relacion de dosis de Furchgott (Furchgott,
1972).
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6.8 Efecto de los antagonistas aj-adrenérgicos, BMY 7378 y RS100329 sobre

el efecto contractil en la arteria aorta de ratas controles y tratadas con Ang Il.

En las aortas de ratas controles y tratadas con Ang Il, el BMY 7378 y el RS100329
desplazaron a la derecha las curvas concentracion-respuesta, de los agonista
A61603 y fenilefrina, de manera dependiente de la concentracion, y sin cambios
importantes en la respuesta maxima producida por los agonistas (Figuras 8 y 9),
consistente con un antagonismo competitivo. Los valores de pA; y pKg para BMY
7378 y RS 100329 no se modificaron por el tratamiento con Ang Il y fueron
similares a los valores de afinidad (pK;) obtenidos por estudios de unién de
radioligandos descritos para el receptor aip (Tabla 3); las pendientes de Schild, en
los dos grupos, casi siempre fueron cercanas a 1, indicando que la interaccion de
los antagonistas con una sola poblacion de receptores; sin embargo, en los casos
en donde los valores de pendiente fueron superiores a la unidad, indicaron la
interaccién de los antagonistas con mas de una poblacion de receptores ;-
adrenérgicos en este lecho vascular. Este hecho, hace evidente el uso de
diferentes agonistas y antagonistas sobre un mismo lecho vascular, para hacer
una mejor caracterizacion sobre cuales son los receptores involucrados en la
contraccioén, debido a que no todos los agonistas estimulan la misma poblacion de

receptores.

BMY 7378 | RS100329

BMY7378

RS100329

ANG I CONTROL ANG I

AGONISTA CONTROL

A61603 8.39+0.17 9.11+0.21 8.60+0.11 8.98+0.16 1B 6.2 7.5
m=1.28 m=0.97 m=0.97 m=0.9

FENILEFRINA 8.72+0.21 8.97+0.02 8.51+0.15 8.76+0.08 1D 8.2 7.9
m=1.32 (pKsg) m=0.95 (pKpg)

Tabla 3. Valores de pA, o0 pKg ¥ m (pendientes) para el BMY 7378 y RS 100329 con los

diferentes agonistas oy-adrenérgicos en aortas de ratas controles y tratadas con Ang Il.

Valores de pK; de los antagonistas o, (Pares-Hipolito et al., 2006).
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condiciones control y en presencia de concentraciones crecientes de BMY 7378 en aorta

de ratas controles y tratadas con Ang |I.
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AORTAS DE RATAS CONTROLES
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta a los agonistas, A61603 y fenilefrina en
condiciones control y en presencia de concentraciones crecientes de RS100329 en aorta
de ratas controles y tratadas con Ang .

En la arteria caudal de ratas controles y de ratas tratadas con Ang Il, el BMY 7378
desplazé a la derecha, con baja afinidad, a los agonistas A61603 y fenilefrina
(Figura 10, Tabla 4), sugiriendo la ausencia del receptor aip-adrenérgico en este
lecho. En cambio, el RS 100329 desplaz6 con alta afinidad a los mismos
agonistas, confirmando la presencia de receptores aia-adrenérgicos; sin embargo,
los valores de la pendiente de Schild, en la mayoria de los casos, fueron mayores
de 1, indicando la participacion de mas de una poblacion de receptores oy-
adrenérgios en la arteria caudal (Figura 11, Tabla 4). Es importante hacer notar,
gue tanto en la arteria caudal como en la aorta, la afinidad de los antagonistas
BMY 7378 y RS 100329, no se modifica por el tratamiento con Ang Il, indicando

gue los mismos receptores participan en la contraccion después del tratamiento.
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BMY7378 RS100329 ﬁhﬁ
BMY 7378 RS100329

AGONISTA CONTROL ANG Il CONTROL ANG I A 6.6 9.6
7.32+0.16 7.41+0.11 9.88+0.018 9.97+0.24 1B 6.2 7.5
AG1603 (PKe) (PKe) (PKe)
FENILEFRINA 7.14+0.07 6.85+0.30 9.22+0.18 8.82+0.02 Qa1p 8.2 7.9
(PKe) (PKe) (PKg) (PKe)

Tabla 4. Valores de pA; o pKg para el BMY 7378 y RS 100329 con los agonistas a-
adrenérgicos en arteria caudal de ratas controles y tratadas con Ang Il. Valores de pK; de
los antagonistas oy (Pares-Hipalito et al., 2006).
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Figura 10. Curvas concentracidén-respuesta a los agonistas, A61603 y fenilefrina en
condiciones control y en presencia de concentraciones crecientes de BMY 7378 en arteria
caudal de ratas controles y tratadas con Ang |l
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CAUDALES DE RATAS CONTROLES
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Figura 11. Curvas concentracion-respuesta a los agonistas, A61603 y fenilefrina en

condiciones control y en presencia de concentraciones crecientes de RS100329 en arteria
caudal de ratas controles y tratadas con Ang |l.

6.9 Expresion de RNAm de los receptores aj-adrénergicos en la arteria aorta

de ratas controles y tratadas con Ang Il a diferentes tiempos.

De manera inicial solo determinamos la expresioén de receptores ai-adrenérgicos
al final de las 2 semanas de tratamiento con Ang Il con la finalidad de identificar
cambios en la expresiéon de RNAm, empleando “primers” especificos para cada
receptor aj-adrenérgico, previamente descritos y probados por Scofield (Scofield
et al., 1995) por Transcripcion Reversa seguida de una amplificacion por PCR de
punto final (RT-PCR), y encontramos que después de 2 semanas de infusion con

la Ang II, la expresion del RNAmM que codifica para el receptor aip—adrenérgico
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asi como la proteina se encontraba disminuida. Estos resultados nos
sorprendieron, pues hasta ese momento, los datos generados con nuestro modelo
se comportaba de acuerdo a lo esperado en un modelo de hipertensién inducido
por Ang Il, como por ejemplo, se desarroll6 la hipertension arterial, la hipertrofia y
la hiperreactividad vascular al menos en las aortas de ratas con Ang Il; sin
embargo, los datos de la expresion del receptor aip—adrenérgico tanto a nivel de
RNAmM como de proteina no eran consistente con los datos previos reportados
sobre la relacion del aumento de los niveles de Ang Il con el aumento de la
expresion del receptor ajp—adrenérgico (Villalobos-Molina & Ibarra, 2005;
Villalobos-Moalina et al., 2008). Con el propdésito de investigar si en algdn momento
durante la infusion con Ang I, la expresion de los receptores ajp—adrenérgicos se
veia incrementada por el tratamiento, realizamos un curso temporal y observamos
de manera sorprendente, que desde las 24 h post implante, la Ang Il disminuyo la
expresion de estos receptores en un 34.72 % (P<0.05) ademas, este efecto se

mantuvo en el tiempo (Figura 14).

La amplificacion de los RNAmM que codifican para los receptores adrenérgicos aia
y «aig €n la aorta de ratas controles y tratadas con Ang Il, durante diferentes
tiempos, se muestra en las Figuras 12 y 13, en donde se observa que el RNAmM
basal del receptor a;a adrenérgico no se altera de manera significativa por la Ang

[l. Este mismo patron se obtuvo con la expresion del receptor ays adrenérgico ya

gue el andlisis estadistico no mostré diferencias entre los grupos.
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Ua—> — W S WY 2120b

GAPDH—>> S S S B B 452 b

1.00+

Figura 12. Expresion del RNAm que codifica para el receptor a;s-adrenérgico en aorta de ratas

0.75+

0.504

U.A. oya/GAPDH

0.254

controles y tratadas con Ang Il por diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con la
expresion del gen control (“house keeping”) GAPDH. Las barras representan el promedio + e.e.de
al menos 4 experimentos y se expresan en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se

muestran bandas correspondientes a un experimento tipo. * P< 0.05; Prueba de Dunnett

alBH —————3000b

GAPDHH‘— -t — — — 452 pb

1.00-
0.75+

0.50+

U.A. a1g/GAPDH

0.25+

Figura 13. Expresion del RNAm que codifica para el receptor asg-adrenérgico en aorta de ratas
controles y tratadas con Ang Il por diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados por la

expresion del gen control GAPDH. Las barras representan el promedio + e.e.de al menos 4
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experimentos y se expresan en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran

bandas correspondientes a un experimento tipo. * P< 0.05; Prueba de Dunnett

oup —> [ S 304 0b

GAPDH — > Sl Sl S B B 452 pb

1.00+
0.75+

0.50+
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0.25+

Figura 14. Expresion del RNAm que codifica para el receptor oyp-adrenérgico en aorta de
ratas controles y tratadas con Ang Il por diferentes tiempos. Los datos fueron
normalizados contra la expresion del gen control GAPDH. Las barras representan el

promedio + e.e.de al menos 4 experimentos y se expresan en unidades arbitrarias (U.A.).

