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Resumen

La progesterona es una hormona esteroide que controla eventos clave de
la reproduccion de los mamiferos, ésta es una hormona vasoactiva. Todas las
actividades de la progesterona estan mediadas por la interaccion con sus
receptores tanto a nivel membranal como nuclear. El endotelio vascular produce
una gran cantidad de sustancias vasodilatadores para contrarrestar los efectos
constrictores del sistema nervioso simpético (SNS) en animales normotensos.
Una alteracion en esta produccion conlleva a una enfermedad cardiovascular
denominada hipertension arterial. La prevalencia de esta patologia en mujeres
aumenta después de la quinta década de vida, sugiriendo que las hormonas
juegan un papel protector ante tal enfermedad, pero el mecanismo por el cual
actuan es aun incierto.

En este trabajo se plantedé evaluar los efectos del tratamiento con
progesterona sobre los receptores o; adrenérgicos vasculares en hipertension
inducida por deficiencia de 6xido nitrico en ratas hembras ovariectomizadas de
la cepa Wistar, realizando curvas dosis- respuesta en ratas descerebradas y
desmeduladas y cuvas concentracion- respuesta a la fenilefrina en aorta
toracica; ademas se analiz6 la densidad proteica de oy adrenoreceptores y la
actividad de la sintasa de 6xido nitrico.

En el modelo de rata descerebrada y desmedulada se observa aumento en
la afinidad y potencia de la respuesta a agonistas de los receptores oy
adrenérgicos debido a la administracion de la progesterona en ratas hipertensas.
Asi mismo la respuesta a agonistas adrenérgicos aumenta en las ratas
ovariectomizadas, respecto a los controles.

En aorta de ratas hembras los receptores que se encuentran mediando la
respuesta contractil son el aip-AR y el aia-AR puesto que el efecto maximo
disminuye conforme incrementa la concentracién de antagonista en los grupos
tratados con progesterona y/o L-NAME. EIl receptor predominante en ratas
hembras durante la hipertension es el a;a-AR y su densidad proteica disminuye
con la administracion de progesterona. La actividad de la NOS aumento en el
grupo ovariectomizado.

Concluimos que la progesterona no genera respuestas vasoprotectoras en el
animal integro, la respuesta contractii esta mediada por los receptores
adrenérgicos a1a-AR y el a1p-AR; el a1a-AR es el que se encuentra presente en
mayor proporcion en la aorta de ratas hembras y disminuye con Ila
administracion de progesterona. La actividad de la sintasa de 6xido nitrico (NOS)
aumenta con la ovariectomia.
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1. Introduccidon

1.1 Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide indispensable para la
procreacion de los mamiferos, ya que controla eventos clave de la reproduccion
en la hembra, desde la ovulaciébn a la implantacion, el mantenimiento del
embarazo y el crecimiento de las mamas (Chabert-Buffet y col., 2005; Gellersen

y col., 2009).

La progesterona es conocida por su efecto relajante sobre el musculo liso
miometrial; asi, se ha descrito que la progesterona bloquea la accion de la

oxitocina e inhibe la formacién de uniones Gap (Goldman y col., 2005).

Por otro lado, la progesterona es la responsable del aumento de la
fragilidad capilar y de facilitar el sangrado durante la menstruacion (Thomas y
col., 2003), esta accién parece estar relacionada con el incremento de la
actividad del sistema renina-angiotensina durante la fase Iatea del ciclo

menstrual normal (Barbagallo y col., 2001).

Varios estudios indican que la progesterona ejerce acciones en el
musculo liso vascular (Barbagallo y col., 2001; Wassmann y col., 2005; Otsuki y
col., 2001; Thomas y col., 2003; Hodges y col., 1999; Koh y col., 2001; Rosano y

col. 2000; Oelkers y col., 1999; Cutini y col., 2009; Selles y col., 2002); sin

Marian Euridice Martinez Cruz
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embargo, hay gran controversia respecto a estos efectos, es decir, si su accion

es vasodilatadora o vasoconstrictora.

Existen reportes que indican que la progesterona actia como
amortiguador, en respuesta a las sefiales vasoconstrictoras del calcio
(Barbagallo y col., 2001, Selles y col., 2001), e incluso que la progesterona
ejerce acciones no gendmicas sobre la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la sintasa de
oxido nitrico (NOS), al activar la tirosina cinasa y la fosfatidil inositol-3 cinasa
(PI3K), que efectian comunicacién cruzada entre las COX y la NOS (Cutini y
col., 2009, Selles y col., 2001). Asi, la accién de progesterona no solo es liberar
compuestos vasorrelajantes, sino que también inhibe la agregacion plaquetaria
gue disminuye la formacion de placas ateroescleréticas, siendo éste un evento
dependiente de la activacion de fosfolipasa C (PLC) (Cutini y col., 2009, Selles y
col., 2002). Es bien conocido el efecto de los estrogenos como activadores de la
NOS, y cuando se emplean en la terapia de reemplazo hormonal combinados
con progesterona, se mejora la funciéon endotelial (Koh y col., 2001; Rosano y
col., 2000); ademas, disminuye el riesgo de padecer cancer uterino e hiperplasia

endometrial (Thomas y col., 2003).

Por otro lado, la progesterona es antagonista de los efectos
vasoprotectores ejercidos por estrogenos que actuan sobre la eNOS
(Wassmann y col., 2005), disminuyendo el flujo sanguineo coronario y la

vasodilatacién, debido a que progesterona aumenta el estrés oxidativo al

Marian Euridice Martinez Cruz
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disminuir la actividad de superoxido dismutasa (Wassmann y col., 2005) que
conduce al aumento en la expresion de citocinas proinflamatorias (Otsuki y col.,
2001; Koh y col., 2001). Ademas, la progesterona se asocia con pérdida de Na*
y un aumento en la secrecion de renina, lo que podria activar el sistema renina —
angiotensina, produciendo vasoconstriccion (Barbagallo y col., 2001; Oelkers y

col., 1999; Wambach y Higgings, 1979).

1.2. Receptores ala progesterona

La progesterona ejerce acciones genémicas y no genémicas a través de
la activacion de segundos mensajeros (figura 1.2). Ambas acciones son
reguladas por la interaccién de progesterona con su receptor, ya sea al interior
de la célula (receptor nuclear, PR) o en la membrana celular por interaccién con
el receptor membranal (mPR) (Gadkar-Sable y col., 2005, Chabbert-Buffet y col.,

2004).

Marian Euridice Martinez Cruz
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Figura 1.2. Mecanismos de accidon de la progesterona. (A) Via genoémica y (B) Via no
gendémica. P-Progesterona, PR- Receptor de progesterona, Modificado de Gadkar-Sable, y
col., 2005

—_——————

1.2.1. Receptores nucleares

Existen dos isoformas de los receptores a progesterona (PRs): la Ay la B,
(figura 1.2.1), pertenecen a la familia de receptores nucleares y poseen
caracteristicas de factores transcripcionales, son expresados de un mismo gen
pero tienen dos codones de iniciacion AUG, que permiten la generacion de dos
transcriptos, traduciendo las dos isoformas (Chabert-Buffet y col., 2004; Mulac-

Jercevic y Connely, 2004).
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Figura. 1.2.1. Organizacién estructural de las isoformas del receptor de progesterona
(PR), PR-A y PR-B. Los numeros denotan la posicién de los aminoacidos en cada proteina.
AF-1, AF-2 y AF-3 son dominios de activacion; DBD, es el dominio de union al DNA; LBD, es el
dominio de union al ligando; ID, dominio inhibitorio; DIM, secuencias de importancia para la

dimerizacion del receptor (Mulac-Jercevic y Connely, 2004).

La region amino terminal contiene dos dominios de transactivacion (AF-1

y AF-3) que reclutan proteinas co-activadoras del receptor, para modular el nivel

y especificidad de la activacion del gen blanco, asi como un dominio inhibitorio

(ID) responsable de

reclutar

proteinas co-represoras de la inhibicién

transcripcional. La regién mas conservada (C) es la de unién al DNA (DBD), que

en el caso de los PRs esta en la parte central, consiste de 66-68 aminoacidos y

se compone de dos estructuras dedos de zinc Il, que facilitan la unién del

receptor en secuencias cis del DNA y son el marco de la superfamilia de los

receptores nucleares.
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El receptor a la progesterona también posee un dominio de union al
ligando (LBD) altamente conservado, localizado cerca del DBD en el lado del
extremo carboxilo (Mulac-Jercevic y Conneely, 2004; Bramley, 2003). Ademas
de ser la regién de union a progesterona, esta secuencia (LBD) contiene un
dominio de transactivacion adicional (AF-2) requerido para el reclutamiento de
co-activadores dependientes de hormonas, que permiten interaccionar el
receptor inactivo con proteinas de choque térmico, las cuales llevan a
dimerizacion del receptor (Vegeto y col., 1992; Fawell y col., 1990; Pratt y col.,

1988; Webster y col., 1988).

1.2.1.1. Mecanismo de accién gendémico de la progesterona

Una vez en la célula blanco, la progesterona induce un cambio de
conformacién del receptor (PR), de su forma inactiva a un receptor activo que se
unira al DNA. Este cambio se acompafia con la disociaciéon de proteinas de
choque térmico hsp-90, hsp-56 y hsp-70 (Bagchi y col., 1991) y la dimerizacion
del receptor (Chabert-Buffet y col., 2004; Mulac-Jercevic y Connely, 2004). El
homodimero PR activado, se une a secuencias especificas de DNA con la
region promotora de genes de respuesta a la progesterona o elementos de
respuesta a progesterona (PRE) (Chabert-Buffet y col., 2004). Se cree gque la
unién del agonista al PR también activa la transcripcion directa sobre la
magquinaria de transcripcibn 0 por asociacidn con co-activadores, ésta

interaccidbn aumenta la transcripcién produciendo agonismo a niveles celular y

Marian Euridice Martinez Cruz
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tisular. Los co-activadores podrian estar dentro de los amplificadores de la
regulacion transcripcional e incluirse en otros receptores esteroides (SRC)

pertenecientes a la familia de receptores nucleares (Liu y col., 2002).

Los PR también interactian con co-represores transcripcionales, como el
co-represor del receptor nuclear (NCoR), el mediador silenciador del &cido

retinoico y el receptor de hormonas tiroideas (SMRT) (Li y col., 2003).

1.2.2. Receptores membranales

Si bien la mayoria de acciones de progesterona ocurren por el clasico
mecanismo de las hormonas esteroides, la hormona también ejerce efectos
rapidos sobre diferentes vias de sefializacion, independientes de regulacién

genética o transcripcional.

Existe evidencia acerca de que las acciones no genomicas de
progesterona son producidas al activarse la fraccion citoplasmica del receptor
(nPR), en especifico por la isoforma B. Las respuestas rapidas a la progesterona
son detectadas en células y tejidos deficientes en nPR, como los linfocitos T, las
plaquetas, el cuerpo lateo de rata y en ratones PR “knockout” (Chabert-Buffet y

col., 2004; Mulac-Jercevic y Connely, 2004; Gadkar-Sable y col., 2004).
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La progesterona estimula respuestas celulares independientes de la
funcion reguladora transcripcional de los PRs, por al menos dos mecanismos
distintos. El primer mecanismo depende de PR e involucra la activacion de
cascadas de fosforilacion mediadas por PRs, por ejemplo la via de Src/Ras/
MAP cinasas para modular respuestas celulares de la hormona
(Boonyaratanakornkit y col., 2001; Ballare y col., 2003) o la inhibicién de la
produccion de cAMP, la activacion de ERK1/2 o p38, asi como la movilizacion de
calcio (Chabert —Buffet y col., 2004). El segundo mecanismo es independiente
de PRs y parece ser mediado por interacciones con receptores de membrana

especificos (Figura 1.2.2).
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Figura 1.2.2. Vias gen6micas y no gendmicas de activacion por progesterona. Las
diversas acciones membranales de progesterona ocurren al activarse diferentes cascadas de
sefializacion, como la via de las MAPK y del trifosfato de inositol (IP3). Modificado de Bramley,
20083.

