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1. Resumen general

La hipertensión arterial en uno de los principales factores que predisponen a la

enfermedad renal, la cual es una condición incapacitante y de gran impacto socioeconómico

en México y el mundo. Diversos estudios han demostrado que el estrés oxidante

mitocondrial tiene un papel muy importante durante el daño renal provocado por la

hipertensión arterial. En este sentido, se ha encontrado que los sistemas de angiotensina II

y la noradrenalina, se encuentran sobreactivados en la hipertensión, lo que favorece la

sobreproducción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno que generan daño cuando

su producción sobrepasa las defensas antioxidantes. Esto da lugar a la disminución de la

biodisponibilidad del óxido nítrico (NO.) e incremento del consumo de O2, lo que establece

un estado de hipoxia en el riñón que desencadena fibrosis y pérdida irreversible de la

función renal. Los receptores adrenérgicos α1 y los receptores AT1 a angiotensina II

comparten gran parte de la vía de señalización que modula sus efectos en la vasculatura.

Sin embargo, se desconoce si la sobreactivación α1-adrenérgica participa en la producción

excesiva de especies reactivas durante el daño renal hipertensivo. En la actualidad nuestro

grupo de trabajo ha demostrado que la administración de aceite de aguacate (AO)

disminuye el estrés oxidante mitocondrial en diferentes modelos de enfermedad en ratas.

En este trabajo se propone que la administración de AO disminuye la posible producción

de estrés oxidante generado por la activación de los receptores AT1 y α1-adrenérgicos y

repercute benéficamente en la función mitocondrial y renal de ratas hipertensas. Para

comprobar esta hipótesis, se compararon los efectos del tratamiento del aceite de aguacate,

del losartán (antagonista AT1) y la prazosina (antagonista α1-adrenérgico) sobre la presión

arterial, el estrés oxidante, la función mitocondrial, las respuestas vasorelajantes derivadas

del endotelio y su repercusión en el funcionamiento renal de ratas hipertensas inducidas

con L-NAME. Se observó que el consumo de AO disminuye en ratas hipertensas la presión

arterial, mejora la función mitocondrial renal, incrementa las respuestas vasodilatadoras,

disminuye el estrés oxidante mitocondrial, lo que da lugar a una mejor función renal y la

prevención del daño fibrótico. Esto sugiere que los efectos benéficos del AO en la

vasculatura renal hipertensiva podrían estar mediados por la modulación de los efectos

negativos sobre la función mitocondrial producidos por la sobreactivación de los receptores

α1-adrenérgicos y AT1.

Palabras clave: Angiotensina II, activación α1-adrenérgica, estrés oxidante, vasorelajación

dependiente del endotelio y función renal.
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2. Summary

Hypertension in a main factor that predispose to kidney disease, which is a disabling

disease with great socioeconomic impact in Mexico and worldwide. Several studies show

that mitochondrial oxidative stress plays a very important role during renal damage caused

by hypertension. In this regard, the upregulation of vasoconstrictor hormones such as

angiotensin II and norepinephrine promote the overproduction of reactive oxygen and

nitrogen species, leading to decreased bioavailability of nitric oxide (NO.) and increased O2

uptake, which favors a hypoxic state in the kidney that triggers fibrosis and irreversible loss

of renal function. Both the α1-adrenergic and AT1 receptors share a large part of the signaling

pathway that mediates their corresponding vascular functions; however, the role of α1-

adrenergic system overactivation and the production of reactive species during hypertensive

renal damage is unknown. Previous work from our research group has shown that avocado

oil (AO) dietary supplementation decreases mitochondrial oxidative stress in different

disease models in rats. Thus, in this work, we propose that the administration of AO

decreases the oxidative stress generated by the activation of the AT1 and α1-adrenergic

receptors, which improves both mitochondrial and renal functions of hypertensive rats. To

test this hypothesis, we compared the effects of avocado oil, losartan (an AT1 antagonist)

and prazosin (α1-adrenergic antagonist) on blood pressure, oxidative stress, mitochondrial

function and endothelium-dependent vasorelaxation and its influence on renal function in L-

NAME-induced hypertensive rats. AO intake significantly decreased the blood pressure of

hypertensive rats, improved renal mitochondrial function, increased vasodilator responses

in the perfused kidney, and counteracted mitochondrial oxidative stress, which improved

renal function and prevented renal fibrotic damage. This suggest that benefic effects of AO

on renal vasculature and kidney hypertensive disease might be mediated by the modulation

of negative effects over mitochondrial function produced by upregulated activity of both the

α1-adrenérgic y AT1 receptors

Keywords: Angiotensin II, α1-adrenergic activation, oxidative stress, endothelium-dependent

vasorelaxation and renal function.
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3. Antecedentes generales

3.1. Hipertensión arterial

3.1.1. Definición y clasificación

La hipertensión arterial (HT), es una enfermedad crónica cuya etiología involucra

múltiples factores ambientales y fisiopatológicos aún no bien conocidos, se caracteriza por

el aumento persistente de la presión arterial sistólica (PAS) y/o diastólica (PAD) a valores

mayores de 140mmHg para la PAS y 90mmHg para la PAD (WHO, 2010). La HT se clasifica

en 3 tipos: la hipertensión primaria (también llamada hipertensión esencial o idiopática) que

representa el 95% de los casos de hipertensión y se caracteriza porque no se conoce su

etiología (Lifton, Gharavi, Geller, y Hughes, 2001), la hipertensión secundaria debida a una

causa identificable (Gorostidi, 2015) y la hipertensión sistólica causada por rigidez de la

arteria aorta y predomina principalmente durante el envejecimiento (Franklin, 2010).

La génesis y mantenimiento de este trastorno crónico aún no se conocen

completamente, en esto participan múltiples factores, dentro de los que se destacan los

factores genéticos, la ingesta excesiva de sodio, la edad avanzada, el tabaquismo, la

inactividad física y las enfermedades crónicas como la obesidad, las dislipidemias y la

diabetes.

3.1.2. Impacto social y económico

Esta enfermedad en la mayoría de los casos cursa de manera asintomática, por lo

que en muchas ocasiones pasa desapercibida y por esta razón es conocida como “el

asesino silencioso”. Es un problema grave de salud a nivel mundial y el principal factor de

riesgo modificable de mortalidad y morbilidad en el mundo, (WHO, 2010). Esta enfermedad

afecta a cerca de 1000 millones de personas en el mundo (~12.5 % de la población

mundial), en el 2010 esta enfermedad fue diagnosticada en el 40% de los adultos mayores

de 60 años (WHO, 2010) y en México se diagnosticó en el 31.5% de las personas mayores

de 20 años en el 2012, cifras que podrían aumentar si se considera que ~50% de las

personas con HT desconocen que tienen esta enfermedad (Campos-Nonato et al., 2013;

ENSANUT, 2012).

Uno de los principales problemas relacionados a la HT es la ausencia de síntomas,

por lo que en México la mitad de las personas que tienen HT lo desconocen. Además, sólo

el 50% de las personas que saben que tienen la enfermedad están bajo tratamiento y de

estas últimas, sólo la mitad logra mantener presiones arteriales normales pese a estar bajo

tratamiento (ENSANUT, 2016).
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La HT es un factor de riesgo para la aparición de enfermedades secundarias, de tal

manera, que a partir de valores de presión arterial 115/75mmHg, por cada 20mmHg de

aumento en la PAS, o 10mmHg de aumento en la PAD, el riesgo de mortalidad

cardiovascular se duplica (Prospective Studies Collaboration, 2002), y con ello aumenta el

riesgo de daño al corazón, los ojos, el cerebro y el riñón y que, lamentablemente, conduce

a desenlaces fatales. La enfermedad renal tiene un gran impacto socioeconómico en

México, ya que se estima que en el 2012 el 14% del presupuesto en salud otorgado para el

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) fue utilizado para la atención a enfermos con

insuficiencia renal crónica (IRC). En México se presentan 1500 casos de IRC por cada

millón de habitantes y surgen 40,000 nuevos casos cada año, en total existen 9.9 millones

de personas con IRC en México (ENSANUT, 2016).

3.2. Regulación de la presión arterial

La circulación sanguínea mantiene el aporte de nutrientes y de oxígeno y purifica

todos los aparatos y sistemas del organismo. La regulación de la presión sanguínea es

extremadamente compleja y ocurre a varios niveles mediante la interacción entre sí de

diferentes mecanismos de retroalimentación positiva y negativa. A nivel anatómico, varios

órganos participan en este sistema de control, entre los que se encuentran el corazón, los

riñones, el hígado, los pulmones, las glándulas suprarrenales y los vasos sanguíneos. Estos

tejidos son regulados de manera autónoma por el sistema nervioso central y el sistema

nervioso periférico, estos órganos a su vez son productores de una variedad de sustancias

promotoras de cambios cardiovasculares que actúan de manera directa o indirecta

modificando la presión arterial (Guyton y Hall,1997).

Para el estudio del control de la presión arterial, los mecanismos implicados en su

regulación se dividen considerando la rapidez y duración de su efecto. Así, existen

mecanismos rápidos (nerviosos y químicos), mecanismos intermedios (físicos y

hormonales) y mecanismos lentos (riñón y líquidos corporales). Estos mecanismos trabajan

de manera coordinada para mantener presión arterial dentro de los límites fisiológicos

(Guyton y Hall, 1997). Dentro de estos sistemas de regulación de la presión arterial, el

sistema renina-angiotensina-aldosterona y el sistema nervioso simpático participan de

manera preponderante tanto a nivel fisiológico en la regulación de la presión arterial normal

como en la fisiopatología de la HT.
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3.2.1. Regulación de la presión arterial por el sistema renina angiotensina (SRA)

El SRA participa en la regulación de la presión arterial y en la homeostasis de los

líquidos corporales. La angiotensina II (Ang II) es el efector final de este sistema, causa

vasoconstricción directa o indirecta por estimulación principalmente del receptor AT1

presente en la vasculatura, lo que incrementa el tono simpático (Goodman et al, 1996). La

Ang II regula la presión de manera crónica al modular el sodio renal y la reabsorción de

agua a través de la estimulación de receptores AT1 en el riñón, o indirectamente al estimular

la producción y secreción de aldosterona de las glándulas adrenales o al estimular la

sensación de sed en el sistema nervioso central (Goodman et al, 1996). La cascada

enzimática por la que la Ang II es producida consiste en varios elementos: la renina, una

aspartil proteasa que rompe a la proteína angiotensinógeno y que genera un decapéptido

denominado angiotensina I. Después, la Ang I sufre la pérdida de dos aminoácidos más

para dar lugar al octapéptido Ang II, la molécula fisiológicamente activa de este sistema (Lu,

Roksnoer, y Danser, 2013). Como se mencionó antes las acciones de la Ang II resultan de

su unión a receptores específicos (AT1 y AT2) y de manera predominante al receptor AT1

(Sayeski y Bernstein, 2001), los cuales están situados en la membrana celular y se acoplan

a proteínas G. El SRA intrarrenal regula la presión arterial sistémica y ciertos aspectos de

la función renal tales como el flujo y reabsorción de sodio (Goodman et al, 1996).

