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Presion arterial diastolica
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Presion arterial sistélica
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SNS
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1. Resumen general

La hipertension arterial en uno de los principales factores que predisponen a la
enfermedad renal, la cual es una condicion incapacitante y de gran impacto socioeconémico
en México y el mundo. Diversos estudios han demostrado que el estrés oxidante
mitocondrial tiene un papel muy importante durante el dafio renal provocado por la
hipertensién arterial. En este sentido, se ha encontrado que los sistemas de angiotensina Il
y la noradrenalina, se encuentran sobreactivados en la hipertensién, lo que favorece la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que generan dafio cuando
su produccion sobrepasa las defensas antioxidantes. Esto da lugar a la disminucion de la
biodisponibilidad del éxido nitrico (NO) e incremento del consumo de O, lo que establece
un estado de hipoxia en el rifibn que desencadena fibrosis y pérdida irreversible de la
funcién renal. Los receptores adrenérgicos o: y los receptores AT: a angiotensina Il
comparten gran parte de la via de sefalizacidbn que modula sus efectos en la vasculatura.
Sin embargo, se desconoce si la sobreactivacion ai-adrenérgica participa en la produccion
excesiva de especies reactivas durante el dafio renal hipertensivo. En la actualidad nuestro
grupo de trabajo ha demostrado que la administracion de aceite de aguacate (AO)
disminuye el estrés oxidante mitocondrial en diferentes modelos de enfermedad en ratas.
En este trabajo se propone que la administracion de AO disminuye la posible produccion
de estrés oxidante generado por la activacion de los receptores AT: y ai-adrenérgicos y
repercute benéficamente en la funcion mitocondrial y renal de ratas hipertensas. Para
comprobar esta hipétesis, se compararon los efectos del tratamiento del aceite de aguacate,
del losartén (antagonista AT:) y la prazosina (antagonista a;-adrenérgico) sobre la presion
arterial, el estrés oxidante, la funcién mitocondrial, las respuestas vasorelajantes derivadas
del endotelio y su repercusion en el funcionamiento renal de ratas hipertensas inducidas
con L-NAME. Se observé que el consumo de AO disminuye en ratas hipertensas la presion
arterial, mejora la funcion mitocondrial renal, incrementa las respuestas vasodilatadoras,
disminuye el estrés oxidante mitocondrial, Io que da lugar a una mejor funciéon renal y la
prevencién del dafio fibrético. Esto sugiere que los efectos benéficos del AO en la
vasculatura renal hipertensiva podrian estar mediados por la modulacion de los efectos
negativos sobre la funcién mitocondrial producidos por la sobreactivacion de los receptores
ai-adrenérgicos y ATa.

Palabras clave: Angiotensina Il, activacion ai-adrenérgica, estrés oxidante, vasorelajacion

dependiente del endotelio y funcion renal.

Cristian Adrian Marquez Ramirez

QB



Evaluacion del efecto del aceite de aguacate sobre la funcién renal y la disfuncion mitocondrial
generada por Ang Il y activacion ai-adrenérgica en la hipertension

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 Il and norepinephrine promote the overproduction of reactive oxygen and
nitrogen species, leading to decreased bioavailability of nitric oxide (NO-) and increased O,
uptake, which favors a hypoxic state in the kidney that triggers fibrosis and irreversible loss
of renal function. Both the ai-adrenergic and AT receptors share a large part of the signaling
pathway that mediates their corresponding vascular functions; however, the role of ai-
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 AT: and a:-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 AT: antagonist)
and prazosin (ai-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

ai-adrenérgic y AT, receptors

Keywords: Angiotensin Il, a;-adrenergic activation, oxidative stress, endothelium-dependent

vasorelaxation and renal function.
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3. Antecedentes generales

3.1. Hipertension arterial
3.1.1. Definicion y clasificacion

La hipertension arterial (HT), es una enfermedad crénica cuya etiologia involucra
multiples factores ambientales y fisiopatolégicos aln no bien conocidos, se caracteriza por
el aumento persistente de la presion arterial sistdlica (PAS) y/o diastélica (PAD) a valores
mayores de 140mmHg para la PAS y 90mmHg para la PAD (WHO, 2010). La HT se clasifica
en 3 tipos: la hipertension primaria (también llamada hipertension esencial o idiopética) que
representa el 95% de los casos de hipertension y se caracteriza porque no se conoce su
etiologia (Lifton, Gharavi, Geller, y Hughes, 2001), la hipertension secundaria debida a una
causa identificable (Gorostidi, 2015) y la hipertension sistolica causada por rigidez de la
arteria aorta y predomina principalmente durante el envejecimiento (Franklin, 2010).

La génesis y mantenimiento de este trastorno cronico ain no se conocen
completamente, en esto participan multiples factores, dentro de los que se destacan los
factores genéticos, la ingesta excesiva de sodio, la edad avanzada, el tabaquismo, la
inactividad fisica y las enfermedades crénicas como la obesidad, las dislipidemias y la

diabetes.

3.1.2. Impacto social y econémico

Esta enfermedad en la mayoria de los casos cursa de manera asintomatica, por lo
que en muchas ocasiones pasa desapercibida y por esta razén 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 poblacién
mundial), en el 2010 esta enfermedad fue diagnosticada en el 40% de los adultos mayores
de 60 afios (WHO, 2010) y en México se diagnostico en el 31.5% de las personas mayores
de 20 afios en el 2012, cifras que podrian 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 sintomas,
por lo que en México la mitad de las personas que tienen HT lo desconocen. Ademas, sélo
el 50% de las personas que saben que tienen la enfermedad estan bajo tratamiento y de
estas Ultimas, sélo 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 aparicion de enfermedades secundarias, de tal
manera, que a partir de valores de presion 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 dafio al corazon, los ojos, el cerebro y el rifidn y que, lamentablemente, conduce
a desenlaces fatales. La enfermedad renal tiene un gran impacto socioeconémico 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 atenciéon a enfermos con
insuficiencia renal crénica (IRC). En México se presentan 1500 casos de IRC por cada
millon de habitantes y surgen 40,000 nuevos casos cada afio, en total existen 9.9 millones
de personas con IRC en México (ENSANUT, 2016).

3.2. Regulacion de la presion arterial

La circulacion sanguinea mantiene el aporte de nutrientes y de oxigeno y purifica
todos los aparatos y sistemas del organismo. La regulacion de la presion sanguinea es
extremadamente compleja y ocurre a varios niveles mediante la interaccion entre si de
diferentes mecanismos de retroalimentacion positiva y negativa. A nivel anatémico, varios
organos participan en este sistema de control, entre los que se encuentran el corazén, los
rifiones, el higado, los pulmones, las glandulas suprarrenales y los vasos sanguineos. Estos
tejidos son regulados de manera autébnoma por el sistema nervioso central y el sistema
nervioso periférico, estos érganos a su vez son productores de una variedad de sustancias
promotoras de cambios cardiovasculares que actuan de manera directa o indirecta
modificando la presion arterial (Guyton y Hall,1997).

Para el estudio del control de la presién arterial, los mecanismos implicados en su
regulacién se dividen considerando la rapidez y duracion de su efecto. Asi, existen
mecanismos rapidos (nerviosos y quimicos), mecanismos intermedios (fisicos y
hormonales) y mecanismos lentos (rifion y liquidos corporales). Estos mecanismos trabajan
de manera coordinada para mantener presion arterial dentro de los limites fisiolégicos
(Guyton y Hall, 1997). Dentro de estos sistemas de regulacion de la presion arterial, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona y el sistema nervioso simpético participan de
manera preponderante tanto a nivel fisioldgico en la regulacion de la presién arterial normal

como en la fisiopatologia de la HT.
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3.2.1. Regulacion de la presion arterial por el sistema renina angiotensina (SRA)

El SRA participa en la regulacion de la presion arterial y en la homeostasis de los
liquidos corporales. La angiotensina Il (Ang Il) es el efector final de este sistema, causa
vasoconstriccion directa o indirecta por estimulacion principalmente del receptor AT:
presente en la vasculatura, lo que incrementa el tono simpatico (Goodman et al, 1996). La
Ang Il regula la presion de manera crénica al modular el sodio renal y la reabsorciéon de
agua atraveés de la estimulacion de receptores AT; en el rifion, o indirectamente al estimular
la produccion y secrecion de aldosterona de las glandulas adrenales o al estimular la
sensacion de sed en el sistema nervioso central (Goodman et al, 1996). La cascada
enzimética por la que la Ang Il es producida consiste en varios elementos: la renina, una
aspartil proteasa que rompe a la proteina angiotensinégeno y que genera un decapéptido
denominado angiotensina I. Después, la Ang | sufre la pérdida de dos aminoacidos mas
para dar lugar al octapéptido Ang Il, la molécula fisiolégicamente activa de este sistema (Lu,
Roksnoer, y Danser, 2013). Como se mencioné antes las acciones de la Ang Il resultan de
su union a receptores especificos (AT1 y AT2) y de manera predominante al receptor AT;
(Sayeski y Bernstein, 2001), los cuales estan situados en la membrana celular y se acoplan
a proteinas G. El SRA intrarrenal regula la presion arterial sistémica y ciertos aspectos de
la funcion renal tales como el flujo y reabsorcion de sodio (Goodman et al, 1996).

