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RESUMEN

La hipertension arterial es un trastorno multifactorial caracterizado por un
incremento de la presion sistélica y diastolica, asociado a la generacion de
complicaciones como la insuficiencia renal. En México, la ENSANUT 2012 reportd
que afecta a 1 de cada 3 adultos, por lo que es sumamente importante el uso de
nuevos farmacos o el uso de terapia combinada. La biotina es una vitamina que
participa como cofactor de las carboxilasas y se ha reportado que a
concentraciones farmacologicas modifica la expresidn génica y tiene efectos en
diversos procesos biologicos, como el metabolismo de carbohidratos y lipidos.
Ademas, se ha reportado que la biotina tiene un efecto antihipertensivo en ratas
espontaneamente hipertensas, pero sélo existe un estudio hasta el momento. A
pesar de que existen multiples estudios del efecto de la biotina sobre diversas
funciones bioldgicas, los mecanismos por los cuales se producen estas acciones
permanecen poco estudiados. Por lo tanto, en este trabajo se pretende aportar
nuevos conocimientos del efecto hipotensor de la biotina en el rifién. Con este
propoésito hicimos estudios in vivo utilizando un modelo de ratas hipertensas por
administracion de L-NAME y estudios ex vivo en rifidn aislado. Se cuantificé la
presion de perfusion utilizando fenilefrina y ademas el inhibidor indometacina para
los estudios ex vivo. Los resultados sugieren que la biotina no ejerce un efecto
hipotensor a través de la sintesis de 6xido nitrico y tampoco por el mecanismo de
sintesis de las prostaglandinas. Ademas de no existir una relacion entre el nivel de
concentracion de la biotina y su posible efecto antihipertensivo. Por lo que
podemos sugerir que el efecto hipotensor no es a través de regular los
mecanismos renales del control de la presion arterial. En conclusién, la biotina no
ejerce un efecto antihipertensivo a nivel renal.

Palabras clave: hipertensién, vitamina, biotina, antihipertensivo, rifion.



ABSTRACT

Hypertension is a multifactorial disorder characterized by an increase in systolic
and diastolic pressures associated with the generation of complications such as
kidney failure. In Mexico, the 2012 ENSANUT reported that it affects 1 in every 3
adults. So, it is extremely important the use of new drugs or the use of combination
therapy. Biotin is a vitamin that is involved as a cofactor of the carboxylases and it
has been reported that modifies gene expression at pharmacological
concentrations and affects various biological processes, such as metabolism of
carbohydrates and lipids. In addition, it was reported that biotin induced an
antihypertensive effect in spontaneously hypertensive rats, but there is only one
study so far. In spite of there are multiple studies of the effect of biotin on different
biological functions, the mechanisms by which these actions occur remain little
studied. Therefore, in this work, we aim to provide new knowledge of the biotin
hypotensive effect in the kidney. So we did studies in vivo using a rat model of
hypertension by L-NAME and ex vivo studies in isolated kidney. We quantified the
perfusion pressure using phenylephrine and in addition the inhibitor indomethacin
for ex vivo studies. The results suggest that biotin does not exert a hypotensive
effect through nitric oxide synthesis and not by the mechanism of prostaglandins
synthesis. In addition, it does not exist a relationship between concentration levels
of biotin and its possible antihypertensive effect. We can suggest that its
hypotensive effect is not through regular renal mechanisms of blood pressure
control. In conclusion, biotin does not exert an antihypertensive effect at kidney
level.

Keywords: hypertension, vitamin, biotin, antihypertensive, kidney.
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|. INTRODUCCION

1.1 LA BIOTINA.

La biotina (vitamina B7 o H) fue descubierta por Boas y caracterizada por Kolg y
Tonnis (1932) como un factor indispensable para el crecimiento de levaduras, tiene
una estructura quimica de un compuesto heterociclico, formado por un anillo de
ureido (imidazolidona) unido a un anillo tetrahidrotiofeno, que posee un cadena
lateral de acido valérico (Figura 1). La molécula tiene tres carbonos quirales o
asimeétricos, obteniendo ocho estereoisémeros, de los cuales sélo uno se encuentra
en la naturaleza y es enziméticamente activo. Este Unico estereoisbmero es

denominado biotina o D-biotina (Ekhard y Filer, 1997).

Figura 1. Férmula quimica de la biotina. Formada por un anillo de ureido, el cual esta unido a un

anillo tetrahidrotiofeno que posee un cadena lateral de &cido valérico.

Jests Manuel Romdn Manzanares 1
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1.2 FUNCION DE LA BIOTINA

La funcibn de la biotina es participar como coenzima de las enzimas
carboxilasas: acetil-CoA carboxilasa (ACC-1 y ACC-2), piruvato carboxilasa (PC),
propionil-CoA carboxilasa (PCC) y metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC). Estas
enzimas regulan cuatro reacciones metabdlicas: la gluconeogénesis, la sintesis de
acidos grasos, la oxidacion lipidica y el catabolismo de aminoacidos ramificados

(Campistol et al., 1996) (Figura 2).

LEUCINA GLUCOSA VALINA
ISOLEUCINA
ACETIL-CoA l METIONINA
) TREONINA
ACIDOS GRASOS DE CADENA IMPAR
3-METILCROTONIL-CoA
MALONIL-CoA
+ %9 PIRUVATO PROPIONIL-CoA
l 3-METILGLUTACONIL-CoA *
ACIDOS GRASOS
OXALACETATO
ACETIL-CoA l METILMALONIL-CoA
\ CICLO DE KREBS /

Figura 2. Reacciones metabdlicas mediadas por carboxilasas dependientes de biotina como cofactor.
La enzima piruvato carboxilasa (PC) catalizan la transformacion de piruvato a oxalacetato en la
gluconeogénesis, la acetil-CoA carboxilasa (ACC) transforma la acetil-CoA en malonil-CoA en la biosintesis
de acidos grasos, la propionil-CoA carboxilasa (PCC) transforma al propionil-CoA en metilmalonil-CoA en la
oxidacion de &cidos grasos de cadena impar y en el catabolismo de aminoéacidos ramificados y la
metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) interviene en el catabolismo del aminoacido leucina (Modificado de
Pacheco et al., 2002).

Jests Manuel Romdn Manzanares 2
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Debido a que la biotina no puede ser sintetizada por los animales es necesario
consumirla en la dieta diaria. Esta vitamina es hidrosoluble y se encuentra unida al
grupo €-amino de la lisina formando el dimero biocitina, péptidos biotinilados o en
forma libre. También se puede obtener del aporte de las bacterias de la flora
intestinal. La biotina libre se absorbe por los enterocitos de la porcion distal del
duodeno y proximal del yeyuno y posteriormente pasa al torrente sanguineo. Entra a
las células mediante un transportador mdultiple de vitaminas dependiente de sodio
(SMVT) que reconoce principalmente la porcion del acido valérico de la biotina

(Aguilera et al., 2013).

1.2.1 CICLO DE LA BIOTINA

Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas, sin actividad
enzimatica en el citoplasma (Vilches y Fernandez, 2005). Para que se lleve a cabo la
biotinilacién de las apocarboxilasas, la biotina debe reaccionar con una molécula de
ATP, formando el compuesto intermediario biotinil-5"-adenilato, en donde el grupo
biotinilo es transferido a la apoenzima formando un enlace semipeptidico para
activar la carboxilasa, tales reacciones son catalizadas por la holocarboxilasa
sintetasa (Rodriguez, 2000), permitiendo asi su activacion y posterior accion
catalitica, en donde la biotina ya como grupo prostético participa en el mecanismo de
transferencia de un grupo carboxilo activado al sustrato correspondiente (Vilches y

Fernandez, 2005).