El SRA participa en la regulación de la presión arterial a corto y a largo plazo, los

factores que disminuyen la resistencia periférica total activan la liberación de renina a partir

de los riñones. La secreción de renina está controlada por dos mecanismos intrarenales y

un mecanismo que funciona a través del sistema nervioso simpático (SNS). En el primero,

denominado vía de la mácula densa, el incrementos de flujo de NaCl a través de la mácula

densa inhiben la liberación de renina, y la disminución del flujo la estimulan; el segundo,

denominado vía del baroreceptor intrarrenal, los incrementos y decrementos de la presión

de perfusión de los vasos preglomerulares inhiben y estimulan la liberación de renina,

respectivamente (Goodman et al, 1996).

Una vez formada, la Ang I da lugar a la formación de Ang II por acción de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA), la cual ha sido ampliamente utilizada como blanco

terapéutico de la hipertensión. Los efectos de la Ang II son mediados principalmente por la

activación de los receptores AT1 (que tienen alta afinidad por el losartán, fármaco

antihipertensivo) acoplados a proteínas G (Timmermans et al., 1993).
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3.2.2. Sistema nervioso simpático (SNS) en la regulación de la presión arterial

Una de las funciones más importantes del control de la circulación por el sistema

nervioso consiste en elevar de manera rápida la presión arterial. El SNS, que inerva la

mayoría de los vasos sanguíneos, desempeña su papel en la regulación de la presión

arterial sistémica mediante la liberación de noradrenalina de las terminales nerviosas

simpáticas, la cual se une y activa a receptores específicos que se encuentran en la

membrana de las células del músculo liso vascular, produciendo a su vez una cascada de

señalización intracelular que da como resultado modificaciones en el tono vascular. Estos

receptores son conocidos como receptores adrenérgicos (Guyton y Hall, 1997).

3.2.2.1. Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son un grupo heterogéneo de receptores que se

encuentran situados en la membrana de las células del músculo liso vascular, constan de

7 segmentos transmembranales con el extremo amino terminal en la parte extracelular y el

extremo carboxilo terminal en la parte intracelular. Estos receptores son estimulados por la

adrenalina y la noradrenalina que actúan como neurotransmisores y hormonas tanto en la

periferia como en el sistema nervioso central (Goodman et al., 1996). El conocimiento

puntual de la participación de los receptores adrenérgicos en la regulación de la presión

arterial proporciona herramientas para contrarrestar enfermedades cardiovasculares, ya

que estos receptores son blanco en la terapéutica de varias enfermedades de este tipo, y

para ello ha sido de crucial importancia su caracterización, paro lo cual se han utilizado

técnicas de biología molecular y de farmacología que han permitido el descubrimiento de al

menos nueve subtipos de receptores adrenérgicos clonados y caracterizados

farmacológicamente (Tabla 1).
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Tabla 1. Nomenclatura de los receptores adrenérgicos con las proteínas G a las que se

encuentras acoplados y los segundos mensajeros involucrados en la traducción de la señal.

Familia de receptores adrenérgicos

3.2.2.2. Papel y distribución de los subtipos de receptores α1-adrenérgicos

Los receptores α1-adrenérgicos son mediadores importantes de las respuestas del

SNS involucradas en la homeostasis cardiovascular, tales como la contracción cardiaca y

del músculo liso vascular. Al igual que los otros receptores adrenérgicos, los receptores α1-

adrenérgicos son activados por las catecolaminas noradrenalina y adrenalina (Goodman et

al., 1996). Estudios in vitro han revelado que la contracción del músculo liso vascular

inducida por la noradrenalina y otros agonistas adrenérgicos en preparaciones vasculares

de varias especies de mamíferos es mediada predominantemente por los receptores α1-

adrenérgicos (Villalobos-Molina y Gallardo-Ortiz, 2005).

3.2.3 Mecanismos de transducción de señal en la contracción (receptores AT1 y α1-

adrenérgicos)

El SRA y el SNS comparten una ruta de señalización similar una vez que su

molécula efectora alcanza y activa a sus receptores en la membrana de las células del

músculo liso vascular. Ambos receptores se encuentran acoplados a proteínas Gq/11, su

activación resulta en una serie de eventos que incluyen la generación de segundos

mensajeros y reacciones de fosforilación de proteínas (figura 1).

Las proteínas G forman parte de una superfamilia de proteínas heterotriméricas y

desempeñan un papel muy importante en los procesos de señalización transmembranal;

estas proteínas constituyen la parte central de un sofisticado mecanismo molecular el cual

es capaz de recibir, integrar y procesar información del ambiente extracelular. Las proteínas

G, consisten en una subunidad α la cual une e hidroliza guanosín trifosfato (GTP), y un

complejo no disociable βγ que interactúa con proteínas efectoras (Hamm y Gilchrist, 1998).

En el estado basal, el complejo βγ y la subunidad α unida a GDP se encuentran asociados;

de esta forma, la proteína G puede ser reconocida por un receptor activado y esta

interacción da como resultado la disociación de GDP de la subunidad α y es reemplazado

α1 α1A, α1B y α1D

Proteina Gq/11

Incremento de Ca+2

citosólico

α2 α2A, α2B y α2C

Proteina Gi

Disminución de
AMPc

β β1, β2 y β3

Proteina Gs

Aumento de AMPc
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por GTP; a su vez, esto promueve un cambio conformacional dando como resultado la

disociación del complejo βγ; por lo tanto, la subunidad α y el complejo βγ son capaces de

interactuar con proteínas efectoras. Finalmente, la actividad de GTPasa inherente a la

subunidad α de la proteína G termina por hidrolizar el GTP a GDP terminando así con la

conformación activa de esta subunidad, quedando una vez más las subunidades de la

proteína G ensambladas (Hamm y Gilchrist, 1998).

Los receptores AT1 y α1 adrenérgicos se encuentran acoplados a la proteína Gq/11,

que al ser activada hidroliza fosfolípidos de membrana al activar a la enzima fosfolipasa C

(PLC) (Lefkowitz et al., 1996), dando como producto la liberación de inositol trifosfato (IP3)

y diacil glicerol (DAG). El primero se une y activa receptores específicos de la membrana

del retículo sarcoplásmico, produciendo la liberación de Ca+2 citosólico y finalmente

activando la maquinaria contráctil de actina-miosina (Xu, Harder, Uman, y Craig, 1996),

generando aumento de la tensión arterial (Figura 1). Por su parte, el DAG activa la proteína

cinasa C (PKC), la cual fosforila una gran cantidad de sustratos, entre los que se encuentra

la subunidad p47phox de la enzima NADPH oxidasa (Dikalov et al., 2014). El sistema

NADPH oxidasa es un complejo multiproteico encargado de producir ERO en diferentes

células y tejidos.

Figura 1. Mecanismo general de contracción vascular mediado por proteína Gq/11.

Modificada de Cotecchia, 2010.
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4. Antecedentes específicos

4.1. Hipertensión y estrés oxidante

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) y nitrógeno (ERN) se generan de manera

fisiológica como subproducto del metabolismo del O2 y participan en la señalización celular,

sin embargo, bajo ciertas circunstancias, la generación de estas especies se incrementa o

su concentración supera la capacidad de las defensas antioxidantes de neutralizarlas,

generando estrés oxidante.

Ciertas enfermedades como la hipertensión cursan con un desequilibrio entre la

producción de ERO y los sistemas antioxidantes favoreciendo el estrés oxidante, y como

consecuencia estas dañan componentes celulares como proteínas, lípidos y ADN,

causando deterioro en la función de las biomoléculas.

Existen numerosos sitios en la célula de generación de ERO in vivo, entre los cuales

uno de los más importantes, incluso en estados patológicos como la hipertensión, es la

mitocondria (Murphy, 2009). Este orgánulo es la principal fuente de generación de ATP en

la célula por la fosforilación oxidativa que se lleva a cabo en la cadena de transporte de

electrones (CTE) (Fig 2). Durante el funcionamiento de la CTE se lleva a cabo la reducción

de O2 a H2O, los electrones son donados por el NADH o el succinato a los complejos I

(NADH deshidrogenasa) y II (succinato deshidrogenasa), respectivamente. La ubiquinona

o coenzima Q10 acepta los electrones de estos dos complejos y sufre dos semireacciones

de reducción a ubisemiquinona y ubiquinol, recibiendo un electrón a la vez (ciclo Q). Estos

electrones posteriormente son transferidos al complejo III (ubiquinol-citocromo c

oxidorreductasa), al citocromo c y al complejo IV (citocromo c oxidasa). El complejo IV

acopla la reducción de oxígeno a agua y la bomba de protones, translocando protones (H+)

de la matriz al espacio intermembrana junto con los complejos I y III. Esto genera un

gradiente de protones que es usado por la F1F0ATP sintasa para formar ATP vía la

fosforilación oxidativa (Chen, Thomas, Albano, Murphy, y Keaney, 2004)(Fig. 2).

Sin embargo, debido a la ocurrencia de reacciones colaterales en los complejos de

la CTE, ocurre la reducción parcial del O2, dando como resultado la formación de radical

superóxido (O2
.-). Se ha identificado la producción de O2

.- la transferencia de electrones

entre los grupos prostéticos del complejo III y también durante la transferencia de electrones

a través del complejo I. La formación de O2
.- se da de manera normal en el 2-4% del oxígeno

consumido por la mitocondria, sin embargo, en condiciones patológicas como la

hipertensión este porcentaje aumenta significativamente (Murphy, 2009) (figura 2).
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Figura 2. Cadena de transporte de electrones en la mitocondria, fosforilación oxidativa y

generación de especies reactivas de oxígeno. Modificada de Murphy, 2009

Se sabe que un aumento en el estrés oxidante que se genera durante la HT juega

un papel clave en el desarrollo de sus complicaciones, lo cual incluye el daño renal (de

Cavanagh et al., 2006). Diversas investigaciones muestran que la disminución del estrés

oxidante mejora el pronóstico de la HT, a este respecto, la enfermedad renal hipertensiva

cursa con factores negativos que son consecuencia de estrés oxidante.