El SRA participa en la regulacion de la presion arterial a corto y a largo plazo, los
factores que disminuyen la resistencia periférica total activan la liberacion de renina a partir
de los rifiones. La secrecion de renina esta controlada por dos mecanismos intrarenales y
un mecanismo que funciona a través del sistema nervioso simpatico (SNS). En el primero,
denominado via de la mécula densa, el incrementos de flujo de NaCl a través de la macula
densa inhiben la liberacion de renina, y la disminucion del flujo la estimulan; el segundo,
denominado via del baroreceptor intrarrenal, los incrementos y decrementos de la presion
de perfusion de los vasos preglomerulares inhiben y estimulan la liberacion de renina,
respectivamente (Goodman et al, 1996).

Una vez formada, la Ang | da lugar a la formacion de Ang Il por accion de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), la cual ha sido ampliamente utilizada como blanco
terapéutico de la hipertension. Los efectos de la Ang Il son mediados principalmente por la
activacion de los receptores AT: (que tienen alta afinidad por el losartan, farmaco

antihipertensivo) acoplados a proteinas G (Timmermans et al., 1993).
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3.2.2. Sistema nervioso simpatico (SNS) en la regulacion de la presién arterial

Una de las funciones mas importantes del control de la circulacion por el sistema
nervioso consiste en elevar de manera rapida la presion arterial. El SNS, que inerva la
mayoria de los vasos sanguineos, desempefia su papel en la regulacion de la presion
arterial sistémica mediante la liberacion de noradrenalina de las terminales nerviosas
simpaticas, la cual se une y activa a receptores especificos que se encuentran en la
membrana de las células del musculo liso vascular, produciendo a su vez una cascada de
sefializacion 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 masculo 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 actian como neurotransmisores y hormonas tanto en la
periferia como en el sistema nervioso central (Goodman et al., 1996). EI conocimiento
puntual de la participacion de los receptores adrenérgicos en la regulacion de la presion
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 caracterizacion, paro lo cual se han utilizado
técnicas de biologia molecular y de farmacologia que han permitido el descubrimiento de al
menos nueve subtipos de receptores adrenérgicos clonados y caracterizados

farmacoldgicamente (Tabla 1).
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Tabla 1. Nomenclatura de los receptores adrenérgicos con las proteinas G a las que se
encuentras acoplados y los segundos mensajeros involucrados en la traduccion de la sefial.

Familia de receptores adrenérgicos

01 Qyp, O4g Y Oip Oy Opp, O Y Oyc B B, Boy B3
Proteina G, Proteina G; Proteina G,
Incremento de Ca*? Disminucién de Aumento de AMPc
citosodlico AMPc

3.2.2.2. Papel y distribucién de los subtipos de receptores ai-adrenérgicos

Los receptores ai-adrenérgicos son mediadores importantes de las respuestas del
SNS involucradas en la homeostasis cardiovascular, tales como la contraccion cardiaca y
del musculo liso vascular. Al igual que los otros receptores adrenérgicos, los receptores 0i-
adrenérgicos son activados por las catecolaminas noradrenalina y adrenalina (Goodman et
al., 1996). Estudios in vitro han revelado que la contraccion del musculo liso vascular
inducida por la noradrenalina y otros agonistas adrenérgicos en preparaciones vasculares
de varias especies de mamiferos es mediada predominantemente por los receptores a;-

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

3.2.3 Mecanismos de transduccion de sefial en la contraccion (receptores AT1 Yy 01-
adrenérgicos)

El SRA y el SNS comparten una ruta de sefalizacion similar una vez que su
molécula efectora alcanza y activa a sus receptores en la membrana de las células del
musculo liso vascular. Ambos receptores se encuentran acoplados a proteinas Gga1, SuU
activacion resulta en una serie de eventos que incluyen la generacion de segundos
mensajeros y reacciones de fosforilacion de proteinas (figura 1).

Las proteinas G forman parte de una superfamilia de proteinas heterotriméricas y
desempefian un papel muy importante en los procesos de sefializacion transmembranal;
estas proteinas constituyen la parte central de un sofisticado mecanismo molecular el cual
es capaz de recibir, integrar y procesar informacién del ambiente extracelular. Las proteinas
G, consisten en una subunidad a la cual une e hidroliza guanosin trifosfato (GTP), y un
complejo no disociable By que interactla con proteinas efectoras (Hamm y Gilchrist, 1998).
En el estado basal, el complejo By y la subunidad a unida a GDP se encuentran asociados;
de esta forma, la proteina G puede ser reconocida por un receptor activado y esta
interaccion da como resultado la disociacion de GDP de la subunidad o y es reemplazado
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por GTP; a su vez, esto promueve un cambio conformacional dando como resultado la
disociacion del complejo By; por lo tanto, la subunidad a y el complejo By son capaces de
interactuar con proteinas efectoras. Finalmente, la actividad de GTPasa inherente a la
subunidad a de la proteina G termina por hidrolizar el GTP a GDP terminando asi con la
conformacion activa de esta subunidad, quedando una vez méas las subunidades de la
proteina G ensambladas (Hamm y Gilchrist, 1998).

Los receptores AT: y ai adrenérgicos se encuentran acoplados a la proteina Ggaa,
que al ser activada hidroliza fosfolipidos de membrana al activar a la enzima fosfolipasa C
(PLC) (Lefkowitz et al., 1996), dando como producto la liberacién de inositol trifosfato (IPs)
y diacil glicerol (DAG). El primero se une y activa receptores especificos de la membrana
del reticulo sarcoplasmico, produciendo la liberacion de Ca*? citosélico y finalmente
activando la maquinaria contractil de actina-miosina (Xu, Harder, Uman, y Craig, 1996),
generando aumento de la tension arterial (Figura 1). Por su parte, el DAG activa la proteina
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.

Molécula efectora

Fosfatidilinositol 54
22 i Membrana plasmatica
Receptor Fosfolipasa C Diacilglicerol
S~y aGIP | N
i c /B j e N
Proteina Inositol trifosfato P-KC
qu Proteina cinasa C
w3 by
Ca+2 L S "t oE
.:,'.’:!. W Contraccion
R vascular

"
DRI WYL

> i = "
Reticulo sarcoplasmico T RS

Figura 1. Mecanismo general de contraccion vascular mediado por proteina Ggui.
Modificada de Cotecchia, 2010.

Cristian Adrian Marquez Ramirez

QB



Evaluacion del efecto del aceite de aguacate sobre la funcién renal y la disfuncion mitocondrial
generada por Ang Il y activacion ai-adrenérgica en la hipertension

4. Antecedentes especificos

4.1. Hipertension y estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN) se generan de manera
fisiologica como subproducto del metabolismo del O, y participan en la sefializacion celular,
sin embargo, bajo ciertas circunstancias, la generacion de estas especies se incrementa o
su concentracion supera la capacidad de las defensas antioxidantes de neutralizarlas,
generando estrés oxidante.

Ciertas enfermedades como la hipertension cursan con un desequilibrio entre la
produccion de ERO vy los sistemas antioxidantes favoreciendo el estrés oxidante, y como
consecuencia estas dafian componentes celulares como proteinas, lipidos y ADN,
causando deterioro en la funcion de las biomoléculas.

Existen numerosos sitios en la célula de generacion de ERO in vivo, entre los cuales
uno de los mas importantes, incluso en estados patolégicos como la hipertension, es la
mitocondria (Murphy, 2009). Este organulo es la principal fuente de generacion de ATP en
la célula por la fosforilacion 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 reduccién
de O; a H:0, los electrones son donados por el NADH o el succinato a los complejos |
(NADH deshidrogenasa) y Il (succinato deshidrogenasa), respectivamente. La ubiquinona
0 coenzima Q1o acepta los electrones de estos dos complejos y sufre dos semireacciones
de reduccion a ubisemiquinona y ubiquinol, recibiendo un electrén a la vez (ciclo Q). Estos
electrones posteriormente son transferidos al complejo Il (ubiquinol-citocromo c
oxidorreductasa), al citocromo c y al complejo IV (citocromo c oxidasa). El complejo IV
acopla la reduccion de oxigeno a agua y la bomba de protones, translocando protones (H*)
de la matriz al espacio intermembrana junto con los complejos | y Ill. Esto genera un
gradiente de protones que es usado por la FiFoATP sintasa para formar ATP via la
fosforilacion 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 reduccion parcial del O,, dando como resultado la formacién de radical
superoéxido (0O27). Se ha identificado la produccién de O la transferencia de electrones
entre los grupos prostéticos del complejo Il y también durante la transferencia de electrones
através del complejo I. La formacion de Oz~ se da de manera normal en el 2-4% del oxigeno
consumido por la mitocondria, sin embargo, en condiciones patolégicas como la

hipertensién este porcentaje aumenta significativamente (Murphy, 2009) (figura 2).
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Espacio imermembranal

o) '
2 + # SOD Catalasa

02-— H202 — HED

Figura 2. Cadena de transporte de electrones en la mitocondria, fosforilacion oxidativa y

generacion de especies reactivas de oxigeno. 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 dafio renal (de
Cavanagh et al., 2006). Diversas investigaciones muestran que la disminucién del estrés
oxidante mejora el pronostico de la HT, a este respecto, la enfermedad renal hipertensiva

cursa con factores negativos que son consecuencia de estrés oxidante.

4.2. Dafio renal en la hipertensién

La hipertension arterial altera la funcién y morfologia de los rifiones, provocando
pérdida de glomérulos, aumento en la tasa de filtracion glomerular de los glomérulos
remanentes, lo que incrementa la HT y por lo tanto, el deterioro funcional (Zehnder, 2005).
Un mecanismo de dafio renal es el causado por el estrés oxidante generado durante la HT,
sin embargo las rutas que conducen al dafio oxidante no son completamente conocidas (de
Cavanagh et al., 2006). Una probable ruta de estrés oxidante involucra la activacion de
receptores acoplados a proteinas G, cuya activacion es dependiente de Ang Il del SRA 'y
por activacion de receptores a;-adrenérgicos por noradrenalina, de los cuales, ambos
sistemas se cree participan en la génesis o mantenimiento de la hipertension arterial (Qiu,
Engels, y Baylis, 1994; Raveendran, Parasuraman, y Priyadharsini, 2014; Wangensteen,
Valle, Del, Vargas, y Osuna, 2002).