Posteriormente, se lleva a cabo la proteolisis en el intestino delgado, alli, las

Jests Manuel Romdn Manzanares 3
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holocarboxilasas son catabolizadas a proteinas y péptidos para después ser
absorbidos a través del epitelio intestinal. Las proteinas enlazadas con biotina son
degradadas hasta péptidos pequefios y aminoacidos, entre los cuales se encuentra

la biotinil-lisina (biocitina) (Rodriguez, 2000), en la cual por accion de la enzima

biotinidasa se rompe el enlace covalente entre la biotina y

residuo de lisina, quedando libre la biotina para asi poder ser reutilizada en la

activacion de nuevas apocarboxilasas o formando productos derivados (Figura 3).

el grupo €-amino del

{PCC, MCC, PC. ACCj

Blotina tietética
Unida = proteina Libig
\ /
A
Lislna @ —
péptides de isina K\(\/\)\? Holacarbaxilase
7 sinetaza
Blolina
D
Cicle Apocarboxilasas
" de la

DO}D.H/\/\/ blotina

LN

Biaditina

o
Degradacion A
proteolitica
C T ORAA N .
< s
]
Holocarboxitasas o
Proteinas Lipidos Carbohldratos
Catabolismo de Sintesis de Giluconeogénesis
aminoacidos addos grasos

Figura 3. Ciclo de la biotina. La biotina se une a las apocarboxilasas mediante la

holocarboxilasa sintetasa. La biocitina se obtiene de la protedlisis y la biotinidasa la escinde en

biotina y lisina para ser reutilizada o formar productos (Rodriguez, 2000).
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1.3 FUNCION DE LA BIOTINA EN LA EXPRESION DE GENES Y EN

OTROS PROCESOS BIOLOGICOS.

A concentraciones farmacoldgicas, la biotina modifica funciones biolégicas a
través de un efecto sobre la expresion genética. Los procesos bioldgicos que
modifica incluyen la proliferacion celular, el desarrollo embrionario, funciones
inmunologicas y el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Vilches y Fernandez,
2005). Su efecto en la expresion de genes no se debe solo a la biotina, sino también
a sus metabolitos como la desoxibiotina y sulfonabiotina y algunos derivados
sintéticos y no parece estar mediado como resultado de un incremento en la
actividad de las carboxilasas. En analogos sintéticos como la diaminobiotina y la
destiobiotina, que no participan como grupo prostético de las carboxilasas, se
observé que modifica la expresion de genes como lo hace la biotina (Rodriguez et

al., 2003).

A pesar de que existen mdultiples estudios documentando el efecto de la
biotina en la regulacibn de la expresidbn génica y procesos sistémicos, los
mecanismos moleculares por los cuales se producen estos efectos permanecen
poco estudiados. Hasta el momento se han propuesto dos mecanismos para explicar
el efecto de la biotina sobre la expresion génica. El primero es a través de la via de
sefalizacion de la guanilato ciclasa soluble/proteina cinasa G (GCs/PKG). Y el
segundo es la biotinilacién de histonas. Estos mecanismos no son necesariamente

excluyentes, por lo que podrian coexistir (Rodriguez y Zempleni, 2009).

il
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1.3.1 VIA DE SENALIZACION DE LA GUANILATO CICLASA

SOLUBLE/PROTEINA CINASA G (GC/PKG).

Los estudios reportados por Vesely en 1982, demostraron que la adicion de
biotina a lineas celulares incrementaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble
(GCs) (Vesely, 1982). Spence y Koudelka descubrieron un aumento en las
concentraciones intracelulares de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) en cultivos
de hepatocitos después de la adicién de la biotina, sugiriendo que el efecto génico

de esta vitamina es a través de este segundo mensajero (Spence y Koudelka, 1984).

Por su parte, Rodriguez y Zempleni, en 2009, descubrieron un aumento en la
concentracion de GMPc y el posterior incremento en la actividad de la PKG en
células linfoides humanas (Rodriguez y Zempleni, 2009). De tal manera que estos
estudios coinciden en que la biotina participa de algin modo en la activacion de la

via GC/PKG.

Solérzano (Solérzano et al., 2002) propuso que el compuesto biotinil-5"-AMP
participa como intermediario en la activacion de las cinasas. Con base en sus
resultados proponen un mecanismo aun no conocido por el cual el biotinil-5"-AMP
activa la GCs, dando un incremento en la concentracion de GMPc y la posterior
activacion de la PKG, para finalmente desencadenar una serie de fosforilaciones
proteicas que actuan sobre la regulacion de la expresion de genes (Vilches y

Fernandez, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accién de la biotina. El biotinil-5"-AMP por un mecanismo desconocido

aumenta la actividad de la GCs, incrementando los niveles de GMPc, el cual activa a la PKG que
participa en la fosforilacion de proteinas involucradas en la expresion genética (Vilches y Fernandez,
2005).

1.3.2 BIOTINILACION DE HISTONAS

Varios estudios han demostrado que la biotina se une a aminoacidos de histonas
de manera especifica en varios tipos de células y sugieren que podria modificar la
expresion génica a este nivel molecular (Hassan y Zempleni, 2006). Se encontr6 que
en las funciones relacionadas con este mecanismo existe un decremento de
linfocitos polimorfonucleares durante la proliferacién celular (Zempleni et al., 2001),
cambios durante el ciclo celular de células de sangre periférica humana, un
incremento en la biotinilaciéon de histonas por luz ultravioleta en células Jurkat, un

control epigenético y la prevencion en dafios al ADN (Zempleni, et al., 2012).

1.3.3 EFECTO SOBRE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES

Wiedmann y colaboradores (2004) reportaron en un estudio de microarreglos,

donde en personas sanas la administracion de 2.15 mg/dia de biotina durante 21

_}
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dias se modifico positivamente la expresion de 139 genes y se disminuyo la de 131
en células mononucleadas de sangre periférica (Wiedmann et al., 2004). En otros
estudios se identificd que la biotina regula a nivel transcripcional la abundancia del
ARNmM de proteinas que la requieren como grupo prostético y sustrato, como la
holocarboxilasa sintetasa (HSC) (Rodriguez et al., 2001), las carboxilasas (PC y
PCC) (Solozarno et al., 2002) y el transportador multiple de vitaminas dependiente

de sodio (SMVT) (Pacheco et al., 2004).

1.34 EFECTO DE LA BIOTINA EN EL METABOLISMO DE

CARBOHIDRATOS

Se encontré en estudios que la biotina (16 mg/dia) administrada durante una
semana disminuyd las concentraciones de glucosa en ayuno en pacientes con
diabetes tipo 1 sin recibir insulina exdgena, (Coggeshall et al., 1985). En otro estudio
con pacientes diabéticos tipo 2, la administracién oral de 9 mg de biotina diarios
durante un mes, disminuyo las concentraciones de glucosa en ayuno (Maebashi et
al., 1993). El efecto hipoglucemiante esta precedido por el hecho de que la biotina
reduce la expresion de genes de enzimas, cuya actividad favorece la disminucién de
los niveles de glucosa sanguineas y reduce la expresion del ARNm de proteinas de

accion hiperglucemiante (Aguilera et al., 2013).

1.3.5 EFECTO SOBRE EL METABOLISMO DE LIPIDOS

Anteriormente se explic6 que la biotina participa como cofactor de las

carboxilasas ACC 1 y 2 gue participan en la sintesis y oxidacién de lipidos, por lo
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gue esta vitamina esta relacionada con el metabolismo de lipidos. Basados en lo
anterior, se han llevado a cabo multiples estudios donde se demuestra que esta
vitamina actia sobre dicha via metabdlica, como lo reportd6 Dokusova vy
Krivoruchenko en 1972, donde la administracion de 5 mg/dia de biotina durante 4
semanas en pacientes con aterosclerosis e hipercolesterolemia, produjo un
decremento en las concentraciones de colesterol total (Dokusova y Krivoruchenko,

1972).

En otro estudio realizado en voluntarios sanos, la administracion de 0.9 mg/dia
de biotina produjo modificaciones en los niveles de lipidos plasméticos, los cuales
variaron dependiendo del tiempo de administracion y hubo una disminucion de los
niveles en los individuos que presentaban hiperlipemia. La disminucién fue mas
pronunciada en pacientes cuyas concentraciones de triglicéridos se encontraban por

arriba de los limites normales sanguineos (Marshall et al., 1980).

Recientemente, en estudios con animales de experimentacion, se reportd por
primera vez en ratones sanos, que la biotina a concentraciones farmacolégicas
disminuyo la sintesis de triglicéridos, modificando la fosforilacion de las carboxilasas
ACC 1y 2, por medio de la activacion de la cinasa AMPK (Aguilera y Fernandez,
2012), la cual es clave en el control energético y esta relacionada de manera

importante con diabetes y cancer (Hardie 2011; Hardie et al., 2012).