_—— e ———

Inicialmente se clonaron tres isoformas del mPR (o, By 7y) en ovarios de
peces y subsecuentemente se identificaron en una gran diversidad de especies
incluida la humana, y se describen como receptores acoplados a proteinas G
distintos de los clasicos PRs intracelulares, pertenecen a una familia de

proteinas altamente conservadas, desde las eubacterias hasta los mamiferos
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superiores, denominados receptores progestin-adipoQ (PAQRs) (Chabert —

Buffet y col., 2004).

Los receptores membranales a progesterona en humanos se localizan en
células endoteliales adrticas (Welter y col., 2003), hepatocitos (Baker y col.,
2003), neuronas (Kopeikina- Tsiboukidou y col., 1986), gldndulas mamarias
(Richer y col., 2002), ovarios (Schreiber y col., 1979), espermatozoides (Luconiy
col., 1998) y células granulosas (Peluso y col., 2001). En el ovocito de los
anfibios, los mPR son responsables de reanudar la meiosis por incremento del

calcio intracelular (Gadkar-Sable y col., 2004).

1.3. Reguladores de la presion arterial.

El tono vascular es resultado de interacciones entre mecanismos de

control neurales y endoteliales (T6rok, 2008).

El endotelio sintetiza y libera un espectro de sustancias vasoactivas que
modulan el tono vascular, la homeostasis, la respuesta inflamatoria y la
angiogénesis. Los factores vasoactivos relajantes incluyen: oOxido nitrico,
prostaciclina, adenosina, péptido natriurético C, etc., y los factores contractiles
son: tromboxano A,, endotelina-1, angiotensina Il, anion superoxido, entre otros
(Vanhoutte y Tang, 2008). En animales normotensos, los factores
vasodilatadores se producen en grandes cantidades permitiendo al endotelio

oponerse al tono vasoconstrictor del sistema nervioso simpatico. Las células
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endoteliales se comunican con las células del musculo liso por uniones gap que
permiten la extension del tono electrotonico (Toérok, 2008).

A nivel fisiologico existen diversos sistemas encargados de mantener la
presion sanguinea, como lo son la reactividad vascular a catecolaminas, el
sistema renina-angiotensina, el Oxido nitrico, entre otros. A continuacion se

describen con mayor detalle algunos de ellos.

1.3.1. Receptores adrenérgicos

Las catecolaminas interactian con una familia bien conocida de receptores
adrenérgicos (AR). Estos receptores son mediadores criticos de las respuestas
del sistema nervioso simpatico, y de respuestas involucradas en la homeostasis
cardiovascular como: la vasoconstriccion arterial y la contraccion cardiaca. Los
AR pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Finch y
Graham, 2006). Los AR se localizan en la membrana celular, donde reconocen a
sus agonistas y transducen la sefial hacia el interior de la célula (Finch y

Graham, 2006).

1.3.1.1. Clasificacion de los receptores adrenérgicos.

Los AR se dividen en tres subfamilias: a1-AR, a,-AR y B-AR, su funcion se
realiza al unirse a las catecolaminas y transducen la sefial al estar acoplados y
activar a las proteinas G heterotriméricas formadas por las subunidades o, By y

(Gg1, Gi y Gs, respectivamente), lo que promueve un intercambio de GTP por

Marian Euridice Martinez Cruz

25



iggunm
Maestria en Ciencias de la Salud ! w@

FEM

GDP en la subunidad a y su disociacién de las subunidades Py, activando a la
fosfolipasa C (a;-AR), inhibiendo a la adenilato ciclasa (a2-AR) o activando a la
adenilato ciclasa (B-AR) (Finch y Graham, 2006). A la fecha se han clonado 9

diferentes ARs 1A, O11B, Ol1D, Ol2a, Ol2B,0l2C, Bl! Bz Yy Bg (Phl"lpp Yy CO|., 2002)

Los tres a1-AR tienen afinidad similar por las catecolaminas, se expresan
en las arterias y al unirse a sus agonistas median respuestas simpaticas, como
la contraccién del musculo liso vascular y cardiaco, y estan involucrados en una
gran variedad de sindromes cardiovasculares como la hipertension, la
insuficiencia cardiaca y la hipertrofia cardiaca (Waldrop y col., 2002; Ricci y col.,
1998). Ademas de la regulacion aguda de la presion sanguinea, las
catecolaminas pueden inducir crecimiento endotelial al unirse a los «;-AR

(Waldrop y col., 2002).

Los a,-AR y B-AR son activados por adrenalina, pero pueden ser
diferenciados por farmacos con efectos opuestos sobre la adenilato ciclasa.
Ambos receptores son homodlogos entre si, con la rodopsina y otros receptores
con 7 dominios hidrofébicos que representan los segmentos transmembranales

(Kobilka y col., 1998, Frielle y col., 1988).

Por otro lado, los agonistas p,-AR tienen una funcion importante en la

terapia contra el asma, los antagonistas ;-AR son medicamentos de primera
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eleccidon para pacientes con hipertension, enfermedad coronaria o insuficiencia

cardiaca crénica (Phillipp y col., 2002).

1.3.1.2. Regulacion de la presion sanguinea por los receptores

adrenérgicos

Se ha identificado que la hipersensibilidad del muasculo liso vascular
deriva entre otras cosas por estimulos sobre los o;-AR y esto resulta ser el
principal factor involucrado en el mantenimiento de la presion arterial durante la
hipertension en ratas espontaneamente hipertensas (SHR), y en otros modelos

de hipertension (Villalobos-Molina e Ibarra, 1999).

Los a;-AR se han caracterizado en una gran variedad de vasos. En
particular, el aup-AR se ha caracterizado con mayor detalle en arterias: aorta,
car6tida, mesentérica, femoral, iliaca y renal, mediando la contraccion por
agentes adrenérgicos contribuyendo al control de la presion arterial in vivo

(Bracho-Valdés y col., 2009).

Se sabe que el MRNA del a;p-AR esta ampliamente distribuido, como el
MRNA para ai1a-AR Yy el ays-AR Yy que solo es traducido en respuesta a ciertos
estimulos, como la pérdida de otros o;-AR 0 en la hipertension (Hague y col.,
2006). Este receptor tiene actividad intrinseca (Rodriguez-Pérez y col., 2009) y
muchos de sus antagonistas mas comunmente usados en realidad son

agonistas inversos. Estos receptores se mantienen fosforilados en su estado
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basal y los agonistas naturales adrenalina y noradrenalina, incrementan su
fosforilacién, teniendo un efecto similar la activacion directa de la proteina cinasa
C (Garcia-Sainz y col., 2001). La activacion del a;,-AR induce contraccion en
una gran variedad de vasos, a lo que se le atribuye una probable funcion de
control de la presion sanguinea: asimismo, diversos estudios realizados en ratas
prehipertensas jévenes y en adultas espontaneamente hipertensas sugieren que
los a;,-AR vasculares estan involucrados en la génesis y mantenimiento de

hipertension (Garcia-Sainz y Villalobos-Molina, 2004).

Por su parte, los a,-AR estan involucrados en el control de la presion
sanguinea en diferentes regiones adrticas. La activacion no selectiva de los -
AR usualmente genera una respuesta bifasica de la presion sanguinea: después
de una breve fase de hipertension, que es mas pronunciada tras una rapida
inyeccién intravenosa, la presion arterial disminuye por debajo de los niveles
basales (Phillipp y col., 2002). Después de la administracion oral de agonistas
a2-AR, la accion hipotensora prevalece y este efecto se emplea para tratar la
presion arterial elevada en pacientes hipertensos. De manera interesante, las
dos fases de la respuesta presora estdn mediadas por dos diferentes receptores

a2 in vivo (Phillipp y col., 2002).

1.3.2. Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO) es un radical libre de vida corta, que se considera

mediador en una gran diversidad de funciones biolégicas incluyendo las
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cardiovasculares, nerviosas, reproductivas, respiratorias, gastrointestinales e
inmunoldgicas. El NO es sintetizado en las células vasculares endoteliales por
conversion de la L-arginina en L-citrulina + NO (To6rok, 2008). En el sistema
cardiovascular, el NO es responsable de la vasodilatacion dependiente de
endotelio y la inhibicion de la agregacion plaquetaria (Moncada y Higgs, 2006).
En el tejido vascular, el NO activa la guanilato ciclasa con un aumento en el
monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), lo cual lleva a la relajacion del

musculo liso vascular (Liao y col., 1996).

La conversion de L-arginina en L-citrulina es catalizada por la enzima NO
sintasa, de la cual se conocen tres isoformas: la NOS endotelial (eNOS), la NOS
neuronal (nNOS) y la NOS inducible (iNOS) (Nelson y col., 2000). Las NOS
comparten la actividad catalitica de convertir L-arginina en L-citrulina, pero se
pueden dividir en dos clases funcionales, basadas en la dependencia de calcio:
las formas constitutivas eNOS y nNOS requieren calcio para su actividad,
mientras que la INOS es independiente de calcio (Nelson y col., 2000; Gobbetti
y col., 1999). La sustancia comunmente empleada para activar los receptores
endoteliales es la acetilcolina que al unirse a los receptores muscarinicos
desencadena la liberacién de calcio lo que induce la activacion de la eNOS
(Torok, 2008).

Se ha reportado en diversos estudios, que la inhibicion de la sintesis de

NO se asocia con hipertension arterial y vasoconstriccion renal.
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La liberacion de NO a la microcirculaciéon ocurre de manera continua,
moderando los efectos de la circulacion local de vasoconstrictores circulantes,
ayudando a regular la presion sanguinea y el flujo sanguineo en un 6rgano

especifico (Ribeiro y col., 1992).

1.3.3. Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina (RAS) tiene una funcion muy importante en
la regulacién de procesos fisiolégicos del sistema cardiovascular. La principal
molécula efectora de RAS es la angiotensina Il (Ang Il) y ésta se ha descrito
como una hormona que afecta la funcién de practicamente todos los 6rganos
incluyendo el corazon, los rifiones, la vasculatura y el cerebro, participando en
efectos benéficos o patolégicos (Mehta y Griendling, 2007). La estimulacion
aguda con Ang Il regula la homeostasis de sal/lagua y la vasoconstriccion,
modulando la presion arterial, mientras que la estimulacién crénica promueve
hiperplasia e hipertrofia de las células del musculo liso vascular (CMLV) y del
musculo cardiaco (Geisterfer y col., 1988). Ademas, la exposicion prolongada a
la Ang Il genera hipertrofia y remodelacion cardiaca, restenosis in-stent,

reduccion de la fibrinolisis y fibrosis renal (Mehta y Griendling, 2007).

Los mecanismos que controlan la formacion y degradacion de Ang Il son
importantes en la determinacion de su efecto fisiolégico final. El octapéptido Ang
Il se forma por conversion enzimatica de angiotensindégeno a angiotensina | (Ang

) por la actividad de la aspartil proteasa de renina, y posteriormente, la
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conversion de Ang | a Ang Il por la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
La activacion del receptor para renina también incrementa la conversion de
angiotensindgeno a Ang |, con la activacion resultante de las MAPKs. De
manera interesante, un nivel alto del mMRNA del receptor de renina esta presente
en el corazén y se han localizado receptores de renina en el endotelio de las
arterias coronarias y renales (Nguyen y col., 2002). El efecto especifico en los
tejidos del aumento de Ang Il y de la actividad de RAS depende de la expresion
celular y activacién de receptores a la angiotensina | (AT,Rs), cuya funcion es
critica en la fisiopatologia de muchas enfermedades renales y cardiovasculares

(Mehta y Griendling, 2007).

La Ang Il generada por el RAS regula de forma importante la presion
arterial sistémica. Se ha reportado que los componentes del RAS, como la
actividad plasméatica de renina, la concentracion de renina en plasma y la
liberacion renal de renina pueden estar aumentadas en animales hipertensos,
sugiriendo su participacion en la patogénesis de la hipertension e hipertrofia

cardiaca (Figueroa-Guillén y col., 2009).