Se ha demostrado que la activaciéon de los receptores AT: por Ang Il promueve un
aumento del estrés oxidante celular en diversos lechos vasculares (de Cavanagh et al.,

2006), sin embargo pocas evidencias involucran la participacion de la activacion de
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receptores aj-adrenérgicos sobre la produccion 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 hipertension arterial y que ademéas comparten la
misma ruta de sefializacion que promueve su efecto vasoconstrictor (de Cavanagh et al.,
2006; Koriyama et al., 2015; Villalobos-Molina y Gallardo-Ortiz, 2005).

La proteina cinasa C (PKC) se activa por el DAG generado por la activacion de la
proteina Gq11 posterior al agonismo de los receptores a:-adrenérgicos o los receptores AT;.
La PKC puede a su vez estimular la actividad de la NADPH oxidasa, lo que promueve un
incremento en la formacion de O2", el cual rpidamente reacciona con el éxido nitrico (NO)
para formar peroxinitrito (ONOO"), el cual, ademas de carecer de efecto vasodilatador, es
capaz de modificar un gran namero de biomoléculas entre las que se encuentran
aminodcidos, proteinas, enzimas y cofactores de enzimas (Dikalova et al., 2010). El ONOO
puede inducir nitracion de residuos de tirosina dando lugar a la formacion 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 dafio estructural, funcional, y estrés oxidativo (Dencher et al.,
2013). En este sentido, se ha demostrado que la Ang Il estimula la produccion de Oz en la
mitocondria de una manera dependiente de la NADPH oxidasa (Dikalova et al., 2010). Esto
sugiere que existe una interaccion entre la NADPH oxidasa y la produccion mitocondrial de
02", dando lugar a un circulo vicioso de generacion de ERO, ya que el radical O, puede
estimular la actividad de la NADPH oxidasa, generando ciclo de retroalimentacion positiva
que perpetla la generacion nociva de ERO y ERN, disminuye la biodisponibilidad de NO*y
por consecuencia, da lugar a un aumento de la presion arterial de manera constante
(Dikalova et al., 2010).

Se ha sugerido que este circulo vicioso de generacion de ERO tiene un papel muy
importante durante el dafio renal por hipertension, debido a que el aumento en la produccion
de O," y de ONOO" disminuye la biodisponibilidad del NO* como agente vasodilatador,
favoreciendo el aumento de la presion en el rifidn y promoviendo cambios estructurales a
nivel circulatorio y morfologicos en las nefronas (de Cavanagh et al., 2006). Por otra parte,
otra consecuencia del estrés oxidante a nivel renal es la generacién de hipoxia por el
aumento del consumo de O por la enzima NADPH oxidasa y por la generaciéon de ERO en
la mitocondria, lo cual se favorece por las tensiones bajas de O; que el rifidn mantiene de
manera fisioldgica. Bajo estas circunstancias, la hipoxia que activa el factor a inducido por

hipoxia (HIF-a), el cual inhibe a la colagenasa, provoca la acumulacion de colageno en la
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matriz extracelular e induce fibrosis renal y pérdida irreversible de la funcion renal (Higgins,
Kimura, lwano, y Haase, 2008; Welch, 2006).

El papel del estrés oxidativo en el desarrollo de la hipertension y sus complicaciones
ha sido evidenciado por el uso de antioxidantes dirigidos hacia la mitocondria que se
acumulan en este organulo de una manera dependiente del potencial de membrana
mitocondrial al estar constituidos por un cation 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 produccion
mitocondrial de Oy de ONOO", aumenta los niveles de NO' y disminuye la presion arterial
en ratas hipertensas inducidas mediante la infusion con Ang Il. Por lo anterior, se ha
propuesto al estrés oxidante mitocondrial como un blanco terapéutico para la hipertension
arterial y el dafio 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 funcion mitocondrial y el estrés oxidante en diferentes
organos de ratas diabéticas (Ortiz-Avila et al., 2013, 2015, 2017).

El aguacate (Persea americana), es una especie arborea 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 acido oleico, asi como otros &cidos grasos

(figura 3).
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Tabla 2. Compuestos presentes en el aguacate. Tomada y modificada de (Berasategi,
2012; Dreher y Davenport, 2013).

*[3-caroteno, a-caroteno, - criptoxantina,

Carotenoides luteina, zeaxantina y violaxantina

ea-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y d-
tocoferol

Tocoferoles

*[3-sitosterol, A7 sitosterol, campesterol,
campestanol, estigmasterol, lanosterol,
sitostanol, A5 y 7 avenasterol, a-amirina,
lupeol + gramisterol y cicloartenol

60+ 18:1

% de Acidos Grasos
=
5

183

Figura 3. Acidos grasos presentes en el aceite de aguacate. Tomada y modificada de
Ortiz-Avila et al., 2015.
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5. Justificacion

La hipertension arterial es un problema grave de salud a nivel mundial, y una de sus
principales consecuencias es el dafio renal, el cual es potenciado por la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), se sabe que el sistema adrenérgico y el sistema
renina angiotensina generan respuestas vasopresoras exacerbadas, de este dltimo se
tienen evidencias que participa en la formacién de ERO potenciando también el estrés
oxidante mitocondrial y generando mas ERO, sin embargo, se desconoce el papel del
sistema adrenérgico durante el dafio renal relacionado con la produccién de especies
reactivas de oxigeno durante la hipertension. En este respecto, se tienen evidencias de que

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

Por lo anterior, se considera importante evaluar el efecto de la administracion del
aceite de aguacate sobre la reactividad vascular adrenérgica y la funcion mitocondrial en

rifndn de ratas hipertensas.
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6. Hipotesis

El aceite de aguacate disminuye el dafio vascular inducido por la activacion
adrenérgica previniendo el estrés oxidante y la disfuncion mitocondrial en el rifion de ratas

hipertensas.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general
Evaluar si la administracion del aceite de aguacate disminuye el dafio renal
inducido por la actividad adrenérgica al prevenir el estrés oxidante y la disfuncién

mitocondrial en el rifidén de ratas hipertensas.

7.2. Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto del aceite de aguacate sobre la presion arterial en ratas

hipertensas.

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

inducida por activacién adrenérgica durante la hipertension.

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

en el rifidn de rata hipertensa.

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

antagonista AT1 en el dafio renal inducido por la hipertension.
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8. Resultados

Los resultados de esta investigacion se presentan divididos en dos capitulos.

Capitulo 1. Corresponde a los experimentos realizados con la finalidad de comparar el
efecto del aceite de aguacate y el antihipertensivo losartan sobre la presién arterial, la

funcién vascular renal y el estrés oxidante mitocondrial en ratas con hipertension.

Marquez-Ramirez, C. A., Hernandez de la Paz, J. L., Ortiz-Avila, O., Raya-Farias, A.,
Gonzalez-Hernandez, J. C., Rodriguez-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

Capitulo 2. Corresponde a los experimentos realizados con la finalidad de comparar el
efecto del aceite de aguacate y el antihipertensivo prazosina sobre la presion arterial, la
funcién renal, la funcién vascular renal y el estrés oxidante mitocondrial en nuestro modelo

de hipertension en ratas.
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8.1 Capitulo 1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Ohjective; Angiotensin Il {Ang-11) antagonism alleviates hypertensive kidney damage by improving mi-
R"‘_"'M“' 22 june 2017 tochondrial function and decreasing oxidative stress. This condition also is associated with altered renal
2"&:‘::!:‘;‘;;“ form vascular tone due to enhanced constriction by Ang-Il. Thus, approaches ameliorating these events are

desirable to alleviate kidney damage. Avocado oil, a source of antioxidants and oleic acid, is known to
improve mitochondrial function. while oleic acid has antihypertensive effects. Therefore, the aim of this
study was to test whether avocado oil counteracts, to a similar degree as the Ang-ll blocker losartan, the
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:L’;m“ all deleterious effects of hypertension on blood pressure, renal vascular performance, kidney mitochon-
Hypertension drial function, and oxidative stress.

Kidney Merthods: Hypertensive rats induced with Niw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) were supple-
Persea americana mented during 45 d with avocado oil or losartan. Vascular responses were analyzed in perfused kidney.

Reactive oxygen species Membrane potential, reactive oxygen species levels, and glutathione were analyzed in isolated kidney
mitochondria.
Results: In hypertensive rats, avocado oil decreased 21.2% and 15.5% diastolic and systalic blood pres-
sures, respectively, and alleviated impaired renal vasodilation. Hypertension decreased membrane potential
by 83.7% and augmented reactive cxygen species kevels by 51% in mitochondria fueled with a complex
| substrate, whereas it augmented the levels of oxidized glutathione in 48%. These alterations were nor-
malized by avocado oil at a comparable degree to losartan.
Conclusions: Because avocado ol mimicked the effects of losartan, we propose that the effects of avocado
oil might be mediated by decreasing the actions of Ang-1l on mitochondria. These results suggest that
avocado il intake might be a nutritional approach to attenuate the deleterious effects of hypertension
on kidney.