1.4 PRESION ARTERIAL

La presion arterial (PA) es la fuerza por unidad de superficie ejercida por la
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sangre contra las paredes vasculares. Esta fuerza de empuje es el Gnico impulso
con que la sangre ha de recorrer todo el circuito vascular para poder retornar al
corazén. La presion estd determinada por el volumen de sangre que contiene el
sistema arterial y por las propiedades de las paredes, si varia cualquiera de los dos

parametros, la presion se vera modificada (Tortora y Derrickson, 2006).

La presion arterial se expresa a través de diferentes parametros, tales como la
presion arterial sistélica, que es la fuerza ejercida por la sangre sobre la pared
arterial cuando el corazon se encuentra contraido; y la presion arterial diastélica
definida como la fuerza ejercida por la sangre sobre la pared arterial cuando el
corazdén se encuentra relajado (Velazquez et al., 2002). Los valores 6ptimos para la
presion arterial sistdlica son de 120 milimetros de mercurio (mm Hg) y para la

presion arterial diastolica es de 80 mm Hg (Silbernagl y Lag, 2009).

La PA esta controlada por el gasto cardiaco (GC), el cual esta determinado por
la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion, que dependen del retorno venoso,
el cual a su vez estd en funcion de factores como la actividad constrictora o
dilatadora de las venas, la actividad del sistema renal, etc. (Ira, 2011). También la
PA es controlada por la resistencia vascular periférica total (RVPT), que depende de
la actividad constrictora y dilatadora de las arteriolas, del eje renina angiotensina y

de la propia magnitud del gasto cardiaco (Dvorkin y Cardinali, 2003).

En consecuencia, tanto el gasto cardiaco como las resistencias vasculares

periféricas estan determinados por sistemas de mecanismos de regulacibn mas

Jests Manuel Romdn Manzanares 10



Laboratorio de Bioquimica y Genética de la Nutricion

complejos que estan relacionados entre si y tienen funciones especificas y por lo

tanto directas (Pocock y Richards, 2005).

La presion arterial también es regulada por los rifiones, que controlan el volumen
de sangre y por lo tanto el volumen sistdlico y por el sistema simpatico-suprarrenal.
El incremento de la actividad del sistema simpatico-suprarrenal puede aumentar la
presion arterial al estimular la vasoconstriccion de arteriolas (lo que aumenta la

resistencia periférica total) y al promover un gasto cardiaco aumentado (Ira, 2011).

1.4.1 MECANISMOS DE REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL

Para mantenerse dentro de los valores 6ptimos, la PA debe tener su propia
regulacion interna, por lo que necesitan ciertos mecanismos para llevar a cabo dicha
funcién. Existen mecanismos nerviosos, hormonales y renales, los cuales se

describirdn a continuacion:

1.4.1.1 REGULACION NERVIOSA DE LA PRESION ARTERIAL

El sistema nervioso periférico regula la presion arterial a través de circuitos de
retroalimentacion negativa producidos como dos tipos de reflejos: el reflejo
barorreceptor y quimiorreceptor, que corresponden al mayor control nervioso de la
PA. Y como tercer mecanismo esta la respuesta isquémica del Sistema Nervioso

Central (SNC) (Tortora y Derrikson, 2006).

1.4.1.1.1 REFLEJO BARORRECEPTOR

Los barorreceptores son mecanorreceptores de estiramiento en las paredes
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del corazon y los vasos sanguineos, los cuales envian impulsos nerviosos al centro
cardiovascular (CV) para ayudar a regular la PA (Barrett et al., 2010). Al disminuir la
PA, los barorreceptores estan menos estirados y envian impulsos nerviosos con
menor frecuencia hacia el centro CV, el cual disminuye la estimulacion parasimpatica
e incrementa la estimulacion simpatica al corazon, lo que da como respuesta que
este Organo lata mas rapido y con mayor frecuencia, aumentando la RVPT y el GC,

incrementando la PA hasta su nivel normal (Ira, 2011).

Por lo contrario, cuando se detecta una elevacion de la PA, los
barorreceptrores envian impulsos a una mayor frecuencia y el centro CV responde
incrementando la estimulacion parasimpatica y disminuyendo la simpética,
obteniendo un decremento en la RVPT y el GC, con la consiguiente disminucion de

la PA hasta sus valores normales (Tortora y Derrikson, 2006).

1.4.1.1.2 REFLEJO QUIMIORRECEPTOR

Los quimiorreceptores, formados por células quimiosensibles a los cambios
en el nivel sanguineo de Oz, CO2y H*, son estimulados en reacciones de hipoxia,
hipercapnia o acidosis (Tortora y Derrikson, 2006). Al decaer la PA por debajo de un
nivel critico, los quimiorreceptores se estimulan, ya que el descenso del flujo
sanguineo provoca la disminucion de O2, acumulacion excesiva de CO2 y H*, los
cuales no pueden eliminarse por la sangre que fluye lento (Guyton y Hall, 2002). Una
vez estimulados, los quimiorreceptores envian impulsos nerviosos al centro CV,

donde se incrementa la estimulacion simpatica de arteriolas y venas, produciéndose
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vasoconstriccién y aumento de la PA (Tortora y Derrikson, 2006).

1.4.1.1.3 RESPUESTA ISQUEMICA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Este mecanismo se lleva a cabo en el centro vasomotor, en la parte inferior
del tronco encefalico, cuando el flujo sanguineo disminuye lo suficiente para
provocar un defecto nutricional, es decir, la isquemia cerebral. Las neuronas
vasoconstrictoras y cardioaceleradoras se excitan debido a un incremento en la
concentracion de CO:2 (Tortora y Derrrikson, 2006). Esta respuesta se activa cuando
la PA cae por debajo de lo normal, hasta los 60 mm de Hg, alcanzando su maximo
de estimulacion de 15 a 20 mm de Hg. Por lo tanto, no es uno de los principales
mecanismos normales de regulacion de la PA, sino un mecanismo de control de
urgencia de forma rapida y potente que evita la caida letal de la PA a nivel cerebral

(Guyton y Hall, 2002).

1.4.1.2 REGULACION HORMONAL DE LA PRESION ARTERIAL

Existen hormonas que ayudan a la regulacion de la PA y el flujo sanguineo
alterando el gasto cardiaco, modificando las resistencias vasculares sistémicas o

ajustando el volumen sanguineo total.

1.4.1.2.1 SISTEMA RENINA — ANGIOTENSINA (SRA)

Es un sistema endocrino y paracrino/autocrino tisular que regula el volumen
sanguineo y la resistencia vascular sistémica (Lorenzo et al., 2008). Un descenso de

la PA activa la produccién de prorrenina, que estd ubicada en las células
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yuxtaglomerulares (células YG) de los rifiones y se transforma a renina, una enzima
proteica, que actla sobre una proteina plasmatica denominada angiotensinégeno,
generando angiotensina — | (Ang — ). La angiotensina | es un decapéptido inactivo,
gue por acciéon de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), una endopeptidasa
ubicada en el endotelio vascular pulmonar y en menor cuantia en el rindn, escinde el
dipéptido histidil — leucina del extremo carboxilico de la Ang — | produciendo,
angiotensina — Il (Ang — Il). La angiotensina Il es el principal responsable de las
acciones del sistema renina-angiotensina. Esta hormona es una sustancia
vasoconstrictora y produce dos efectos para elevar la PA, el primero es la
constriccion de las arteriolas, aumentando la RVPT y el segundo es regulando el
intercambio de Na*/H* en los tubulos proximales del rifion, estimulando la
reabsorcion de Na* y la excrecion de H*, aumentando el volumen de liquido

extracelular y el sanguineo, lo cual eleva la PA (Guyton y Hall, 2002).

1.4.1.2.2 SISTEMA NORADRENALINA — ADRENALINA

Debido a la estimulacion simpatica, ya sea durante el ejercicio o el estrés, la
médula suprarrenal libera adrenalina y noradrenalina hacia el torrente sanguineo
(Tortora y Derrikson, 2006), la adrenalina interactia con receptores especificos,
creando como efecto una mayor resistencia periférica debido a la vasoconstriccion
que induce en casi todos los lechos vasculares, incluido el renal (Lorenzo et al.,
2008). La adrenalina causa vasodilatacion de las arteriolas en el musculo

esquelético y cardiaco (Tortora y Derrikson, 2006).
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1.4.1.2.3 HORMONA ANTIDIURETICA (HDA) O VASOPRESINA

La hormona antidiurética o vasopresina se forma en las células nerviosas del
hipotalamo, es transportada distalmente por proteinas denominadas neurofisinas a
través de los axones nerviosos hacia la neurohipdfisis, donde finalmente es
segregada a la sangre (Guyton y Hall, 2002). La vasopresina es una sustancia
vasoconstrictora y se activa en respuesta a la deshidratacion y a la disminucion del
volumen sanguineo. La funcion mas importante de la vasopresina es la de aumentar
la reabsorciéon de agua de los tubulos renales hacia la sangre, controlando el

volumen de liquido corporal (Tortora y Derrikson, 2006).