4.2. Daño renal en la hipertensión

La hipertensión arterial altera la función y morfología de los riñones, provocando

pérdida de glomérulos, aumento en la tasa de filtración glomerular de los glomérulos

remanentes, lo que incrementa la HT y por lo tanto, el deterioro funcional (Zehnder, 2005).

Un mecanismo de daño renal es el causado por el estrés oxidante generado durante la HT,

sin embargo las rutas que conducen al daño oxidante no son completamente conocidas (de

Cavanagh et al., 2006). Una probable ruta de estrés oxidante involucra la activación de

receptores acoplados a proteínas G, cuya activación es dependiente de Ang II del SRA y

por activación de receptores α1-adrenérgicos por noradrenalina, de los cuales, ambos

sistemas se cree participan en la génesis o mantenimiento de la hipertensión arterial (Qiu,

Engels, y Baylis, 1994; Raveendran, Parasuraman, y Priyadharsini, 2014; Wangensteen,

Valle, Del, Vargas, y Osuna, 2002).

Se ha demostrado que la activación de los receptores AT1 por Ang II promueve un

aumento del estrés oxidante celular en diversos lechos vasculares (de Cavanagh et al.,

2006), sin embargo pocas evidencias involucran la participación de la activación de
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receptores α1-adrenérgicos sobre la producción de ERO y el estrés oxidante (Hao,

Nishimura, Wo, y Fernandez-Patron, 2006), no obstante, se sabe que ambos sistemas se

encuentran sobreestimulados durante la hipertensión arterial y que además comparten la

misma ruta de señalización que promueve su efecto vasoconstrictor (de Cavanagh et al.,

2006; Koriyama et al., 2015; Villalobos-Molina y Gallardo-Ortiz, 2005).

La proteína cinasa C (PKC) se activa por el DAG generado por la activación de la

proteína Gq/11 posterior al agonismo de los receptores α1-adrenérgicos o los receptores AT1.

La PKC puede a su vez estimular la actividad de la NADPH oxidasa, lo que promueve un

incremento en la formación de O2
.-, el cual rápidamente reacciona con el óxido nítrico (NO.)

para formar peroxinitrito (ONOO-), el cual, además de carecer de efecto vasodilatador, es

capaz de modificar un gran número de biomoléculas entre las que se encuentran

aminoácidos, proteínas, enzimas y cofactores de enzimas (Dikalova et al., 2010). El ONOO-

puede inducir nitración de residuos de tirosina dando lugar a la formación de 3-nitrotirosina

(3-NT)(Choi, Allahdadi, Tostes, y Webb, 2011). Uno de los blancos de esta molécula es la

mitocondria, a la cual causa daño estructural, funcional, y estrés oxidativo (Dencher et al.,

2013). En este sentido, se ha demostrado que la Ang II estimula la producción de O2
.- en la

mitocondria de una manera dependiente de la NADPH oxidasa (Dikalova et al., 2010). Esto

sugiere que existe una interacción entre la NADPH oxidasa y la producción mitocondrial de

O2
.-, dando lugar a un círculo vicioso de generación de ERO, ya que el radical O2

.- puede

estimular la actividad de la NADPH oxidasa, generando ciclo de retroalimentación positiva

que perpetúa la generación nociva de ERO y ERN, disminuye la biodisponibilidad de NO• y

por consecuencia, da lugar a un aumento de la presión arterial de manera constante

(Dikalova et al., 2010).

Se ha sugerido que este círculo vicioso de generación de ERO tiene un papel muy

importante durante el daño renal por hipertensión, debido a que el aumento en la producción

de O2
.- y de ONOO- disminuye la biodisponibilidad del NO• como agente vasodilatador,

favoreciendo el aumento de la presión en el riñón y promoviendo cambios estructurales a

nivel circulatorio y morfológicos en las nefronas (de Cavanagh et al., 2006). Por otra parte,

otra consecuencia del estrés oxidante a nivel renal es la generación de hipoxia por el

aumento del consumo de O2 por la enzima NADPH oxidasa y por la generación de ERO en

la mitocondria, lo cual se favorece por las tensiones bajas de O2 que el riñón mantiene de

manera fisiológica. Bajo estas circunstancias, la hipoxia que activa el factor α inducido por

hipoxia (HIF-α), el cual inhibe a la colagenasa, provoca la acumulación de colágeno en la
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matriz extracelular e induce fibrosis renal y pérdida irreversible de la función renal (Higgins,

Kimura, Iwano, y Haase, 2008; Welch, 2006).

El papel del estrés oxidativo en el desarrollo de la hipertensión y sus complicaciones

ha sido evidenciado por el uso de antioxidantes dirigidos hacia la mitocondria que se

acumulan en este orgánulo de una manera dependiente del potencial de membrana

mitocondrial al estar constituidos por un catión trifenilfosfonio (TPP+) (Pokrzywinski, Biel,

Kryndushkin, y Rao, 2016). Dikalova et al., (2010) demostraron que la terapia con el

antioxidante mitocondrial mitoTEMPO disminuye en la vasculatura la producción

mitocondrial de O2
.- y de ONOO-, aumenta los niveles de NO• y disminuye la presión arterial

en ratas hipertensas inducidas mediante la infusión con Ang II. Por lo anterior, se ha

propuesto al estrés oxidante mitocondrial como un blanco terapéutico para la hipertensión

arterial y el daño renal consecuente.

4.3. El aceite de aguacate

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado el efecto benéfico de la ingesta del

aceite de aguacate (AO) sobre la función mitocondrial y el estrés oxidante en diferentes

órganos de ratas diabéticas (Ortiz-Avila et al., 2013, 2015, 2017).

El aguacate (Persea americana), es una especie arbórea perteneciente a la familia

Lauraceae, originaria de Mesoamérica. Su fruto, el aguacate o palta, es una baya

comestible. En el aguacate se pueden encontrar compuestos como carotenoides,

tocoferoles y fitosteroles (Tabla 2). Del fruto del aguacate se puede obtener el aceite que

mantiene como componente mayoritario al ácido oleico, así como otros ácidos grasos

(figura 3).
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Tabla 2. Compuestos presentes en el aguacate. Tomada y modificada de (Berasategi,

2012; Dreher y Davenport, 2013).

Figura 3. Ácidos grasos presentes en el aceite de aguacate. Tomada y modificada de

Ortiz-Avila et al., 2015.

•β-caroteno, α-caroteno, β- criptoxantina,
luteína, zeaxantina y violaxantinaCarotenoides

•α-tocoferol, β-tocoferol, γ-tocoferol y δ-
tocoferolTocoferoles

•β-sitosterol, ∆7 sitosterol, campesterol,
campestanol, estigmasterol, lanosterol,
sitostanol, ∆5 y 7 avenasterol, α-amirina,
lupeol + gramisterol y cicloartenol

Esteroles
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5. Justificación

La hipertensión arterial es un problema grave de salud a nivel mundial, y una de sus

principales consecuencias es el daño renal, el cual es potenciado por la formación de

especies reactivas de oxígeno (ERO), se sabe que el sistema adrenérgico y el sistema

renina angiotensina generan respuestas vasopresoras exacerbadas, de este último se

tienen evidencias que participa en la formación de ERO potenciando también el estrés

oxidante mitocondrial y generando más ERO, sin embargo, se desconoce el papel del

sistema adrenérgico durante el daño renal relacionado con la producción de especies

reactivas de oxígeno durante la hipertensión. En este respecto, se tienen evidencias de que

el aceite de aguacate puede prevenir el estrés oxidante mitocondrial del riñón.

Por lo anterior, se considera importante evaluar el efecto de la administración del

aceite de aguacate sobre la reactividad vascular adrenérgica y la función mitocondrial en

riñón de ratas hipertensas.
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6. Hipótesis

El aceite de aguacate disminuye el daño vascular inducido por la activación

adrenérgica previniendo el estrés oxidante y la disfunción mitocondrial en el riñón de ratas

hipertensas.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Evaluar si la administración del aceite de aguacate disminuye el daño renal

inducido por la actividad adrenérgica al prevenir el estrés oxidante y la disfunción

mitocondrial en el riñón de ratas hipertensas.

7.2. Objetivos específicos

1. Evaluar el efecto del aceite de aguacate sobre la presión arterial en ratas

hipertensas.

2. Determinar el efecto del aceite de  aguacate sobre la respuesta vascular renal

inducida por activación adrenérgica durante la hipertensión.

3. Analizar la relación entre la actividad adrenérgica y el estrés oxidativo mitocondrial

en el riñón de rata hipertensa.

4. Comparar el efecto del aceite de aguacate, un antagonista α1-adrenérgico y un

antagonista AT1 en el daño renal inducido por la hipertensión.
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8. Resultados

Los resultados de esta investigación se presentan divididos en dos capítulos.

Capítulo 1. Corresponde a los experimentos realizados con la finalidad de comparar el

efecto del aceite de aguacate y el antihipertensivo losartan sobre la presión arterial, la

función vascular renal y el estrés oxidante mitocondrial en ratas con hipertensión.

Márquez-Ramírez, C. A., Hernández de la Paz, J. L., Ortiz-Avila, O., Raya-Farias, A.,

González-Hernández, J. C., Rodríguez-Orozco, A. R., Cortés-Rojo, C. (2018).