& 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.
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key modulators of a myriad of physiological processes [1].
However, ROS production may overcome the antioxidant capa-
bilities of the cell, leading to oxidative stress, loss of cell function,
and tissue degeneration. This occurs during hypertension, where
angiotensin Il (Ang-11) plays a prominent role in the develop-
ment of vascular alterations through excessive ROS production
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(2] and increased vasoconstriction by converting the vasodila-
tor agent nitric oxide (NO) into peroxynitrite (ONOO™ ) [3].
Mitochondrial ROS has a central role in the pathogenesis of hy-
pertension because the use of some mitochondria-targeted
antioxidants decreased blood pressure (BP) by improving NO
bioavailability during Ang-ll-induced hypertension [4.5].

Altered renal vascular tone by Ang-11 also plays a role in the
development of hypertensive Ridney disease |6]; however, the
sole normalization of BP is not enough to delay this complica-
tion |7.8]. For example, it has been demonstrated that losartan,
an antihypertensive drug that antagonizes AT, receptors for Ang-
Il, prevents kidney damage while it counteracts mitochondrial
dysfunction in the Kidneys of spontaneously hypertensive rats
{SHRs). In contrast. amiodipine, a calcium blocker, decreased sys-
temic BP at the same degree as losartan but did not prevent
neither renal damage nor mitochondrial dysfunction [9]. More-
over, in stroke-prone SHRs, kidney damage was attenuated by the
treatment with MitoQ, a mitochondria-targeted antioxidant | 10}
These data suggest that the amelioration of mitochondrial func-
tion is essential for the prevention of kidney damage during
antihypertensive therapy.

We have shown that avocado oil intake mirigates ROS pro-
duction; improves the activity of the electron transport chain (ETC)
complexes; and decreases oxidative stress in the liver, brain, and
kidney mitechondria of diabetic animals [11-13]. This was at-
tributed to a variety of bioactive molecules contained in avocado
oil, including lipophilic antioxidants and oleic acid (C18:1), its
main fatty acid. Taking into account these findings and that mi-
tochondrial dysfunction due to exacerbated actions of Ang-1l is
involved in vascular dysfunction during hypertension [14], we
aimed to compare the effects of avocado il and losartan supple-
mentation on BP. kidney vascular responses to Ang-ll,
mitochondrial function, and oxidative stress in the kidney from
rats treated with N™-nitro-1-arginine methyl ester (L-NAME), an
animal model of hypertension that exhibits hypersensitivity to
Kidney vascular responses (o Ang-Il [15].

Methods
Antmals and experimental groups

Male Wistar rats weighing 250 1o 350 ¢ were distributed lnro five groups of
cight animals each: control (CTRL), consisting of rats feed with rodent chow (Lab-
oratory Rodent Diet 5001, LabDiet, St Louis, MO, USA ], control rats plus avocado
oil (CTRL-AD), which were supplemented with & commercial presentation of
avocado oil (Ahuacarian, INRICOM SA. de CV,, México); hypertensive rats (HT)L
which were administered L-NAME (Sigma-Aldnich, St. Louis, MO, USA); hyper-
tensive plas avocado oil (HT-AD), consisting of animals administered with both
L-NAME and avocado oil; hypertensive plus losartan (HT+Los), which were ad-
ministered L-NAME and losartan (Merck Sharp & Dohme, Kenilworth, NJ USA)L
Avocado oil farty acd composition was reported previously and consisted of 559%
C18:1, 2495 C18:2, 10.1% C18:3, 5925 €160, 186X (1820, 0.2% C16:1 and 0.92%
of a nenidentified fatty acid |12}, Rats in the HT. HT+AQ, and HT+Los groups re-
ceived 75 mg/kg of L-NAME alone over 15 d to induce hypertension [15], Over
The: nexr 45 d, 50 my/kg of L-NAME was given alone or concomitantly with avecado
oil ar a daily dose of 1 mL/250 g by gavage or losarran at a daily dose of 40 mg/
kg in the dnnking water [9]. L-NAME administration was maintained to aveid
regression of hypertension by L-NAME withdraw | 16], The animals were kept in
ab iam with ¢ Hed ure, cycies of 12-h light/12-h darkness and
food and water ad libiram. A the end of the treatments, the animals were sac-
rificed by deep anesthesia via the intraperitoneal administration of 55 mg/kg
sudivm pentobarbital for deferminations of renal vascular function, for which
the right kidney was used. Rats were sacrificed by decapitation for mitochon-
dria isolation and both kidneys were used. Deécapitation was carned out because
harbiturates are known to impair energetic metabolism of isolated mitochon-
dria [ 17.18]. Four sets of eight rats per groups were used as follow: one set for
bipod pressure and renal reactivity to Ang-1l: one set for NO and renal reactiv-
ity to carbachol; two sets for mitochondrial determinations. All the animal
procedures were carried out according to the Federal Regulations for the Use and
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Care of Animals (NOM-062-Z00- 1999, Ministry of Agriculture, Mexico), and wers
Jis0 approved by e Institutional Bioethics and Biosecurity Committes of the
Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, Unlversidad Michoacana de San
Nicolds de Hidalgo,

Evaluation of blood pressure and renal vascular responses

BP was measured in conscious by a , tall-cuff using
a CODA Monitor (Kent Scientific, Tormington, CT, USAL. Rats were placed in a holder
5 min before the determinations and three recordings for systolic {SBP) and dia-
stolic (DBP) pressures were made for each animal during the final 3 d of the
treatment. All the procedures were made accordingly to the instructions of the
manufacturer.

The response of renal vasculature to vasoconstricton or vasodilator agents was
assessed according to a previous study | 151 Briefly, deep anesthesia was induced
by the intraperitoneal administration of 55 mg/kg sodivm pentobarbital. The right
renal artery was cannulated; the Kidney was dissected and placed in a Langerdorft
perfusion chamber. The kidney was perfused with 2 Krebs-Henseleit buffer at 37°C
containing 118 mM NaCL 20 mM NaHCOy, 117 mM glucose. 4.7 mM KC1L 2.5 mM
€aClz, 1.2 mM KH:PO4, 1.2 mM MgS0s, and 0.026 mM EDTA (pH 7.4). Buffer was
bubbled with 95% oxygen and 5% carbon dioxide and the flux was set (o 10mi]
myin. Before the experimental protocol, perfusion was camed out for 1 h 1o allow
kidney stabilization. Vasoconstrictor responses were determined by evaluating
the changes in perfusion pressure in response to the bolus addition of Ang-1l at
concentrations of 0.1 uM (log 10-7 M), 1 M (log 105 M), 10 uM (log 10-5 M),
100 uM (log 10 MY and 1000 uM (log 10-7 M), The changes in the perfusion
pressure were evaluated with a Grass FT03 pressure transcducer (Astro-Med, Inc.
West Warwick, RI, USA),

Endotheium-dependent vasodilation was determined in kidneys from a dif-
ferent set of rats than the group used for evaluation of constrictor responses. After
the Kidney was perfused and stabilized as described previously, & continuous ad-
ministration of 1 pM Ang-1l was carried out a1 10 mi/h, Once a stable perfusion
pressure was achieved, a concentration-response curve fo carbachol was ob-
tained by the bolus addition of carbachel at concentrations of 1 M (log 10-% M),
10 M (hog 1075 M), 100 M (log 104 M), 1000 gM (log 1072 M), and 10 000 uM
{log 10~ M) Data were analyzed by determining the change in perfusion pres-
sure (Amm Hg) obtained after the addition of each concentration of agonist (Le.,
Ang-ll or carbachol ) and the perfusion pressure observed In the absence of agonists.

Measurement of NO levels

Blood was collected by heart punction immediately after kidney extraction,
Serum was separated by centrifugation at 3500 RPM for 15 min and
deproreinization was carmed out by incubating 200 ul. serum with 800 pL ab-
solute ethanol for 17 b and subsequent centrifugation at 20 006 RPM for 10 min.
Centrifugations were cartied out with the rotor $5-34 of a Sorvall centrifuge. NO
levels were assessed by the Griess assay, according to the method of Miranda
etal [19]

Determination of mitock embrane p

al (4%)

Kidney mitochondria were isolated by differential centrifugation (111 M-
tochondria (0.5 mg/ml), were resuspended in a quartz cuverte containing 2 mL
of a medium with 100 mM KC1, 10 mM HEPES, 3 mM MgClz, and 3 mM KH:PO,
(PH 74). 2 uM safranine O was added and the determination was started by mea-
suring the basal Nuorescence (e = 495 nin; hen= 586 nm) of the sample during
30s. Then, mitochondria were energized with 10 mM glutamate/malate or 10 mM
succinate plus 2 i rotenone and the changes in the Muorescence were further
followed for | min. The changes in safranine O fluorescence were measured in
a Shimadzu RFS301 PC spectrofiuorometer. The data were expmﬂed a3 the change
in the fluorescence (AF) by ting the i ence nb-
served after the addition of substrates minus the basal fluorescence before the
addition of substrates.