1.4.1.2.4 PEPTIDO NATRIURETICO AURICULAR (PNA)

El péptido natriurético, conformado por 28 aminoéacidos, es liberado por
células de la auricula del corazon, entra al torrente sanguineo y actia sobre los
rifones, incrementando la excrecibn de Na* y agua, compensando el excesivo
volumen sanguineo (Guyton y Hall, 2002). También provoca una relajacion directa
del musculo liso vascular, principalmente en las arterias aorta, renal e iliaca, debido
al incremento de los niveles de GMPc, disminuyendo asi la PA por vasodilatacion

(Cruz et al., 2004).

1.4.1.3 REGULACION RENAL DE LA PRESION ARTERIAL

Los rifiones desempefian un papel importante en la regulacion de la PA a
corto plazo, por medio de la secrecion de sustancias vasoactivas, como ya se ha

descrito anteriormente y a largo plazo al excretar cantidades variables de iones y
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agua. Las principales funciones del rifidbn consisten en la excrecién de productos de
desecho (urea, acido Urico y creatinina) y la homeostasis, regulando el contenido de

Na*, de electrolitos y del volumen del liquido extracelular (Rang y Dale, 2008).

Anatémicamente los rifiones se sitdan en la parte alta del abdomen, sobre su
pared posterior, a ambos lados de la columna vertebral. Su estructura comienza con
la corteza externa de aspecto marrén oscuro y granular debido a los capilares, una
regidbn mas profunda o médula y la pelvis renal (Ira, 2011). La médula se divide en
masas conicas llamadas piramides renales y la pelvis renal es el sitio donde penetra

la arteria renal y salen la vena renal y el uréter (Pocock y Richards, 2005) (Figura 5).

Arteria renal

Vena renal

Corteza

Figura 5. Estructura del rifién. Corteza externa, region medular y pelvis renal (Talens, 2009).

La nefrona es la unidad fundamental del rifiédn y se divide en: glomérulo,
tubulo contorneado proximal y distal, asa de Henle y conducto colector. La mayor

parte de las nefronas estan ubicadas en la corteza. El aparato yuxtaglomerular es
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una estructura que regula el funcionamiento de cada nefrona y consta de arteriola
aferente y eferente y el tibulo contorneado distal, cerca del glomérulo (Figura 6). En
esta region existen células especializadas en la arteriola aferente y en el tabulo,
estas ultimas llamadas células de la macula densa, controlan la liberacion de renina

por las células granulares especializadas de la arteriola (Rang y Dale, 2008).

Arteriola Capsula v

Glomérulo . eferente de Bowman Tuabulo proximal

Aparato < Nx Tubulo colector
yuxtaglomerular = p cortical
Arteriola

aferente Tubulo distal

Arteria
arciforme

Vena
arciforme

Asa de Henle

Capilares

peritubulares —— Conducto

colector

Figura 6. Estructura de la nefrona. Glomérulo y aparato yuxtaglomerular (Guyton y Hall, 2002).

La circulacion renal se lleva a cabo por el ingreso de la sangre al rifién a
través de la arteria renal, la cual se divide en arterias interlobulares que se
subdividen en arteriolas aferentes, transportando la sangre hacia los glomérulos.
Después pasa a la arteriola eferente, distribuyéndose en una red de capilares
peritubulares, donde la sangre es drenada por venas que siguen un recorrido
paralelo al de las arterias ya mencionadas, que convergen y dejan el riién como una

sola vena renal (Pocock y Richards, 2005).

_}
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1.4.1.3.1 AUTORREGULACION RENAL

En este mecanismo, cuando la PA cae por debajo de 70 mmHg la arteriola
aferente se dilata y se constrifie cuando aumenta la PA (Ira, 2011), esto es debido a
un proceso en la arteriola aferente, donde el musculo liso percibe el incremento de la
PA por la inervacion de fibras nerviosas simpaticas, distendiendo la pared de la
arteriola, generando traccion sobre las fibras musculares lisas y provocando una
respuesta contractil, aumentando la RVPT vy el flujo sanguineo (Pocock y Richards,

2005).

1.4.1.3.2 SISTEMA RENINA — ANGIOTENSINA — ALDOSTERONA

Anteriormente se explicO este mecanismo de manera general, ahora se

mencionaran los efectos renales y el mecanismo de la aldosterona.

Una vez que es liberada la Ang — II, contrae las arteriolas renales
disminuyendo el flujo sanguineo a través de los rifiones, filtrando menos liquido
extracelular a través de los glomérulos hacia los tubulos, disminuyendo la PA. La
Ang — Il es un factor estimulante potente de la secrecién de aldosterona por las
glandulas suprarrenales (Guyton y Hall, 2002). La aldosterona aumenta la
reabsorcion de sodio en los tubulos renales, incrementando el volumen de liquido

extracelular y provocando elevacion de la PA a largo plazo (Rang y Dale, 2008).

1.4.2 MOLECULAS VASODILATADORAS
Existen moléculas quimicas que tienen efecto vasodilatador y que por lo tanto

también desempefian un papel importante en la regulacion de la presion arterial,
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dicha funcion se lleva a cabo por mecanismos que se relacionan y que son

esenciales.

1.4.2.1 OXIDO NITRICO

Las células endoteliales de las arterias y las venas sintetizan una sustancia
que es capaz de provocar la dilatacion del vaso (Pocock y Richards, 2005), esta
sustancia es el oxido nitrico un gas, que se sintetiza a partir del grupo guanidino
terminal del aminoacido L-arginina, en un proceso catalizado por la enzima éxido
nitrico sintasa (NOS) (Meyer y Herman, 2000), cuya activacion es producida al
aumentar la concentracién de Ca?* en las células endoteliales, obteniendo como
producto oxido nitrico (ON) y citrulina. De dicha enzima se han identificado tres
isoformas, que se denominan NOS neuronal, NOS endotelial y NOS inducible
(nNOS, eNOS e iNOS, respectivamente), las dos primeras son constitutivas y se
activan al aumentar la concentracion de calcio libre en el interior de las células
endoteliales, gracias a la accién de diversos ligandos o a la apertura de canales
iGnicos activados por la dilatacion de la membrana plasmatica, mientras que la altima

es inducible por diversos factores (Figura 7) (Pocock y Richards, 2005).

El ON, una vez sintetizado, es muy reactivo y se une rapidamente a metales,
como el hierro del grupo hemo de la enzima guanilato ciclasa soluble (sGC), la cual
convierte el guanosin trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato ciclico (GMPc),
elevando su concentracion intracelular y activando varias vias de transduccion de

sefales responsables de la regulacion de diversos procesos fisiolégicos, como la
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relajacion del muasculo liso y la regulacion de la PA (Madhusoodanan y Murad, 2007).

Ligando especifico,
p- €j., acetilcolina y bradicinina

Estrés de cizallamiento
—

- E
Célula
endotelial -
Oxido nitrico
- sintasa
L-arginina w > L-cCitrulina
NO
1

y
NO

7 GTP
Célula del Guanilil ciclasa Q — Relalation dol Tidst o dise
musculo liso GMPc™ > | u i

e

Vasodilatacion

Figura 7. Sintesis de ON en la célula endotelial y su funcién en el musculo liso vascular. Al aumentar
el Ca?* en la célula endotelial debido a sefiales quimicas o estiramiento de la membrana plasmatica, el ON
es sintetizado por la enzima NOS, viajando hacia la célula del musculo liso vascular, produciendo la

relajacién del mismo y la posterior vasodilatacién (Pocock y Richards, 2005).