1.3.3.1. Receptores de Angiotensina

Los receptores para la Ang Il son de dos tipos y pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, los receptores AT; (AT:R) y

los receptores AT, (AT2R). Estos receptores comparten 34% de sus
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caracteristicas (Mehta y Griendling, 2007).

Los AT;R median la mayoria de las funciones de la Ang Il y estan
ampliamente distribuidos en todos los 6rganos incluyendo higado, adrenales,
cerebro, rifion, corazén y vasculatura. El AT;R regula los efectos finales de Ang

Il en el tejido blanco (Mehta y Griendling, 2007).

Por otro lado, los AT,R inducen efectos antiproliferativos y proapoptoticos
en las células vasculares del musculo liso, es decir, producen efectos
antagonicos a los estimulos de los AT;R (Griendling y col., 1996). Los AT.R
estan altamente expresados en tejido fetal, incluida la aorta fetal, el mesénquima
gastrointestinal, tejido conectivo, sistema esquelético, cerebro y médula adrenal;
su expresion disminuye al momento del nacimiento, lo que sugiere que actdan
en el desarrollo fetal y pueden ser inducidos mas tarde en la vida adulta en
condiciones patoldgicas, entre las que se incluyen insuficiencia e hipertrofia

cardiaca (Shanmugam y col., 1996).

1.4. Hipertension arterial

La hipertension es una enfermedad cardiovascular que se ha asociado
con un aumento de catecolaminas circulantes en plasma, hipersensibilidad del
sistema nervioso simpatico, incremento del tono vascular y de las resistencias
periféricas (Lyssand y col., 2008; Tanoue y col., 2002; Villalobos-Molina e Ibarra,

1999). Un regulador clave del sistema nervioso simpatico son los receptores ;-
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adrenérgicos (o1-AR), que se activan por catecolaminas endogenas (adrenalina
y noradrenalina) para contraer el musculo liso vascular, aumentando las

resistencias periféricas y la presion arterial (Lyssand y col., 2008).

El Instituto Nacional de Corazon, Pulmones y Sangre (NHLBI de E.U.A))
clasifico la presion arterial en adultos (mayores a 18 afios) en varias categorias.
La presion sanguinea normal esta definida como la presién arterial sistolica
(PAS) menor de 120 mmHg y la presion arterial diastolica (PAD) menor a 80
mmHg, mientras que la prehipertension ha sido definida con PAS entre 120-139
mmHg y PAD 80-89 mmHg. La etapa uno de la hipertension, se define con PAS
140-159 mmHg y PAD de 90-99 mmHg, mientras que la etapa dos con PAS

mayor de 160 mmHg y PAD mayor al00 mmHg (Tabla 1.4.1, Lye y col., 2009).

Tabla 1.4.1. Clasificacion de la presion arterial segun el Instituto Nacional de Corazén,
Pulmones y Sangre (Lye y col., 2009)

Presion arterial sistélica (mmHg) Presion arterial diastélica (mmHg)
Normotenso <120 <80
Prehipertension 120-139 80-90
Hipertension | 140-159 90-99
Hipertension I > 160 > 100

La hipertension puede ser primaria o secundaria. La hipertension primaria
es de etiologia multifactorial y se presenta en ~ 95% de los casos, mientras que
la hipertension secundaria puede resultar de: embarazo, la apnea del suefio, el

sindrome de Cushing, dafio renal, menopausia, entre otras causas. Como se
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mencionod, las causas de la hipertension primaria no son muy claras, sélo se han
identificado algunos factores que incrementan el riesgo de padecerla, como son
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, incremento fisiolégico de la renina,

desequilibrio en el perfil de hormonas sexuales, entre otros (Lye y col., 2009).

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-030-SSA2-1999, la hipertension
arterial es una de las enfermedades crénicas con mayor prevalencia. En efecto,
alrededor de 30% de la poblaciéon de 20 a 69 afios la padece, y cerca del 60%
de los individuos afectados desconoce su enfermedad. Esto significa que en
México hay méas de 15 millones de hipertensos, y de ellas mas de 8 millones no
han sido diagnosticadas. La hipertension arterial es un importante factor de

riesgo de las enfermedades cardiovasculares y renales (ENSANUT, 2006).

2. Justificacion

La hipertensién arterial es un problema de salud publica a nivel nacional.
Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2006), la
prevalencia de HTA en mujeres aumenta a partir de los 50 afios de edad, etapa
gue coincide con la menopausia y el subsecuente desbalance hormonal, lo que
sugiere que las hormonas proveen proteccion durante las primeras décadas de
la vida de la mujer ante tal patologia; sin embargo, no se conoce el mecanismo
preciso por lo que esto ocurre. Como se mencion0 anteriormente, existen

reportes que indican la accion vascular de progesterona, pero no se ha descrito
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si la hormona modula la respuesta vascular a las catecolaminas, por lo que el
presente trabajo representa una exploracién de algunos de los procesos y
mecanismos en los que esta involucrada la progesterona a nivel de receptores

o1 adrenérgicos vasculares durante la hipertension arterial.

3. Hipotesis

La progesterona disminuye los receptores adrenérgicos oy vasculares

durante la hipertension.

4. Objetivo General

Evaluar los efectos de la progesterona en la hipertension inducida por

deficiencia de 6xido nitrico en ratas hembras.
4.1 Objetivos particulares

. Determinar el efecto de progesterona sobre la presion arterial, en la
rata descerebrada y desmedulada.

. Determinar el efecto de la progesterona sobre la funcion de los
receptores oy adrenérgicos, en la arteria aorta toracica de ratas
hipertensas.

. Determinar el efecto de la progesterona sobre la densidad proteica de
los receptores o, adrenérgicos, en la arteria aorta toracica de ratas
hipertensas.

. Determinar el efecto de la progesterona sobre la produccion de oxido

nitrico en ratas hipertensas.
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5. Materiales y métodos
5.1. Material biolégico

Ratas hembra de la cepa Wistar de 200-250g.

5.2. Reactivos con grado analitico

Todos los reactivos con grado analitico empleados en este trabajo fueron
obtenidos de Sigma, Aldrich. N°-Nitro-L-Arginina metil éster (L-NAME), acetato
de medroxiprogesterona, clorhidrato de fenilefrina, clorhidrato de rauwolscina,
clorhidrato de (dl)-propranolol, cloroetilclonidina, clorhidrato de RS100329,

clorhidrato de BMY7378, progesterona, clorhidrato de carbacol.

5.3. Equipo

Balanza para animales, equipo para ensayos funcionales en sistema de
organo aislado (Biopac Systems), camaras para electroforesis vertical (BioRad),
camara para transferencia (BioRad), transductor de presiébn acoplado a un
sistema LETICA (pletismografo), bomba de respiracion (Bioscience), sistemas

de adquisicion de datos MP100 Biopac Systems.

5.4. Metodologia
5.4.1. Animales
Las ratas tuvieron libre acceso a agua y alimento. Todos los

procedimientos se llevaron a cabo conforme a la NOM-062-ZO0-1999 sobre el
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manejo y cuidado de animales de laboratorio. Cada uno de los animales fue

pesado y marcado para su distribucion en grupos.

54.1.1. Ovariectomia.

Uno de los principales modelos para simular el estado menopausico en
cuestion hormonal es mediante la ovariectomia. Dentro de los grupos
experimentales se emplearon ratas a quienes se les realizé ovariectomia (OVX)
bilateral bajo anestesia con ketamina (70 mg/ kg i.m.) y xilazina (7 mg/kg i.m.).
Una vez que los animales fueron anestesiados, se realiz6 una incision en la
parte posterior del abdomen, se introdujeron unas pinzas y se localizé la trompa
de Falopio y fue ligada cerca de la altura del ovario e inmediatamente se
procedié a extirpar el ovario y suturar el tejido muscular subcutaneo mediante
sutura continua y mediante sutura con puntos la piel del animal; asi mismo, se

realiz6 del otro lado la cirugia.

Posterior a la cirugia, las ratas recibieron acido acetilsalicilico via oral en
el agua de beber (55 mg/ kg) por 3 dias. Y se dejaron en recuperacion de dos a
tres semanas para asegurar la ausencia de hormonas ovaricas circulantes,
después de ese tiempo, se dividieron en grupos aleatoriamente para cada grupo

y/o modelo de experimentacion.
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5.4.1.2. Induccién de hipertension

En los animales de los grupos hipertensos, tanto controles como
ovariectomizados, se indujo hipertension en los animales por la administracion
de un inhibidor de las sintasas de 6xido nitrico de L- NAME (Sigma Aldrich) en
una dosis de 75 mg/kg/dia/3 semanas via oral en el agua de beber. Se corroboré
la hipertension de cada uno de los animales en estudio, al medir la presion
arterial sistdlica por pletismografia semanalmente, igualmente, se ajusto la dosis

del farmaco de acuerdo al peso de los animales.

5.4.1.3. Determinacion de la presion arterial sistolica

Se determind la presion sanguinea semanalmente en la cola de la rata
por pletismografia, usando un transductor de presion LETICA (Panlab,

Barcelona, Espafia), con temperatura controlada.

5.4.1.4. Administracién de acetato de medroxiprogesterona (MPA)

Los animales de los grupos OVX+MPA e OVX+LN+MPA, fueron tratados
con 15 mg/rata/semana/4 semanas de medroxiprogesterona por Vvia
intramuscular (Roveri y col., 2000), tras la tercera semana de administracion de

L-NAME.
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5.4.2. Efecto de la progesterona sobre la presion arterial en la rata

descerebrada y desmedulada.

Para la evaluacion del efecto agudo de la progesterona, se emplearon
animales normotensos e hipertensos (tratados con L-NAME), tanto
ovariectomizados como controles sin ovariectomia. La distribuciéon de los

mismos se muestra en la figura 5.4.2.1, (n=4):

~

4

4

. . + Vehiculo
Ovariectomizadas |
OVX+IN |
N 1 Progesterona
Hipertensas
+  Vehiculo
Intactas
) CTRL+ IN
Rata 1 Progesterona
descerebrada y
desmedulada | Vehiculo
Ovariectomizadas |
(1) '8 |
N 1 Progesterona
Normotensas
+ Vehiculo
Intactas
CTRL
1 Progesterona

4

Figura 5.4.2.1. Distribucion de animales para la determinacion del efecto agudo de la
progesterona en el modelo de rata descerebrada y desmedulada.

OVX= Ovariectomizadas, CTRL= Grupo control, LN= L-NAME

Cada animal se anestesi6 en una camara saturada con éter etilico. Una
vez anestesiados, se practicé una tragqueostomia para dar respiracion asistida

durante el experimento con una bomba (Harvard ®). Posteriormente, se introdujo
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un estilete metélico por la érbita ocular para destruir las estructuras cerebrales,
encontrar el foramen magnum y llegar a la médula espinal para eliminar por
completo la influencia del sistema nervioso central, de este modo sélo se
observan las respuestas periféricas. Inmediatamente después se conectaron a la
bomba de respiracion (56 ciclos/ min; volumen 20 ml/ kg, Bioscience).
Posteriormente, se canuld la arteria carétida para conectarla al transductor y
realizar los registros de presion arterial con ayuda de un software computacional
conectado a un sistema de adquisicion de datos (MP100; Biopac Systems Inc.
Santa Barbara, CA, USA), y se cortaron los nervios vagos. Asimismo, se canuld

la vena femoral para la administracion de farmacos.

Una vez montados los animales, se permitié un periodo de estabilizacién
de al menos 15 minutos, enseguida se administré la progesterona y/o vehiculo,
segun fuera el caso y se esperaron 40 minutos para iniciar la curva dosis —

respuesta a fenilefrina desde 1ug/ kg hasta 1000 pg/ kg, iv.
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5.4.3. Efecto de la progesterona sobre la funcion de los receptores oy

adrenérgicos en la aorta toracica de ratas hipertensas.