Assessment of ROS levels and oxidative siress

ROS production was assayed in isolated kidney mitochondria by measuring
the changes in the flusrescent probe 2°. 7' -dichlorodibydrofluorescein dm:are
(H: DCFDA) in to the addition of respi it as p
described [12], except that | pg antimycin A and 0.75 rnM rlnusﬂumcwmlewﬂr
added to enhance ROS generation, Redox status of glutathiene was cvaluated in
mitochondria according fo | 20),
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Fig. 1. Effects of avocado oil (AD) or losarman (Los) on renal vasoconstriction
induced by angiotensin-Il. The resuits are presented as the mean £SE. n=8, B,
7.5, and 5 for CTRL, HT, CTRL+AQ, HT+AQ, and HT+Los groups, respectively. “P =005
CTRL-AD vs CTRL; 'P > 0.05 HT-AD vs HT+Los; P > 0.05 CTRL-AD vs HT; 3P > 005
CTRLAAD vs HT+AQ; P 0,05 CTRLAD v HT-LOS, Ang. angiotensin; CTRL, control;
HT, hvpertension,
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Fig. 2. Recovery time 1o basal perfusion pressure after the contraction with
angiotensin-l in kidneys from control rars treated with avoecado ol and HT animals
treated with avocado ol (AD) or losartan (LosL n=8, 8,7, 5, and 5 for CTRL, HT,
CTRL-A0, HT+AD, and HT+Los groups, respectively. *P < 005 vs contral; 'P< 0,05
vs HT, Ang, angiotensin; CTRL. control; HT, hypertension,

Sraristical analysis

Data were expressed as the mean + SE of at least three different determina-
tions, using samples from different animals, Staristical significances (P <0,05) wene
determined with analysis of variance and Tukey's post-hoc test except for the

Figures 1, 2, and 3, where Bonferroni's test was used, The tests were carried out
with Sigma Plot v1 1.0 software (Systat Software, 5an Jose, CA, USA )L

Results
Avocado oil and losartan decrease BP in hypertensive rats

Control rats exhibited SBP and DBP values of 1195 + 2.6/
83.1 £ 2.2 mm Hg, respectively, which increased in hypertensive

Cristian Adrian Marquez Ramirez

wolated perfused kidneys fromy Control [ CTRL) or hypertensive (HT) animals treates]
over 45 d with AO or Los, The results are presented as the mean £ 5E n=8,8, 7,
5, and 5 for CTRL, HT, CTRL+AO, HT+AQ, and HT+Los groups, respectively. *P = 0,05
HT<AQ vs HT; TP > 0.05 HT+Los vs HT; 'P» 0.05 HT-AD vs CTRL; §P > 0.05 HT+Los
vs CTRL

rars to 179.4 £+ 4.9/139.9 + 4.7 mm Hg (Figs. 4A, B). This was par-
alleled to a twolold decrease in serum nitrite levels in hvpertensive

animals (Fig. 4C). Avocado oil did not disturb either SBP or DBP
in control rats, BP decreased in liypertensive rats treated with
avocado oil to 15161 7.1/110.7 £ 7.8 mm Hg respectively. Losartan
also decreased SBP and DBP in hypertensive animals to 1175 +3.2/
92.3 +4.7 mm Hg. The diminution of BP in hypertensive rats
elicited by avocado oil or losartan was unrelated to recovery of
NO levels, as serum nitrite in the hypertensive rats treated either
with avocado oll or losartan remained unchanged in compari-
son to the levels of the hypertensive group (Fig. 4C).

Avocado oil and losarran improved renal vasodilation after
Ang-ll-induced contraction

In CTRL rats, avocado oil decreased the contractile response
to Ang-Ii from the 1 = 10°° M concentration compared with the
HT group. Compared with the HT+AO group, the CTRL+AQ group
also showed significant decrements in contraction at 1 x 10°° M,
1210 M, and 1 x 10°* M (Fig. 1). The latter group also exhib-
ited a significant decreased response to Ang-1l compared with
all the experimental groups at 1 x 10°° M. In contrast, no differ-
ences were seen among the CTRL HT, HT+AO, and HT+Los groups
at any concentration of Ang-11, except for the HT+AO group, which
showed a significantly higher contraction at 1 x 10°% M Ang-Il than
the HT+Los and CTRL+AQ groups.

In concordance with thewr decreased response to Ang-il, the
kidneys from the CTRL+AQ group returned to their basal perfu-
sion pressure in a shorter amount of time after contraction with
Ang-ll than the kidneys from the HT group at 1 x 10°° M Ang-1I
and compared with the CTRL group at 1 x 10-* M (Fig. 2). The time
to reach basal relaxation was significantly lower in both the CTRL
and HT+Los groups compared with the HT group at 1 x 10 M
Ang-Il. At the higher concentration of Ang-1] tested (1 x 1077 M),
the time to relaxation was significantly lower in all the groups
compared with the HT group.

Dose-response curves to carbachol were carried out Lo explore
whether avocado oil or losartan improved the endothelium-
dependent renal vasodilation (Fig, 3), The renal vasculature from
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Fig. 4. Effects of avocado oil (AD) or losartan (Los) an diastolic (A) and systolic
(B} blood pressure and serum nitrlee levets, (C) Blood pressure was measured the
last 3 d of the reatment and the average of these dererminations was caicu-
lated for each rat, The results are presented as the mean £ SE. n=§, 8, 7, 5, and
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A and B, Fer panel C, n=8, 10, 13, 13 and 10 for the same groups. Different
letters indicate statistically significant differences at P« 0.05, CTRL, control; HT,
Iwpertension
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HT rats was more resilient to the relaxing effects of carbachol,
as a slight effect was observed at the first two smallest concen-
trations of this agonist. However, no significant differences f[rom
1% 10~ M carbachol were observed among the HT, CTRL, and the
CTRL+AD groups. In contrast, avocado oil or losartan ostensibly
enhanced vasodilation in the HT group from 1 x 10*Mor 1 x 10-°
M carbachol, respectively, bringing the percentage of vasodila-
tion even higher than in the CTRL and the CTRL+AO groups at
higher concentrations than 1x 10-* M carbachol.

Avocado oil and losartan improved mitochendrial function in
HT rats

Massive AY dissipation was observed in mitochondria from
hypertensive rats using glutamate-malate, a complex I-linked sub-
strate (Fig. SA), which was fully prevented by avocado oil. In
mitochondria from HT+Los rats, AY increased 1.6 times with
respect to mitochondria from CTRL animals, although no distur-
bances were induced by avocado oil in the latter group. When
succinare, a complex Il-linked substrate, was used to energize mi-
tochondria (Fig. 5B), a 2.8-fold decrease in the AW of HT rats was
detected. This was partially prevented by the treatments with
avocado oil or losartan. However, A% was twofold higher in HT
rats treated with losartan or avocado cil than in untreated HT
rats.

Figure 6A shows that mitochondria from HT rats exhibited a
51% increment in ROS levels compared with CTRL rats when
glutamate-malate was used as substrate, and this was pre-
vented either by avocado oil or losartan. Moreover, bath avecado
oil and losartan normalized ROS levels to control values even when
ROS generation was stimulated 1.6- and 2.3-fold in HT rats by dis-
rupting the ETC with inhibitors like antimycin A or porassium
cyanide (KCN), respectively. Avocado oil also decreased ROS levels
in control mitochondria stimulated with these ETC inhibitors.

Figure 6B shows that in contrast with glutamate-malate, no dif-
ferences were found in ROS levels between the CTRL and HT
groups with succinate plus rotenone, neither in the presence of
antimycin A or KCN. On the other hand, both avocado oil and
losartan decreased ROS in mitochondria from HT rats with an-
timycin A or KCN added. but no differences were observed in the
absence of these inhibitors.

Avocado oil and losartan decreased mitochondrial oxidative stress
in HT ruts

Redox state of mitochondrial glutathione pool is shown in the
Figure 7A. The concentration of reduced glutathione (GSH) in mi-
tochondria from HT rats was 1.6-fold lower compared with CTRL
mitochondria. Only losartan fully prevented this effect, causing
an increment of 2.2 times compared with the HT group. Addi-
tionally, a notable 2.25-fold increment in GSH was observed in
mitoechondria from the CTRL+AO group compared with the CTRL
group. HT rats exhibited augmented levels of oxidized glutathi-
one (GSSG) with respect to mitochondria from CTRL rats (Fig. 78);
treatment with avocado oil or losartan prevented this outcome.

Mitochondria from the HT group did not exhibit statistically
significant alterations in the ratio of GSH to GSSG with respect
to the CTRL group (Fig. 7C). Both avocado oil and losartan de-
creased oxidative stress in mitochondria from HT rats, as
increments of 3.8- and 4.1-fold in this parameter were ob-
served in mitechondria from HT+AO and HT+Los groups.
respectively. Likewise, a 2.8-fold increase was detected in CTRL+AO
rats compared with the CTRL group. Figure 7D shows that avocado
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Fig. 5. Membrane potential of kidney mitochondna treated with avocado ol {AQ) or losartan (Los ) energized with (A) glutamate-malate (complex | substrate] or (B)
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oil increased the total amount of GSH only in mitochondria from
control rats,

Discussion

Avocadoe oil exhibited a partial antihypertensive effect com-
pared with losartan, with improvement of endothelium-
dependent renal vasodilation at the same level as this drug, These
actions were paralleled to improved mitochondrial function and
decreased oxidative stress, The antihypertensive effect of losartan
has been attributed to decreased intravascular fluid volume due

to natriuresis [21) and to augmented serum NO levels |22], Nev-
ertheless. augmented NO may be ruled out as the mechanism
improving BP by losartan or avocado oil, as the decrease of serum
nitrite levels in the HT rats was not counteracted by these
treatments (Fig, 4C). This outcome was expected as hyperten-
sion was induced by decreasing NO synthesis with L-NAME, a
nitric oxide synthase inhibitor. We lack evidence to propose that
avocado oil lowered BP by a natriuretic effect like losartan. An
alternative explanation is that avocado oil decreases BP due 1o
its high content of oleic acid (C18:1). C18:1 decreases BP in SHRs
by diminishing the actiens of G proteins involved in the regula-
tion of BP [23]. Thus, the possibility remains that avocado oil has
an antihypertensive effect by a mechanism involving the vascu-
lar actions of C18: 1.