1.4.2.2 BRADICININA

La bradicinina pertenece al grupo de cininas, que son mediadores peptidicos
de origen plasmatico con una importante accién vasodilatadora (Regoli et al., 1998) y
se forma por el sistema calicreina-cinina (Remme, 1997). La accion de la bradicinina
esta regulada por la enzima cininasa Il, la cual separa los 2 residuos de aminoacidos

carboxilo terminales de la bradicinina, dejandola inactiva (Rang y Dale, 2008).

La cininasa | separa a la arginina carboxilo terminal de la bradicinina,

formando el metabolito [des-Arg®]-bradicinina el cual es agonista del receptor B:1 de
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bradicinina. La otra clase de receptor es el B2, responsable de la mayoria de los

efectos de la bradicinina (Schanstra et al., 1999).

Debido a que los receptores de bradicinina estan acoplados a proteinas G,
pueden iniciar simultinea o consecutivamente diferentes vias transduccionales,
entre ellas la activacion de la fosfolipasa Az y la subsiguiente formacion de

prostaciclina (PGI2), e inducir la liberacion de ON (Remme, 1997).

1.4.2.3 HISTAMINA

La histamina tiene un efecto vasodilatador potente sobre las arteriolas, se
sintetiza por descarboxilacion de la cadena lateral del aminoacido L-histidina,
mediante la L-histidin-descarboxilasa y es liberada por los mastocitos (DuBuske,
1999). La liberaciéon de histamina comienza al aumentar la concentraciéon de Ca?*

citosdlico (Rang y Dale, 2008).

Una vez liberada la histamina interactia sobre cuatro subtipos de receptores
(H1, H2, Hs y H4) acoplados a proteinas G, que al ser activados desencadenan
multiples respuestas celulares. La activacion de los receptores Hi, por ejemplo,
induce la hidrédlisis de bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2) por accién de la
fosfolipasa C, generando inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) como
segundos mensajeros. El IP3 promueve la liberacion de Ca?" y la consecuente
activacion de la sintesis de ON, obteniendo un efecto vasodilatador (Ramos et al.,
2009). Los receptores H2 tienen efecto sobre la estimulacion cardiaca al aumentar la

frecuencia y el gasto cardiaco (Rang y Dale, 2008).
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1.4.2.4 PROSTAGLANDINAS

Las prostaglandinas desempefian un papel importante en la regulacion de la PA
y funcion renal. Son una familia de autacoides sintetizados por via de las
ciclooxigenasas (COX 1 y COX 2) a partir del acido araquidonico, tienen como
intermediarios a la prostaglandina G (PGG) y prostaglandina H2 (PGH2), que
generan diversos autacoides como: PGE2, PGF2q, PGD2, PGIl2, y TXA2 (Rang y Dale,
2008). Las prostaglandinas PGE2 y PGl2 tienen un efecto vasodilatador mayor que el
de los otros autacoides al incrementar la concentracion de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y disminuir el Ca?* intracelular en el musculo liso (Katzung et al.,
2010). Dicho efecto es debido a la union en receptores especificos (IP y EP4)
acoplados a proteinas G (Morgado et al., 2012). Ademas, tanto la PGE2 como la
PGI2 potencian el efecto vasodilatador de la bradicinina (Khanapure et al., 2007). A
nivel renal, la PGE2 y la PGI2 regulan la filtracion glomerular por efectos

vasodilatadores locales y estimulan la liberacion de renina (Katzung et al., 2010).

1.5 HIPERTENSION ARTERIAL (HTA)

El desequilibrio de los mecanismos fisiolégicos que regulan la presion arterial
conlleva al desarrollo de una de las enfermedades cardiovasculares con mayor
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, la HTA (Parra, 2008), ya que estrictamente
la hipertension es una de las 7 enfermedades que componen la entidad conocida
como "enfermedades cardiovasculares (ECV)” (Mackay y Mensah, 2004). Esta
enfermedad consiste en un aumento de la resistencia vascular periférica debido a

vasoconstriccion arteriolar e hipertrofia de la pared vascular, que conduce a un
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incremento de la presion arterial sistémica igual o mayor a 140/90 mm Hg y que se
ha relacionado principalmente al deterioro en la liberacion de ON desde las células

endoteliales y los rifiones (Guyton y Hall, 2002).

En México, la HTA es uno de los problemas de salud mas frecuentes y se asocia
principalmente con la obesidad; segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2012. La prevalencia de la HTA es de 31.5% y es mas alta en adultos
con obesidad, mientras que la incidencia en los ultimos 6 afios no ha registrado
ningn cambio significativo en hombres ni en mujeres. En lo que respecta a los
adultos con HTA diagnosticada por un médico, solo 73.6% reciben tratamiento
farmacolégico y menos de la mitad de éstos tienen la enfermedad controlada

(Gutiérrez et al., 2012).

1.5.1 CLASIFICACION

1.5.1.1 EN FUNCION DE LOS VALORES DE PRESION ARTERIAL.

La HTA se puede clasificar de acuerdo a los niveles de PA, los cuales se presentan

en la siguiente tabla:

Tabla 1. Clasificacion de la HTA segun los niveles de PA (NOM-030-SSA2-2009, 2009).

Categoria PA sistélica mm Hg PA diastélica mm Hg
Optima <120 < 80
PA normal 120 al29 80 a 84
PA fronteriza 130 a 139 85 a 89
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Hipertension 1 140 a 159 90 a 99
Hipertension 2 160 a 179 100 a 109
Hipertension 3 =180 >110

Hipertension sistdlica

) =140 <90
aislada

1.5.1.2 EN FUNCION DE LA ETIOLOGIA

La clasificacién de la HTA segun su etiologia se basa en dos tipos:

1. Hipertension arterial esencial o primaria: Representada por el 90 - 95% de
casos diagnosticados y cuya causa especifica se desconoce, aunque esta

fuertemente relacionada con los habitos de estilo de vida.

2. Hipertensiéon arterial secundaria: Contrario a la HTA primaria, en la HTA
secundaria si se conocen las condiciones que la causan, como pueden ser:
insuficiencia cardiaca congestiva, arteriosclerosis, trastornos renales, de

glandula tiroidea y suprarrenales (NOM-030-SSA2-2009, 2009).

1.5.2 ALTERACIONES RENALES COMO CONSECUENCIA DE LA

HIPERTENSION ARTERIAL
Los rifiones desempefian un papel decisivo en el desarrollo y transcurso de la
HTA. Dicha enfermedad es causa de alteraciones en la macro y microvasculatura

sistémica renal, que conducen a la pérdida de autorregulacion renal con elevacion
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de la presion capilar intraglomerular y el consiguiente dafio mediado por
hiperfiltracion, ademas de la disfuncion endotelial y la pérdida de vasodilatadores
enddgenos, que actuan como factores precipitantes de lesion hipdxico—isquémica
(Morgado y Leafio, 2012). También existe una alteracion en la excrecion de volumen
extracelular y sodio, ya que se debe mantener una elevada presion de perfusion
renal y es consecuencia de un aumento de la resistencia vascular renal a nivel
preglomerular, lo que resulta en una vasoconstriccion, reduciendo el flujo sanguineo
aferente, activando la sintesis de Ang — Il, disminuyendo aun mas el flujo sanguineo
e incrementando el flujo glomerular. Estos cambios dan como resultado que la
sangre de los capilares peritubulares contengan menos sodio y agua favoreciendo la
reabsorcion tubular, el aumento del volumen extracelular y la inminente elevacién de

la PA (Hernando, 2003).

Se ha comprobado que la Ang — Il estimula el crecimiento de la pared de los
vasos en el organismo y en especial en el rifion (Sun, 2002), provocando una
disminucién en el didmetro de la vasculatura renal; esta hipertrofia se lleva a cabo

por la activacion de la via del fosfatidilinositol trifosfato (Ortega et al., 2003).

1.6 MODELOS EXPERIMENTALES DE HIPERTENSION ARTERIAL

Se han estudiado diferentes modelos experimentales de hipertension,
empleando distintas especies de animales, de las cuales la mas comun es la rata
debido al bajo costo de mantenimiento, facilidad de manejo y a que frecuentemente

el cuadro patolégico que desarrolla es muy similar al que se observa en seres
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humanos. Debido a que la etiologia de la HTA es multifactorial, los modelos
animales experimentales proporcionan informacion valiosa sobre muchos aspectos
de la enfermedad, como la etiologia, fisiopatologia, complicaciones y tratamiento

(Dornas y Silva, 2011).