En la parte superior se muestran bandas correspondientes a un experimento tipo. * P<
0.05; Prueba de Dunnett

Resulta interesante observar que, a nivel de RNAm, los 3 receptores oy
adrenérgicos se expresan de manera basal en la aorta de ratas y que la Ang I
solo produce cambios en la expresion del receptor aip adrenérgico desde tiempos
cortos, mientras que los receptores aia Y oz adrenérgicos permanecen sin

cambios significativos.
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6.10 Determinacion proteica de los receptores a;-adrénergicos en la arteria

aorta de ratas controles y tratadas con Ang Il a diferentes tiempos

La proteina de los receptores oy-adrenérgicos en aortas de ratas controles y
tratadas por diferentes tiempos con Ang Il, se determiné por Western Blot via
electroforesis (SDS-PAGE), en condiciones desnaturalizantes, seguida de
transferencia e inmunodeteccion, empleando anticuerpos especificos contra los
receptores aj-adrenérgicos, y que fueron detectados por quimioluminiscencia con
peroxidasa de rabano. Se corrieron controles positivos utilizando células Rat-1
transfectadas con cada receptor oj-adrenérgico para corroborar las bandas
obtenidas de las muestras, obteniendo las bandas correspondientes para el

receptor oua Y aup €n un peso ~ 72kDa y para el receptor o, ~ 60kDa.

De manera basal los tres receptores as-adrenérgicos se expresan en la aorta de
ratas controles y tratadas con Ang Il; sin embargo, en las ratas controles se
observa que la proporcion de receptor aip €s mayor que la de los receptores oua y
oug adrenérgicos. De manera interesante, la Ang Il produjo una marcada
disminucién en la expresion del receptor ajp-adrenérgico, que se mantiene en el
tiempo (Figura 17); mientras que los receptores oua Yy o adrenérgicos
permanecen sin cambios significativos durante el tratamiento con Ang Il (Figuras

15y 16). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos con el RT-PCR.

58



RESULTADOS

~T2KDE  — —— RA
Células  Aorta 1.54  —— .- 0a
y ;'lﬁ‘ X de rata 43 kDa -actina
—_— S RN G e
aa-RA
‘ Bt 1.0-

U.A. aia/B-actina

o
a1
1

Figura 15. Immunoblot del receptor a;a-adrenérgico en aorta de ratas control y tratadas
con Ang Il (200ng/kg/min) a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con la
expresion de una proteina constitutiva (f-actina). Las bandas representan el promedio +

e.e.de al menos 4 ratas. * P< 0.05; Prueba de Dunnett
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Figura 16. Immunoblot del receptor a;g-adrenérgico en aorta de ratas control y tratadas
con Ang Il (200ng/kg/min) a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con la
expresion de una proteina constitutiva (f-actina). Las bandas representan el promedio +

e.e.de al menos 4 ratas. * P< 0.05; Prueba de Dunnett
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Figura 17. Immunoblot del receptor ayp-adrenérgico en aorta de ratas control y tratadas
con Ang Il (200ng/kg/min) a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con la
expresion de una proteina constitutiva (B-actina). Las bandas representan el promedio +

e.e.de al menos 4 ratas. * P< 0.05; Prueba de Dunnett

6.11 Determinacién de los receptores aj-adrénergicos en células de musculo

liso vascular estimuladas con Ang Il a diferentes tiempos

Se determind la proteina (Western Blot) para los receptores oj-adrenérgicos
durante la estimulacién con Ang Il (100 nM), en células de musculo liso vascular
de aorta de rata, con anticuerpos especificos. Se obtuvieron las bandas

correspondientes para el receptor oaia Y aip con peso ~ 72kDa y para el receptor

oy ~ 60 kDa.

De manera basal, los tres receptores ai-adrenérgicos se expresan en ceélulas de
musculo liso vascular en cultivo, aunque el receptor ajg-adrenérgico esta en
menor proporcion (Figura 18). La estimulacion con Ang Il (100nM) disminuyo,

transitoria y significativamente, al receptor aia-adrenérgico, observandose el efecto
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méximo a las 2 horas. En el caso del receptor ag-adrenérgico, no hubo cambios
durante la estimulacion con Ang Il. Sin embargo, de manera muy interesante,
observamos que la Ang Il produjo una respuesta bifasica sobre el receptor ap-
adrenérgico, ya que a tiempos cortos (30 minutos) aumenté 2.73 veces sobre el
basal, y con el tiempo disminuy6 hasta ser 0.62 veces menor que en estado basal,

a las 12 horas.
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Figura 18. Western Blot de los receptores o;-adrenérgicos en células de musculo liso
vascular estimuladas con Ang Il (100nM) a diferentes tiempos. Los datos fueron
normalizados con la expresion de una proteina constitutiva (B-actina). Las bandas
representan el promedio + e.e.de 4 ratas.* VS control P< 0.05, ANOVA, Dunnett; ¢ VS
0.5hr P< 0.05, ANOVA, Bonferroni.

6.12 Efecto del losartan sobre el receptor aiq-adrenérgico en células de

musculo liso vascular tratadas con Ang |l

Se trataron células de musculo liso vascular con losartan, antagonista AT, (10uM)
o cicloheximida (10ug/ml), un inhibidor de la sintesis de proteinas, durante 30 min.
Posteriormente, las células se estimularon con Ang Il (100nM) durante 30 min
(tiempo del maximo efecto sobre el receptor ajp-adrenérgico) y se observo un
bloqueo significativo en la cantidad relativa de los receptores con los 2

tratamientos, sugiriendo que la estimulacion del receptor AT; conduce al aumento
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del receptor aip-adrenérgico; y que este efecto ocurrio por sintesis de novo, ya

que la cicloheximida inhibio la sintesis del receptor aip-adrenérgico (Figura 19).
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Figura 19. Inhibiciéon de la sintesis del receptor oyp-adrenérgico con losartdn (LOS) y
cicloheximida (CHX), en células de musculo liso vascular estimuladas con Ang Il (100nM).
Los datos fueron normalizados con la expresion de una proteina constitutiva (-actina).
Las bandas representan el promedio + e.e.estdndar de 3 ratas. * P< 0.05; Prueba de

Dunnett’s
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7 Discusion
De manera general, el presente estudio mostré algunos hallazgos importantes que
hacen evidente la comunicacioén (cross-talk) entre el sistema renina angiotensina y

los receptores aup-adrenérgicos en la vasculatura.

Primero, confirma que la Ang |l favorece mecanismos fisiopatolégicos a nivel de la
vasculatura, relacionados con el desarrollo de hipertensién arterial, como la
hiperreactividad e hipertrofia vascular y que dichos eventos son producidos en

parte por la activacion de receptores AT;.

Segundo, el proceso de hipertrofia e hiperreactividad observado solo en la arteria
aorta producido por la infusién continua con la Ang Il, se evito con el cotratamiento
con el BMY 7378, un antagonista oyp-adrenérgico, haciendo evidente la
participacion de este receptor en el desarrollo de estas alteraciones vasculares y

su comunicacion con el sistema renina angiotensina.

En este mismo sentido, una tercera observacion interesante fue, la disociacion
entre los efectos producidos por el bloqueo de receptores a;p-adrenérgicos sobre
el incremento en la presion arterial y los cambios vasculares producidos por la
infusion con la Ang Il, ya que aunque el aumento en la reactividad vascular e
hipertrofia observado solo en la arteria aorta, se evitd6 completamente por el
tratamiento con el BMY 7378, este farmaco no fue capaz de evitar o al menos
disminuir el desarrollo de la hipertension aun cuando la dosis utilizada fue muy

elevada (10 mg/kg/dia).

Un cuarto hallazgo particularmente interesante, fue encontrar en un curso
temporal, disminuida la expresion del ARNm que codifica para el receptor asp-
adrenérgico en un 34.72% desde las primeras 24 hrs de infusion, asi como la
proporcion relativa de la proteina la cual también se encontraba disminuida en
46.42% en las aortas de animales tratados con Ang Il. Sin embargo, a pesar de

gue el tratamiento con la Ang Il produjo una disminucién en la expresion del
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receptor ajp-adrenérgico en la arteria aorta, éste receptor siguié siendo el

responsable de la contraccién del vaso.

El quinto hallazgo de llamar nuestra atencion, fue demostrar que la infusion con
Ang Il favorece la generacion de metabolitos bioactivos como la Ang Ill y la Ang
IV, las que encontramos elevadas en muestras plasmaticas de los animales

tratados con Ang Il.

En células de musculo liso vascular, encontramos que la Ang Il, produce cambios
bifasicos en la expresién de receptores oup-adrenérgicos, ya que a tiempos cortos
el estimulo con Ang |l favorece el aumento en la expresion de estos receptores,
sin embargo con el paso del tiempo, esta expresion disminuye drasticamente.
Ademas se observo que el incremento de receptores ayp-adrenérgicos se llevaba

a cabo por sintesis de NOVO y que era debido a estimulacién de receptores AT .