Avocado oil decreased the time it takes renal vasculature ro
return to basal perfusion pressure after the contraction by Ang-
I (Fig. 2), which was associated to an enhanced response to
endothelium-dependent vasodilation (Fig. 3). The latter process
depends on increased synthesis of NO through a pathway
involving phospholipase-C, enhanced synthesis of inositol tri-
phosphate and ¢cGMP and changes in Ca** transients [24]. Thus,
the repressed response to carbachol in kidney from HT rats at
the lower concentrations of Ang-il might be related to de-
creased NO synthesis provoked by L-NAME, as reflected by the
lower levels of serum nitrite of these rats (Fig. 4C). However, in-
creased NO synthesis cannot explain the enhanced vasodilation
in hypertensive kidney caused by avocado oil as depletion of
serurm nitrite was not corrected by this treatment (Fig. 4C). Instead,
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it is feasibie to hypothesize that the antioxidants from avocado
oil might be preventing the conversion of NO mto ONOO-, which
is generated by the reaction of NO with ROS. Thus, instead of aug-
menting NO synthesis, avocado oil might be increasing NO by
diminishing the level of ROS. Depressed nitrite levels in HT+AO
or HT+Los rats does not agree with this hypothesis [(Fig. 4C):
however, it must be noted that nitrite levels reflect the overall
amounts of NO synthesized by the nitric oxide synthases but not
its conversion into others RNS, the reason by which a more precise
technique to detect the absolute amounts of NO and ONOO- is
needed to confirm this hypothesis.

It has been demonstrated that losartan counteracts kidney de-
generation during hypertension and prevents mitochondrial A'Y
dissipation and excessive ROS generation, while it improves GSH
redox state [9]. This agrees with the findings of this study as
losartan exhibited similar effects (Figs. 5-7, respectively). The
effects of avocado oil on mitochondrial function and GSSG levels
mimicked those observed with losartan, which suggest that
losartan and avocado oil might share some of their actions, Cy-
tosolic ONOO™ has been identified as a main contributor for the
deleterious effects of Ang-Il over mitochondria [4]. Avocado oil
contains some carotenoids known o protect against oxidative
damage induced by ONOO™ |25-28]. If ONOD" plays a role an the
mitochondrial defects observed in HT rars, it can be proposed that
the protection conferred by avocado oil might be mediated by
the cytosolic accumulation of rhese antioxidants and the quench-
ing of ONOO", This would lead to decreased mitochondrial damage
and lower ROS generation as observed in the Figure 6. allowing,
in consequence, the maintenance of GSH in a more reduced state
(Fig. 7A}. Conversely, the depletion of GSH observed in the HT
rats correlated with exacerbated production of ROS and with a
hypothetical augment of ONOO™, being the latter in concor-
dance with data showing that GSH prevents mitochondrial
damage by ONOO- [29,30]. On the other hand, there was a re-
markable increment of GSH levels in the CTRL+AO group
compared with CTRL animals (Fig. 7A). We lack direct experi-
mental evidence o explain why the CTRL+AO group exhibited
higher GSH levels, but this result could be explained taking into
account that the levels of total glutathione were also higher in

21

11QB



Evaluacion del efecto del aceite de aguacate sobre la funcion renal y la disfuncién mitocondrial
generada por Ang |l y activacion ai-adrenérgica en la hipertension

C. A Mdrguez-Romirez ef al. f Nutrition 54 (2018) 6067 65
0.25 - A 8 025 2 4
| ur
ab
0.20 4 L 0.20 &
- 7 a
8 b be § a &
5 0.15 4 T 0.15 4 T
g b
% 2 0.10
L Bod ac ac =5
w e
0.05 A 0.05 -
0.00 -' 0.00 - i ke A
GLU-MAL GLU-MAL GLU-MAL ROT+SUCC ROT+SUCC
+ AA + KCN + AL + KCN

Fig. 6. ROS levels in kidney mitochondria from CTRL or HT rats treated with avocado oil {AQ) or losartan (Los), ROS generation was supported with glutamate-
rmalate { GLU-MAL) (A) or succinate [SUICC), plus rotenone (ROT) [B). ROS production was stimulated with antimycin A (AA] or cyanide (KL N}, The results are présented
as the mean £ SE, For panel A, n=9, 12, 9, 9, and 9 for CTRL. HT, CTRL+AQ, HT-AQ, and HT+Los groups, respectively. For panel B, n=6, 7. 9, 8, and 9 for the same
Zroups, except for the set of data with rotenone + succinate » KUN, where n=b, 65, 7, 6, and 9 for the groups above mentioned, Different letters indicate stanistically
significant differences at P< 005, CTRL, control; HT, hypertension; ROS, reactive oxygen species

A B

-
-
L

12
‘-
- -
10 b
E £ b
g 8 ES-
5% g2 .
o
§° e
a 2 4
3 3
€ 4 b £
> = 14
2
0 - 0
CTRL HT CTRL HT HT CTRL HT
+AD + AD +L08 + AD + AD +L0S
C 1e-D
b
84 14 2
12 4
; i
8 g2
@ 0
g ?_a 8 4 ac
o 41 F S a
&) a (4] € 4
g
24 = M
a
I_v_l 2
% A - . 0 1
0 = &TRL HT L HT HT CTRL HT CTRL HT HT
+AO + A0 +L0S +A0 + A0 +L0S

Fig. 7. Effects of avocado oil (AQ) or losartan (Los) on mitochendrial levels of reduced glutathions (GSH) (A) oxidized glutathione, (GSSG) (B) the GSHGSSG ratio, (€)
total glutathione (GSH + GS5G). (D) The results are presented as the mean & SE. For the panels A, B, C.and D, n= 12, 15, 5, 6, 6 for the CTRL, HT, CTRL+AD, HT+-AD, and
HT+«Los groups, respectively. Different lesters indicate statistically significant diferences at P <005, CTRL, control; HT, hypertension

22
Cristian Adrian Marquez Ramirez

QB



Evaluacion del efecto del aceite de aguacate sobre la funcion renal y la disfuncién mitocondrial
generada por Ang |l y activacion ai-adrenérgica en la hipertension

60 C. A Mdrquez-Ramires ¢f al. / Nutrition 54 (2018) 60-67

that group (Fig. 7D). suggesting that avocado oil enhances the
transport of glutachione into control mitochondria by an unknown
mechanism. Additionally, B-sitosterol, a phytosterol detected in
a preliminary characterization of the avocado oil used in this stucy,
is known to increase GSH levels through the activation of estro-
gen receptors [31]. Moreover, the levels of oxidative stress in this
group were lower than in the other groups (Fig. 7C), which could
be anticipared as these ammals did not have any oxidative insults
such as those caused by hypertension |2-5] and they were re-
cewving antioxidant compounds from avocado oil.

Mitochondria from HT rats exhibited impaired AW when sub-
strates were oxidized for complex | {i.e. glutamate-malate) or
complex I (ie. succinate; Fig, 5A, B, respectively), The inhibi-
tion of A'Y was higher with glutamate-malate than with succinate,
suggesting that complex | has a more prominent role in AY im-
pairment, which correlates with the higher ROS levels detected
using giutamarte-malate compared with testing succinate pius ro-
tenone. Moreover, no differences in ROS were detected among
mitochondria from HT and CTRL rats when antimycin A was added
in the presence of succinate plus rotenone {Fig. 6B), which in-
dicares that hypertension does not enhance electron leak upstream
of complex L. In contrast, when electron transport was blocked
with antimycin A along glutamate-malate as the substrate, higher
levels of ROS were detected in mitochendria from HT rats, which
revealed an enhanced electron leak at complex 1. This is in
agreement with the central role of complex 1 in the excessive
ROS generation observed during hypertension, as described by
Dikalov et al. [14].

Concerning the oxic effects of avocado oil and losartan at the
daoses and time administered, no adverse effects were observed
by avocado oil in this nor in a previous study, where no altera-
tions in liver, weight gain, food intake, or water consumption were
seen | 12] Hepartic adverse effects by avocado oil have been ob-
served at 1000 mg/kg [32]. No adverse effects with the dose used
of losartan were detected aside from those alterations elicited

by L-NAME, which is consistent with the lack of toxic effects when
a losartan dose one magnitude order above the dose of this study
was used [33).

One limitation of this study was that kidney damage was not
evaluated. In this regard, it has been established that decreased
renal blood flow due to augmented vascular tone along with in-
creased ROS generation led o a hypoxic state that is favored by
physialogical low oxygen tensions in the kidney [34.35], This
stimulates renal fibrosis via the acrivation of hypoxia-inducible
factors (HIF) [36], Thus, it is believed that therapies decreasing
renal vascular tone and mitochondrial oxidative stress may be
beneficial to delay the apparition of Kidney disease by correct-
ing two of the main factors limiting renal oxygenation [37]. It
might be anticipated that avecado oil treatment could be ben-
eficial to delay kidney damage as it decreased BP (Fig. 4), improved
renal vasodilation (Fig. 3), diminished ROS (Fig. 6), and de-
creased mitochondnial oxidative stress (Fig. 7), which altogether,
could improve renal oxygen tension and decrease HIF activation.