Comparative effects of avocado oil and losartan on blood pressure, renal vascular

function, and mitochondrial oxidative stress in hypertensive rats. Nutrition, 54, 60–67.

http://doi.org/10.1016/j.nut.2018.02.024

Capítulo 2. Corresponde a los experimentos realizados con la finalidad de comparar el

efecto del aceite de aguacate y el antihipertensivo prazosina sobre la presión arterial, la

función renal, la función vascular renal y el estrés oxidante mitocondrial en nuestro modelo

de hipertensión en ratas.
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8.1 Capítulo 1.
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8.2. Capítulo 2

8.2.1. Resumen

Evaluación del efecto del aceite de aguacate sobre la función renal y la disfunción
mitocondrial generada por activación adrenérgica en la hipertensión

La hipertensión arterial puede provocar daño renal, sin embargo, la comprensión de

los mecanismos que ligan a estos dos eventos no han sido completamente elucidados. Se

ha sugerido a las especies reactivas de oxígeno (ERO) como mediadores primarios en la

patogénesis del daño renal. En este sentido, se sabe que el sistema adrenérgico, el cual se

encuentra sobreactivado durante la hipertensión, participa en la producción de ERO a

través de activación de los receptores α1-adrenergicos, sin embargo, se desconoce su

participación durante el daño renal. Por otro lado, se han propuesto a las terapias

antioxidantes como una alternativa terapéutica para aliviar o retrasar la aparición del daño

renal. Por ejemplo, se ha demostrado que el consumo de aceite de aguacate disminuye el

estrés oxidante en mitocondrias de riñón de ratas diabéticas. En este trabajo proponemos

que la administración del aceite de aguacate disminuye el probable estrés oxidante

generado por la activación de los receptores α1-adrenérgicos y que repercute

benéficamente en la función mitocondrial y renal de ratas hipertensas. Se evaluó el efecto

del aceite de aguacate sobre el daño renal hipertensivo generado por activación α1-

adrenérgica durante la HT, se analizó su efecto sobre el estrés oxidante y el funcionamiento

mitocondrial, y además se evaluó la vasorelajación derivada del endotelio en presencia de

estrés oxidante provocado por rotenona en el riñón de ratas hipertensas. El aceite de

aguacate disminuyó la presión arterial sistólica y diastólica al mismo nivel que el provocado

por prazosina (antihipertensivo antagonista α1-adrenérgico), mejoró las respuestas

vasorelajantes posterior a la contracción generada por fenilefrina (agonista α1-adrenérgico),

previno el daño oxidante y de la función mitocondrial, mejorando consecuentemente la

función renal y los daños estructurales en las nefronas causados por la hipertensión. El

aceite de aguacate previene el daño glomerular y el deterioro de la función renal durante la

hipertensión, disminuyendo el tiempo de la vasoconstricción α1-adrenérgica renal, la

formación de ERO y el estrés oxidante, y mejora además el funcionamiento mitocondrial.

Palabras clave: hipertensión arterial, fenilefrina, prazosina, aceite de aguacate y estrés

oxidante mitocondrial.
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Evaluación del efecto del aceite de aguacate sobre la función renal y la disfunción
mitocondrial generada por activación α1-adrenérgica en la hipertensión

8.2.2. Introducción
La hipertensión arterial (HT) es un problema grave de salud a nivel mundial (Ikeda

et al., 2013; OMS, 2013) y la producción excesiva de especies reactivas de oxígeno (ERO)

es uno de los principales factores que influyen en la patogénesis, mantenimiento y daño a

diferentes órganos que provoca esta enfermedad (Araujo y Wilcox, 2014; Dikalov y Ungvari,

2013; Welch, 2006; Zalba et al., 2001). Bajo condiciones fisiológicas la producción de ERO

juega un papel muy importante en la regulación de varios procesos metabólicos en los que

se incluyen procesos de señalización celular, regeneración vascular, diferenciación celular,

entre otros (Ray y Huang, 2012). Sin embargo, en condiciones patológicas la producción

de ERO sobrepasa los sistemas antioxidantes, provocando un desequilibrio redox que

favorece el daño funcional a biomoléculas en diferentes órganos (Taverne et al., 2013).

Durante la patogénesis y/o mantenimiento de la HT, diversos agentes

vasoconstrictores presentan respuestas exacerbadas (Ibarra et al., 2006), y se han

implicado diversos mecanismos responsables de este efecto tales como un incremento en

la población de receptores para agonistas, aumento de las respuestas constrictoras,

respuestas persistentes, disminución de efectos vasorelajantes que contrarrestan el efecto

vasoconstrictor, y otras. Se ha propuesto que los cambios en el balance entre la

vasoconstricción simpática y la vasodilatación dependiente de NO. son decisivos en el

mantenimiento de la presión arterial alta en varias formas de HT. En la fase sostenida del

bloqueo crónico de NO., la HT es en gran medida debida a la actividad combinada de los

receptores α1-adrenérgicos y el receptor AT1 para angiotensina II (Qiu et al., 1994). Además

del efecto exacerbado de las respuestas presoras de los agentes vasoconstrictores como

la angiotensina II y la noradrenalina del sistema adrenérgico, se tienen evidencias de que

la activación de sus respectivos receptores acoplados a proteínas G (RAPG) aumentan la

producción de ERO en la que se destaca la activación de las enzimas proteína cinasa C

(PKC) y NADPH oxidasa (Dikalova et al., 2010; Li et al., 2007; Hao et al, 2006; Tsai y Jiang,

2010), las cuales promueven el aumento del estrés oxidante que provoca daño a

biomoléculas, entre las que se encuentran los complejos de la cadena de transporte de

electrones (CTE) mitocondrial, lo que provoca una mayor fuga de electrones de la cadena

y por consecuencia, más estrés oxidante. Las ERO provenientes de la mitocondria

retroalimentan de forma positiva la actividad enzimática de la NADPH oxidasa vía el H2O2

mitocondrial, lo que resulta en un incremento en la producción de anión superóxido en los

complejos de la CTE y en una disminución de la biodisponibilidad de NO. y de sus efectos



Evaluación del efecto del aceite de aguacate sobre la función renal y la disfunción mitocondrial
generada por Ang II y activación α1-adrenérgica en la hipertensión

27
Cristian Adrián Márquez Ramírez

IIQB

vasorelajantes (Dikalova et al., 2010). El papel del estrés oxidativo mitocondrial en el

desarrollo de la HT ha sido evidenciado mediante los efectos benéficos del tratamiento con

antioxidantes dirigidos hacia la mitocondria, tales como el mitoTEMPO, el cual disminuye la

presión arterial en modelos animales de HT, reduce el estrés oxidante mitocondrial y

restaura la relajación dependiente del endotelio. (Dikalova et al., 2010).

A nivel renal, la disfunción vascular juega un papel preponderante en el daño

hipertensivo al disminuir la biodisponibilidad de NO•, lo que compromete su efecto

vasodilatador, exacerba la contracción vascular y activa vías de señalización involucradas

en el daño por fibrosis (de Cavanagh et al., 2006). El endotelio juega un papel importante

en el control de la contracción inducida por activación adrenérgica y este se encuentra

deteriorado en aorta de ratas con HT, en especial durante la contracción inducida por

receptores α1-adrenérgicos (Ibarra et al., 2006). La disminución de la biodisponibilidad del

NO. derivado del endotelio representa el mecanismo más probable de la vasodilatación

alterada en la HT (Ibarra et al., 2006; Mcintyre et al., 1999).

Se ha demostrado que la disminución del estrés oxidante vascular generado por la

mitocondria puede retrasar el daño renal en animales hipertensos (de Cavanagh et al.,

2006). Asimismo, se ha reportado que la suplementación con aceite de aguacate, el cual

posee un alto contenido de moléculas antioxidantes y ácido oleico, mejora el estado redox

mitocondrial en diferentes órganos durante la diabetes (Ortiz-Avila et al., 2013, 2015, 2017).

Además, se ha demostrado que el aceite de aguacate disminuye la presión arterial de ratas

hipertensas (Márquez-Ramírez et al., 2018), probablemente debido a la gran proporción de

ácido oleico presente en este aceite. Sin embargo, a la fecha se desconoce el efecto del

aceite de aguacate sobre el daño vascular renal inducido por la activación adrenérgica en

modelos animales de hipertensión, y su relación con el estrés oxidante y la disfunción

mitocondrial.
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8.2.3. Metodología

Animales y grupos experimentales.

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-350g de peso corporal las cuales fueron

distribuidas en 5 grupos de 6 animales cada uno (CTRL (control); CTRL + AO (aceite de

aguacate), HT (hipertensas); HT + AO y HT + PZS (prazosina). Todos los grupos de

animales tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento con una dieta estándar para roedores

(Laboratory Rodent Diet 5001, LabDiet, St. Louis, MO, USA), excepto que para generar

hipertensión en los grupo correspondientes (HT; HT + AO y HT + PZS) se adicionó 75mg/kg

de L-NAME (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en el agua de beber durante 8 días y

posterior se disminuyó la dosis a 50mg/kg de L-NAME para mantener la hipertensión

durante los siguientes 45 días. Todos los tratamientos fueron administrados vía oral cada

día a una dosis de 1ml/250g de peso durante los 45 días de mantenimiento de la

hipertensión. El grupo control (CTRL) recibió agua, el grupo CTRL + AO recibió aceite de

aguacate de una presentación comercial (Ahuacatlán, DIRICOM S.A. de C.V., México), al

grupo HT se le administró agua, al grupo HT + AO se le administró aceite de aguacate

comercial y al grupo HT + PZS se le administró 1mg/kg de hidrocloruro de prazosina

(FARMASIERRA, S.A. San Sebastián de los Reyes, Madrid; antagonista selectivo α1-

adrenérgico). La composición de ácidos grasos del aceite de aguacate utilizado fue

previamente reportada (Ortiz-Avila et al., 2015) (C18:1; 55.9%, C18:2; 24.9%, C18:3;

10.1%, C16:0; 5.92%,C18:0; 1.86%, C16:1; 0.2% y 0.92% de un ácido graso no

identificado).

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo bajo las

recomendaciones de la Norma para el uso de Animales de Experimentación expedida por

la Secretaría de Agricultura en el párrafo de Regulaciones Federales para el uso de

Animales (NOM-062-ZOO-1999). Esta investigación también fue aprobada por el comité

institucional para el uso de animales de la Universidad Michoacana de San Nicolás de

Hidalgo.

Medición de la presión arterial
La presión arterial fue medida en los animales de forma no invasiva por

pletismografía con un monitor CODA (Kent Scientific, Torrington, CT, USA). Las ratas

fueron colocadas en un tubo de inmovilización 5min antes de las determinaciones, se

realizaron 3 lecturas de presión arterial sistólica y diastólica cada día para cada animal
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durante los 3 últimos días de tratamiento. Todos los procedimientos fueron realizados de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Determinaciones bioquímicas
Proteinuria: Al término de los tratamientos se recolectó la orina de 24h para la

determinación de la concentración de proteínas con el método colorimétrico de rojo pirogalol

utilizando un kit comercial (Spinreact, España).

Creatinina sérica: Al término de los tratamientos la sangre de las ratas fue

colectada y el suero fue separado del paquete globular por centrifugación para la

determinación espectrofotométrica de creatinina utilizando un Kit comercial (Spinreact,

España).