7.1 Efecto de la Ang |l sobre la presion arterial, remodelamiento y reactividad

vascular

Datos en la literatura demuestran el importante papel de la Ang Il en la
fisiopatologia del remodelamiento vascular durante la hipertension (Schiffrin &
Touyz, 2004; Mulvany, 2008). La vasculatura es un érgano efector para el SRA, el
cual esta provisto de receptores AT, localizados sobre las células de musculo liso
vascular en donde al ser estimulados aumentan la concentracion intracelular de
Ca'?, permitiendo que este ion se una a la calmodulina, estableciendo la
interaccién actina-miosina y la contraccion de las fibras musculares produciendo
la vasoconstriccion (Paul et al., 2006). En este sentido, nuestros datos muestran
gue la infusion con Ang Il (200 ng/kg/min) produce el esperado aumento de la
presion arterial de manera dependiente del tiempo, mostrando incrementos
significativos a partir el cuarto dia de la infusion; ademas, en este modelo, el
receptor involucrado con el desarrollo de la hipertension es el receptor AT, ya que
el cotratamiento con losartan (10mg/kg/dia) previene el proceso hipertensivo,
datos similares fueron reportados por otros grupos (Griffin et al., 1991; Daigle et

al., 2004; Castoldi et al., 2007) quienes han descrito diversos mecanismos
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involucrados en la hipertension generada con la Ang Il. Sin embargo, para nuestra
sorpresa, el cotratamiento con BMY 7378 (10mg /kg/dia) no fue capaz de evitar el
desarrollo de la hipertensién producida por la infusion Ang Il, a pesar de que este
compuesto se ha descrito como un agente antihipertensivo, debido a sus
propiedades de antagonista selectivo sobre receptores oup-adrenérgicos
(Ki=1.3nM) (Testa et al., 1999; Villalobos-Molina & Ibarra, 1999), y a sus efectos
de agonista sobre receptores 5HT4 a nivel de sistema nervioso central (Ki=0.93
nM) (Goetz et al., 1995; Testa et al., 1999).

7.2 Remodelamiento Vascular

El presente estudio mostro de manera clara que los cambios estructurales en la
vasculatura producidos por la Ang Il, son debidos a efectos directos e indirectos,
en este sentido, la infusién de Ang Il produce el esperado incremento en el grosor
de la pared vascular y en la relacion media/lumen (datos no mostrados) en la
arteria aorta y no en la arteria caudal de los mismos animales. La aparicion de la
hipertrofia en la arteria aorta utilizando el modelo de infusién con Ang Il se habia
descrito por otros autores desde hace varios afos, utilizando ratones C57BL6
(Guzik et al., 2007), ratas Sprague-Dawley (Simon & Csiky, 1998; Simon et al.,
1998; Ishizaka et al., 2005) o ratas Wistar (Parker et al.,, 1998) ademas, el
remodelamiento vascular producido por este péptido, también se ha descrito en
vasos de resistencia como el lecho mesentérico (Csiky & Simon, 1997; Virdis et
al.,, 2004). Sin embargo, a pesar de esta informacion, este trabajo probablemente
sea uno de los pocos que muestra que los cambios estructurales producidos por
estimulo generalizado con la Ang Il son diferenciales es decir, que los cambios
vasculares no se desarrollan de manera generalizada en todos los vasos del
mismo individuo, por ejemplo en nuestro caso, la arteria caudal no presenta
desarrollo de la hipertrofia vascular a pesar de que las ratas desarrollan

hipertension y hay hipertrofia en la arteria aorta.

De manera muy interesante observamos que, los antagonistas losartan

(antagonista del receptor AT;) y el BMY 7378 (antagonista aip-adrenérgico),
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fueron capaces de prevenir el desarrollo de la hipertrofia vascular producido por la
Ang Il en la arteria aorta sin producir cambios en la arteria caudal de los mismos
animales. Estos resultados demuestran que al menos en nuestro modelo, la Ang
Il, a través de el receptor AT; inicia los eventos que llevan al desarrollo del
remodelamiento vascular en la arteria aorta, sin embargo, este efecto no es
sorprendente, pues mas alla del efecto contractil en musculo liso, Ang Il promueve
diversos procesos en tejido cardiovascular (Feihl et al., 2008), por ejemplo, se ha
descrito que la Ang Il influye en la arquitectura e integridad de la pared vascular
por modulacion de crecimiento celular de todos los tipos celulares que forman la
pared vascular, incluyendo células endoteliales, células musculares lisas y
fibroblastos asi como en la regulacion en la composicion de la matriz extracelular
(Kim & lwao, 2000; Ruiz-Ortega et al., 2003; Schiffrin & Touyz, 2004; Mulvany,
2008); las acciones de la Ang Il que llevan al crecimiento de la pared vascular
dependen entre otros mecanismos, de la estimulacion de diversos factores de
crecimiento (Kayanoki et al., 1999). Asimismo, reportes en la literatura muestran
gue este péptido mediante la activacion de receptores AT, aumenta la formacién
intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de diferentes
enzimas, en todos los tipos celulares de la vasculatura, incluyendo las células
endoteliales, células de musculo liso vascular, fibroblastos de la capa adventicia y
los adipocitos de la periferia vascular (Inoguchi & Nawata, 2005; Touyz & Briones,
2011).

Bajo condiciones patoldgicas, ROS estan relacionadas con la inflamacion,
disfuncion endotelial, proliferacién celular, deposicion de matriz extracelular,

fibrosis, angiogénesis y remodelamiento vascular (Touyz & Briones, 2011).

Aunado a todos estos efectos, Ang Il se describe como un agente pro-inflamatorio,
debido que estimula la produccién de citocinas inflamatorias y moléculas de
adhesion a través de factores de transcripcion como NF-xB, AP-1 y Ref-1 (Touyz,
2000; Sanz-Rosa et al., 2005; Touyz, 2005). A través de estas acciones, Ang Il
aumenta la inflamacién vascular y promueve la disfuncién endotelial y el

remodelamiento, es por ello que la Ang Il se le ha visualizado como un factor
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preponderante en el remodelamiento del sistema cardiovascular. Asi mismo,
Wang y colaboradores reportaron que la sefializacién del receptor AT, durante la
infusién con Ang Il induce la transcripcién, translocacién y la activacion de la
metaloproteasas de la matriz tipo Il (MMPZ2), asi como activacion de TGF-fl y
deposicion de colageno que conducen a un engrosamiento de tunica media y
tinica intima en la arteria carétida y sefialan que eventos similares ocurren en la

arteria aorta con Ang Il o por efecto del envejecimiento (Wang et al., 2005).

En el andlisis histologico presentado en este proyecto, el resultado mas
sorprendente, fue el observar de que el BMY 7378 (antagonista aip-adrenérgico),
fue capaz de evitar el proceso de hipertrofia vascular en la arteria aorta de
animales tratados con Ang Il, aun cuando la dosis utilizada de este farmaco no
evito el desarrollo de la hipertensién, sugiriendo que al menos en el proceso de
remodelamiento vascular de la aorta de animales tratados con Ang Il, esta

involucrado de manera indirecta el receptor aip-adrenérgico.

En este sentido, desde hace tiempo se ha sugerido que parte de los efectos
troficos de la Ang Il pueden estar reforzados por la concomitante activacion del
sistema nervioso simpatico, lo que por si mismo podria tener propiedades tréficas
(Lever, 1986), por ejemplo hace mas de una década se reportd que la infusion
continua de Ang Il junto con un bloqueador ganglionar previene el efecto presor
del péptido asi como cambios estructurales en la vasculatura (Li et al., 1996),
ademas algunas investigaciones han demostrado que la administracion de Ang Il
en roedores produce hipertrofia en las arterias mesentéricas, aun cuando se evite
el aumento de la presion arterial por la administracion de hidralazina (Griffin et al.,
1991; Virdis et al., 2004).

Por otro lado, datos que parecerian estar en contraposicion a los nuestros
muestran que, en ratas simpatectomizadas con infusion de Ang I, se observan
cambios estructurales en la vasculatura de resistencia (en arterias pequeias del
mesenterio vascular), sugiriendo que en estos lechos el efecto hipertrofico es

debido a efecto directo de la Ang Il y no a un efecto de estimulacion de sistema
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nervioso simpatico, sin embargo, la simpatectomia atenta el desarrollo de estos
cambios en arterias grandes (Simon & Csiky, 1998), sugiriendo que los cambios
estructurales que sufren los vasos por la Ang Il, puede tener diferencias regionales

alo largo de la vasculatura (Simon et al., 1995).

En otras palabras, nuestros datos permiten sugerir que la hipertrofia vascular
producida por la Ang Il en la arteria aorta, puede estar mediada en gran parte por
activacion nerviosa simpatica o por alguna otra via que promueva la activacién del
sistema adrenérgico en especial la activacion de los receptores aip-adrenérgicos,
los cuales se sabe que tiene un papel preponderante en el desarrollo de la
hipertrofia vascular (Chen et al.,, 1995; Xin et al., 1997; Erami et al., 2002), es
decir, estos datos hacen evidente la interaccion que existe entre estos dos
sistemas aunque ya habia sido reportada por otros autores (van Kleef et al., 1992),
este grupo encontré que la infusion con Ang Il producia incrementos en la sintesis
de DNA sin embargo, prazosina (antagonista as-adrenérgico) evitd el efecto
mitogénico de la hormona sin modificar el desarrollo de la hipertension. Es
importante hacer notar, que estos dos sistemas ejercen efectos uno sobre otro, es
decir que tiene efectos bidireccionales, por ejemplo el grupo de Edward Lakatta
reportd que la infusion continua con fenilefrina induce la expresion de la Ang Il y
expresion y actividad de MMP-2 en musculo liso vascular de ratas jovenes, efectos
gue son semejantes a los producidos por la infusion con Ang Il, sin embargo lo
gue llama la atencion, es que el losartdn (antagonista AT;) reduce de manera
importante los efectos producidos tanto de la Ang Il pero también los efectos
producidos por la fenilefrina, evidenciando una vez méas la comunicacion (cross-

talk) entre estos sistemas (Wang et al., 2005).