Las ratas se dividieron en cuatro grupos para el ensayo de pruebas

funcionales en 6rgano aislado, la distribucion se muestra en la figura 5.4.3.1.:

R . 0VX n=4
Normotensas } S—
OVX+ MPA
( Y n=4
Ovariectomizadas
OVX+ IN
‘ Hipertensas | =
Ratas (L-NAME)
hembras / J OVX+ LN+
J MPA n-.
Misma edad y Controles sin | B
peso cirugia CIBLuS

Figura 5.4.3.1. Distribucion de animales para la evaluacion del efecto crénico de la
progesterona en ensayos funcionales en érgano aislado.
LN= L-NAME, OVX= Ovariectomia, MPA= Acetato de medroxiprogesterona.

Una vez finalizado el tratamiento para cada condicion experimental, las
ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg ip). Posteriormente se
extrajo la arteria aorta toracica, retirandole el tejido conectivo y graso para ser
cortada en anillos de 3-4 mm de longitud. Los anillos se introdujeron en camaras

para 6rgano aislado con 10 ml de solucién Krebs-Henseleit, con la siguiente
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composicion (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; KH,PO,4, 1.2; MgS0,.7H,0, 1.2;
CaCl,.2H,0, 2.5; NaHCOs3;, 25.0; dextrosa, 11.7; EDTA, 0.026 (lbarra y col.,

2000).

Las camaras para organo aislado se mantuvieron a 37 °C, pH 7.4 y con
burbujeo constante con una mezcla de 95% O, y 5% CO,. Cada anillo arterial se
monté en dos ganchos de nikrom, con uno de estos ganchos se fijo la
preparacién al fondo de la camara y con el otro gancho se fijé a un transductor
de tension (Grass FTO3 force displacement transducer; Astro-Med, Inc. West
Warwick, RI, USA), conectado a un sistema de adquisicién de datos (MP100;
Biopac Systems Inc. Santa Barbara, CA, USA), para registrar cambios en la

tension isométrica desarrollados por los anillos arteriales.

Los anillos arteriales se sometieron a una tension inicial de 3 g y se
sensibilizaron 3 veces, a intervalos de 30 minutos, con una concentracion
submaxima de fenilefrina (1x107 M) y se construyeron curvas concentracion-
respuesta a la fenilefrina (1x10° — 31.6 x10° M). Después de la primera curva a
la fenilefrina (curva control) se realizaron curvas concentracion-respuesta en
presencia de concentraciones crecientes de RS100329, un antagonista selectivo
de los a1a-AR, con cloroetilclonidina, un agente alquilante selectivo para los as-
AR y agonista parcial de los a1p-AR, y con BMY 7378, un antagonista selectivo

de los ai1p-AR, 30 minutos antes y durante la curva al agonista.
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Se emplearon concentraciones de 3.1x10° M, 1x10® M y 3.1x10® M de
los antagonistas BMY 7378 y RS100329 y una concentracién Gnica de 6.5x10°®

M para cloroetilclonidina (CEC).

Todas las curvas se realizaron en presencia de rauwolscina (1x107 M) y
propranolol (1x10™" M), para antagonizar las respuestas mediadas por los o, y f-

AR, respectivamente.

Las soluciones se prepararon diariamente y las concentraciones fueron

calculadas de acuerdo con la base libre de las sustancias.

5.4.4. Efecto de la progesterona sobre la densidad proteica de los

receptores ay adrenérgicos en la aorta toracica de ratas hipertensas.

5.4.4.1. Homogenizacion

Las aortas aisladas de los animales de los 4 grupos (n = 4 por grupo) se
homogenizaron individualmente con un homogenizador (Polytron, Kinematica
AG Littau; Switzerland) en solucién Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4), que contiene una
mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF, TLCK e IAA) y se centrifugaron a

12000 x g durante 5 min a 4°C.
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5.4.4.2. Determinacion de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas se determind con el método de Lowry

(Lowry y col., 1951), realizandose por duplicado en cada ocasion.

La curva de calibracion se construyd agregando volumenes
correspondientes a 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 pg de proteina, a
partir de una solucion madre de 0.5 pg/ul de albumina sérica bovina y se
completdé con agua destilada a un volumen total de 200 pul. Para las muestras

problema se tomaron 200 pl del homogenizado.

Se prepard solucion C formada por 50 ml de solucién A (carbonato de
sodio al 2% con hidréxido de sodio al 0.4% vy tartrato de sodio y potasio al
0.02%) y 1 ml de solucion B (sulfato de cobre pentahidratado al 0.5%); 1 ml de la
mezcla asi formada se agreg6 a las muestras y a los tubos de la curva control y
se dejaron incubar 10 minutos a temperatura ambiente, al cabo de ese tiempo se
adicionaron tanto a la curva de calibracion como a las muestras problema 100 pl
de reactivo de Folin-Ciocalteau 1N se mezclaron bien, se dejaron incubar por 30
minutos a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 750 nm, en un

espectofotdmetro con lampara de luz visible.
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54.4.3. Electroforesis

Alicuotas de las muestras (200 pl) se mezclaron con 10 pl de buffer de
carga con 10 % de B-mercaptoetanol (agente reductor) y con 10 pl de urea 'y se

hirvieron (a ~100°C durante 10 min) para desnaturalizar las proteinas.

Se prepararon geles SDS-PAGE al 10% y se realiz6 el calculo
correspondiente para cargar 50 pug de proteina de la muestra y en un pozo se
cargaron 10 ul de marcador de peso molecular (Rainbow; Amersham). La

electroforesis se corrié durante 2 h a 80 V, para separar las proteinas en funcién

de su peso molecular a favor de un gradiente eléctrico.

5.4.4 4. Transferencia

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel se
transfierieron a membranas de PVDF (fluoruro de polivinildieno) empleando una

camara de transferencia en semiseco (Bio-Rad) durante 45 mina 15 V.

5.4.45. Bloqueo de las membranas e incubacidén con anticuerpos

Una vez hecha la transferencia, las membranas se bloguearon con
solucion buffer de lavado TBST, con 5 % leche baja en grasas, durante 1 h a

temperatura ambiente.
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Posteriormente, las membranas se incubaron con anticuerpo policlonal de
cabra contra los receptores adrenérgicos aia, as 0 a1p (2 105 kDa) o contra B-
actina (~ 43 kDa; Santa Cruz Biotechnology), diluidos 1:3000 y 1:5000,
respectivamente, TBST-leche 5% a 4°C durante toda la noche, con agitacion
continua.

Las membranas se lavaron 3 veces con TBST durante 10 min y se
incubaron con anticuerpo secundario (anti-cabra; Santa Cruz Biotechnology)
conjugado con peroxidasa de rabano, diluido 1:5000 en TBST-leche 5% durante

2 h a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con TBST durante 10 min.

5.4.4.6. Reaccion quimioluminiscente

Las membranas se incubaron con sustrato quimioluminiscente (ECL
Western Blot detection system; Amersham Biosciences), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, posteriormente se expusieron a una pelicula
(Hyperfilm, Amersham Biosciences) que se reveld inmediatamente dentro de un

cassette (Spectroline; Spectronics Corporation).

Las peliculas se digitalizaron con un escaner ScanJet 3200C (Hewlett
Packard) y las imagenes se guardaron en computadora. La intensidad de las
bandas se determiné con un software de analisis de imagenes (Multi Gauge
WinuE, Fuijifilm Analysis Software) y se normalizaron con la intensidad de la -

actina (proteina control).
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5.4.5. Efecto de la progesterona sobre la produccion de 6xido nitrico en

ratas hipertensas.

5.45.1. Colecta de muestras

Para este ensayo se colectaron muestras de orina de los animales de
cada grupo experimental empleados para ensayos funcionales en dérgano

aislado.

Los animales de cada grupo experimental fueron colocados dentro de
cajas metabdlicas con alimento y agua suficientes, 1 a 3 dias previo a la fecha
programada para el sacrificio, éstos permanecieron ahi durante 24 horas. Una
vez concluido este tiempo, se colecté 1 ml de orina y se almacend a -80 °C para

su posterior analisis.

5.45.2. Determinacion de la concentracién de nitratos y nitritos

La medicién de la concentracién de nitratos y nitritos, en muestras tanto
de orina como de suero, se realizé con un kit (Cayman Chemical Company, Ann

Harbor, MI, USA.) por reaccién colorimétrica basada en la reaccion de Griess.

Se construyeron curvas de calibracién por duplicado y se procesaron las
muestras de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Tanto a las muestras
como a las curvas de calibracion se agregaron 10 ul de la mezcla de cofactores

enziméticos y 10 pl de la enzima nitrato reductasa. Enseguida se cubrio la placa
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y se incub6 a temperatura ambiente por 1 hr. Una vez transcurrida la incubacion,
se agregaron 50 pl de reactivo de Griess R1 y 50 ul de reactivo de Griess R2. Se

dejaron reposar las placas por 10 minutos para permitir la formacion del color a

temperatura ambiente.

Los resultados se obtuvieron en un lector de ELISA midiendo la absorbancia
entre 540 y 550 nm. Los valores obtenidos se ajustaron con los datos obtenidos

de la curva de calibracion.

6. Analisis de resultados

Los resultados que se muestran a continuacion representan la media +
error estandar de 4-6 animales. Se empled un software estadistico (Sigma Plot,

version 11.0) para construir las graficas y realizar el analisis estadistico.

Se aplicé la prueba de Dunnet para el analisis de significancia y se

consideré como estadisticamente significativos los datos con una P < 0.05.

Para los ensayos funcionales en organo aislado, los resultados se
expresan como porcentaje del efecto maximo obtenido en la curva control,
excepto en la curva comparativa de efectos maximos en las que se expresan los

datos crudos en gramos.
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El calculo de la concentracion efectiva 50 (CEsp) como valor de pD, (-log
CEsp) se obtuvo por regresion lineal. Los valores de pKg fueron calculados con la
ecuacion de relacién de dosis (Furchgott, 1972).

Kg=[Antagonista]/ (Relacion de dosis — 1)
Donde:

[Antagonista] = Concentracién molar del antagonista.

Relacion de dosis= Concentracion efectiva del agonista en ausencia del antagonista.

El analisis de los Western blots se hizo por densitometria con un software
especializado, tomando como proteina control la densidad de la banda de B-

actina, los resultados se expresan como porcentaje del grupo control.

En el caso de la determinacién de la actividad de las NOS, se representan

los datos como concentracién uM de nitratos/nitritos.
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7. Resultados

7.1. Efecto de la progesterona sobre la presion arterial en la rata

descerebrada y desmedulada.

180 ; @ Progesterona
1604{ A ® Vehiculo B

140 |
120 1 I
100 1 1 1
80
60 1 -
40 1
20 1
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1601 C D
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A Presion arterial diastolica (mmHg)

10 100 1000 1 10 100 1000

-

Dosis fenilefrina (ng/kg 1V)

! Figura 7.1. Efecto de la progesterona sobre la presion arterial diastolica en ratas
| descerebradas y desmeduladas. Curvas dosis- respuesta a la fenilefrina en presencia
1 de progesterona y/o vehiculo. A. Controles (sin cirugia), B. Ratas ovariectomizadas; C.
| Controles + L-NAME (75 mg/kg/ dia/ 3 semanas) via oral y D. Ovariectomizadas + L-NAME
\ (75 mg/kg/ dia/ 3 semanas).

N o e e e - - ——
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Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de la progesterona fue
necesario solubilizarla en aceite de maiz (Thomas y col., 2003), para poder
administrarla de manera eficaz via intravenosa. En la figura 7.1 se muestran los
datos obtenidos de la administracion de progesterona y/o vehiculo (aceite de
maiz) intravenosa en el modelo de rata descerebrada y desmedulada, tanto en
controles como en ratas tratadas con L-NAME. Podemos observar que la
respuesta a fenilefrina en presencia de progesterona y/o vehiculo en las ratas
normotensas (fig. 7.1 A) y ovariectomizadas (fig. 7.1 B) es similar a la del
vehiculo por si solo, lo que indica que el efecto observado no es debido a la
accion de la progesterona. Asimismo, se puede ver que la respuesta es

ligeramente mayor en las ratas ovariectomizadas (fig. 7.1 B, Tabla 7.1).