1.6.1 RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR)

Las ratas SHR desarrollan hipertension alrededor de las 4 a 6 semanas de edad
sin intervencion fisiolégica, farmacolégica o quirdrgica y su importancia radica en la
similitud de su fisiopatologia con la hipertension arterial esencial en los seres
humanos. A partir de este modelo se puede generar otro modelo, llamado ratas
espontaneamente hipertensas propensas a accidente cerebrovascular (SHRSP)

(Dornas y Silva, 2011).

1.6.2 HIPERTENSION POR DEFICIENCIA DE OXIDO NIiTRICO

Consiste en la administracién in vivo del inhibidor de la enzima NOS, N&-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME), blogqueando la sintesis de ON, el cual regula de
manera importante la resistencia vascular sistémica mediante un efecto
vasodilatador (Torok, 2008). La inhibicion crénica de la NOS en ratas adultas
produce disfuncion endotelial, incremento de la respuesta vascular a los
estimulos adrenérgicos y la inflamacién perivascular (Hsieh et al., 2004). El
desarrollo de hipertension en este modelo esta asociado con lesion renal, entre otros
cambios tanto funcionales como estructurales (Dornas y Silva, 2011). Este tipo de

hipertension puede ser revertido deteniendo la administracion de L-NAME o por el
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uso de farmacos antihipertensivos (Pecharova et al., 1999).

1.6.3 HIPERTENSION INDUCIDA POR ANGIOTENSINA I

Ya se ha explicado anteriormente que la Ang — Il interviene en la regulacion de
la presion arterial y en el desarrollo de la hipertension arterial, ya que es un potente
vasoconstrictor de la vasculatura periférica e induce el crecimiento de las células
musculares lisas de los vasos sanguineos y del corazén. La infusién con Ang — I
conduce a un lento desarrollo de hipertension durante un periodo de 6-10 dias. Este
modelo puede ser muy utilizado para el estudio de nefropatias (Dornas y Silva,

2011).

1.6.4 HIPERTENSION RENOVASCULAR

Se basa en una constriccion de una o ambas arterias renales de cada rifidn
mediante el uso de una pequefia grapa de plata ajustable. Este modelo se considera
que es dependiente del volumen sélido-liquido, ideal para estudiar el papel de la
expansion de volumen en el desarrollo de la hipertension, debido a la ausencia de
un rifidn normal o ambos, sin que ocurra un aumento compensatorio en sodio y de
excrecion de agua y, por tanto, el volumen de liquido es retenido (Dornas y Silva,

2011).

IIl. ANTECEDENTES

El empleo de vitaminas en el tratamiento de diversas afecciones ha sido muy

efectivo, aumentando el interés en su investigacion y el aporte de nuevos

_}
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conocimientos respecto a su funcion y mecanismos moleculares. Un ejemplo de esto
es la forma bioactiva de la vitamina D (1-alfa, 25-dihidroxicolecalciferol: 1-
25[0H]2D3), que posee efectos antiproliferativos, antidiferenciantes 'y
antiangiogénicos, proponiendo su uso en diversos tipos de cancer (Cheung et al.,
2012). Otro ejemplo es la niacina, una vitamina hidrosoluble del complejo B, que se
ha empleado en el tratamiento de displipidemias gracias a las investigaciones sobre
su mecanismo de accion (Lee et al., 2009). Recientemente se esta estudiando a la
vitamina biotina, que como ya se ha mencionado anteriormente a, concentraciones
farmacoldgicas, es capaz de modificar la expresion de genes (Fernandez, 2005),
tener efecto en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Aguilera et al., 2013;

Aguilera y Fernadndez, 2012), entre otros estudios.

Sin embargo, en 2008 se report6é un efecto antihipertensivo de la biotina, en este
estudio realizado por Watanabe y colaboradores se observé que la administracion
de concentraciones farmacoldgicas de biotina en ratas de la cepa espontaneamente
hipertensas propensas a accidente cerebrovascular (SHRSP), produce una
disminucién de la PA sistélica, del engrosamiento de la arteria coronaria y de la
incidencia de ataque cardiaco (Watanabe et al., 2008). Para dicho estudio se
administré biotina durante 8 semanas en dosis de 1.2 mg por kg de peso; sin
embargo, el efecto antihipertensivo de la biotina se pudo observar a las 2 semanas
de haber comenzado el tratamiento, debido a la disminucion de la PA sistolica,
efecto que fue también observado de 6 a 10 horas después de la administracion

intraperitoneal de dosis Unicas de 0,5y 5 mg de biotina (Watanabe et al., 2008). El
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pretratamiento con ODQ, un inhibidor selectivo de la sGC, aboli6 el efecto hipotensor
de la biotina, mientras que el pretratamiento con el inhibidor de la NOS, L-NAME, no
tuvo efecto sobre la accion de la biotina, sugiriendo que el mecanismo por el cual la
biotina ejerce su accion hipotensora es a través de la activacion directa de sGC e
independiente de la via de ON (Watanabe et al., 2008). En contraste, dicho
mecanismo no es sugerido por Rodriguez y colaboradores, quienes en 2009
reportaron en un estudio realizado en células linfoides humanas, que la generacion
de ON depende de la biotina y que dicha generacion esta mediada por un aumento
en la expresion de eNOS y nNOS. Ademas, la generacion de ON dependiente de
biotina aumentd la concentracion de GMPc, incrementando la actividad de la cinasa
PKG, llegando a la conclusién de que la biotina induce la sintesis de ON (Rodriguez

y Zempleni, 2009).

l1l. JUSTIFICACION

La hipertensién es uno de los principales factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular y, sumada a otros factores es una de las causas principales de
muertes al afio. En 2012 se calculé que murieron por esta causa 17,5 millones de
personas, lo cual representa el 31% de todas las muertes registradas en el mundo
(Gutiérrez et al., 2012). Al desarrollar hipertension existe un aumento del riesgo de
sufrir ataques cardiacos, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca, dafio
renal y otras complicaciones. México no esta exento y como se ha explicado

anteriormente, pese a que la prevalencia se mantiene estable, no todos los
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pacientes diagnosticados con HTA reciben tratamiento farmacoldgico,
consecuentemente son pocos los que en realidad tiene la enfermedad controlada
(Gutiérrez et al., 2012), esto ha llevado a la necesidad de intensificar las estrategias

para la deteccion, control, tratamiento y prevencion de dicha enfermedad en México.

El presente trabajo permitird aportar avances en el conocimiento de los efectos
y mecanismos moleculares del efecto hipotensor de la biotina, estableciendo si su
efecto antihipertensivo es por un mecanismo dependiente de la sintesis de ON o si lo
hace de manera independiente como lo reporté Watanabe en el 2008, siendo éste el
anico reporte del efecto antihipertensivo de la biotina en un modelo experimental.
Estos resultados aportarian nuevos conocimientos para en un futuro utilizar a la
biotina en monoterapia 0 como coadyuvante junto con otros agentes
antihipertensivos para el tratamiento de la hipertension arterial, posibilitando el

desarrollo de nuevos medicamentos.

V. HIPOTESIS

La biotina disminuye la presién de perfusién en el rifién.

V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar los mecanismos de accién por los cuales la biotina, a

concentraciones farmacoldgicas, produce un efecto hipotensor en el rifion.
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5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar el efecto de la biotina a diferentes concentraciones sobre la

respuesta a fenilefrina en rifién de ratas normotensas e hipertensas.

2. En un modelo experimental de hipertension arterial en rata, evaluar el efecto
in vivo de la biotina sobre la respuesta a fenilefrina en rifidn aislado y

perfundido.

3. Determinar la participacion de las prostaglandinas sobre el efecto hipotensor

de la biotina en rindén de rata.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 MODELO EXPERIMENTAL

Para evaluar el efecto de la biotina, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar
(16 semanas de edad, 300 + 50 gramos de peso). Se colocaron en jaulas a una
temperatura de 25 + 2 °C, en un ciclo de luz oscuridad de 12 horas, con acceso ad
libitum a alimento y agua durante todo el estudio, cumpliendo con los lineamientos
establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, referente a
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de

laboratorio (NOM-062-Z00-1999, 1999).