Por otro lado, es importante mencionar que en el remodelamiento vascular
ocurrido durante la HA, la tunica adventicia es la capa mas sensible de los vasos
en respuesta a la elevaciéon de la presion arterial (Schulze-Bauer et al., 2002), y
existen grupos que sugieren que los fibroblastos que conforman esta capa, son el
principal tipo celular implicado en el remodelamiento vascular (McGrath et al.,

2005) ya que la adventicia también es una importante fuente generadora de ROS
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(Touyz, 2005) ademas, las células de la adventicia poseen receptores acoplados a
proteinas G de los cuales aln desconocemos su papel fisioldgico, por ejemplo, se
han identificado receptores oy-adrenérgicos en la adventicia de arterias de rata y
ratén y su expresion es tan alta como en la capa media (Faber et al., 2001) y se ha
observado al menos en estudios in vitro, la noradrenalina estimula receptores ;-
adrenérgicos favoreciendo la proliferacion y migracion de fibroblastos de la tinica
adventicia, eventos importantes en el remodelamiento vascular (Faber et al., 2001,

Sartore et al., 2001) y que pueden ser inhibidos por antagonistas a;-adrenérgicos.

Estos y otros datos sugieren que los receptores aj-adrenérgicos en la tunica
adventicia tienen un papel activo en el desarrollo del remodelamiento vascular
(McGrath et al., 2005), es decir, que cada capa que constituye los vasos
sanguineos contribuye con el desarrollo del remodelamiento vascular y que en
tanto en la tunica media como la adventicia, los receptores a;-adrenérgicos tiene

efectos troéficos.

Con toda esta informacion podemos sugerir que la hipertrofia observada en la
arteria aorta de ratas tratadas con Ang Il, es el resultado de los diversos efectos
gue produce el péptido en cada una de las capas que conforman a las arterias, sin
embargo lo que llama la atencion es el hecho de que este efecto solo se visualice
en la arteria aorta y no en la caudal. En un intento por tratar de explicar esta
diferencia, es importante recordar que en la arteria aorta el receptor que se
encuentra en mayor proporcion es el receptor ap-adrenérgicos, y es este receptor
el responsable de la contraccion frente a estimulos adrenérgicos, en contraste en
la arteria caudal, el receptor involucrado en la contraccion es principalmente por el
receptor aja-adrenérgico, mientras que los receptores oyp-adrenérgicos tienen
poca participacion durante la contraccidon, sin embargo a pesar de que este
receptor se encuentra expresado tanto a nivel RNAm como la proteina,
desconocemos su localizacién intracelular y esto puede ser importante para la

funcion.
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En este sentido, el grupo de Dianne Perez y Michael Piascik describieron que al
menos en fibroblastos transfectados (Rat 1), los receptores a;-adrenérgicos (ous- Y
oup-) exhiben diferente distribucion dentro de las células, y mostraron que una
proporcion considerable de receptores oup-adrenérgicos se encontraba a nivel
perinuclear (McCune et al., 2000) es decir, que estos receptores se encuentran en
el interior de las células, en donde muy probablemente no puede ejercer su
funcion, es por ello que a pesar de que el receptor aup-adrenérgico tenga efectos
troficos y esté presente en el vaso, no se produzcan eventos que lleven al

remodelamiento vascular en la arteria caudal.

En otras palabras, nuestros datos hacen sugerir que la hipertrofia vascular
producida por la Ang Il en la arteria aorta, puede estar mediada en gran parte por
activacion nerviosa simpética o por alguna otra via que promueva la activacion del
sistema adrenérgico en especial a la activacion de los receptores oup-
adrenérgicos, los cuales se sabe que tiene un papel preponderante en el

desarrollo de la hipertrofia vascular.

A pesar de que se ha incrementado de manera considerable nuestro conocimiento
sobre los mecanismos implicados en el desarrollo de la hipertension, aun no
conocemos todo. Lo que si se sabe es que, multiples factores (algunos conocidos
y seguramente otros aun desconocidos) participan en la patogénesis de la HA. Las
evidencias indican que en la vasculatura periférica existen anormalidades

intrinsecas que pueden, por si solas, explicar el aumento de la resistencia.

En este sentido la HA es una enfermedad vascular, sin embargo también es cierto
gue muchas de estas anormalidades vasculares parecen ser cambios adaptativos
gue permiten al sistema vascular mantener una presion arterial elevada mas
convenientemente. Esto sugiere, en cierto modo, una paradoja: las alteraciones
vasculares son tanto la causa como la consecuencia de la presion arterial elevada
(Risler et al., 2002) y visto de esta manera hace sentido con la controversia en
torno al origen de la HA tomando en cuenta los cambios en la vasculatura. Por

ejemplo, se ha sugerido que las anormalidades en la microvasculatura ocurren en
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etapas tempranas durante el desarrollo de la hipertensién en humanos y han sido
detectadas en individuos con predisposicién familiar a padecer hipertension, aun si

ellos son normotensos (Antonios et al., 2003).

Estudios con modelos matematicos sugieren que el grado de rarefaccion y
remodelamiento puede causar incrementos significativos en la resistencia
periférica y puede amplificar y estabilizar un incremento inicial en el flujo de
presion, el cual conduce a un circulo vicioso que termina en hipertension (Levy et
al., 2008).

7.3 Reactividad Vascular

Con el proposito de investigar el efecto de la Ang Il sobre la sensibilidad en
respuesta a los agonistas a;-adrenérgicos, en las arterias aorta y caudal de ratas,
se realizaron estudios funcionales in vitro, detectando marcadas diferencias en la
sensibilidad de los vasos sanguineos (aorta y caudal) en la respuesta contractil a

los agonistas as-adrenérgicos, fenilefrina'y A61603.

Diversos datos han mostrado que las diferencias en la sensibilidad en los vasos,
es debida a mecanismos locales que influyen en su efecto o a la concentracion del

agonista en los sitios de accién.

Entre los factores que pudieran influir en el efecto contractil estan las sustancias
relajantes o contractiles producidas por el endotelio (Furchgott & Zawadzki, 1980;

Ibarra et al., 1995), a la densidad de inervacion adrenérgica, asi como a la

cantidad o subtipos de receptores (B-, ai- op-adrenoceptores) presentes en el

musculo liso vascular.

Es importante hacer notar que en el presente estudio se excluyé la participacion

del endotelio vascular y de los receptores B- y ap-adrenérgicos, con la finalidad de
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determinar el efecto de la Ang Il sobre la contraccion producida por la estimulacion
de los subtipos aj-adrenérgicos en la vasculatura con relacion a la sensibilidad de

las arterias frente a los agonistas adrenérgicos.

Bajo estas condiciones, la fenilefrina y el A61603, provocaron la contraccién de las
arterias aorta y caudal de ratas controles y tratadas con Ang Il, aunque se
encontraron diferencias regionales en la potencia de los agonistas utilizados. Los
valores de sensibilidad a fenilefrina en la arteria aorta son altos para los 2 grupos
(pD2 control 8.14+0.13, Ang Il 7.96+0.01) y baja en la arteria caudal (pD, control
6.07+£0.05, Ang Il 6.01+0.09) mientras que los valores de sensibilidad para el
A61603 en la arteria aorta fueron bajos (pD, control 6.84+0.14, Ang Il 6.77+0.06)
y altos para la arteria caudal (pD, control 8.23+0.05, Ang Il 8.58+0.06)

Estos datos hacen evidente que la Ang Il no modifica la sensibilidad a los
agonistas en ninguno de los lechos vasculares analizados, lo que nos sugiere que
la respuesta adrenérgica estd mediada por el mismo subtipo de receptor es decir,
gue la Ang Il no cambia la expresion funcional en la arteria aorta ni en la arteria

caudal.

Los valores obtenidos de pD, nos permiten apreciar las diferencias regionales en
la sensibilidad de la respuesta al agonista, mostrando el siguiente orden de
potencia a la fenilefrina: aorta>caudal, mientras que para el A61603 se observo el
patron contrario: caudal>aorta. Estos oOrdenes de potencia observados para
fenilefrina y para A61603, fueron similares a los reportados por nuestro grupo
(Ibarra et al., 1998; Pares-Hipolito et al., 2006) y otros autores para noradrenalina
(Buckner et al., 1996; Muramatsu et al., 1998). En este sentido, evidencias
experimentales muestran que los subtipos de receptores a,-adrenérgico clonados,
tiene diferente afinidad por los agonistas adrenérgicos (Minneman et al., 1994;
Ibarra, 2000).
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En estudios funcionales las diferencias en la potencia (pD2) a los agonistas ou-
adrenérgicos, estan directamente relacionadas con la afinidad por el subtipo de
receptor oj-adrenérgico que predomina en el tejido (Oriowo et al., 1987;
Minneman et al., 1994), es decir, las diferencias son debidas a la expresion
caracteristica o distintiva de los subtipos de receptores oj-adrenérgicos sobre
cada lecho vascular. Ademas, existen datos en la literatura que proponen que las
diferencias regionales en la sensibilidad a la noradrenalina en la aorta de conejo,
estan relacionadas con variaciones en la afinidad por un mismo receptor (Bevan et
al., 1986).