Reactividad vascular renal
Para investigar los efectos de los tratamientos sobre la reactividad vasculatura

(vasoconstricción y vasorelajación) en el riñón, se realizaron curvas concentración-

respuesta a diferentes fármacos. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico a

una dosis de 55mg/kg de peso vía intraperitoneal. La arteria renal derecha fue canulada, el

riñón fue resecado y colocado en un sistema tipo Langendorff. El riñón fue perfundido con

buffer tipo Krebs-Henseleit (NaCl 118mM, NaHCO3 20mM, glucosa 11.7mM, KCl 4.7mM,

CaCl2 2.5mM, KH2PO4 1.2mM, MgSO4 1.2mM y EDTA 0.026mM, a pH 7.4) a 37°C. El buffer

fue burbujeado con una mezcla de 95% O2 y 5% CO2, la velocidad del flujo del líquido se

ajustó a 10mL/min. Antes del inicio del protocolo experimental se permitió la estabilización

de la presión de perfusión basal por una hora.

Se evaluaron las respuestas vasoconstrictoras midiendo los cambios en la presión

de perfusión que provocaban la adición de 10µL de fenilefrina a concentraciones de 0.1 μM,

0.31 μM, 1 μM, 3.1 μM, 10 μM, 31 μM, 100 μM, 310 μM, 1000 μM, 3100 μM y 10000 μM.

Los cambios en la presión de perfusión fueron monitoreados con un transductor de presión

tipo Grass FT03 (Astro-Med, Inc. West Warwick, RI, USA).

En experimentos por separado se evaluó la dilatación vascular renal con carbacol

(cloruro de (2 hidroxietil) trimetilamonio carbamato), el cual es un fármaco

parasimpaticomimético que induce vasodilatación dependiente del endotelio. Después de

que los riñones fueron perfundidos y estabilizados como se mencionó anteriormente, se

administró una infusión de 100μM de fenilefrina a una velocidad constante de 10mL/h. Una

vez que la presión de perfusión se estabilizó, se realizaron curvas concentración-respuesta

a carbacol mediante la adición en 10µL de carbacol en concentraciones crecientes de 1 μM,

10 μM, 100 μM, 1000 μM, 10 000 μM y 100 000 μM. Estos datos se expresaron como la
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diferencia en la presión de perfusión obtenida por la adición de cada una de las

concentraciones de carbacol menos la presión de perfusión basal en ausencia del agonista

(ΔmmHg).

Aislamiento de mitocondrias
Las ratas fueron sacrificadas por decapitación al final del tratamiento y las

mitocondrias de riñón fueron aisladas de acuerdo con el método modificado por Saavedra-

Molina y Devlin (1997). Se obtuvo el homogenado del riñón en medio 1 (manitol 220mM,

sucrosa 70mM, MOPS 2mM y EGTA 1mM (pH 7.4)) el cual fue centrifugado a 314xg. El

precipitado se descartó y el sobrenadante fue centrifugado a 4410xg. El precipitado fue

lavado con medio 2 (manitol 220 mM, sacarosa 70 mM y MOPS 2 mM (pH 7.4)) y

centrifugado a 6350xg. Finalmente, el precipitado obtenido fue resuspendido en 500 μl de

medio 2. Cada centrifugación se realizó durante 10 min a 4°C. La concentración de proteína

mitocondrial se determinó por el método de Biuret con algunas modificaciones (Gornall et

al., 1949).

Análisis de los niveles de ERO
La producción de ERO fue determinada en mitocondrias de riñón midiendo la

oxidación de la sonda fluorescente diacetato de 2´7´- diclorodihidrofluoresceina (H2

DCFDA). 0.5mg/mL de mitocondrias y 1.25mM de H2DCFDA fueron incubados a 4°C

durante 20 min bajo agitación constante en un buffer que contenía HEPES 10 mM, KCl 100

mM, MgCl2 3 mM y KH2PO4 3 mM (pH 7.4). Posteriormente, la suspensión de mitocondrias

fue colocada en una celda de cuarzo, el análisis comenzó con el registro de la fluorescencia

basal, después de 1 min, se adicionó glutamato/malato 10mM como sustrato del complejo

I de la CTE y los cambios de fluorescencia del H2DCFDA fueron monitoreados durante 20

min. En experimentos por separado se agregó además rotenona para potenciar la

producción de ERO. Los cambios de fluorescencia fueron detectados en un

espectrofotómetro Shimadsu RF-5301PC (λex 485 nm; λem 520 nm).

Análisis de los niveles y el estado redox del glutatión
Para esta determinación se trataron 0.5mg/mL de mitocondrias con ácido

sulfosalicílico y se centrifugó por 10 min a 5000 xg para remover las proteínas. El glutatión

reducido (GSH) y oxidado (GSSG) fueron determinados del sobrenadante por un método

enzimático (Akerboom y Sies, 1981). El contenido de glutatión total (GSH +GSSG) fue

determinado en una celda que contenía 90µL del sobrenadante, ácido 5,5′-ditiobis (2-

nitrobenzoico) (DTNB) 3 mM y 0.115 unidades/mL de glutatión reductasa en un volumen

final de 1mL con buffer de fosfato de sodio a pH 7.5. Después de 5min de incubación a
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temperatura ambiente, se agregó 2mM de NADPH y se monitoreo la reacción por 5min. El

incremento de la absorbancia fue leído a una longitud de onda de 412nm. Se utilizó una

curva estándar de GSH conocida para calcular la concentración de las muestras. Para la

determinación de GSSG, se realizó la misma metodología excepto que la muestra fue

incubada previamente con 3% (v/v) de 4-vinilpiridina por 1h. La concentración de GSH fue

calculada restando la concentración de GSH + GSSG menos la concentración de GSSG.

Consumo de Oxígeno
Para la medición de la respiración mitocondrial, se utilizaron mitocondrias de riñón

recién aisladas, las cuales fueron resuspendidas en un volumen final de 2mL de buffer

(HEPES 10 mM, KCl 100 mM, MgCl2 3 mM, y KH2PO4 3 mM a pH 7.4) para medir el

consumo de oxígeno en una cámara de vidrio sellada del oxígeno atmosférico y con

agitación constante. La tasa del consumo de oxígeno fue determinada a 37°C usando un

electrodo de oxígeno tipo Clark acoplado a un monitor de oxígeno YSI 5300A y a una

computadora para la adquisición de datos. Las determinaciones comenzaron

inmediatamente después de agregar 10mM de glutamato/malato como sustrato respiratorio

para el complejo I (estado 4) y después de 5min se agregó ADP 1mM para determinar el

consumo de oxígeno en el estado fosforilante (estado 3). Finalmente, se agregó KCN 1mM,

inhibidor del complejo IV, para inhibir la respiración. Se calculó la tasa del control

respiratorio mediante el cociente del estado 3/estado 4.

Examinación histológica del riñón
Los animales fueron sacrificados por decapitación al término de los tratamientos,

ambos riñones fueron resecados y fijados por inmersión en paraformaldehido al 10% y

luego embebidos en parafina. Se realizaron cortes del riñón en un micrótomo con un grosor

de 3 µm, posteriormente colocados en portaobjetos para después teñirlos con Hematoxilina-

eosina y finalmente fueron examinados bajo un microscopio Leica DM5500B para evaluar

y comparar los cambios morfológicos en los diferentes grupos.

Análisis estadístico
Todos los datos fueron expresados como la media ± error estándar de al menos 3

experimentos independientes usando muestras de diferentes animales para cada

experimento. Las diferencias estadísticas de los datos fueron determinadas con análisis de

varianza (ANOVA) y un análisis post-hoc de Tukey o Bonferroni, empleando el software

GraphPad Prim 5.
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8.2.4. Resultados

Comparación del efecto del aceite de aguacate y prazosina sobre la presión arterial
Se midió el efecto producido por el tratamiento con PSZ en las ratas HT, los datos

fueron comparados con estudios previos realizados de manera concomitante (figura 1) y se

observó una disminución significativa de la presión arterial a valores similares que el grupo

HT tratado con AO, sin embargo la presión arterial lograda en estos últimos no alcanzó

valores similares a los del grupo normotenso control, como hemos reportado anteriormente

el AO disminuye la presión arterial sistémica en ratas con HT comparadas con su grupo

control.

Participación del sistema adrenérgico renal en la hipertensión/L-NAME
Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la contracción adrenérgica renal se

midieron las respuestas contráctiles al agonista fenilefrina (agonista selectivo α1

adrenérgico) en riñón (figura 2a), la administración de fenilefrina generó respuestas

concentración-dependiente, sin embargo no se presentó ninguna diferencia significativa

entre los grupos, la administración de AO y PZS no produjo ningún cambio significativo

sobre la vasoconstricción α1-adrenérgica renal en ratas normotensas ni hipertensas.

Interesantemente se observaban respuestas diferentes en el tiempo de

recuperación de la presión de perfusión después de la administración de fenilefrina entre

grupos (figura 2b). Se calculó el área bajo la curva para evaluar el efecto integral de cada

tratamiento respecto al control (datos no mostrados). La HT provocó aumento de ~2.4 veces

el tiempo de recuperación comparada con el grupo control y el tratamiento con AO previno

este efecto incluso a valores similares al grupo control, el tratamiento con PZS no produjo

cambios significativos en este parámetro.

Evaluación de la vasorelajación renal derivada del endotelio
Para evaluar si el AO y/o el fármaco antagonista α1-adrenérgico PZS promueven

cambios en la vasodilatación renal dependiente del endotelio, se realizaron curvas

concentración respuesta al agonista carbacol (figura 3) el cual promueve vasodilatación al

activar receptores muscarínicos potenciando el lanzamiento de NO.. Durante la HT

generada por L-NAME la vasorelajación dependiente del lanzamiento de NO. se encuentra

deteriorada (disminución de ~14% la relajación provocada por carbacol 1000µM) y tanto el

aceite de aguacate como el antagonista α1-adrenérgico generan un efecto protector

completo para este efecto.
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Efecto del estrés oxidante sobre la vasodilatación renal en la hipertensión
Con el objetivo de evaluar si el estrés oxidante generado por la administración de

rotenona deteriora las respuestas vasorelajantes dependientes de la liberación de NO. en

el endotelio, generamos curvas concentración respuesta a carbacol en presencia y

ausencia de rotenona para cada grupo experimental (Figura 4), los resultados muestran

que en presencia de rotenona los riñones de ratas HT presentan deterioro de la capacidad

vasorelajante ((+) rotenona disminuye 13.2% la relajación al carbacol log 10-2 M),

interesantemente, el tratamiento con AO y PZS previenen este efecto.