Conclusion

In addition to decreasing systemic BP, avocado oil intake im-
proves renal endothelium-dependent vasodilation in HT rats in
association with improved kidney mitochondrial function and de-
creased ROS production in the complex | via diminution of GSSG
levels. These effects probably are linked to the blocking of Ang-
1l actions. as avocado oil mimicked to a good degree the effects
of losartan.
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8.2. Capitulo 2
8.2.1. Resumen
Evaluacidn del efecto del aceite de aguacate sobre la funcion renal y la disfuncion

mitocondrial generada por activacion adrenérgica en la hipertension

La hipertension arterial puede provocar dafio renal, sin embargo, la comprension de
los mecanismos que ligan a estos dos eventos no han sido completamente elucidados. Se
ha sugerido a las especies reactivas de oxigeno (ERO) como mediadores primarios en la
patogénesis del dafio renal. En este sentido, se sabe que el sistema adrenérgico, el cual se
encuentra sobreactivado durante la hipertension, participa en la produccion de ERO a
través de activacion de los receptores a;-adrenergicos, sin embargo, se desconoce Ssu
participacion durante el dafio renal. Por otro lado, se han propuesto a las terapias
antioxidantes como una alternativa terapéutica para aliviar o retrasar la aparicion del dafio
renal. Por ejemplo, se ha demostrado que el consumo de aceite de aguacate disminuye el
estrés oxidante en mitocondrias de rifién de ratas diabéticas. En este trabajo proponemos
que la administracion del aceite de aguacate disminuye el probable estrés oxidante
generado por la activacion de los receptores a;-adrenérgicos y que repercute
benéficamente en la funcién mitocondrial y renal de ratas hipertensas. Se evalu6 el efecto
del aceite de aguacate sobre el dafio renal hipertensivo generado por activacion asi-
adrenérgica durante la HT, se analizé su efecto sobre el estrés oxidante y el funcionamiento
mitocondrial, y ademas se evalud la vasorelajacion derivada del endotelio en presencia de
estrés oxidante provocado por rotenona en el rindn de ratas hipertensas. El aceite de
aguacate disminuyo la presion arterial sistolica y diastélica al mismo nivel que el provocado
por prazosina (antihipertensivo antagonista ai-adrenérgico), mejoré las respuestas
vasorelajantes posterior a la contraccion generada por fenilefrina (agonista ai-adrenérgico),
previno el dafio oxidante y de la funcién mitocondrial, mejorando consecuentemente la
funcion renal y los dafios estructurales en las nefronas causados por la hipertension. El
aceite de aguacate previene el dafio glomerular y el deterioro de la funcion renal durante la
hipertension, disminuyendo el tiempo de la vasoconstriccion os:-adrenérgica renal, la

formacion de ERO vy el estrés oxidante, y mejora ademas el funcionamiento mitocondrial.

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

oxidante mitocondrial.
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Evaluacion del efecto del aceite de aguacate sobre la funcion renal y la disfuncién
mitocondrial generada por activacion a;-adrenérgica en la hipertension

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

et al., 2013; OMS, 2013) y la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO)
es uno de los principales factores que influyen en la patogénesis, mantenimiento y dafio a
diferentes 6rganos que provoca esta enfermedad (Araujo y Wilcox, 2014; Dikalov y Ungvari,
2013; Welch, 2006; Zalba et al., 2001). Bajo condiciones fisioldgicas la produccion de ERO
juega un papel muy importante en la regulacion de varios procesos metabdlicos en los que
se incluyen procesos de sefializacion celular, regeneracion vascular, diferenciacion celular,
entre otros (Ray y Huang, 2012). Sin embargo, en condiciones patoldgicas la produccion
de ERO sobrepasa los sistemas antioxidantes, provocando un desequilibrio redox que
favorece el dafio funcional a biomoléculas en diferentes érganos (Taverne et al., 2013).
Durante la patogénesis y/o mantenimiento de la HT, diversos agentes
vasoconstrictores presentan respuestas exacerbadas (lbarra et al., 2006), y se han
implicado diversos mecanismos responsables de este efecto tales como un incremento en
la poblacién de receptores para agonistas, aumento de las respuestas constrictoras,
respuestas persistentes, disminucién de efectos vasorelajantes que contrarrestan el efecto
vasoconstrictor, y otras. Se ha propuesto que los cambios en el balance entre la
vasoconstriccion simpatica y la vasodilatacién dependiente de NO- son decisivos en el
mantenimiento de la presion arterial alta en varias formas de HT. En la fase sostenida del
blogueo crénico de NO-, la HT es en gran medida debida a la actividad combinada de los
receptores a;-adrenérgicos y el receptor AT, para angiotensina Il (Qiu et al., 1994). Ademas
del efecto exacerbado de las respuestas presoras de los agentes vasoconstrictores como
la angiotensina Il y la noradrenalina del sistema adrenérgico, se tienen evidencias de que
la activacion de sus respectivos receptores acoplados a proteinas G (RAPG) aumentan la
produccion de ERO en la que se destaca la activacion de las enzimas proteina 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 dafio 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, mas estrés oxidante. Las ERO provenientes de la mitocondria
retroalimentan de forma positiva la actividad enzimatica de la NADPH oxidasa via el H,0;
mitocondrial, lo que resulta en un incremento en la produccion de anidn superoxido en los

complejos de la CTE y en una disminucién de la biodisponibilidad de NO-y de sus efectos
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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
presion arterial en modelos animales de HT, reduce el estrés oxidante mitocondrial y
restaura la relajacion dependiente del endotelio. (Dikalova et al., 2010).

A nivel renal, la disfuncion vascular juega un papel preponderante en el dafio
hipertensivo al disminuir la biodisponibilidad de NO°, lo que compromete su efecto
vasodilatador, exacerba la contraccion vascular y activa vias de sefializacion involucradas
en el dafio por fibrosis (de Cavanagh et al., 2006). El endotelio juega un papel importante
en el control de la contraccion inducida por activacion adrenérgica y este se encuentra
deteriorado en aorta de ratas con HT, en especial durante la contraccion inducida por
receptores aj-adrenérgicos (lbarra et al., 2006). La disminucion de la biodisponibilidad del
NO- derivado del endotelio representa el mecanismo mas probable de la vasodilatacion
alterada en la HT (Ibarra et al., 2006; Mcintyre et al., 1999).

Se ha demostrado que la disminucion del estrés oxidante vascular generado por la
mitocondria puede retrasar el dafio renal en animales hipertensos (de Cavanagh et al.,
2006). Asimismo, se ha reportado que la suplementacién con aceite de aguacate, el cual
posee un alto contenido de moléculas antioxidantes y 4cido oleico, mejora el estado redox
mitocondrial en diferentes érganos durante la diabetes (Ortiz-Avila et al., 2013, 2015, 2017).
Ademas, se ha demostrado que el aceite de aguacate disminuye la presion arterial de ratas
hipertensas (Marquez-Ramirez et al., 2018), probablemente debido a la gran proporcion de
acido oleico presente en este aceite. Sin embargo, a la fecha se desconoce el efecto del
aceite de aguacate sobre el dafio vascular renal inducido por la activacion adrenérgica en
modelos animales de hipertension, y su relacion con el estrés oxidante y la disfuncion

mitocondrial.
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8.2.3. Metodologia

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 estandar para roedores
(Laboratory Rodent Diet 5001, LabDiet, St. Louis, MO, USA), excepto que para generar
hipertension en los grupo correspondientes (HT; HT + AO y HT + PZS) se adicioné 75mg/kg
de L-NAME (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en el agua de beber durante 8 dias y
posterior se disminuy6 la dosis a 50mg/kg de L-NAME para mantener la hipertension
durante los siguientes 45 dias. Todos los tratamientos fueron administrados via oral cada
dia a una dosis de 1ml/250g de peso durante los 45 dias de mantenimiento de la
hipertension. El grupo control (CTRL) recibi6 agua, el grupo CTRL + AO recibio aceite de
aguacate de una presentacion comercial (Ahuacatlan, DIRICOM S.A. de C.V., México), al
grupo HT se le administro agua, al grupo HT + AO se le administr6 aceite de aguacate
comercial y al grupo HT + PZS se le administr6 1mg/kg de hidrocloruro de prazosina
(FARMASIERRA, S.A. San Sebastian de los Reyes, Madrid; antagonista selectivo ai-
adrenérgico). La composicion de acidos 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 &cido graso no
identificado).

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo bajo las
recomendaciones de la Norma para el uso de Animales de Experimentacion expedida por
la Secretaria de Agricultura en el parrafo de Regulaciones Federales para el uso de
Animales (NOM-062-Z0O0-1999). Esta investigacion también fue aprobada por el comité
institucional para el uso de animales de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo.

Medicion de la presion arterial

La presion arterial fue medida en los animales de forma no invasiva por
pletismografia con un monitor CODA (Kent Scientific, Torrington, CT, USA). Las ratas
fueron colocadas en un tubo de inmovilizacion 5min antes de las determinaciones, se
realizaron 3 lecturas de presion arterial sistdlica y diastélica cada dia para cada animal
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durante los 3 dltimos dias de tratamiento. Todos los procedimientos fueron realizados de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Determinaciones bioquimicas

Proteinuria: Al término de los tratamientos se recolect6 la orina de 24h para la
determinacion de la concentracion de proteinas con el método colorimétrico de rojo pirogalol
utilizando un kit comercial (Spinreact, Espafa).

Creatinina sérica: Al término de los tratamientos la sangre de las ratas fue
colectada y el suero fue separado del paquete globular por centrifugacion para la
determinacion espectrofotométrica de creatinina utilizando un Kit comercial (Spinreact,
Espafia).