6.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

En los estudios ex vivo, las ratas se dividieron en dos grupos experimentales:
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(1) Grupo control (sin inhibidor L-NAME) y (2) Grupo tratado con L-NAME, el cual fue
tratado durante 15 dias con L-NAME a una dosis de 75 mg/kg, administrado por via
oral en el agua de beber. Este farmaco es un inhibidor competitivo de la NOS, por lo

que produce una disminucion en la sintesis de 6xido nitrico (T6rok, 2008).

Con respecto a los experimentos in vivo, las ratas se dividieron en dos grupos
experimentales: (A) Grupo L-NAME, Buffer fosfato salino (PBS) (no tratado con
biotina) y (B) Grupo L-NAME, BIOTINA + PBS (tratado con biotina) y fueron tratados
con L-NAME por un periodo de 15 dias a una dosis de 75 mg/kg, administrado por

via oral en el agua de beber.

6.3 EXTRACCION Y PERFUSION DEL RINON

Las ratas se administraron via intraperitoneal de pentobarbital sédico (55 mg/kg
de peso) con lo cual se indujo suefio profundo, con un tiempo de latencia entre 10 y
15 minutos para caer en hipnosis. Una vez en fase de hipnosis se realiz6 una
laparotomia, incidiendo plano por plano hasta exponer el rifion derecho, éste se
canulé a través de la arteria mesentérica para llegar a la arteria renal. El rifidn se
diseco y fue colocado en la cAmara del sistema para 6rgano aislado y perfundido
tipo Langendorff. El 6rgano se perfundié con solucion Krebs-Henseleit para simular
condiciones fisiolégicas. Dicha solucion estd compuesta de: 18 mM NacCl; 4.7mM
KCI; 1.2mM KH2POs4 ; 1.2 mM MgSO4 7H20; 2.5 mM CaClz 2H20; 20 mM NaHCOs ;
11.7 mM glucosa y 0.026 mM EDTA, a un pH de 7.4, con burbujeo constante de una

mezcla de gas carbogeno (95% de Oz 'y 5% de CO), a una temperatura de 37 °C. El
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flujo del perfusado se ajust6 a 10 ml/min para obtener una presion basal de
perfusion de 100 + 20 mmHg. El incremento en la presion de perfusion se midio
utilizando un transductor de presion Grass FT03 (Astro-Med, Inc., West Warwick, RI,
EE.UU.), adaptado a un sistema de adquisicion de datos MP100 (Biopac Systems
Inc., Santa Barbara, California, EE.UU). El aumento en la presion de perfusion se

interpreté como un indice de cambio en la resistencia arterial renal.

Para realizar la curva concentracion-respuesta se utilizaron concentraciones
crecientes de fenilefrina, administrando en biotina en bolo (1x10° M) en los rifiones
derechos de las ratas tanto normotensas como hipertensas. Para los experimentos

ex vivo como in vivo se utilizé la fenilefrina como control positivo.

6.4 USO IN VITRO DEL INHIBIDOR INDOMETACINA SOBRE EL
EFECTO DE LA BIOTINA EN LA RESPUESTA A FENILEFRINA
DE RINON AISLADO DE RATA.

Con el fin de evaluar la participacion de las prostaglandinas en el efecto de la
biotina en respuesta a fenilefrina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a
fenilefrina (1x10° M — 1x10® M), empleando un inhibidor no selectivo de la enzima
ciclooxigenasa (COX), el cual fue la indometacina, a una concentracion de 10 uM,
incorporado junto con los componentes de la solucion Krebs-Henseleit. Tomando la
primera curva a fenilefrina como control, seguidamente se administré biotina en bolo
(1x10¢ M), para finalmente realizar de nueva cuenta la curva concentracion-

respuesta a la fenilefrina en presencia de indometacina.
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6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los datos se utilizé el programa SigmaPlot® version 11.0. Los
resultados representan el promedio + el error estandar (e.e.). Para determinar la
significancia estadistica se realiz6 el analisis de varianza de una via (ANOVA),
seguido de la prueba de Tukey de rango mudltiple y considerando como

estadisticamente significativo una p< 0.05.

VIl. RESULTADOS

7.1 CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO DE LOS ANIMALES.

Para verificar y comprobar que el tratamiento con L-NAME (75 mg/kg) no tuviese
efectos adversos en las ratas utilizadas en este experimento, se llevdé a cabo la
medicion del consumo de agua y alimento cada tercer dia, durante 15 dias, tiempo
que duré dicho tratamiento. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo tratado con L-NAME en el consumo de

agua y alimento (Tabla 2).

Tabla 2. Consumo de agua y alimento. Medicién de agua y alimento cada tercer dia por 15 dias de

tratamiento con L-NAME. No hay diferencia estadisticamente significativa. p<0.05, Prueba T-student.

INGESTA DE AGUA Y ALIMENTO

GRUPO CONTROL GRUPO TRATADO L-NAME
Dia Consumo de agua Consumo de Consumo de agua Consumo de
(ml) alimento (g) (ml) alimento (g)
1 705 337 565 279.5
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3 548 357.2 588 359.6
5 678 355.6 580 368
7 600 336 605 329.5
9 590 346.8 632 362
11 582 337.4 596 340.5
13 633 368.6 570 307.4
15 532 332.3 664 322
Promedio 608.5 346.3 600 333.5
Error 19.9 4.2 11.0 10.0
estandar

7.2 EFECTO DE LA BIOTINA SOBRE LA RESPUESTA A
FENILEFRINA EN RINON AISLADO DE RATAS CONTROL Y
TRATADAS CON L-NAME.

Para determinar un efecto dependiente de la concentracion de biotina tanto en
riion de ratas normotensas (grupo control) como tratadas con L-NAME (grupo
tratado), se utilizd una concentraciébn menor y otra mayor (1x10° y 1x107 M,
respectivamente) a las cual la biotina ejerce sus efectos biolégicos. En el rifion
aislado del grupo control, se realizaron curvas concentracion-respuesta a fenilefrina
(1x10® M - 1x10° M), midiendo primeramente los cambios en la presién de
perfusion, la cual fue utilizada como curva control. A continuaciéon se administro
biotina 1x10° M en bolo y posteriormente se repitié la curva concentracién-respuesta

a fenilefrina. Se siguido el mismo protocolo para realizar la curva concentracion—
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respuesta a la fenilefrina para biotina 1x10°y 1x10°" M.

Se observo que en el rifion de ratas del grupo control los cambios en la presién
de perfusién para biotina 1x10°, 1x10% y 1x10" M en comparacién con la curva

control, no obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la biotina a diferentes concentraciones en rifién aislado y perfundido de ratas
normotensas. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina sobre la presion de perfusion renal,
administrando biotina en bolo a diferentes concentraciones molares. Cada punto representa el promedio +
el error estéandar de 3 rifiones.

En el rindn aislado de rata del grupo tratado se realizé el mismo procedimiento
para la curva concentracion- respuesta a la fenilefrina. Se observd que los cambios
en la presion de perfusion a las diferentes concentraciones de biotina en

comparacion con la curva control, no obtuvieron una diferencia estadisticamente
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significativa (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la biotina a diferentes concentraciones en rifién aislado y perfundido de ratas
tratadas con L-NAME. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en rifidn de ratas hipertensas
administrando biotina a diferentes concentraciones. Cada punto representa el promedio + el error estandar

de 3 rifiones.

7.3 EFECTO IN VIVO DE LA BIOTINA SOBRE LA RESPUESTA A
FENILEFRINA EN RINON AISLADO DE RATAS TRATADAS CON
L-NAME.

Con la finalidad de analizar y determinar la participacion del ON en el efecto
hipotensor de la biotina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a fenilefrina
en rifion aislado de ratas tratadas con L-NAME e inyectandolas con PBS (vehiculo)
via intraperitoneal (grupo control), y ratas tratadas con L-NAME inyectandolas con

biotina (2 mg/kg) disuelta en PBS via intraperitoneal (grupo tratado), ambos grupos

_}
Jests Manuel Romdn Manzanares 37



Laboratorio de Bioquimica y Genética de la Nutricion

tratados durante 15 dias. Unicamente se realizé una curva concentracion-respuesta

a la fenilefrina.