Efecto del aceite de aguacate y prazosina sobre la producción de ERO
Para comparar el deterioro de la vasorelajación renal con la producción de ERO

mitocondrial, evaluamos los cambios de fluorescencia de la sonda H2DCFDA en respuesta

a la adición del sustrato glutamato/malato (figura 5). Los datos presentados en la figura

muestran que los niveles de ERO están aumentados al doble en mitocondrias de riñón de

ratas con HT cuando son comparadas con el grupo control. Se observó también que el AO

previno completamente este efecto disminuyendo 44% la formación de ERO comparadas

con el grupo HT mientras que el tratamiento con PZS tuvo un efecto evidente, sin embargo

estadísticamente no significativo disminuyendo 37% la formación de ERO comparado con

el grupo HT.

Evaluación del efecto antioxidante del aceite de aguacate en la hipertensión
Medimos el cociente GSH/GSSG como marcador de estrés oxidante (figura 6) con

el objetivo de determinar si el aumento de la producción de ERO en el grupo de ratas HT

genera daño oxidante y si la disminución de la producción de ERO en mitocondrias de riñón

de ratas HT conferida por el tratamiento con AO y PZS evita el daño oxidante durante la

HT. El cociente GSH/GSSG de las ratas control presenta valores 9 veces mayor que el

grupo HT evidenciando un estado de estrés oxidante mayor en esta última condición. Por

otra parte, el AO previene significativamente este efecto pero no a valores como los del

grupo control (aumentando 3 veces la relación GSH/GSSG respecto al grupo HT), el

tratamiento con PZS no genera cambios significativos comparados con el grupo con HT.

Efecto de la capacidad antioxidante del aceite de aguacate sobre la funcionalidad de
mitocondrias de riñón de ratas hipertensas

Una de las principales consecuencias del aumento del estrés oxidante es el daño a

estructuras en los supercomplejos de la CTE, lo cual ocasiona mal funcionamiento en el

transporte de electrones, desacoplamiento de los complejos de la CTE y como

consecuencia una respiración mitocondrial deteriorada con bajo consumo de O2.
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Evaluamos la funcionalidad mitocondrial del riñón obteniendo el TCR (tasa de control

respiratorio) en el estado 4 y 3 mitocondrial utilizando como sustrato respiratorio

glutamato/malato (figura 7) con el objetivo de comparar la función mitocondrial de riñón de

ratas HT y el grupo CTRL, y además evaluar el efecto protector del AO durante la HT. La

HT deteriora notablemente el TCR pues esta disminuye 45.2% (este efecto predomina en

el estado 3, datos no mostrados). De manera importante se observa que el tratamiento con

AO o PZS previenen este efecto cuando es comparada con el grupo control.

Efecto del aceite de aguacate sobre la función renal de ratas hipertensas
Con la finalidad de evaluar la repercusión de los efectos benéficos del AO sobre

parámetros bioquímicos que evidencian el estado de la función renal, al final del tratamiento

se midió la cantidad de proteínas en orina excretadas en 24h (figura 8), se observa un

aumento 2.9 veces la proteína excretada en orina en las ratas con hipertensión y el

tratamiento con el AO previno este aumento en un 62%, en dichos parámetro la PZS no

tuvo efectos significativos (A). Además, en la figura 8b se observa una disminución discreta

de creatinina en suero promovida por el tratamiento con AO y PZS en las ratas HT

comparadas con su respectivo control.

La proteinuria es generada principalmente por el daño estructural en los glomérulos

renales por lo que se realizaron cortes histológicos (figura 9). Los cortes de riñón de las

ratas control y control con AO presentan una arquitectura normal con glomérulos bien

definidos, con cápsula de Bowman normal, túbulos contorneados distales y proximales sin

cambios inflamatorios. El grupo de ratas HT presenta glomérulos fragmentados (incluso una

mayor cantidad de glomérulos vacíos y disminución de la cantidad de estos), aumento del

área de la cápsula de Bowman, escasa luz en el túbulo contorneado distal (TCD) y túbulo

contorneado proximal (TCP) y mayor cantidad de residuos proteicos. El consumo de AO y

PZS disminuyen los cambios inflamatorios observados en las ratas HT, los glomérulos

presentan una mejor arquitectura, disminución de la cápsula de Bowman y menor cantidad

de residuos proteicos.
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Figura 1. Efecto del tratamiento con aceite de aguacate (AO) o prazosina (PZS) sobre la
presión arterial sistólica (A) y diastólica (B) de ratas hipertensas (L-NAME). La presión
arterial fue medida 3 días antes del final de los tratamientos. Los datos representan la media
± e.e., n=8. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas.
P<0.05.
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Figura 2. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre las respuestas vasoconstrictoras de fenilefrina (A) y el tiempo de recuperación
de la presión de perfusión después de la administración de fenilefrina (B) en el riñón. Los
datos representan la media ± e.e., n=6-8. Los símbolos * CTRL vs HT; # CTRL vs HT + PZS;
& HT vs HT + AO; + HT vs HT +PZS y ? HT + AO vs HT + PZS representan diferencias
significativas P<0.05.
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Figura 3. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre las respuestas vasorelajantes renales a carbacol (endotelio dependientes). Se
construyeron curvas concentración-respuesta a concentraciones creciente del agonista
carbacol en riñones aislados y perfundidos colocados en un sistema tipo Langendorff. Los
datos representan la media ± e.e., n=4-8. Los símbolos *CTRL vs HT; #HT vs HT + PZS;
&HT vs HT + AO representan diferencias significativas P<0.05.
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Figura 4. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre las respuestas vasorelajantes renales a carbacol (endotelio dependientes) en
presencia (+) o ausencia (-) de rotenona. Se construyeron curvas concentración-respuesta
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a concentraciones creciente del agonista carbacol en riñones aislados y perfundidos. Los
datos representan la media ± e.e., n=4-8. El símbolo * representa diferencias significativas
vs (-) rotenona, P<0.05.
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Figura 5. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre los niveles de especies reactivas de oxígeno (ERO) en mitocondrias de riñón.
Los experimentos se realizaron administrando glutamato/malato como sustrato respiratorio.
Los niveles de ERO fueron expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los
datos representan la media ± e.e., n=4-7. Letras diferentes representan diferencias
estadísticamente significativas, P<0.05.
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Figura 6. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre el cociente GSH/GSSG en mitocondrias de riñón de rata. Los datos
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representan la media ± e.e., n=3. Letras diferentes representan diferencias
estadísticamente significativas, P<0.05.
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Figura 7. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre la tasa de control respiratorio (TCR) en mitocondrias de riñón. Los
experimentos se realizaron administrando glutamato/malato (A) o succinato (B) como
sustrato respiratorio. Los datos representan la media ± e.e., n=4-5. Letras diferentes
representan diferencias estadísticamente significativas, P<0.05.

Figura 8. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre la proteinuria y las concentraciones séricas de creatinina. Estos parámetros
fueron determinados al final del tratamiento. Los datos representan la media ± e.e. n=4-5.
Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas, P<0.05.
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Figura 9. Microfotografías representativas de la histología glomerular (teñidas con
hematoxilina-eosina), efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista α1-adrenérgico
prazosina (PZS) sobre el daño glomerular causado por la hipertensión. (A) CTRL, (B) CTRL
+ AO, (C) HT, (D) HT + AO y (E) HT + PZS. Cortes observados a 20x. B; cápsula de
Bowman, D; Túbulo contorneado distal, G; Glomérulo y P; Túbulo contorneado proximal.
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8.2.5. Discusión

El daño persistente a órganos provocado por la hipertensión arterial se debe per se

al aumento y el mantenimiento de la presión arterial sistémica. A nivel renal, este aumento

de la presión repercute en daños estructurales debido a los tensión marcadamente baja de

O2 (10 - 60 mmHg) que este órgano mantiene de manera fisiológica (Welch, 2006), por lo

que un aumento en la presión arterial sistémica por pequeño que sea puede provocar daño

a los vasos sanguíneos y de manera especial al riñón. Un estudio epidemiológico demostró

que el riesgo de daño renal incrementa gradualmente con el incremento de la presión

arterial sistémica (Lifton et al., 2001), por lo que una disminución incluso discreta de la

presión arterial puede significar un efecto benéfico a órganos blanco de la hipertensión

arterial como lo es el riñón.

Con base en estos antecedentes, es evidente que el efecto antihipertensivo

promovido por la administración del aceite de aguacate puede mejorar la función renal, lo

cual concuerda con lo encontrado en este estudio (Fig. 9). Se ha observado que el ácido

oleico posee un efecto antihipertensivo, lo cual concuerda con estudios de poblaciones del

mediterráneo cuyo alto consumo de ácido oleico en forma de aceite de oliva presentan una

menor incidencia de enfermedades cardiovasculares (Dreher y Davenport, 2013; Terés et

al., 2008). En el grupo de ratas HT tratadas con el aceite de aguacate presentó un efecto

antihipertensivo tanto en la PAS como en la PAD, incluso al mismo nivel que el provocado

por el fármaco antihipertensivo prazosina, lo que podría ser explicado por el alto contenido

de ácido oleico presente en el aceite de aguacate  de aproximadamente un 60% (Ortiz-Avila

et al., 2013). Por otro lado, se ha reportado que la disminución del estrés oxidante,

específicamente la disminución del estrés oxidante mitocondrial, puede disminuir la presión

arterial sistémica de ratas con HT experimental. Este efecto antihipertensivo se ha atribuido

al aumento de la biodisponibilidad del NO• (agente vasodilatador) que se contrapone a los

efectos presores de moléculas vasoconstrictoras (Dikalova et al., 2010). A este respecto,

reportes previos de nuestro grupo de investigación ha demostrado que el consumo de

aceite de aguacate disminuye el estrés oxidante mitocondrial en ratas diabéticas (Ortiz-

Avila et al., 2013, 2017), por lo que existe la posibilidad de que este mecanismo pueda

también explicar la disminución de la presión arterial de las ratas HT tratadas con el aceite

de aguacate.