Por otro lado, en las figuras 7.1 paneles C y D se muestra la respuesta a
fenilefrina de ratas hipertensas por L-NAME por tres semanas (75 mg/kg via
oral) controles sin cirugia (C) y ovariectomizadas (D). Se observa un fenbmeno
similar al de los animales normotensos, ya que la respuesta es muy similar entre
progesterona y vehiculo. De igual manera, el efecto maximo es
significativamente mayor en el grupo ovariectomizado respecto al grupo control
sin cirugia, lo que no ocurre en el caso de los grupos tratados con L-NAME
(Tabla 7.1). Sin embargo, se observa desplazamiento hacia la izquierda al
comparar los grupos hipertensos (C y D) con sus respectivos controles (A y B),
fendmeno esperado al haber administrado un inhibidor de las NOS, con el que

disminuyo la produccion de NO e incremento la sensibilidad vascular a estimulos
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vasoconstrictores en los animales hipertensos; ademas disminuy6 la DEsp en
comparacién con los controles normotensos (Tabla 7.1). Sin embargo, no se
observa disminucion significativa de la DEs, entre los animales del grupo (A) y el

grupo (C).

No existen diferencias significativas en la magnitud del efecto méximo entre
los grupos hipertensos por L-NAME tanto ovariectomizadas como controles,
pero si entre los animales controles normotensos y los controles

ovariectomizados (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Dosis efectiva 50 (DEsg) y efecto maximo (Emax) para las ratas
descerebradas y desmeduladas.

GRUPO DEs (ng/kg) Emax (mmHg)

CTRL (A) 5.0+2.2 115.1+6.3

OVX (B) 7.4+3.8 137.8+5.2*
CTRL +LN (C) 5.9+1.6 144.4+7.1
OVX+LN (D) 3.6+0.5 149.5+4.5

Curva a fenilefrina en presencia de progesterona y vehiculo. CTRL, grupo control normotensas
sin cirugia; OVX, ovariectomizadas; CTRL+LN, grupo sin ovariectomizar tratado con L-NAME;
OVX+LN, ovariectomizadas tratadas con L-NAME, *Dunnet’s test P< 0.05 vs CTRL y en el caso
de los grupos tratados con L-NAME, la comparacion es respecto al grupo CTRL+LN.
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7.2. Monitorizacion de la presion arterial
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Figura 7.2. Monitorizacién de presion arterial sistdlica (PAS) en animales con
tratamiento de acetato de medroxiprogesterona. Se midié la PAS semanalmente por
pletismografia. Los grupos OVX+LN y OVX+LN+MPA fueron tratados con L-NAME durante
7 semanas, La semana 4 corresponde a la primera administraciéon de medroxiprogesterona,
para los grupos OVX+ MPA y OVX+ LN+ MPA. * Dunnet P<0.05 vs control hipertenso
(OVX+LN)

OVX= Ovariectomizados, LN= L-NAME (75 ma/ka vo), MPA= Acetato de medroxiprogesterona (15

En la figura 7.2 se muestran los datos obtenidos de la monitorizacion de la
presion arterial sistélica en los animales usados para ensayos funcionales en

organo aislado. Se puede observar que los grupos normotenso (OVX) y
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normotenso + progesterona (OVX+ MPA) mantienen presion arterial sistolica
(PAS), dentro de los limites de presion arterial sistolica normal (< 120 mmHg),
mientras que el grupo hipertenso (OVX+ LN) mantuvo valores de PAS mayores
a 140 mmHg, a partir de la tercera semana de tratamiento con L-NAME. Por otra
parte, el grupo hipertenso + progesterona (OVX+ LN+ MPA) mantuvo valores de
PAS superiores a 160 mmHg a partir de la cuarta semana de tratamiento, en que
inicio el tratamiento con medroxiprogesterona, lo que indica que el L-NAME
produjo la hipertension esperada y a la vez, se observa el incremento de esa

condicion en el grupo (OVX+LN+MPA), significativa, en las semanas 7 y 8.

7.3. Efecto de la progesterona sobre la funcién de los receptores oy

adrenérgicos en la aorta toracica de ratas hipertensas.

Al terminar el tratamiento de cada condicién experimental, se extrajo el
segmento toracico de la aorta, y se corté en anillos de 3-4 mm de longitud para
los ensayos funcionales de 6rgano aislado. Los anillos arteriales se sometieron a
una tension inicial de 3 g y se construyeron curvas concentracion-respuesta a
fenilefrina, para después bloquear las respuestas de los a;-AR con antagonistas
especificos para cada uno; cabe mencionar que todas las curvas se realizaron

en presencia de rauwolscina (1x10” M) y propranolol (1x10™ M), antagonistas o

y B, respectivamente.

El andlisis de la respuesta al agonista (fenilefrina), indica que ésta se

modifica de acuerdo con cada condicién experimental. En la figura 7.3.1, se
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muestra la respuesta a fenilefrina en los diferentes grupos; asi, en las graficas A
y B se comparan los grupos control (CTRL) y ovariectomizado (OVX), asi como
las ovariectomizadas + progesterona (OVX+MPA) en anillos con y sin endotelio.
En el primer caso: anillos con endotelio (Figura 7.3.1A), se observé una ligera
disminucién en la respuesta de los grupos OVX y OVX+MPA, que indica
diferencias en la respuesta endotelial a estimulos vasoconstrictores. Por otra
parte, en los anillos sin endotelio (Figura 7.3.1B) se observa una disminucién de
la respuesta del grupo OVX respecto al grupo CTRL; sin embargo, las ratas
administradas con progesterona tuvieron un efecto maximo similar al del grupo
CTRL (Tabla 7.3.1), esto indica que ademas del endotelio pueden ocurrir
alteraciones en la maquinaria contractil del muasculo liso vascular. En las graficas
7.3.1C y 7.3.1D se compara la respuesta a fenilefrina entre ratas
ovariectomizadas, las tratadas con L-NAME (OVX+LN) y con L-NAME+
Progesterona (OVX+LN+MPA), con y sin endotelio, respectivamente. Se
observa que la reactividad vascular disminuye en el siguiente orden:

OVX+LN+MPA < OVX+LN < OVX tanto en anillos con endotelio, como sin él;
efecto esperado tras inhibir la sintasa de oxido nitrico (L-NAME 75 mg/ kg/ dia/ 7

semanas).
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Figura 7.3.1. Evaluacion de la funcidon endotelial comparativo entre grupos
experimentales. Curvas concentracion — respuesta a la fenilefrina, aorta toracica de
ratas hembras Wistar. Los paneles A y C muestran respuestas de anillos con endotelio,
mientras que los paneles B y D son las respuestas de anillos sin endotelio. La
comparacion se realiza entre grupos normotensos (CTRL, OVX y OVX+MPA) en los
paneles Ay B y en los paneles C y D se comparan los grupos hipertensos (OVX+LN y
OVX+LN+MPA) con el control normotenso ovariectomizado (OVX)

CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX, ovariectomizadas n=4; OVX+LN,
ovariectomizadas tratadas con L-NAME n=4; OVX+MPA, ovariectomizadas +
progesterona, n=4; HTP, ovariectomizadas + L-NAME + Progesterona n=4. * Prueba de
Dunnet, P<0.001 vs CTRL* Prueba de Dunnet, P< 0.001 vs OVX.
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Asimismo, se observa que la CEsp a la fenilefrina disminuyé
significativamente en los grupos con L-NAME (P<0.05 vs CTRL), mientras que
en los grupos OVX y OVX+MPA no hubo diferencias significativas, en los anillos
con endotelio. Por otra parte, en los anillos sin endotelio no hubo diferencias
significativas en la CEsg, 10 que indica que el efecto es endotelial por inhibicion
de las NOS y no sobre las células del masculo liso vascular (Tabla 7.3.1). En el
caso de los efectos maximos, no se observan diferencias en los anillos con
endotelio de los animales en las diferentes condiciones experimentales, con un
patron de agonismo completo; mientras que en los anillos sin endotelio, los
grupos OVX y OVX+LN tuvieron disminucién significativa por ausencia de
vasodilatadores del endotelio, aunado a la inhibicion de la sintesis de Oxido

nitrico (Tabla 7.3.1).

Tabla 7.3.1. Valores de pD, (-log CEsg) y efecto maximo (Emax) en aorta de ratas hembras

Wistar.
Fenilefrina
Con endotelio Sin endotelio
pD, E max (g) pD, E max (g)
CTRL 6.08+0.02 4.03+0.26 7.07+0.07 5.47+0.41
OVX 6.41+0.09 3,10+0.11 7.15+0.03 3.63+0.08*
OVX+ MPA 6.03+0.19 3.25+0.34 7.00+0.05 4.77+0.26
OVX+ LN 6.71+0.05* 3.40+0.06 6.95+0.03 4.03+0.08*
OVX+ LN+MPA 6.63+0.10* 4,29+0.38 7.12+0.01 4.68+0.31

Valores calculados de pD, y Efecto maximo en la curva a fenilefrina. CTRL=grupo control normotensas
sin cirugia; OVX= Ovariectomizadas; MPA, acetato de medroxiprogesterona (15 mg/kg i.m./ semana/ 3
semanas); LN,= L-NAME(75 mg/ kg/ dia/ 7 semanas v.o. ). *Prueba de Dunnet P<0.05 vs CTRL.
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De igual manera, fue posible analizar la funcion endotelial en las
diferentes condiciones experimentales, para ello se construy6 la figura 7.3.2
donde se aprecian las diferencias en la reactividad de los anillos con y sin
endotelio. Podemos observar que en el grupo CTRL disminuyd claramente la
respuesta a causa del endotelio vascular; sin embargo, en el grupo
ovariectomizado OVX, la respuesta con endotelio nos habla de que hubo
disfuncién endotelial, efecto que se ve atenuado con progesterona (como se
observa en el grupo OVX+ MPA que tiene un patrén similar al del grupo CTRL).
Por otro lado, los animales con L-NAME presentan un efecto maximo muy
similar con endotelio como sin él; sin embargo, se distingue una respuesta
mayor en el grupo con L-NAME vy progesterona (OVX+LN+MPA) en

comparacién con el grupo con L-NAME Unicamente (OVX+LN).
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Figura 7.3.2. Evaluacién de la funcién endotelial en los diferentes grupos de
estudio mediante curva a fenilefrina en anillos con y sin endotelio, aorta toracica
de ratas hembras Wistar. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX,
ovariectomizadas n=4; OVX+LN, ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+ MPA,
ovariectomizadas+ progesterona, n=4; OVX+LN+MPA, ovariectomizadas + L-NAME +
Progesterona n=4.
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Asimismo, se evaluo el efecto de los diferentes tratamientos a nivel del
musculo liso vascular. En la figura 7.3.3 se muestra el efecto maximo al
administrar KCI 80 mM, un agente despolarizante de la membrana que permite
apertura de los canales de calcio y que induce contraccién independiente de
receptores. Podemos notar que en anillos con y sin endotelio, la OVX disminuyé
significativamente la contraccion inducida por KCI, efecto que se observa
también en el grupo OVX+LN indicando la existencia de dafio en la maquinaria
contractil, mas no es significativa en los grupos OVX+MPA ni OVX+LN+MPA, lo
gue podria indicar que la medroxiprogesterona evité el dafio en el musculo liso

vascular.