Otros grupos sugieren que estas diferencias regionales en potencia (pD») de los
agonistas oy-adrenérgicos como la noradrenalina, son el resultado no solo de las
diferencias en la o las poblaciones de receptores, sino también de la densidad de
los diferentes subtipos de receptores aj-adrenérgicos en las arterias de conejo
(Takayanagi et al., 1991; Satoh et al., 1998), o a la presencia de receptores de
reserva (Ruffolo, 1982).

Esta informacion hace inferir, que la correlacion existente entre la afinidad a
diferentes agonistas oj-adrenérgicos obtenida mediante estudios de union en
receptores clonados y la sensibilidad obtenida en estudios funcionales en distintos
tejidos, indica que las diferencias regionales en la sensibilidad a los agonistas son
el resultado de diferencias en la poblacion de receptores a;-adrenérgicos

presentes en estos vasos (Ibarra et al., 2000).

En conjunto, nuestros datos y los de otros grupos confirman que, la diversidad en
la respuesta fisiol6gica por estimulacion con los agonistas adrenérgicos, es un
reflejo de la expresion diferencial de los subtipos de receptores oj-adrenérgicos
gue se encuentran funcionales en las arterias, con la finalidad de contribuir de
manera adecuada con los requerimientos regionales en el flujo para mantener la

homeostasis.
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Por otro lado, diversos grupos han reportado que en las arterias de rata, se han
detectado los RNAm de los 3 subtipos receptores oi-adrenérgicos (oia, o1g y 01p)
(Piascik et al., 1994; Scofield et al., 1995); sin embargo, al realizar estudios de
union con radioligandos, asi como en estudios funcionales o utilizando anticuerpos
especificos contra estos receptores, se observdé que sélo uno o dos de los
receptores oj-adrenérgicos predominan o permanecen funcionales durante la
contracciéon del musculo liso vascular (Piascik et al., 1995; Villalobos-Molina et al.,
1999; Ibarra et al., 2000).

Por otro lado, se ha reportado que la aorta de rata adulta expresa funcionalmente
al receptor aip-adrenérgico, mientras que en la arteria caudal, por varios afios se
describié que el receptor funcional era aia Sin embargo estudios recientes de
nuestro laboratorio demostraron, que la contraccion producida por agonistas o;-
adrenérgicos en la arteria caudal, es mediada por aua Y g, aunque la contraccion
sea preferentemente por el receptor aja-adrenérgico (Villalobos-Molina & Ibarra,
1996; Pares-Hipolito et al., 2006).

En la arteria aorta, los valores de pD, y son similares al valor de afinidad descrito
en la literatura para noradrenalina en células transfectadas con el receptor oup-
adrenérgico (Horie et al.,, 1995), ademas en estudios funcionales también
muestran que la noradrenalina y la fenilefrina tienen cierta selectividad por este
subtipo de receptor, de manera que podemos sugerir que el receptor os-
adrenérgico involucrado en la contraccion de la arteria aorta es preferentemente el
receptor oup-adrenérgico (Minneman et al., 1994; Ibarra et al., 1998; Gomez-
Zamudio et al., 2002; Gomez-Zamudio & Villalobos-Molina, 2009).

De manera interesante, observamos que la reactividad vascular, expresada como
efecto maximo (Emax), en la arteria aorta, inducida por los agonistas fenilefrina y a
dosis altas de A61603, se ve incrementada en un 40% en los animales tratados

con Ang I, es decir, observamos un evidente aumento en la reactividad vascular.
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En este sentido, recordemos que la hiperreactividad esta dada un aumento en la
sensibilidad al agonista y/o un aumento en el Eax, COMO se muestra en nuestros
resultados. ElI parametro Enmax €S totalmente dependiente de la eficacia del
agonista (es decir, la capacidad del agonista para producir un cambio en el
receptor), de la densidad de receptores (cantidad de receptores) y de la eficiencia
del sistema biolégico o propiedades transduccionales de un tejido, para convertir

el estimulo del receptor en una respuesta tisular (Kenakin, 2004).

De manera que, si en nuestros datos la sensibilidad o la potencia de los agonistas
no se modifica con la Ang Il y la respuesta contractil en la arteria aorta, parece
estar mediada por los receptores aip-adrenérgicos, asumiamos que las
propiedades transduccionales del tejido, la eficiencia del acoplamiento estimulo-
respuesta y la eficacia del agonista no se alteraban con el tratamiento con Ang I,
de manera que el aumento en el Enax €n la arteria aorta de animales tratados con
Ang II, eran debidas a un incremento en la densidad de receptores oup-
adrenérgicos de manera que parecia ser cierta nuestra hipotesis, es decir, que la
Ang |l iba a favorecer la expresion en numero de receptores oup-adrenérgicos y

gue este aumento se reflejaria como hiperreactividad vascular.

Sin embargo, al analizar si el aumento en el efecto contractil, es decir, la
reactividad vascular en la arteria aorta producido por la Ang Il, era debido a un
efecto mediado por receptores, realizamos experimentos de contraccion con KCI
(80 mM), recordemos que en las células de musculo liso, las concentraciones altas
de potasio (K") inducen la despolarizacion de la membrana y activan a canales de
Ca'? dependientes de voltaje produciendo asi la contraccion del vaso (Izzo JL,
2008), y observamos que el KCI también produce un aumento en la contraccion
de un 40 % en aortas de animales tratados con Ang Il, es decir, observamos el
mismo incremento en la reactividad que cuando inducimos la contraccion por

estimulacién de receptores.
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Este evento, junto con la hipertrofia observada en el analisis histologico, nos
hacen suponer que quiza bajo estas condiciones, el aumento en la reactividad
vascular observada en la arteria aorta no es debida a un aumento en el numero de

receptores aip-adrenérgicos.

En estos mismo experimentos, observamos que los cotratamientos con el losartan
(antagonista AT;) y con el BMY 7378 (antagonista ap-adrenérgico), previenen el
desarrollo de la hiperreactividad en animales tratados con Ang I, observandose

contracciones con KCI (80mM) en las aortas similares a las del grupo control.

En el caso de los animales tratados con losartan, la inhibicion de Ia
hiperreactividad en la arteria aorta por Ang Il, no es sorprendente, pues éste
compuesto presenta alta afinidad por el receptor AT, [Ki 10nM (Garcia-Sainz et al.,
1997); pA2 9 (Zwart et al., 1998)] y es en este receptor donde se inicia la cascada
de eventos celulares que llevan a la hiperreactividad e hipertrofia en este lecho

vascular.

En otras palabras, el losartan evitd el desarrollo del remodelamiento vascular en
la arteria aorta de animales tratados con Ang Il y con ello se evitd la
hiperreactividad vascular en este lecho. En el mismo sentido, el tratamiento con el
BMY 7378 evitd completamente la hiperreactividad determinada por contraccion
con KCI; sin embargo, recordemos el andlisis histolégico en donde el BMY 7378,
fue capaz de evitar el desarrollo de la hipertrofia vascular, y es probable que esta
sea la razén por la que no observamos el aumento en la reactividad vascular en

ratas con tratamiento con BMY 7378.

En el caso de la arteria caudal, tampoco se modifico la sensibilidad a los agonistas
adrenérgicos, sin embargo, a diferencia de la arteria aorta, en la arteria caudal no
se ve alterada la reactividad vascular (Emax) por el tratamiento con Ang Il. Los

valores de potencia bajos a fenilefrina y altos para A61603, nos hacen sugerir que
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bajo nuestras condiciones experimentales, en la arteria caudal el principal receptor
involucrado en la contraccion frente a agonistas adrenérgicos es el receptor oa-
adrenérgico; estos valores estan de acuerdo a los reportados por nuestro grupo
(Pares-Hipolito et al., 2006).

En ese mismo reporte demostramos que en la arteria caudal, los receptores oa- Yy
oug-adrenérgico estan involucrados en la contraccién, aunque el receptor asg-
adrenérgico tiene un papel secundario sin embargo, otros autores que han
sugerido que es la mezcla de receptores aua- Yy aip-adrenérgicos son los

responsables de la contraccion de la arteria caudal (Kamikihara et al., 2007).