Se ha encontrado que la actividad adrenérgica se encuentra exacerbada durante la

hipertensión (Ibarra et al., 2006), además de que el aumento de la actividad del sistema
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renina-angiotensina-aldosterona, que se encuentra también aumentado durante la HT,

ejerce un efecto potenciador de las respuestas adrenérgicas y en especial las dependientes

de la activación α1A- y α1D-adrenérgicas (Jerez et al, 2004). Se ha demostrado que la

actividad adrenérgica puede ser modulada de manera diferencial dependiendo de la

composición de los ácidos grasos presentes en la membrana celular de las células

endoteliales, de tal modo que la incorporación de ácido oleico (C18:1) en las membranas

biológicas promueve la disminución de la presión arterial en modelos de HT, por un

mecanismo que involucra la regulación a nivel de la señalización asociada con proteínas G

(Terés et al., 2008; Yang, 2005). El efecto antihipertensivo del aceite de aguacate podría

ser debido en parte a modificaciones en las respuestas no solo adrenérgicas sino también

a todas aquellas señales moleculares dependientes de la activación de receptores

acoplados a proteínas G, sin embargo, esta hipótesis requiere de más investigación.

El sistema nervioso simpático participa de manera importante en la regulación del

flujo de sangre a nivel renal y la tasa de filtración glomerular (Pallone et al. 2012;

Salomonsson et al., 2000). En la vasculatura renal las catecolaminas son liberadas de las

terminales nerviosas y activan receptores acoplados a proteínas G (RAPG) en la superficie

celular lo que causa contracción al incrementar las concentraciones de Ca+2 citosólico y

activar la maquinaria contráctil de actina y miosina (Salomonsson et al., 2000). Los

resultados de este estudio muestran respuestas contráctiles dependientes de la activación

de receptores α1-adrenérgicos similares en magnitud en todos los grupos (Fig. 2A). Sin

embargo, el tiempo necesario para que la vasculatura renal vuelva a su presión de perfusión

basal después de un estímulo adrenérgico, es decir, el tiempo que tarda la vasculatura en

relajarse después de un estímulo vasoconstrictor adrenérgico, se encuentra

significativamente aumentado en las ratas del HT (Fig. 2B), lo cual puede ser debido a un

mayor tiempo de activación de los receptores adrenérgicos, lo que genera una respuesta

persistente. Una de las rutas posteriores a la activación del RAPG por fenilefrina es la

activación de varias isoformas de PKC, la cual es una cinasa ubicua que tiene varios

sustratos en el músculo liso vascular. Una de sus principales rutas conduce a la inhibición

de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina, lo que potencia la contracción vascular

(Salamanca, 2006), por lo que un aumento en el tiempo de contracción producido por la

activación α1-adrenérgica podría aumentar la activación de PKC y por lo tanto inhibir

persistentemente la fosfatasa de la cadena ligera de miosina.

Por otra parte, la disminución de la biodisponibilidad del NO• como agente vaso

relajante se ha propuesto como el mecanismo más probable de vasodilatación atenuada en
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la HT (Mcintyre et al., 1999) lo que provocaría un mayor tiempo de contracción vascular

adrenérgica. Como muestra la Fig. 3, el grupo HT presenta una disminución de los efectos

vasorelajantes inducidos por carbacol, lo que puede ser debido al aumento del estrés

oxidante presente en este grupo como se observa en la Fig. 6, lo cual concuerda con la

observación de que la activación de los RAPG incrementan la actividad de la NADPH

oxidasa, con lo que aumentan los niveles de anión superóxido el cual reacciona

rápidamente con NO• generando ONOO- y con ello disminuye la vasodilatación dependiente

de NO• (Dikalova et al., 2010), manteniendo de este modo por más tiempo las respuestas

contráctiles.

El efecto benéfico del aceite de aguacate sobre las respuestas vasorelajantes del

endotelio en ratas con HT puede ser explicado por la disminución del estrés oxidante (Fig.

6), lo cual concuerda con varios reportes de nuestro grupo de trabajo donde el aceite de

aguacate disminuyó el estrés oxidante en mitocondrias de hígado, riñón y cerebro de ratas

diabéticas (Ortiz-Avila et al. 2013, 2014a,b, 2017). Esto podría ser debido a la presencia en

el aceite de β-sitosterol, el cual modula la actividad de enzimas antioxidantes (Vivancos y

Moreno, 2005; Yoshida y Niki, 2003). Además, diversos carotenoides presentes en el aceite

de aguacate también poseen efectos antioxidantes (Dutta, et al., 2005), y se ha demostrado

que la administración concomitante de diversos antioxidantes, como sería el caso de

administrar aceite de aguacate, promueve un efecto sinérgico que disminuye aún más el

estrés oxidante (Böhm, et al. 1998). Esto hace factible la hipótesis de que al disminuir el

estrés oxidante, el aceite de aguacate aumenta la disponibilidad del NO• como agente

vasodilatador, generando un mayor efecto, disminuyendo el tiempo de contracción

adrenérgica y aumentando la vasodilatación generada por carbacol.

El efecto de la PZS sobre la vasodilatación renal dependiente del endotelio (Fig. 3)

podría ser debido al antagonismo de los receptores α1-adrenérgicos, la consecuente

inhibición de la ruta DAG-PKC y, por lo tanto, la disminución en la producción de ERO y de

ERN, ya que se ha demostrado que existe un aumento en la producción de ERO

dependiente de la activación de PKC y NADPH oxidasa en células endoteliales, células del

músculo liso vascular y células mesangiales renales (Salamanca, 2006). Por ende, la

atenuación del estrés oxidante podría aumentar la vasodilatación dependiente de NO•.

La rotenona se ha utilizado como un inductor de la producción de ERO en el

complejo I de la CTE (Li et al., 2003). Los resultados de la Fig. 4C muestran que la rotenona

disminuye aún más las respuestas vasorelajantes a carbacol en los riñones de las ratas HT,

lo cual podría ser debido a que el aumento del estrés oxidante mitocondrial por la adición
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de rotenona genera una disminución de la biodisponibilidad de NO• como agente

vasodilatador ya que se favorece la formación de ONOO-, siendo este efecto prevenido por

el tratamiento con aceite de aguacate y PZS (Fig. 4D y E) lo cual es congruente con el

resultado donde estos dos tratamientos disminuyen también el estrés oxidante generado

durante la HT (Fig. 6).

La producción de ERO aumentó en el grupo HT usando como sustrato respiratorio

del complejo I al glutamato/malato (Fig. 5), mientras que el aceite de aguacate disminuyó

la producción de ERO. Estos datos también son concordantes con la observación del

aumento del estrés oxidante en el grupo HT y su disminución por el aceite de aguacate (Fig.

6). La disminución de la producción de ERO en el grupo HT+PZS (Fig. 5), podría ser

explicada por el antagonismo de los receptores α1-adrenérgicos, la inactivación de su

cascada de señalización y una probable disminución de la actividad NADPH oxidasa (Fig.

6). Por su parte los resultados con aceite de aguacate (Fig. 6) pueden ser atribuidos a su

contenido de antioxidantes incluso de manera independiente a sus efectos

antihipertensivos, ya que se ha reportado que la disminución de la presión arterial per se

no es suficiente para mitigar el estrés oxidante en modelos de HT (de Cavanagh et al.,

2006). Además, es importante mencionar que la ingesta de aceite de aguacate promueve

cambios en la composición lipídica de las membranas (Ortiz-Avila et al., 2015), y se ha

reportado que la translocación de PKC a la membrana celular se estimula al incrementar la

hidrofobicidad de PKC y es modificable dependiendo de la composición lipídica de las

membranas, por lo que cambios en la composición de lípidos de membrana podría modificar

la activación de PKC y sus posteriores efectos (Jin et al., 2006; Newton, 1995; Salamanca,

2006)

Como se ha mencionado anteriormente, se tienen evidencias de la formación de un

círculo vicioso de generación de ERO entre la NADPH oxidasa y la mitocondria (Dikalova

et al., 2010). El daño mitocondrial se hace evidente por el aumento del estrés oxidante y

por la disminución del cociente respiratorio, además de que la disminución de la función

mitocondrial está directamente relacionada con el estrés oxidante ya sea como causa o

como consecuencia (Bernatova, 2014). La disfunción del complejo I de la CTE participa de

manera importante durante la generación de estrés oxidante en diversos estados

patológicos (Hirst et al., 2008; Murphy, 2009), lo cual ha sido asociado a la peroxidación del

fosfolípido cardiolipina, el cual estabiliza la estructura del complejo I y optimiza su actividad

(Lenaz et al., 2006). La peroxidación de la cardiolipina ha sido vinculada al deterioro de la

actividad del complejo I y al aumento de la generación de ERO en este sitio de la CTE
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(Paradies et al., 2002). En concordancia con lo anterior, en el grupo HT se observó una

disminución en la respiración mitocondrial con un sustrato del complejo I (Fig. 7A), lo cual

no ocurrió con succinato, un sustrato del complejo II (Fig. 7B). El aceite de aguacate y la

PSZ (Fig. 7) mejoraron la función mitocondrial de forma significativa, lo cual correlacionó

con los resultados donde disminuyó la producción de ERO por dichos tratamientos (Fig. 5),

lo cual podría ser debido a la presencia de una amplia variedad de antioxidantes presentes

en el aceite de aguacate como se explicó anteriormente. El efecto antioxidante es más

evidente en las ratas que consumieron aceite de aguacate en comparación con las ratas

tratadas con PZS.

Para evaluar si el efecto benéfico del aceite de aguacate y la PZS sobre la

disminución de la presión arterial, el estrés oxidante, la función mitocondrial y la función

vascular tenía repercusiones sobre el funcionamiento renal, se evaluaron parámetros

bioquímicos que determinan el estado fisiológico de la función renal (Fig. 8). En las ratas

HT + AO se observó una disminución de la proteinuria que no fue observada con el

tratamiento con PZS (Fig. 8A), a pesar de que ambos tratamientos bajaron al mismo nivel

la presión arterial en las ratas HT. Sin embargo, los resultados muestran que el aceite de

aguacate disminuye el estrés oxidante en una proporción mayor que la PZS. Ambos

tratamientos no disminuyeron la cantidad de creatinina en suero (Fig. 8B).