Il Con endotelio
[ Sin endotelio

Contraccion (g)
w

CTRL OoVX OVX+MPA  OVX+LN OVX+LN+MPA
KCI 80 mM

Figura 7.3.3. Evaluacion de la funcion contractil del misculo liso vascular en respuesta a
la estimulacion de canales de potasio inducida por la adiciéon de KCI 80 mM en arteria
aorta toracica de ratas hembras Wistar. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX,
ovariectomizadas n=4; OVX+LN, ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+ MPA,
ovariectomizadas + progesterona, n=4; OVX+ LN+ MPA, ovariectomizadas + L-NAME +
Progesterona n=4.* Dunnet’s test P<0.05 vs CTRL.
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A continuacion, se procedio a evaluar la respuesta contractil en presencia

de antagonistas selectivos para los a1-AR.

En la figura 7.3.4, se muestran las curvas empleando BMY 7378 (3.1x10
M hasta 3.1x10 ® M), antagonista selectivo para los a1p-AR, se representan las
respuestas a fenilefrina de anillos adrticos toracicos con endotelio. Se observa
que el grupo CTRL (sin cirugia) muestra un claro desplazamiento a la derecha,
estadisticamente significativo (P<0.001 vs curva control) desde la concentracion
de BMY 7378 (3.1 X10™° M), y la afinidad del receptor aumentd respecto al valor
reportado, mientras que en el grupo OVX mostr6 un desplazamiento a la
derecha estadisticamente significativo (P<0.001 vs curva control), solamente en
la concentracion de 3.1 X10® M con similar afinidad al valor reportado(Parés-
Hipdlito y col., 2006); no es perceptible en el grupo OVX+MPA desplazamiento
alguno, lo que sugiere hipersensibilizacién de la arteria; ademas disminuyé la
afinidad por el receptor, lo que puede atribuirse al efecto de la progesterona
administrada. Por el contrario, se puede notar un antagonismo claro de la
respuesta contractil en los grupos OVX +LN y OVX +LN +MPA del tipo no
competitivo, con disminucion del efecto maximo (Tabla 7.3.2). Esto sugiere que
el aip-AR participa mediando la respuesta contractil en los animales de las

diferentes condiciones experimentales.

En la figura 7.3.5, se muestran las graficas de antagonismo por BMY 7378

(3.1x10 ° M - 3.1x10 ® M) en los anillos adrticos toracicos sin endotelio, de los
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animales en las diferentes condiciones experimentales y que, por tal condicion,
se producen respuestas contractiles con un mayor efecto maximo, y en general
un desplazamiento a la izquierda respecto a las curvas en presencia de BMY
7378 de anillos con endotelio (Figura 7.3.2), esto debido a la falta de sustancias
vasodilatadoras producidas por éste en el primer caso. Al comparar entre si las
graficas de las diferentes condiciones experimentales, el grupo CTRL muestra
un desplazamiento significativo a la derecha (P<0.001 vs curva control) que
indica un patrén de tipo competitivo, y con un valor de afinidad similar a los
anillos sin endotelio (Tabla 7.3.4). Al igual que en la figura anterior, en el grupo
OVX se observa un ligero desplazamiento a la derecha que indica el bloqueo del
efecto maximo con un patron de antagonismo competitivo, mayormente
apreciable en la concentracién de 3.1 X10 ® M de BMY 7378 con un valor de
afinidad semejante al del grupo CTRL (Tabla 7.3.4) y asimismo, ligeramente
altos respecto al valor de referencia en la literatura (Tabla 7.3.3). Por otro lado,
el grupo OVX+ MPA tiene un ligero desplazamiento hacia la derecha, que no se
observa en los anillos con endotelio de la misma condicién y presenta un valor
de afinidad semejante al valor determinado para los dos grupos anteriores
(Tabla 7.3.4). En cuanto a los grupos OVX+ LN y OVX+ LN+ MPA, se observa
antagonismo competitivo, como en los demas grupos. El patrén de los grupos
OVX+ LN y OVX+LN + MPA indica, al igual que en la figura anterior, que el
blogueo del ai;p-AR en los animales hipertensos por L-NAME disminuye la
respuesta contractil, aunque presentan menor desplazamiento en comparacion a

los demas grupos, en especial al grupo control.
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Tabla 7.3.3. Valores reportados de afinidad estimada (pKs y pKi) para antagonistas oi-AR en
contraccion inducida por el agonista selectivo fenilefrina en aorta de rata y en receptores clonados
mediante experimentos de binding (Parés-Hipdlito y col., 2006).

Fenilefrina Ol1a Ol1B Ol1p
RS100329 7.00+0.04 9.60 7.50 7.90
BMY 7378 7.69+0.12 6.60 6.20 8.20

Las graficas del bloqueo del aig-AR con cloroetilclonidina (CEC), agente
alquilante que antagoniza la respuesta, aparecen en la figura 7.3.6 para anillos
con endotelio. En ella no se observan desplazamientos para todos los grupos
experimentales, indicando que no hay bloqueo del receptor, pudiendo deberse a
una respuesta relacionada con el género de los animales. Asimismo, en la figura
7.3.7, se representan las respuestas de los anillos aérticos sin endotelio a
fenilefrina + CEC, donde se observa desplazamiento a la izquierda de todas las
curvas con respecto a los anillos con endotelio en las mismas condiciones, con
ello sugerimos que el a;5-AR no participa en la respuesta contractil de la aorta

de ratas hembras en nuestras condiciones experimentales.

Tabla 7.3.4. Valores de pKg calculados para BMY 7378 y RS 100329.

Con endotelio Sin endotelio
BMY 7378 RS100329 BMY 7378 RS100329
CTRL 8.47+0.14 7.78+0.25* 8.50+0.07 8.08+0.13*
OvX 8.18+0.06 ND 8.56+0.22 8.38+0.30*
OVX+ MPA 7.39+0.06* 7.98+0.09* 8.55+0.52 7.98+0.52*
OVX+ LN 7.86+0.09 8.19+0.34* 8.04+0.02 7.97+0.25*
OVX+ LN+ MPA 8.69+0.29 8.50+0.29* 8.42+0.31 ND

ND corresponde a los grupos en los que no hubo desplazamiento en la curva + el
antagonista, por lo que no se pudo determinar el valor de pKg .* Dunnet’s test P< 0.05 vs
valor de pKg reportado Tabla 7.3.3.
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La figura 7.3.8 representa la respuesta a fenilefrina + el antagonista
selectivo para aza-AR, RS100329 (3.1x10° M - 3.1x10 ® M) en la aorta torécica
con endotelio de cada uno de los grupos. En el caso del grupo CTRL se
distingue un claro desplazamiento a la derecha en todas las concentraciones del
antagonista usadas, esto nos indica que este receptor esta involucrado en la
respuesta contractil de la aorta en condiciones normales en la fisiologia de la
hembra; asi, podemos observar una disminucion significativa en relacion con el
valor de afinidad calculado y el reportado, mismo que se presenta en todos las
condiciones experimentales, excepto en el grupo OVX (Tabla 7.3.4). Por otra
parte, en el grupo OVX no hubo desplazamiento alguno, motivo por el cual fue
imposible calcular el valor de afinidad por el receptor en este grupo
experimental; ademas podriamos pensar que el ai1a-AR estuviera disminuido en
estas condiciones. Para el grupo OVX+ MPA se distingue un desplazamiento a
la derecha, antagonismo de tipo no competitivo, puesto que en ninguna de las
concentraciones del antagonista se alcanz6 el efecto maximo de la curva control;
para el grupo OVX+LN se muestra un claro desplazamiento a la derecha, con
disminucion del efecto maximo, lo que nos indica que el L-NAME modifica la
respuesta ante este antagonista, y se observa antagonismo no competitivo. Este
mismo fendémeno ocurre con mayor claridad en el grupo OVX+ LN+ MPA, siendo
mas evidente el antagonismo no competitivo ejercido por el RS100329 con

disminucién de la respuesta maxima.
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En la figura 7.3.9, se muestra la respuesta contractil de anillos adrticos sin
endotelio ante RS100329 (3.1x10 ° M - 3.1x10 ® M). En general, al compararla
con los anillos tratados con RS100329 con endotelio (figura 7.3.6), se distingue
un desplazamiento de todas las curvas hacia la izquierda presentando también
un mayor efecto maximo. Ahora bien, en este caso, los desplazamientos a la
derecha en la gréfica del grupo control son mas discretos indicando antagonismo
de tipo competitivo y se observa disminucién significativa de la constante de
afinidad, respecto al valor reportado, en todos los grupos excepto en el grupo
OVX+ LN+ MPA. Es posible visualizar un desplazamiento a la derecha con
patrén de antagonismo competitivo para OVX, que se hace mas evidente en la
concentracién de 3.1x10° M de RS100329; mientras que para el grupo OVX+
MPA no se observa desplazamiento respecto a la curva control, excepto en la
mayor concentracién del antagonista (3.1x10® M). De igual manera, ocurre un
desplazamiento a la derecha muy discreto en la aorta de ratas OVX+ LN, que no
se percibe en las OVX+ LN+ MPA, motivo que imposibilité el calculo de la
constante de afinidad en este grupo. Esto nos indica que el bloqueo de la
respuesta contractil con RS100329, en anillos aorticos sin endotelio, es mucho
menos apreciable que en el caso de anillos con endotelio en las mismas
condiciones, sugiriendo que el efecto sobre este receptor ocurre porque esta

presente en el endotelio vascular.
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Figura 7.3.4. Caracterizacion farmacoldgica del receptor adrenérgico aup mediante curvas
concentracion — respuesta a la fenilefrina + BMY 7378 en aorta toracica con endotelio de ratas
hembras Wistar. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX= ovariectomizadas n=4; OVX+LN=
ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+MPA= ovariectomizadas + medroxiprogesterona, n=4;
OVX+LN+MPA= ovariectomizadas + L-NAME + medroxiprogesterona n=4. * Prueba de Dunnet,
estadisticamente significativo P<0.001 vs curva control.
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Figura 7.3.5. Caracterizacion farmacoldgica del receptor adrenérgico aip mediante curvas
concentracion — respuesta a la fenilefrina + BMY 7378 en aorta toracica sin endotelio de
ratas hembras Wistar. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX, ovariectomizadas n=4;
OVX+ LN, ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+MPA, ovariectomizadas +
medroxiprogesterona, n=4; OVX+MPA+LN, ovariectomizadas + L-NAME + medroxiprogesterona
n=4. * Prueba de Dunnet, estadisticamente significativo P<0.001 vs curva control.
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Figura 7.3.6. Caracterizacién farmacoldégica del receptor adrenérgico aiug mediante curvas
concentraciéon — respuesta a la fenilefrina + cloroetilclonidina en aorta toracica con endotelio de
ratas hembras Wistar. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX, ovariectomizadas n=4;
OVX+LN, ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+MPA, ovariectomizadas + medroxiprogesterona, n=4;
OVX+LN+MPA, ovariectomizadas + L-NAME + medroxirogesterona n=4. * Prueba de Dunnet,
estadisticamente significativo P<0.001 vs curva control.
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Figura 7.3.7. Caracterizacion farmacoldgica del receptor adrenérgico aig mediante curvas
concentracion — respuesta a la fenilefrina + cloroetilclonidina en aorta toracica sin endotelio de
ratas hembras Wistar. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX, ovariectomizadas n=4;
OVX+LN, ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+MPA, ovariectomizadas + medroxiprogesterona, n=4;
OVX+LN+MPA, ovariectomizadas + L-NAME + medroxirogesterona n=4. * Prueba de Dunnet,
estadisticamente significativo P<0.001 vs curva control.
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Figura 7.3.8. Caracterizacion farmacolégica del receptor adrenérgico oaua mediante curvas
concentracion — respuesta a la fenilefrina + RS100329 en aorta toracica de ratas hembra Wistar con
endotelio. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX, ovariectomizadas n=4; OVX+ LN,
ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+ MPA, ovariectomizadas + medroxiprogesterona, n=4; OVX+ LN+
MPA, ovariectomizadas + L-NAME + medroxiprogesterona n=4. * Prueba de Dunnet, estadisticamente
significativo P<0.001 vs curva control.
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Figura 7.3.9. Caracterizaciéon farmacoldgica del receptor adrenérgico aia mediante curvas
concentracion — respuesta a la fenilefrina + RS100329 en aorta toracica de ratas hembras Wistar
sin endotelio. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=6; OVX, ovariectomizadas n=4; OVX+LN,
ovariectomizadas + L-NAME n=4; OVX+ MPA, ovariectomizadas + medroxiprogesterona, n=4; OVX+
LN+ MPA, ovariectomizadas + L-NAME + medroxiprogesterona n=4. * Prueba de Dunnet,
estadisticamente significativo P<0.001 vs control.
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7.4. Efecto de la progesterona sobre la densidad proteica de los

receptores ay adrenérgicos en la aorta toracica de ratas hipertensas.
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Figura 7.4.1. Efecto de la progesterona sobre la densidad proteica de los receptores a;
adrenérgicos en la aorta de ratas hipertensas (n=4 por grupo). CTRL, grupo control,
OVX= grupo ovariectomizado, OVX+MPA= Ovariectomia+Acetato de medroxiprogesterona,
OVX+ LN ovariectomizadas + L-NAME y OVX+ LN+ MPA, ovariectomizado + L-NAME +
Medroxiprogesterona.