En un intento por tratar de explicar cual es la razén por la que en la arteria caudal
no se desarrolla la hipertrofia, ni la hiperreactividad vascular con el tratamiento con
Ang IlI, pensemos en los datos previos reportados por nuestro grupo (Pares-
Hipolito et al., 2006) y los valores generados en este proyecto de afinidad aparente
en la arteria caudal por los agonistas fenilefrina y A61603 (pD2) asi como por los
antagonistas BMY 7378 y RS 100329 (pA2 o pKg) (ver en la siguiente seccion), de
manera que podemos sugerir que los receptores que se encuentran funcionales

en este lecho vascular son los receptores oa- Yy asg-adrenérgicos.

Es importante hacer notar que el grupo de D"Ocon reportd, que a nivel de RNAm,
los 3 subtipos de receptores az-adrenérgico se encuentran presentes en la arteria
caudal (61.7% para el receptor aia-adrenérgico, 27.2 % para el receptor oip-
adrenérgico y 11.1% para el receptor aig-adrenérgico) (Marti et al., 2005); sin
embargo, a pesar de que el receptor ajp-adrenérgico se encuentre en ésta
arteria, parece no estar funcional, y esto es realmente importante, pues gran parte
del efecto de hipertrofia e hiperreactividad vascular producido por la Ang Il, parece
ser debida a la interaccion (comunicacion cruzada “cross talk”) del sistema renina
angiotensina con el sistema adrenérgico, involucrando de manera especifica al

receptor ap-adrenérgico; en otras palabras, nuestros datos sugieren, que en los
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lechos vasculares donde la respuesta funcional esté mediada de manera parcial o
de manera importante por el receptor oyp-adrenérgico, como en el caso de la
arteria aorta, la Ang Il sera capaz de producir efectos tréficos (hipertrofia) que
conlleven a un aumento en la reactividad del vaso, mientras que en los lechos
vasculares en donde el receptor funcional en la respuesta contractil es diferente al
receptor oup-adrenérgico, la Ang |l parece no favorecer el remodelamiento ni

aumentar la reactividad vascular.

Efectos similares a los observados en la arteria aorta han sido reportados para
otros lechos vasculares en donde el receptor aip-adrenérgico tiene un papel
funcional, como en el caso de la arteria carétida (van Kleef et al., 1992) o en vasos
grandes y pequefios (de resistencia) del lecho mesentérico (lllyes et al., 2000)
aunque es importante seflalar que en el caso de los vasos pequefios del
mesenterio, es el receptor aia-adrenérgico quien media principalmente la
contraccion, sin embargo el receptor oip-adrenérgico también participa en esta
funcién aunque su papel sea menor; sin embargo, éste receptor también se

encuentra de manera funcional en estos vasos.

7.4 Caracterizacion de los subtipos de receptores aj-adrenérgicos en las

arterias aortay caudal de ratas con y sin tratamiento con Ang Il

Los datos de sensibilidad a los agonistas adrenérgicos, sobre las arterias aorta y
caudal de animales controles y tratados con Ang Il, mostraron que el péptido no
modifico la respuesta funcional, sin embargo con el propdésito de caracterizar cual
es el receptor az-adrenérgico involucrado en la respuesta contractil producida por
fenilefrina y A61603 en las arterias aorta y caudal, se llevd a cabo con la
construccion de curvas concentracion-respuesta a fenilefrina y a A61603 en

presencia y ausencia de los antagonistas competitivos BMY 7378 y RS 100329.
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El uso de antagonistas, es una poderosa herramienta para la subclasificacion
farmacoldgica de receptores, ya que la afinidad del antagonista, es la propiedad
gue gobierna su interaccién con el receptor (Kenakin, 1984; Drew, 1985). En este
sentido, se ha descrito al BMY 7378 como un antagonista oup-adrenérgico, y lo
utiizamos en un rango de concentraciones desde 1-1000nM, para cubrir las
afinidades descritas de cada subtipo de receptor: a1p-AR [pKg ~8.7; (Kenny et al.,
1995; Testa et al., 1995; Satoh et al., 1998; Daly et al., 2002; Tanoue et al., 2002;
Deighan et al., 2005)], mientras que la afinidad por a;a-AR [pKg ~ 6.6; (Lachnit et
al., 1997; Zacharia et al., 2004; Deighan et al.,, 2005)] y por oug-AR [pKg ~6.2
(Pares-Hipolito et al., 2006)].

En el caso del RS 100329, este agente se ha descrito como un antagonista oa-
adrenérgico, y de igual manera lo utilizamos en un rango de concentraciones
desde 0.31-31.6nM, cubriendo las afinidades de los receptores o;-adrenérgicos:
o1a-AR [pKg ~ 9.6], ais-AR [pKg ~ 7.8] Yy a1ip-AR [pKg ~ 7.9] (Williams et al., 1999;
Pares-Hipolito et al., 2006) .

En relacion a la arteria aorta de animales controles como los tratados con Ang I,
el BMY 7378 desplaz6 a la derecha la respuesta contractil a la fenilefrina y al
A61603 con alta afinidad (con valores de pA; o pKg entre 8.39-9.11; Tabla 3),
ademas, en todos los casos las curvas alcanzaron el 100% del Emax Yy Su
desplazamiento es paralelo a las curvas control, lo cual es un comportamiento

caracteristico de un antagonista competitivo.

Como dato adicional, en la mayoria de los casos las pendientes de Schild fueron
cercanas a la unidad, sugiriendo que una sola poblacion de receptores esta
mediando la contraccion y que bajo nuestras condiciones se llego al equilibrio
entre los complejos que se forman con el receptor y el agonista o el antagonista
(Kenakin, 2004). Solo en el caso donde el valor de la pendiente fue diferente de 1,

se calculé el pKg.
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Por otro lado, en este mismo lecho vascular (en la arteria aorta), el RS 100329
desplazé la respuesta contractil a los agonistas adrenérgicos, A61603 y fenilefrina,
de manera dependiente de la concentracion obteniendo valores de afinidad (pA; o
pKg) entre 8.5 y 8.9; estos valores son cercanos a los valores reportados para el

receptor oup-adrenérgico.

Con nuestros datos concluimos que, la alta afinidad por BMY 7378, y los valores
de afinidad para el RS100329, indican que el receptor involucrado en la
contraccién de la arteria aorta, es el receptor oup-adrenérgico, tanto en animales

controles como en animales tratados con Ang Il.

En este sentido, estos datos estan de acuerdo con estudios previos en donde ya
habian reportado que en la aorta de rata adulta se expresa de manera funcional al
receptor ajp-adrenérgico (Kenny et al.,, 1995; Piascik et al., 1995; Testa et al.,
1995; Villalobos-Molina & Ibarra, 1996; Godinez-Hernandez et al., 2006).

Por otra parte, el tratamiento con Ang Il no modifica la expresion funcional, de
manera que el receptor aip-adrenérgico esta involucrado en la contraccion a la
fenilefrina y al A61603 en la arteria aorta en los 2 grupos (control y Ang Il), a pesar
de que el péptido incrementd en Emax €n un 40% con los agonistas adrenérgicos y
con KCI, aunque como ya habiamos mencionado, las aortas de animales tratados
con Ang Il mostraron desarrollo de hipertrofia vascular, sin embargo con estos
datos aun teniamos que comprobar que el tratamiento con Ang Il pudiera modificar
la expresion de receptores ajp-adrenérgicos produciendo un aumento en la

densidad de estos.

En el caso de la arteria caudal de animales controles como los tratados con Ang I,
los valores de afinidad aparente (pKg) para los antagonistas BMY 7378 fueron
bajos y altos para el RS100329, sin importar cual fuera el agonista utilizado

(fenilefrina y A61603) (Tabla 4), indicando que el receptor aip-adrenérgico no se
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encuentra presente de manera funcional en este vaso, ademas las pendientes de
Schild fueron diferentes de 1, sugiriendo que en la arteria caudal existe una
poblacién heterogénea de receptores oy-adrenérgicos, es decir que hay mas de un

subtipo de receptores ay-adrenérgicos mediando la contraccion.

Datos similares fueron obtenidos por nuestro grupo (Pares-Hipolito et al., 2006),
en donde se sugiere que esta poblacion heterogénea de receptores oy-
adrenérgicos presente en la arteria caudal, esta constituida por los subtipos oua- y
oyg-adrenérgicos. Sin embargo, datos contrarios reportados por el grupo de Pupo
(Kamikihara et al., 2007) quienes sugieren que en la region proximal de la arteria
caudal de ratas el valor de afinidad por el BMY 7378 era de 8.45 indicando que el

receptor ayp-adrenérgico se encontraba funcional en este lecho vascular.

Nuestros datos apoyan la observacion de Pares-Hipolito (2006), no solo porque
los datos de afinidad aparente (pKg) por el BMY 7378 fueron bajos, sino también
por el hecho de que la Ang Il no causé hipertrofia vascular, recordemos que la
aparente comunicacion (cross-talk) entre el sistema renina angiotensina y el
sistema adrenérgico, al menos en el remodelamiento vascular, parece involucrar al

receptor ap-adrenérgicos.