El daño estructural a los glomérulos durante la HT causa deterioro en la filtración de

proteínas y por lo tanto estas son excretadas en orina, por lo que se decidió evaluar la

morfología glomerular en cortes histológicos de riñón (Fig. 9). Durante la HT aumenta la

presión de filtración en los glomérulos y de esta manera, aumenta la carga filtrada y

eliminación urinaria de sodio. Una de las consecuencias más relevantes de esto es la

disminución del número de nefronas debido a la hiperfiltración que promueve cambios

hemodinámicos glomerulares. Al disminuir el número de nefronas, se produce un aumento

de la filtración glomerular en cada uno de los glomérulos remanentes para mantener la

filtración glomerular global y la carga filtrada total de sodio. El aumento de la presión

intraglomerular aumenta el tráfico de proteínas a través del glomérulo y del túbulo proximal,

contribuyendo al desarrollo de esclerosis glomerular y fibrosis túbulointersticial. El efecto

profibrótico ha sido demostrado en numerosos estudios: activa a los fibroblastos

aumentando la síntesis de proteínas de la matriz extracelular en el intersticio renal, activa

las células mononucleares y citocinas proinflamatorias, aumenta la expresión del factor de

crecimiento transformante beta (TGF-β). Estos factores de crecimiento promueven la

fibrosis intersticial renal, y son claves en el deterioro progresivo de la función renal (Qi et
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al., 2004; Schieppati y Remuzzi, 2003). A través de la mayor liberación de TGF-beta

también se estimula la síntesis de matriz mesangial, favoreciendo la esclerosis glomerular.

El efecto antioxidante del aceite de aguacate y el antagonismo de los receptores α1-

adrenérgico durante la HT promueven un efecto benéfico tanto a nivel fisiológico (Fig. 8)

como a nivel estructural renal (Fig. 9), los datos correlacionan con los resultados obtenidos

en el estudio de estrés oxidante, la función mitocondrial, la presión arterial y proteinuria.

Histológicamente se observan estructuras renales mejor conservadas en las ratas HT que

consumieron aceite de aguacate y PZS (Figs. 9D y 9E) y se puede observar una

disminución de las características inflamatorias que presentan las ratas HT.

8.2.6. Conclusión

El aceite de aguacate previene el daño glomerular y el deterioro de la función renal

durante la hipertensión en ratas, disminuyendo el tiempo de la vasoconstricción α1-

adrenérgica renal, la formación de ERO y el estrés oxidante, y mejora además el

funcionamiento mitocondrial.
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9. Discusión general

La hipertensión arterial cursa como una enfermedad silenciosa al no presentar

síntomas, debido a esto cerca de la mitad de las personas con HT no son diagnosticadas a

tiempo, lo que favorece el desarrollo de los efectos crónicos de la HT en la población

(ENSANUT, 2016). De manera general, la hipertensión arterial genera una disminución en

el aporte de nutrientes y oxígeno a todo el organismo, sin embargo, hay órganos

particularmente susceptibles a estos efectos, como el riñón.

Las complicaciones de la HT se relacionan directamente con la magnitud del

aumento de la presión arterial y el tiempo de evolución; en la encuesta del año 2012, 47.8%

de los adultos con HT fueron hallazgo de la encuesta, es decir, no habían sido

diagnosticados (ENSANUT, 2012), y por lo tanto, tienen mayor riesgo de padecer

enfermedades secundarias a la hipertensión. La importancia de la disminución y

mantenimiento de la presión arterial en un paciente con hipertensión radica en que los

daños a órganos blanco aumentan proporcional al aumento de la presión arterial, inclusive

se tienen evidencias que el aumento de la PAS y PAD en valores de 20 y 10mmHg,

respectivamente, aumentan el riesgo de mortalidad (Prospective Studies Collaboration,

2002), datos particularmente relevantes para la American Heart Association y la American

Stroke Association que han recomendado nuevas cifras para evaluar la presión arterial de

las personas, estableciendo considerar elevada la presión arterial en valores de PAS de

120-129mmHg y recomendando cambios en el estilo de vida y una reevaluación de la

presión en 3-6 meses posteriores, con la finalidad de retardar los efectos secundarios

(Smith et al., 2017). En nuestros resultados el AO disminuyó la presión arterial en las ratas

HT incluso a valores similares a las ratas que tomaron el fármaco antihipertensivo

prazosina, un antagonista de los receptores α1-adrenérgico. En experimentos conjuntos se

evaluó también el antihipertensivo losartán cuyo efecto fue más eficaz al normalizar la

presión arterial de las ratas HT. Estos datos sugieren una mayor participación de los

receptores AT1 en este modelo de HT. Por otro lado, el aceite de aguacate disminuyó la

PAS en 28mmHg y la PAD en 29mmHg, por lo que con base en los antecedentes, podría

disminuir el riesgo de mortalidad al doble (Prospective Studies Collaboration, 2002).

Identificar a tiempo a los pacientes con hipertensión permitiría tomar medidas

correspondientes para disminuir la presión arterial y con ello evitar o al menos retrasar la
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aparición de enfermedades como el daño renal, una enfermedad incapacitante y de altos

costos económicos tanto para el paciente como para los sistemas de salud. (ENSANUT,

2012).

Existen cada vez más pruebas científicas que sostienen la hipótesis de que ciertos

alimentos, como el aceite de aguacate, contienen componentes que poseen efectos

fisiológicos benéficos, y que además son propuestos como una opción en las dietas

saludables.

La HT es una enfermedad cuyas causas aún no son completamente conocidas, pero

se conoce que ciertas moléculas y sus rutas de acción están alteradas en humanos y en

diversos modelos de hipertensión experimental, como los receptores que se encuentran

acoplados a proteínas G, de los cuales se tienen evidencias que tienen una alta actividad

durante la hipertensión y además participan en la disfunción del endotelio vascular, el cual

juega un papel central en la relajación de las arterias (Li, Cao, Liu, y Xu, 2007). La Ang II y

la noradrenalina son moléculas vasoactivas que han sido ampliamente investigadas y

relacionadas con la génesis y el mantenimiento de la hipertensión, y ambas tienen

receptores específicos en la membrana de las células del músculo liso vascular acoplados

a proteínas Gq/11, por lo que al ser activados estos receptores generan movilización de calcio

al citosol provocando contracción vascular. Se investigó la participación de la activación de

los receptores AT1 y α1-adrenérgicos durante la HT y se observó que las respuestas a Ang

II se encuentran alteradas a nivel renal al menos a una concentración de Ang II de 1x10-6

M, mientras que las respuestas vasoconstrictoras de los receptores α1-adrenérgicas no se

encuentran alteradas. Una posibilidad no explorada en esta investigación para la

explicación de estos resultados es la remodelación de receptores presentes en la

vasculatura renal de estas ratas y la posible internalización de estos como mecanismo para

disminuir la presión arterial. Sin embargo, algo notable en los grupos HT que recibieron

aceite de aguacate fue la rápida disminución de la presión de perfusión renal después de

la contracción en respuesta a Ang II y fenilefrina.

El control de la presión arterial se lleva a cabo mediante mecanismos de

vasoconstricción y vasorelajación que se contraponen para mantener un equilibrio y

mantener en sus límites normales la presión arterial. La relajación vascular dependiente del

endotelio a través de la liberación de NO• juega un papel central en este equilibrio de

contracción-relajación. En nuestros resultados las ratas con HT muestran deterioro de la

función relajante derivada del endotelio posterior a la contracción renal con Ang II y
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fenilefrina, mientras que el aceite de aguacate, el losartán y la prazosina previnieron este

efecto por un mecanismo aún pendiente de investigar, pero que presumiblemente involucra

la disminución de la presión arterial sistémica y/o la disminución del estrés oxidante

mitocondrial. Sin embargo, para dilucidar el mecanismo propuesto es necesario investigar

la participación de dos enzimas clave en el modelo hipotético propuesto, la NADPH oxidasa

y la PKC y por otra parte, la participación de enzimas antioxidantes.

El aceite de aguacate contiene β-sitosterol, el cual induce la actividad de enzimas

antioxidantes tales como la superóxido dismutasa de manganeso y la glutatión peroxidasa

(Vivancos y Moreno, 2005). El aceite de aguacate mejoró la función mitocondrial renal y

disminuyó el estrés oxidante, por lo que una hipótesis que podría explicar esto es que el

aceite de aguacate puede mimetizar los efectos antioxidantes indirectos del losartan (de

Cavanagh et al., 2003, 2006) al igual que la prazosina, pero por un mecanismo distinto que

involucre las respuestas dependientes de la activación de proteínas G, y por lo tanto,

atenuando la formación de ERO.

Los resultados de este estudio revelan que el bloqueo de los receptores AT1 para

Ang II (losartán) y de los receptores α1-adrenérgicos (prazosina) disminuyen la formación

de ERO en mitocondrias de riñón de ratas HT y esto genera un efecto benéfico en la función

mitocondrial. El aceite de aguacate reproduce resultados similares pero el mecanismo

permanece pendiente de explicar. Sin embargo, los efectos de los tratamientos con

losartán, prazosina y aceite de aguacate en ratas hipertensas, repercuten de manera

fisiológica en la función renal, disminuyendo la proteinuria y el daño glomerular presentes

durante la hipertensión. Se puede proponer que el efecto benéfico de todos los tratamientos

se debe en gran medida a la disminución del desequilibrio redox mitocondrial encontrado

en las ratas HT, cuyos efectos fueron más pronunciados con el tratamiento con aceite de

aguacate y losartán que con prazosina. Hipotéticamente, al disminuir el estrés oxidante

podría aumentar la biodisponibilidad del NO• como agente vasodilatador, lo que mejoraría

las respuestas vasorelajantes, el aporte de nutrientes y la detoxificación renal. Además,

disminuiría la producción de O2
.- y de ONOO-, y con ello aumenta la tensión de O2 renal, lo

que reduciría el estado hipóxico y la fibrosis renal, que a su vez prevendría el deterioro

estructural de las nefronas y mejoraría la reabsorción de proteínas y evitaría la proteinuria.
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10. Conclusión general

El aceite de aguacate previene el daño de la función renal, mejorando la

vasodilatación renal dependiente del endotelio frente a estímulos constrictores

dependientes de la activación de receptores AT1 y α1-adrenérgicos, por un mecanismo que

involucra disminución del estrés oxidante y una mejor función mitocondrial.
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11. Perspectivas

 Dilucidar sí la NADPH oxidasa es un blanco de los efectos benéficos del aceite de

aguacate en el daño hipertensivo renal.

 Determinar si el aceite de aguacate modula la actividad de PKC en la vasculatura

renal hipertensiva.

 Evaluar si el aceite de aguacate aumenta la actividad de algunas enzimas

antioxidantes que podrían mediar sus efectos benéficos en la hipertensión.
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