En la figura 7.4.1 se muestra la cuantificacion de la densidad proteica, por

Western blot, de los a;-AR en “pool” de aorta de ratas hembras.

En la gréfica A se representa el a;4-AR. Como se observa, en todos los
grupos, comparados contra el control, incrementd ligeramente la densidad de

este AR. Tal incremento es de mayor magnitud en el caso del grupo OVX+LN.
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Ahora bien, en el grupo OVX+ LN+ MPA el aa-AR estd disminuido debido al
efecto de la progesterona.

Por su parte el a;1p-AR, disminuyo en todos los grupos respecto al control
(Figura 7.4 B), indicando que la respuesta contractil en todos ellos se encuentra
mediada por la interaccion con el aza-AR en mayor proporcion. Ademas, se
puede notar que respecto a su control (OVX para OVX+MPA y OVX+ LN para
OVX+ LN+ MPA) la progesterona disminuyd la expresion del el a;p-AR en
ambos casos, aunque no se encuentra en mayor proporcion en el grupo OVX+
LN como lo estaba en el caso anterior. En este receptor, se distingue que la

ovariectomia modificd su expresion.

7.5. Efecto de la progesterona sobre la produccion de 6xido nitrico en

ratas hipertensas.

Una vez colectadas las muestras de orina para cuantificar nitratos y nitritos,
se almacenaron a -80 °C y Unicamente se descongelaron previo a la realizacion

del ensayo.

En la figura 7.5.1 se muestran los datos comparativos entre los grupos
experimentales de nitratos y nitritos urinarios, como metabolitos finales, de la
actividad de las NOS/NO. Como se puede observar, los datos indican que la
deplecion hormonal producida por la ovariectomia incrementa la actividad de la

NOS significativamente (P< 0.0001 vs control). Sin embargo, la administracién
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de medroxiprogesterona en el grupo OVX+ MPA, disminuyé significativamente
(P< 0.05 vs control), debido a uno de los principales efectos de este farmaco a
nivel vascular, ya que inhibe la actividad de las NOS. Asimismo, se observa
disminucién significativa en el grupo OVX+ LN+ MPA (P<0.001 vs grupo control),
debida a la administracion conjunta de L-NAME y medroxiprogesterona, y de
igual forma se observa disminucion no significativa en los nitratos/nitritos en el

grupo OVX+ LN, por la administracion de L-NAME.

Los resultados obtenidos de este ensayo permiten explicar en cierto grado,
la ausencia de bloqueo ante diferentes antagonistas de los a4 -AR en el grupo
OVX, pues los datos experimentales indican que la cirugia a la que se
sometieron los animales de este grupo, desencadené la activacién de la NOS
con la subsecuente produccion de NO, disminuyendo el efecto de las respuestas

vasculares a estimulos vasoconstrictores.
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Figura 7.5.1. Determinacion de la actividad de las sintasas de 6xido nitrico mediante
cuantificacion de nitratos y nitritos en orina de ratas hembras Wistar por el método de
Griess. CTRL, grupo control sin ovariectomizar n=8; OVX, ovariectomizadas n=4; OVX+
LN, ovariectomizadas + L-NAME n=6; OVX+ MPA, ovariectomizadas +
medroxiprogesterona, n=>5; OVX+ LN+ MPA, ovariectomizadas + L-
NAME+medroxiprogesterona n=6. Dunnet, estadisticamente significativo*** P< 0.0001 vs
CTRL **P<0.001 vs CTRL *P<0.05vs CTRL.

o e e e e e - - - —

Discusioén

Existe gran controversia respecto al efecto de la progesterona a nivel

oxidativo y las especies reactivas de oxigeno.

vascular: mientras que algunos autores aseguran que ésta posee un efecto
vasodilatador, con acciones directas sobre el endotelio vascular, otros aseguran

gue la hormona aumenta la respuesta contractil ya que incrementa el estrés
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De acuerdo con los resultados obtenidos podemos observar el efecto
vascular de la progesterona desde otra perspectiva, dado que nos fue posible
analizar sus efectos en el animal integro, sobre la aorta toracica aislada, la
densidad proteica de a;-AR e incluso evaluar la actividad de la sintasa de 6xido

nitrico.

8.1. Efecto de progesterona sobre la presién arterial, en la rata
descerebrada y desmedulada.

Se determiné la accién de la progesterona sobre el animal integro, lo que
permiti6 observar que la hormona no ejerce vasorrelajacion, conducente a
disminuir la presién arterial diastélica, al administrarla previa accion del agonista

de a;-AR, fenilefrina, en ninguno de los grupos experimentales de este modelo.

Los resultados sugieren que el efecto observado no puede atribuirse
completamente a la progesterona, ya que el vehiculo por si so6lo produjo

respuestas de similar magnitud.

Cabe destacar que la magnitud de las respuestas observadas es mayor,
al compararla con lo reportado para ratas macho (Villalobos-Molina y col., 1999);
sin embargo, existen reportes que indican que las respuestas contractiles a
fenilefrina en oOrgano aislado, como la aorta, son mayores en animales
ovariectomizados debido a la ausencia de hormonas ovaricas, con lo que se

obtienen respuestas vasculares similares a las de los machos (Stallone, 1994).
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Es posible suponer que lo mismo ocurre en el animal desmedulado vy
descerebrado ovariectomizado; sin embargo, se obtuvieron efectos similares en
ratas control sin cirugia lo que sugiere que, a nivel cardiovascular, no hubo
diferencias en la respuesta a fenilefrina debidas a las hormonas ovéricas

circulantes.

Se conoce la gran controversia respecto a las acciones vasculares de la
progesterona, ya que hay datos en la literatura que indican que produce
hipotension; sin embargo, no se ha discernido con claridad el mecanismo por el
cual la hormona produce este efecto, sélo se ha observado en ratas macho y en
ovejas (Barbagallo y col.,, 2001; Pecins-Thompson y Kellen-Wood, 1997;
Wambach y Higgins, 1979), por lo que resultan de gran interés los datos
obtenidos en esta investigacion, pues sugieren que las diferencias en la
respuesta vascular a la fenilefrina sean debidas al género y/o especie de los
animales experimentales. Por el contrario, otros reportes indican que la
progesterona incrementa la presion arterial en ratas con hipertension gestacional
espontanea (Sharkey y col., 2004), en las que la concentracion plasmatica de
progesterona alcanza el maximo que se puede tener en la vida reproductiva de
las hembras; también se ha observado que progesterona no tiene accion
hipotensora en ratas SHR (modelo genético de hipertension) (Wambach y
Higgings, 1979). Asimismo, es de considerar que la dosis administrada de
progesterona en este estudio fue =100 veces mayor a la concentracion

fisiologica méas alta de la hormona, que se alcanza durante la gestacion
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(Arkaravichien y Kendle 1990), de manera que es posible que el efecto de
progesterona se observe a menores dosis in vivo 0 que esta dosis no sea idonea
para activar los receptores membranales a la progesterona, o bien, que la
progesterona administrada no llegé a su sitio de accién por haberse embebido
en tejido adiposo, el cual actia como reservorio fisiolégico de un de agentes

lipofilicos (Martorell y col., 2009), como la progesterona y el vehiculo.

Ahora bien, ya que los efectos de las hormonas se correlacionan con 3
aspectos: i) los niveles de hormonas circulantes, ii) el calcio intracelular y la
respuesta de las células del musculo liso vascular (CMLV) ante su estimulo v iii)
la expresion de receptores a progesterona y estrégenos (Minshall y col., 2002),
se analizé la respuesta inmediata a progesterona tras su administracion, aunque
no se detectaron cambios consistentes (datos no mostrados) en los diferentes
grupos de estudio, por lo que se concluyd que no hay un efecto marcado debido
a progesterona en el sistema cardiovascular de la rata descerebrada y
desmedulada. Estos datos que se contraponen a lo reportado en la literatura,
donde la hormona ejercia efectos a corto plazo sobre diferentes tejidos
(Gellersen y col., 2009); asi, no encontramos estos efectos sobre el sistema
vascular mas no se descartan los efectos sobre el sistema reproductor de la

rata, los cuales no fueron evaluados en este trabajo.
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8.2. Efecto de la progesterona sobre la funcion de los receptores

oy adrenérgicos, en la arteria aorta toracica de ratas hipertensas.

Debido a la controversia sobre los efectos vasculares de progesterona, se

decidi6 analizar sus efectos en un tejido en especifico: la aorta de rata hembra.

Los resultados obtenidos sugieren diversas variables por analizar, entre
ellas el efecto de la ovariectomia que, segun la literatura, tiene un papel muy
importante en los resultados observados, ya que induce cambios importantes a
nivel vascular, sobre todo en la liberacibn de sustancias producidas por el

endotelio (Martorell y col., 2009).

Uno de los principales efectos de la progesterona es la ausencia de
vasodilatacién en modelos genéticos de hipertensién; sin embargo, existen
reportes que indican que la interaccidbn progesterona-receptor induce
comunicacion cruzada entre la sintesis de NO y de de prostanoides (Cutini y
col., 2009; Martorell y col., 2009). El hallazgo de la disfuncion endotelial que fue
revertida con la administracion de MPA en el grupo ovariectomizado, podria
sugerir la sintesis y liberacion de prostanoides por la activacion de las enzimas
COX-1 y COX-2 (Cutini y col., 2009) debiéndose probablemente a las
modificaciones postraduccionales ocasionadas por la administracion del
progestageno, lo cual podria indicar que en este caso, posee un comportamiento
similar al de la hormona. Sin embargo, en las ratas hipertensas por L-NAME

(OVX+LN y OVX+LN+MPA), no mejoré la funcién endotelial que si ocurrio en las

Marian Euridice Martinez Cruz

79



iggunm
Maestria en Ciencias de la Salud ! w@

FEM

ratas normotensas, lo que sugiere que la accién de MPA esta estrechamente
relacionada con la liberacién de NO, mas que con otra sustancia vasodilatadora
liberada por el endotelio, puesto que el L-NAME inhibe la sintasa de o6xido
nitrico. Sin embargo, la progesterona increment6 el efecto méximo en ratas
tratadas con L-NAME respecto a su control hipertenso (OVX+LN), lo que la
podria relacionar a la accion de la medroxiprogesterona que per se inhibe la
NOS (Minshall y col., 2002). Este efecto sélo se observé en ratas tratadas con L-
NAME y no en normotensas, lo que indica que el MPA actla sobre vasos que

conservan intacta la funcion endotelial (produccion de NO).