Por otro lado, el tratamiento con Ang Il tampoco modificé la expresién funcional en
la arteria caudal, de manera que en la arteria caudal de animales controles y
animales tratados con Ang Il, las mismas poblaciones de receptores os-
adrenérgico (a1a- Y aig-adrenérgicos) estan involucradas en la contraccién a la
fenilefrina 'y al A61603.
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7.5 Expresion de RNAm y proteina de los receptores aj-adrenérgicos y su

relacion con la Ang Il

Algunos reportes en la literatura describen que durante la HA se presenta
hiperreactividad a diferentes agentes contractiles, incluidos los adrenérgicos, y se
ha propuesto que la hiperreactividad a la noradrenalina esta relacionada con el
aumento en la resistencia vascular periférica durante la HA (Takata & Kato, 1996),
por otro lado, el subtipo a;p-adrenérgico tiene mayor afinidad por la noradrenalina,
y se ha descrito a este receptor como el principal involucrado en la contraccién en
la aorta y en la carétida, y participa en la contraccion de arterias mesentéricas
(tejido que coexpresa de manera funcional a los receptores oia- Y aip-), €S por
esto que se ha sugerido que este receptor podria ser responsable de la

hiperreactividad del musculo liso vascular en la HA.

Por el contrario, la arteria caudal de ratas SHR fue hiporreactiva a la
noradrenalina, fendbmeno que pueda estar relacionado con la activacion del
subtipo aua- presente en esta arteria (Lachnit et al., 1997; Piascik et al., 1997) , o

quiza a la ausencia funcional del receptor asp-adrenérgico.

Estos datos plantearon la posibilidad de que los mecanismos que conducen a la
hipertension o la hipertension per se, afecten de manera diferencial a la actividad
del los subtipos oy-adrenérgicos en los vasos sanguineos, en este sentido, se ha
propuesto que los receptores oy- podrian jugar diferentes papeles durante la
contraccion del muasculo liso vascular y/o tener una influencia moduladora sobre

esta funcion (Hrometz et al., 1999).

Por otro lado, desde hace una década, se sugirid6 que la hiperreactividad a la
noradrenalina observada en la aorta y la arteria carétida en ratas SHR podria estar
relacionada con el aumento en la afinidad o en el nimero de receptores aip-

adrenérgicos o0 en los eventos transduccionales asociados con este receptor
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(Villalobos-Molina & Ibarra, 1996; Ibarra, 2000; Gisbert et al., 2002), ademas
varios trabajos hacen sugerir que este receptor esté asociado en la génesis y/o el
mantenimiento de la hipertension, basados en el hecho de que este receptor sélo
se encuentra en vasos sanguineos (Piascik et al., 1994; Piascik et al., 1995;
Villalobos-Molina & Ibarra, 1996; Villalobos-Molina et al., 1997).

Se encuentra presente en la vasculatura de ratas prehipertensas (ratas jovenes
SHR en donde la HA aun no esta establecida) (Villalobos-Molina & Ibarra, 1999;
Villalobos-Molina et al., 1999), participa en el mantenimiento del tono presor y
aparece con la edad (Zhou & Vargas, 1996; Ibarra et al., 1997; Villalobos-Molina et
al.,, 1999), asi como la existencia de una poblacion de receptores oyp-adrenérgicos
constitutivamente activa en vasos de ratas SHR (Gisbert et al., 2000; Gisbert et al.,
2002), ademéas su ausencia en el modelo de ratones knockout ojp-, produce

animales hipotensos (Tanoue et al., 2002).

De manera adicional, datos sugieren que hay un incremento en las respuestas
vasculares a la Ang Il, que hay un mayor numero de receptores para Ang Il
coexistiendo con el incremento en la densidad de receptores aj-adrenérgicos en
arterias mesentéricas de ratas SHR de 4 semanas de edad (Schiffrin et al., 1984),
y afios mas tarde, nuestro grupo reporto la hipotesis de que la Ang |l favorece la
expresion de receptores aip-adrenérgicos en la vasculatura, y que este evento
pudiera estar relacionado con la génesis y el mantenimiento de la hipertension
(Villalobos-Molina & Ibarra, 2005) y que las ratas SHR de 4 semanas de edad la
expresion de RNAmM que codifica para el receptor aip-adrenérgico asi como la
proteina se encuentra en mayor proporcion que en la aortas de ratas WKY
(Godinez-Hernandez et al., 2006).

En este sentido, se ha reportado que los ratones knockout para el receptor de
hidrocarburos aromaticos (ratones AhR™) presentaba HA, niveles elevados de Ang
Il plasmatica e hipertrofia cardiaca (Lund et al., 2003) haciendo de este raton, un
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modelo ideal para la evaluacion de la hipotesis anterior, y mas tarde demostramos
gue estos animales mostraban un incremento en la expresion de los receptores
oup-adrenérgicos, y que este efecto estaba asociado a los altos niveles de Ang I,
de manera que estos 2 eventos participen en la generacion de la HA, ya que el
tratamiento con captopril, disminuye los niveles de presion arterial, asi como la
expresion y la funcién de receptores aip-adrenérgicos (Villalobos-Molina et al.,
2008).

A pesar de toda esta informacion, en el presente trabajo encontramos que al final
de las 2 semanas de tratamiento, la expresiéon de receptores aip-adrenérgicos en
las aortas de animales tratados con Ang Il, se encontraba disminuida tanto a nivel
del RNAmM que codifica para este receptor (determinada por RT-PCR), como de

proteina (determinada por inmunodeteccion) en comparacion con el grupo control.

En un intento por explicar estos hallazgos, determinamos los niveles plasmaticos
de Ang Il a las 2 semanas de tratamiento, con la finalidad de verificar si las
bombas osmoticas funcionaban de manera adecuada hasta el final del
experimento, y encontramos que los animales implantados tenian niveles muy

superiores al grupo control (38.3 veces mas que los animales control, Figura 2).

Estos datos no correlacionan con los datos reportados en la literatura; de manera
gue supusimos que realizando un curso temporal podriamos encontrar en algin
momento del tratamiento, un incremento en la expresion o en los niveles de
receptores ayp-adrenérgicos en las aortas de animales tratados con Ang Il, sin
embargo encontramos, que desde las 24hr de infusion con Ang Il, la expresion y la
proporcion de receptores aip-adrenérgicos de encontraba disminuida en
comparacion con las aortas de ratas control, mientras que la expresion de RNAmy
proteina de los subtipos oua- Y oug-adrenérgicos, no se ve modificada por el

tratamiento con la Ang Il en ninguno de los tiempos evaluados.
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Como se puede apreciar, los resultados obtenidos no estaban de acuerdo con los
datos que nosotros mismos habfamos reportado sobre ratones AhR”: sin
embargo, debemos de tomar en cuenta que, este raton fue modificado
genéticamente para noquear un receptor que media efectos de toxicidad a
agentes ambientales y que por algun razon aun desconocida, presenta niveles
elevados de presion arterial, Ang Il y endotelina, es decir, desconocemos cuantos
y/o cuales mecanismos estén alterados en esos animales para compensar la
ausencia del receptor AhR, ademas que no se sabia siquiera que este receptor

estuviera involucrado en el control cardiovascular.

En otro modelo, el grupo de Hoffman reporté que, en células aisladas de musculo
liso vascular (CMLV) de ratas Sprague-Dawley, un estimulo con Ang Il (100nM)
induce un incremento en la expresion de receptores aip-adrenérgicos, y que este
efecto era dependiente del tiempo; sin embargo, este efecto no solo se observé a
nivel de RNAm, ya que en estudios de union, utilizando prazosina (antagonista no
selectivo a-adrenérgico) marcada, también se observo que la Ang Il produce un
aumento en el niumero de receptores aj-adrenérgicos, ademas la gréfica se
Scatchard mostr6é una relacién lineal, lo que sugiere que una sola poblacion de
receptores se ve incrementada en namero por el tratamiento con Ang Il, y que este

aumento se lleva a cabo por sintesis de novo (Hu et al., 1995).

En este sentido, datos similares obtuvimos en el presente trabajo en CMLV
aisladas de ratas Wistar, en donde la Ang Il (100nM) incrementé la proporcion de
receptores aip-adrenérgicos (2.73 veces mas que el control) en los primeros 30
minutos de estimulacion, efecto que se disminuye con el paso del tiempo, ademas
esta expresion maxima fue bloqueada por un pretratamiento con losartan
(antagonista AT;) o cicloheximida (inhibidor de la sintesis de proteina), sugiriendo
gue los receptores AT; son los responsables del incremento en la proporcion de
receptores oyp-adrenérgicos en CMLV y que este efecto es debido a sintesis de

novo.
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En esta misma serie de experimentos, también encontramos cambios bifasicos
dependientes del tiempo, con la proporcion de receptores oua-adrenérgicos, en
donde observamos una disminucién a tiempos cortos que posteriormente es
revertida hasta alcanzar valores basales, mientras que el receptor aig-adrenérgico

no se ve modificado por el estimulo con Ang Il.

En contraposicion con esos resultados, Clements y Faber reportaron que en
CMLV la Ang 1l (0.3, 1 y 3 nM) produjo una disminucion en la expresion del RNAm
gue codifica para los receptores aig- Y aip-adrenérgicos después de 3 horas de
exposicion; sin embargo, al igual que nosotros, estos eventos fueron inhibidos por
el losartan, sugiriendo que este efecto era mediado por estimulacion de receptores
AT (Clements & Faber, 1997).