Se observé una ligera disminucion en los cambios de la presion de perfusion
renal del grupo tratado comparado con el grupo control, sin obtener una diferencia

estadisticamente significativa (Figura 10).
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Figura 10. Efecto in vivo de la biotina sobre la respuesta a fenilefrina en rifion aislado de ratas
tratadas con L-NAME. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en rifién aislado de ratas del
grupo control vs grupo tratado. Cada punto representa el promedio + el error estandar de 5 rifiones.

7.4 EFECTO DE LA BIOTINA Y EL INHIBIDOR INDOMETACINA
SOBRE LA RESPUESTA PRESORA A FENILEFRINA EN RINON DE
RATA NORMOTENSA.

Para analizar y determinar la participacion de las prostaglandinas en el efecto

hipotensor de la biotina se utilizo el inhibidor de la COX, la indometacina. Se
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realizaron curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en rifion aislado de ratas
normotensas, tomando la primera curva como control. Posteriormente se incorporo
el inhibidor indometacina a la solucion Krebs-Henseleit a una concentracion de 10
UM, para después administrar biotina 1x10° M en bolo y finalmente repetir la curva

concentracion-respuesta a la fenilefrina.

Se observo una ligera disminucion en los cambios de la presion de perfusion de
la curva con biotina méas indometacina con respecto a la curva control, sin embargo

no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (Figura 11).

140 ~
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Figura 11. Efecto de la biotina y de la indometacina en la presién de perfusion renal de ratas
normotensas. Curva concentracién-respuesta a fenilefrina en rifién aislado, la segunda curva se
realiz6 en presencia de biotina més indometacina. Cada punto representa el promedio * el error

estandar de 3 rifiones.
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VIII. DISCUSION

La participacion de un dérgano como el rifion en la regulacién de la PA,
principalmente a largo plazo, desempefia una participaciéon muy importante, debido a
que existen diversos mecanismos y sustancias vasoactivas que estan involucrados
en dicho proceso. En la hipertension arterial, el riidbn es uno de los 6rganos mas
afectados y de no llevar un tratamiento farmacolégico puede haber complicaciones
mayores como la insuficiencia renal. De tal manera se ha requerido investigar y
estudiar mecanismos de accion de posibles farmacos y micronutrientes que
contribuyan en el tratamiento de la HTA, es el caso de la biotina, una vitamina que
podria ser utilizada con este fin, como se ha hecho con otras vitaminas para el

tratamiento de diversas enfermedades (Cheung, 2012; Vosper, 2009).

Al emplear el modelo de HTA inducida por el inhibidor L-NAME en ratas Wistar,
no observamos diferencias entre los grupos (ratas tratadas con L-NAME vy ratas
normotensas) con respecto al consumo de alimento y agua, lo cual valida el uso del
modelo animal para estudios posteriores, ya que no se observan cambios

metabdlicos visibles que pudieran influir en la presion arterial per se.

En el efecto de la biotina sobre la respuesta a fenilefrina en rifién aislado de
ratas Wistar normotensas, se observa una ligera disminucion de la presion de
perfusion, lo que seria contradictorio a lo reportado por Watanabe y colaboradores

en 2008, en donde la biotina no modifico la presion arterial en la cepa Wistar Kyoto
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(Watanabe et al., 2008). Sin embargo, no se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa, lo que nos indica que la biotina podria no modificar la presion arterial en

ratas Wistar normotensas.

Utilizando el mismo modelo de hipertension, se observa en el grupo control
(normotenso) una ligera disminucion en la presion de perfusion renal en las
diferentes concentraciones de biotina (1x10°, 1x10® y 1x107 M) con respecto a la
curva control, no asi para el grupo tratado (deficiente de ON), aunque sin llegar a
obtener una diferencia estadisticamente significativa. Los resultados anteriores
indican que el efecto hipotensor aparentemente observado en el grupo control es
dependiente de la sintesis de ON. Dicho efecto es similar a lo reportado por
Rodriguez y Zempleni en 2009, donde la sintesis de 6xido nitrico es dependiente de
las concentraciones de biotina (Rodriguez y Zempleni, 2009); sin embargo, el
experimento fue realizado en una linea celular Jurkart, la cual es una linea celular
linfocitica que no esté relacionada con la regulacion de la PA. Al no haber una
diferencia estadistica significativa en el grupo control y tratado, podemos decir que la
biotina a diferentes concentraciones no ejerce un efecto hipotensor renal y que no

depende de la concentracion.

En el estudio realizado in vivo, donde al grupo control se le administré PBS y L-
NAME y al grupo tratado biotina mas PBS y L-NAME, se observa una disminucién de
la presién de perfusion renal del grupo tratado con respecto al control, esto en
comparacion en el estudio de Watanabe y colaboradores en 2008, se reporta una

disminucién de la presion arterial producida por la administracién a largo plazo de la
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biotina, en ratas de la cepa SHRSP con hipertension espontanea (Watanabe et al.,
2008); esto indica que la biotina tiene un efecto hipotensor en ratas hipertensas y
gque ademas dicho efecto es producido por un mecanismo independiente de la
formacion de ON, ya que tanto en nuestro estudio como en el de Watanabe se utilizé
el inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (L-NAME), el cual no modifico el efecto de la
biotina. Sin embargo, para nuestro estudio no se alcanz6 a obtener una diferencia
estadistica significativa. Por lo tanto, podemos decir que la biotina no ejerce un

efecto antihipertensivo in vivo.

En el estudio para analizar y determinar la participacion de las prostaglandinas
en el efecto hipotensor de la biotina en riidn de ratas normotensas, se administrd
biotina en conjunto con indometacina, observando una disminucién de la presion de
perfusion en respuesta a la fenilefrina con respecto a la curva control, en ausencia
de biotina e indometacina. Se sabe que las prostaglandinas son sintetizadas a partir
del &cido araquiddnico por la enzima COX (Rang y Dale, 2008), y sus efectos se
deben a la unién con receptores especificos acoplados a proteinas G. Entre las
prostaglandinas destacan la PGE2 y PGlz por sus efectos vasodilatadores y que se
encuentran a nivel renal, una vez que interactian con su receptor acoplado a la
proteina G del subtipo Gs, producen un efecto de estimulacion de la enzima AC con
la consecuente produccion del segundo mensajero AMPc, el cual activa a la PKA
disminuyendo las concentraciones de Ca?* (Brunton et al., 2006; Morgado et al.,
2012). De tal manera, al utilizar un inhibidor de la ciclooxigenasa, como la

indometacina, se bloquea la sintesis de prostaglandinas y con ello toda la cascada
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de sefalizacion. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados, el efecto observado
presenta una ligera disminucién en los cambios de la presidon de perfusion que quiza
se deba a otros mecanismos hipotensores o de autorregulacion renales (excepto el
mecanismo de las prostaglandinas), sin dejar de lado a la biotina que también
pudiera estar involucrada. Ademas, si la biotina ejerciera un efecto hipotensor a
través del mecanismo de las prostaglandinas, éstas al ser blogueadas por la

indometacina, producirian un aumento en la presion de perfusion renal.

Cabe mencionar que en estudios recientes llevados a cabo por Toledo-Lépez
en nuestro laboratorio (2014), en el mismo modelo de hipertension por L-NAME se
obtuvo un decremento en la contraccién de la aorta con y sin endotelio sobre la
respuesta a la fenilefrina después de la incubacién con biotina, indicando que el
efecto hipotensor de la biotina no esta relacionado con la sintesis de ON; sin
embargo, estos hallazgos son opuestos a nuestros resultados y a los Montero-
Hernandez (2014), son opuestos, ya que no se observa una disminucion de la
presion de perfusion renal en el mismo modelo de hipertension con L-NAME.
Aunque cabe sefalar que en la aorta in vitro su regulacion Unicamente depende de
la funcién endotelial y que el rifidn es un 6érgano en el que existen diversos

mecanismos de autorregulacion que tratan de conservar la homeostasia.

En los estudios de Montero-Hernandez (2014) se descarta la participacion de la
sintesis de angiotensina Il y la produccion de ON en el efecto hipotensor de la

biotina a nivel renal.
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IX. CONCLUSIONES

1. La biotina no ejerce un efecto hipotensor en rifidén de rata ex vivo.

2. La biotina no tiene un efecto hipotensor ni muestra una dependencia de la

concentraciéon en rindn de rata.

3. La biotina no produce un efecto hipotensor en rifion de rata in vivo.

4. La biotina no ejerce un efecto hipotensor por la via de la sintesis de

prostaglandinas.
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