Por otro lado, se conoce la acciébn de progesterona sobre el sistema
renina-angiotensina: aumenta la secrecion de renina, asi como su accion
antagonista mineralocorticoide (Oelkers y col., 1999), que podria inducir, una vez
bloqueada la sintesis de NO, el subsecuente incremento en la respuesta
contractil (Oelkers y col., 1999), ya que progesterona actia como antagonista de
los estrégenos en el aumento del flujo sanguineo coronario y la vasodilatacién
(Wassman y col., 2005). Asimismo, existen datos sobre la actividad de MPA en
la produccion y liberacion de agentes proinflamatorios como el factor nuclear
NFkB, el TNFa y especies reactivas de oxigeno (Thomas y col., 2003), que
podrian inducir la ausencia de vasodilatacion aunada a la disfuncion endotelial

producida por la ovariectomia y al incremento de las respuestas contractiles.
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El andlisis de la funcién del musculo liso vascular mediante contraccion
con KCI 80 mM, indica que la ovariectomia afect6 de manera importante no solo
la funcién endotelial sino también la maquinaria contractil, sin embargo, la
administracion de MPA revirtié parcialmente el dafio a las CMLV, probablemente
por aumentar la proliferacion celular a nivel vascular (Saitoh y col., 2005), y este
es uno de los principales efectos antagonicos a la accion de progesterona por

este progestageno (Chwaliz y col., 2000).

Una vez analizado el efecto de progesterona sobre la respuesta contractil
a un agonista especifico para a;-ARs (fenilefrina), se evaluo la respuesta de la
aorta tratada con progesterona, en presencia de antagonistas especificos para
cada uno de los receptores aj-adrenérgicos. Asi, se identificaron dos o;-ARSs
como mediadores de la contraccion en la aorta toracica de los animales en
estudio: el a;a-AR y el a;p-AR cuyas respuestas fueron antagonizadas por los
farmacos RS100329 y BMY 7378, respectivamente y se descartd la participacion

del a15-AR que fue antagonizado con cloroetilclonidina.

De acuerdo con los datos reportados en la literatura, en ratas macho el
principal a;-AR expresado en aorta es el aj;p-AR (Villalobos-Molina e Ibarra,
1999) que fue caracterizado farmacologicamente; mientras que en los animales
de experimentacion se observa un incremento considerable de la participacion
del receptor asa, de manera que se podria atribuir esta diferencia al género y/o

cepa de los animales de experimentacion, al procedimiento quirdrgico
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(ovariectomia) que modifica la funciébn endotelial y a los tratamientos en cada
condicién experimental, puesto que progesterona parece modular la expresion
de este receptor en la aorta. Sin embargo, al analizar los valores de pKg
obtenidos tras la administracion de BMY7378, en las curvas concentracion-
respuesta a fenilefrina de anillos sin endotelio para cada grupo experimental, se
destaca que son muy cercanos a los reportados en la literatura para aorta
toracica (pKg= 8.2), lo que indica que el a1p-AR también esta presente en aorta

de ratas hembra y media las respuestas vasculares a agonistas adrenérgicos.

Por otro lado, los desplazamientos a la derecha en las curvas
concentracion-respuesta, al adicionar el antagonista RS100329 selectivo para el
a1a-AR en aorta de ratas hembra, indica que la respuesta contractil en la aorta
disminuy6 de manera dependiente de la concentracion del antagonista, similar a
la arteria caudal de ratas macho (Parés-Hipdlito y col., 2006). Al calcular los
valores de afinidad del antagonista por el a;a-AR, expresado como pKg Yy
compararlos con la literatura, es posible distinguir que en anillos con endotelio el
grupo OVX+L-NAME+MPA es el que presenta una mayor afinidad por su
receptor (pKg= 8.5 vs 9.6, valor reportado por Parés-Hipdlito y col., 2006), le
sigue OVX+L-NAME (pKg= 8.1), lo que sugiere que la hipertension + MPA
aumenta la afinidad por el a1a-AR; sin embargo, en el control (pKg= 7.78) la
afinidad del ligando por el receptor es menor en condiciones normales en las
hembras e incrementa con los tratamientos. En los anillos sin endotelio, se

observo el fendmeno inverso, los pKg disminuyeron de la siguiente manera OVX
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> OVX+MPA> OVX+LN y en el grupo OVX+LN+MPA no se pudo determinar el
valor de pKg, con ello podemos deducir que la condicion hipertensiva disminuye
la afinidad por el a1a-AR en las CMLV y afecta la funcion endotelial, de manera
gue podrian liberarse prostanoides y/o citocinas proinflamatorias, como el TNFa
y factores de transcripcion como el NFkB, que desencadenen la activacion de
cascadas de sefalizacion (Saitoh y col., 2005); ademas, no debemos descartar
la accién del MPA sobre el receptor nuclear a progesterona y la subsecuente
activacion de genes, incluso que se pudiera realizar la activacion, mediante
receptores membranales a progesterona de la via de la PLC, la cual comparte
con la via de sefializacion de los receptores adrenérgicos (Mulac-Jersevic y

Connely, 2004; Bramley, 2003).

Los datos obtenidos de los grupos control en todas las condiciones,
permiten aseverar que la aorta de ratas hembra se comporta de igual manera
gue la de ratas macho, puesto que la afinidad por el a;p-AR es muy similar a la
reportada (pKg= 8.5 vs 8.2 valor reportado, Parés-Hipdlito y col., 2006); a
diferencia de los datos obtenidos para el a1a-AR (pKg= 7.8 vs 9.6, Parés-Hipadlito

y col., 2006) en los que estos valores estan muy por debajo del valor reportado.

También es de gran interés, la respuesta observada a cloroetilclonidina.
Esta al ser un agente alquilante, debe sus efectos a dos variables: la
concentracion y el tiempo de accion. Existen estudios (Ibarra y col., 2000) que

indican que con la concentracion empleada en este trabajo (6.5 yM) y con el
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tiempo de incubacion utilizado (30 minutos), el bloqueo de la respuesta esperado
involucra un gran desplazamiento a la derecha con disminucion del efecto
maximo, indicando un antagonismo de tipo no competitivo puesto que este
agente bloquea la respuesta del aig-AR, potenciando la del oa-AR 'y
disminuyendo la del a;p-AR. En este caso y al observar desplazamiento a la
derecha por efecto de BMY7378 es de esperarse que la respuesta con
cloroetilclonidina disminuyera dado que también antagoniza al oip-AR, ello
podria deberse a la disminucion de la densidad proteica de este receptor ya que
su afinidad no esta disminuida. Lo que queda claro con los datos experimentales
es que el receptor a1s-AR no participa en la respuesta contractil en la aorta de

ratas hembra.

Es bien sabido que las hormonas ovéricas son uno de los principales
factores responsables del mantenimiento de la presién arterial in vivo, mediante
diversos mecanismos en los que resaltan la activacion de la NOS, el aumento de
la respuesta a agonistas adrenérgicos y las diferentes respuestas contractiles en
animales con composicion hormonal intacta, comparadas con animales
ovariectomizados (Pecins y col., 1997; Stallone y col., 2001, Mahmoud y col.,
2004). En el caso particular de los a;-ARs, el efecto de progesterona observado
en los ensayos funcionales en aorta, indica que ésta no modifica la afinidad del
agonista por el receptor en los animales hipertensos; sin embargo, en los
animales del grupo OVX+LN se observé un patrén del tipo no competitivo, que

sugiere la presencia de mas de un receptor adrenérgico involucrado, y que
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podrian ser el a;p-AR y el a;a-AR, lo que cae en controversia con los datos
reportados en la literatura que indican que el receptor mayormente expresado en
aorta es el a;p-AR (Bracho-Valdés y col., 2009; Garcia-Séinz y col., 2001;
Villalobos-Molina e Ibarra, 1999). Asimismo, se sabe que el progestageno
empleado tiene efectos a nivel del endotelio vascular inhibiendo la sintesis de
NO (Minshall y col., 2002), y que su accion pueda ser debida a la interaccion con
un receptor diferente al de progesterona puesto que ejerce efectos antagénicos

a los de la hormona por si sola (Thomas y col., 2003).

g8.3. Efecto de la progesterona sobre la densidad proteica de los

receptores ay adrenérgicos en la aorta toracica de ratas hipertensas.

Los resultados obtenidos del ensayo por Western blot de las arterias de
ratas hembra tratadas con MPA, revelan un incremento considerable de la
expresion del a1a-AR en el grupo hipertenso (OVX+L-NAME), lo cual no ocurrid
para el a1p-AR. Sin embargo, en ambos casos la administracion de MPA
disminuyo la proporcidn presente de estos receptores en aorta de ratas hembras
ovariectomizadas. Esto resulta de gran interés, puesto que se ha reportado que
a nivel vascular el receptor predominante en aorta de ratas macho es el a1p-AR
(Garcia-Sainz y col., 2001; Villalobos-Molina e Ibarra, 1999), lo que sugiere que

esta diferencia es debida al género de los animales de experimentacion.
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Por otro lado, contrario a lo que se ha reportado sobre los supuestos
efectos antagonicos de MPA, respecto a la accién de la progesterona a nivel
vascular, se observé que MPA indujo la disminucién de a;-ARs y esto produce
los efectos observados en las ratas tratadas con L-NAME+MPA y origing el
patron farmacolégico observado: antagonismo no competitivo para anillos con
endotelio y competitivo para los anillos sin endotelio; con valores de afinidad
ligeramente altos a los reportados para el aip-AR. Por otro lado, la proporcién
del a1a-AR vascular aumentd en comparacion con el o;p-AR, sobre todo en el
grupo OVX+L-NAME, mas no asi los valores de pKg para éste receptor, ya que
se encuentran por debajo de los datos reportados. Esto sugiere que el receptor
mayormente involucrado en la hipertension arterial, por deficiencia de NO en
ratas hembra, es el a1a-AR y no el ai;p-AR como se ha observado en ratas
macho (Garcia-Sainz y col., 2001; Villalobos-Molina e Ibarra, 1999).

Reportes en la literatura indican que es probable que MPA no se una al
mismo receptor que progesterona (Thomas y col., 2003); sin embargo, MPA
induce el incremento en la afinidad por el a1p-AR y disminucion del mismo, que

podria estar relacionada con la accion de MPA sobre la expresion de o;-ARs.

8.4. Efecto de la progesterona sobre la produccion de 6xido nitrico en

ratas hipertensas.

Con los resultados obtenidos se sugiere que el dafio endotelial
desencadenado por la ovariectomia, fue contrarrestado por el incremento en la

produccion de NO, que disminuy6 con la administracion del progestageno, un
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hecho esperado ya que se ha reportado que la medroxiprogesterona es un
inhibidor de la NOS (Minshall y col., 2002), y con la administracion de L-NAME
(inhibidor de la NOS). Aun asi, cabe resaltar el efecto sobre el grupo OVX
tratado con MPA donde la presion arterial sistdlica se mantuvo dentro del rango
normal; sin embargo, el NO estuvo por debajo de los valores del grupo control, lo
gue indica que la accién de MPA, a diferencia de lo reportado de ser un agente
con acciones opuestas a progesterona (Thomas y col., 2003), pudiera estar
activando la sintesis de otras sustancias vasodilatadores producidas por el
endotelio que permitieron mantener la PAS en niveles normales, teniendo una
accion similar a la de progesterona en la induccién de sintesis de prostanoides,
gue podria estar mediada por comunicacion cruzada entre la via de las NOS y la

de las COX (Cutini y col., 2009; Martorell y col., 2009).
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9. Conclusiones

" La administracion de progesterona no genera respuestas vasoprotectoras
en el animal integro ovariectomizado ni en controles, es decir, no induce efectos
a nivel de circulacion periférica.

. En ensayos funcionales en aorta de ratas hembra ovariectomizadas
hipertensas, la respuesta contractil esta mediada por los a;a-AR Yy aip-AR y se
descarto la participacion del a15-AR.

" El aua-AR esta presente en mayor proporcidbn en la aorta de ratas
ovariectomizadas, éste aumenta durante la hipertension y, tanto el a;p-AR como
el oa-AR, disminuyen con la administracion del acetato de
medroxiprogesterona.

" La ovariectomia induce el incremento en la actividad de la sintasa de

oxido nitrico (NOS).
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