Nuestros resultados, junto con los reportados por otros grupos, hacen evidente la
mutua interaccién entre el sistema renina angiotensina y la via adrenérgica, en
donde la Ang Il produce efectos directos e indirectos, y éstos ultimos a través de

receptores as-adrenérgicos, sin embargo las diferencias en la expresion de los 3

subtipos oy-adrenérgicos pueden ser debidas a varios factores que van desde la
especie, la cepa, el género, la edad del individuo bajo estudio, el modelo de
hipertension utilizado, el tejido analizado asi como las poblaciones de receptores
presentes en él, si los datos son obtenidos a partir de experimentos in vivo, in situ
0 in vitro, y si se realizan en cultivos celulares el tipo celular empleado, entre otras,
es decir, con frecuencia no es facil correlacionar los datos de un sistema aislado,
con datos obtenidos en un animal integro, en donde tenemos la participacion de
multiples sistemas (centrales y/o humorales), que intentard4n compensar las

alteraciones que estamos generando con el modelo.
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7.6 Catabolismo de Ang Il y efectos de sus metabolitos

El concepto “clasico” del relativamente simple sistema renina angiotensina (SRA)
circulante, con el angiotensinégeno generado en el higado, el cual es hidrolizado
por la renina producida por los rifilones para dar Ang [, la cual a su vez es
convertida en la Ang Il por la ECA, en donde el principal efector sistema es la Ang
Il, péptido que actla sobre sus receptores AT; y AT,. Sin embargo, con la
creciente informacién generada en torno a este sistema, hoy sabemos que existen
SRA locales en diversos 6rganos como el corazon, los rifiones, el cerebro, en las
glandulas adrenales y en la vasculatura, cabe sefalar que en las 3 capas que
conforman a los vasos sanguineos, se han encontrado componentes del SRA
(Mehta & Griendling, 2007; Fyhrquist & Saijonmaa, 2008), de hecho existen
reportes que sugieren la existencia de SRA intracelulares (Kumar et al., 2007),
ademas que esta no es la Unica via de sintesis de Ang Il, pues se han descrito
vias alternas como la de la catepsina G, la via de las quimasas y algunas otras

carboxipeptidasas.

Por otro lado, actualmente sabemos que la Ang Il no es el Unico componente
activo del sistema, ya que se han identificado enzimas como la aminopeptidasa A,
aminopeptidasa N, la endopeptidasa neutra y la ECA; (Figura 2), que participan en
el catabolismo de Ang Il y producen péptidos activos que pueden estimular a
receptores especificos, produciendo efectos similares o distintos a los producidos
por la Ang Il (Kramkowski et al., 2006; Fyhrquist & Saijonmaa, 2008), asi tenemos
ala Ang Il y ala Ang lll (heptapéptido angiotensina 2-8) que pueden estimular con
la misma afinidad a receptores AT; y AT,, de manera que la Ang Ill produce
vasoconstriccion, estimulacion de sistema nervioso simpético, liberacion de
aldosterona, efectos hipertroficos, etc. a través de la estimulacién de receptores
ATj.
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El péptido Ang IV (hexapéptido angiotensina 3-8), que interactia con su receptor
AT, también llamado como IRAP (aminopeptidasa regulada por insulina), para
producir la activacion del factor NFxB asi como la expresion de moléculas
proinflamatorias (PAI-1, MCP-1, ICAM-1, IL-6, TNFa) (Kerins et al., 1995; Chai et
al., 2004), es por ello que se ha asociado en la vasculatura en procesos de
hipertrofia y en la generacion de placas ateromatosas, es por ello que la Ang IV
juega un papel importante en la fisiopatologia cardiovascular (Savoia & Schiffrin,
2006; Ruiz-Ortega et al., 2007).

Un péptido del sistema que ha cobrado gran interés es la Ang 1-7, debido a que
este metabolito tiene acciones opuestas a las generadas por Ang Il. Esta
angiotensina se une a su receptor Mas para mediar efectos como vasodilatacion,
efectos antihipertroficos, antifibroticos y antitromboticos, ademas amplifica la
vasodilatacion generada por bradicinina y produce mejoramiento de la funcion
endotelial (Ferrario, 2006; Santos et al., 2006) por ello, se ha propuesto que la Ang
1-7 parece jugar un papel de contrabalance de varias de las acciones de la Ang Il
(Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).

Con toda esta informacion, en el presente trabajo decidimos investigar si la
infusién con Ang Il, asi como los tratamientos con losartan y BMY 7378
modificaban las concentraciones plasmaticas de los metabolitos Ang Ill, Ang IV y
Ang 1-7, con la finalidad de tratar de determinar si alguno de estos metabolitos se
ve modificado por el tratamiento y pudiera estar involucrado en la generacion de la

hipertrofia vascular observada en las aortas de animales tratados con Ang |I.

Encontramos que los animales con infusion de Ang Il, presentan niveles elevados
de Ang Il y Ang IV, asi como la disminucion en los niveles de Ang 1-7 en
comparaciéon con el grupo control, estos datos nos sugieren que los niveles
elevados de Ang Il, activan las vias de degradacion del sistema y que

probablemente, parte de los efecto troficos producidos por el tratamiento con Ang
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[I, son debidos al incremento de la Ang Ill y Ang IV que ahora sabemos que
pueden participar en procesos de hipertrofia, aunado a estos eventos, la
disminucién de la Ang 1-7 también podria favorecer el proceso de hipertrofia, pues

recordemos que este péptido se ha asociado por procesos antitroficos.

De manera interesante encontramos que los tratamientos con losartan
(antagonista AT;) y BMY 7378 (antagonista oaip-adrenérgico), disminuyen
parcialmente los niveles de Ang Il y Ang IV sugiriendo en el caso del losartan que,
es el receptor AT, quien favorece la degradacion de Ang Il a través de la via de las
aminopeptidasas, enzimas que dan origen a la Ang Il y Ang IV, mientras que en el
caso del cotratamiento con BMY 7378 hace evidente la comunicacion entre estos
dos sistemas, en donde de manera indirecta por algun mecanismo aun
desconocido, el receptor aip-adrenérgico también favorece la misma via de

degradacion de la Ang Il.

Por otro lado, en estos mismos grupos los niveles de Ang 1-7 se ven
incrementados de manera considerable, sugiriendo que en casos en los que la via
de degradacion de la Ang Il por aminopeptidasas esté blogqueada, se ve favorecida
la via de ECA, para generar Ang 1-7 es decir, probablemente al estar inhibida la
via de las aminopeptidasas, se vea favorecida la expresion y/o la actividad de la
ECA,. Estos datos inducen a la busqueda de nuevas alternativas o estrategias
para el tratamiento de la HA, en donde involucremos a inhibidores de las

aminopeptidasas como nuevos blancos terapéuticos.
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8 Conclusiones

1. La Ang Il incrementd la presion arterial y este efecto es dependiente del

tiempo.

2. La Ang Il incremento la respuesta contréctil en lechos vasculares en donde el

receptor oyp-adrenérgico predomina de manera funcional.

3. La Ang Il no modific6 al receptor aj-adrenérgico involucrado en la

contraccion de las arterias aorta y caudal.

4. La Ang Il produjo hiperreactividad en la aorta y este efecto parece ser

mediado, en parte, por hipertrofia de la tunica media de la arteria.

5. La infusion de Ang Il promueve sus vias de degradacion, lo que aumento la
concentracion de los metabolitos Ang Il y Ang 1V, y la disminucion de Ang 1-

7. Estos metabolitos podrian favorecer la hipertrofia en la arteria aorta.

6. El antagonismo del receptor AT, y el del receptor aip-adrenérgico, parecen
favorecer el catabolismo de la Ang Il a través de las vias alternas

(aminopeptidasas y ECA2).

7. La Ang Il, via el receptor AT, aumento la sintesis de novo, a corto plazo, de

los receptores ajp-adrenérgicos en células de musculo liso vascular.

8. Se confirma la comunicacion cruzada entre la Ang Il y los receptores aup-
adrenérgicos vasculares. Esta interaccion puede explicar la hipertension y la

hipertrofia inducida por la Ang Il.
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9. Perspectivas

El presente trabajo hace evidente la interaccion del SRA con los receptores aip-
adrenérgicos sin embargo, seria interesante identificar, la via de sefalizacion de
Ang Il asociada con los fendmenos de hipertrofia e hiperreactividad vascular, y su
relacion con los receptores ay-adrenérgicos en células aisladas de aortas de ratas
Wistar, identificando si existen alteraciones con las posibles proteinas de
sefalizacion involucradas en la hipertrofia celular como son la activacion de Akt,
S6K-1, 4EBP1 y MAPK.

Por otro lado, en animales tratados con Ang Il podriamos analizar la importancia
de los metabolitos Ang Il y Ang IV en la generacion de la hipertension e hipertrofia
vascular es decir, los datos generados en este trabajo, sugieren que existen otros
blancos terapéuticos sobre el sistema SRA, que pudiesen ser Utiles para la terapia

antihipertensiva.
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