Reactividad vascular renal

Para investigar los efectos de los tratamientos sobre la reactividad vasculatura
(vasoconstriccion y vasorelajacion) en el riidn, se realizaron curvas concentracion-
respuesta a diferentes farmacos. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico a
una dosis de 55mg/kg de peso via intraperitoneal. La arteria renal derecha fue canulada, el
rifndn fue resecado y colocado en un sistema tipo Langendorff. El rifion fue perfundido con
buffer tipo Krebs-Henseleit (NaCl 118mM, NaHCO3; 20mM, glucosa 11.7mM, KCI 4.7mM,
CaCl; 2.5mM, KH2PO4 1.2mM, MgSO. 1.2mMy EDTA 0.026mM, a pH 7.4) a 37°C. El buffer
fue burbujeado con una mezcla de 95% O, y 5% CO,, la velocidad del flujo del liquido se
ajusto a 10mL/min. Antes del inicio del protocolo experimental se permitio la estabilizacion
de la presion de perfusion basal por una hora.

Se evaluaron las respuestas vasoconstrictoras midiendo los cambios en la presion
de perfusion que provocaban la adicién de 10uL de fenilefrina a concentraciones de 0.1 pM,
0.31 uM, 1 pM, 3.1 uM, 10 uM, 31 pM, 100 uM, 310 puM, 1000 pM, 3100 pM y 10000 pM.
Los cambios en la presion de perfusion fueron monitoreados con un transductor de presion
tipo Grass FT03 (Astro-Med, Inc. West Warwick, RI, USA).

En experimentos por separado se evalud la dilatacion vascular renal con carbacol
(cloruro de (2 hidroxietil) trimetilamonio carbamato), el cual es un farmaco
parasimpaticomimético que induce vasodilatacion dependiente del endotelio. Después de
que los rifiones fueron perfundidos y estabilizados como se mencioné anteriormente, se
administro una infusion de 100uM de fenilefrina a una velocidad constante de 10mL/h. Una
vez que la presion de perfusion se estabilizo, se realizaron curvas concentracion-respuesta
a carbacol mediante la adicion en 10uL de carbacol en concentraciones crecientes de 1 UM,
10 pM, 100 yM, 1000 pM, 10 000 uM y 100 000 uM. Estos datos se expresaron como la
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diferencia en la presion de perfusién obtenida por la adicion de cada una de las
concentraciones de carbacol menos la presion de perfusion basal en ausencia del agonista
(AmmHg).
Aislamiento de mitocondrias

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion al final del tratamiento y las
mitocondrias de rifién fueron aisladas de acuerdo con el método modificado por Saavedra-
Molina y Devlin (1997). Se obtuvo el homogenado del rifién en medio 1 (manitol 220mM,
sucrosa 70mM, MOPS 2mM y EGTA 1mM (pH 7.4)) el cual fue centrifugado a 314xg. El
precipitado se descarto 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 pl de
medio 2. Cada centrifugacién se realizé durante 10 min a 4°C. La concentracién de proteina
mitocondrial se determind por el método de Biuret con algunas modificaciones (Gornall et
al., 1949).
Analisis de los niveles de ERO

La produccion de ERO fue determinada en mitocondrias de rifion midiendo la
oxidaciéon de la sonda fluorescente diacetato de 2°7°- diclorodihidrofluoresceina (H-
DCFDA). 0.5mg/mL de mitocondrias y 1.25mM de H.DCFDA fueron incubados a 4°C
durante 20 min bajo agitacién constante en un buffer que contenia HEPES 10 mM, KCI 100
mM, MgCl, 3 mM y KH2PO4 3 mM (pH 7.4). Posteriormente, la suspension de mitocondrias
fue colocada en una celda de cuarzo, el andlisis comenzd con el registro de la fluorescencia
basal, después de 1 min, se adicion6 glutamato/malato 10mM como sustrato del complejo
| de la CTE y los cambios de fluorescencia del H,DCFDA fueron monitoreados durante 20
min. En experimentos por separado se agregd ademas rotenona para potenciar la
produccion de ERO. Los cambios de fluorescencia fueron detectados en un
espectrofotdometro Shimadsu RF-5301PC (Aex 485 nm; Aem 520 Nm).
Andlisis de los niveles y el estado redox del glutation

Para esta determinacion se trataron 0.5mg/mL de mitocondrias con acido
sulfosalicilico y se centrifug6 por 10 min a 5000 xg para remover las proteinas. El glutatién
reducido (GSH) y oxidado (GSSG) fueron determinados del sobrenadante por un método
enzimatico (Akerboom y Sies, 1981). El contenido de glutation total (GSH +GSSG) fue
determinado en una celda que contenia 90uL del sobrenadante, acido 5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) 3 mM y 0.115 unidades/mL de glutation reductasa en un volumen

final de 1mL con buffer de fosfato de sodio a pH 7.5. Después de 5min de incubacion a
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temperatura ambiente, se agregdé 2mM de NADPH y se monitoreo la reaccion por 5min. El
incremento de la absorbancia fue leido a una longitud de onda de 412nm. Se utiliz6 una
curva estandar de GSH conocida para calcular la concentracion de las muestras. Para la
determinacion de GSSG, se realiz6 la misma metodologia excepto que la muestra fue
incubada previamente con 3% (v/v) de 4-vinilpiridina por 1h. La concentracion de GSH fue
calculada restando la concentracion de GSH + GSSG menos la concentracion de GSSG.
Consumo de Oxigeno

Para la medicién de la respiracién mitocondrial, se utilizaron mitocondrias de rifién
recién aisladas, las cuales fueron resuspendidas en un volumen final de 2mL de buffer
(HEPES 10 mM, KCI 100 mM, MgCl, 3mM, y KH,PO4s 3mM a pH 7.4) para medir el
consumo de oxigeno en una cadmara de vidrio sellada del oxigeno atmosférico y con
agitacién constante. La tasa del consumo de oxigeno fue determinada a 37°C usando un
electrodo de oxigeno tipo Clark acoplado a un monitor de oxigeno YSI 5300A y a una
computadora para la adquisicibn de datos. Las determinaciones comenzaron
inmediatamente después de agregar 10mM de glutamato/malato como sustrato respiratorio
para el complejo | (estado 4) y después de 5min se agregé ADP 1mM para determinar el
consumo de oxigeno en el estado fosforilante (estado 3). Finalmente, se agregd KCN 1mM,
inhibidor del complejo IV, para inhibir la respiracién. Se calculé la tasa del control
respiratorio mediante el cociente del estado 3/estado 4.
Examinacién histoldgica del rifidn

Los animales fueron sacrificados por decapitacion al término de los tratamientos,
ambos rifiones fueron resecados Yy fijados por inmersion en paraformaldehido al 10% y
luego embebidos en parafina. Se realizaron cortes del rifién en un micrétomo con un grosor
de 3 um, posteriormente colocados en portaobjetos para después tefiirlos con Hematoxilina-
eosina y finalmente fueron examinados bajo un microscopio Leica DM5500B para evaluar
y comparar los cambios morfolégicos en los diferentes grupos.
Analisis estadistico

Todos los datos fueron expresados como la media + error estandar de al menos 3
experimentos independientes usando muestras de diferentes animales para cada
experimento. Las diferencias estadisticas de los datos fueron determinadas con analisis de
varianza (ANOVA) y un analisis post-hoc de Tukey o Bonferroni, empleando el software
GraphPad Prim 5.
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8.2.4. Resultados
Comparacion del efecto del aceite de aguacate y prazosina sobre la presion arterial

Se midi6 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
observo una disminucion significativa de la presion arterial a valores similares que el grupo
HT tratado con AO, sin embargo la presion arterial lograda en estos ultimos no alcanzo
valores similares a los del grupo normotenso control, como hemos reportado anteriormente
el AO disminuye la presion arterial sistémica en ratas con HT comparadas con su grupo
control.
Participacion del sistema adrenérgico renal en la hipertension/L-NAME

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la contraccion adrenérgica renal se
midieron las respuestas contractiles al agonista fenilefrina (agonista selectivo o3
adrenérgico) en riidon (figura 2a), la administracién de fenilefrina generé respuestas
concentracion-dependiente, sin embargo no se presentd ninguna diferencia significativa
entre los grupos, la administracion de AO y PZS no produjo ninglin cambio significativo
sobre la vasoconstriccion a;-adrenérgica renal en ratas normotensas ni hipertensas.

Interesantemente se observaban respuestas diferentes en el tiempo de
recuperacion de la presion de perfusion después de la administracion de fenilefrina entre
grupos (figura 2b). Se calculé el &rea bajo la curva para evaluar el efecto integral de cada
tratamiento respecto al control (datos no mostrados). La HT provoc6 aumento de ~2.4 veces
el tiempo de recuperacion 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 parametro.
Evaluacién de la vasorelajacion renal derivada del endotelio

Para evaluar si el AO y/o el farmaco antagonista ai-adrenérgico PZS promueven
cambios en la vasodilatacion renal dependiente del endotelio, se realizaron curvas
concentracion respuesta al agonista carbacol (figura 3) el cual promueve vasodilatacion al
activar receptores muscarinicos potenciando el lanzamiento de NO-. Durante la HT
generada por L-NAME la vasorelajacion dependiente del lanzamiento de NO- se encuentra
deteriorada (disminucién de ~14% la relajacion provocada por carbacol 1000uM) y tanto el
aceite de aguacate como el antagonista oi-adrenérgico generan un efecto protector

completo para este efecto.
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Efecto del estrés oxidante sobre la vasodilatacion renal en la hipertension

Con el objetivo de evaluar si el estrés oxidante generado por la administracion de
rotenona deteriora las respuestas vasorelajantes dependientes de la liberacion de NO- en
el endotelio, generamos curvas concentracion respuesta a carbacol en presencia y
ausencia de rotenona para cada grupo experimental (Figura 4), los resultados muestran
gue en presencia de rotenona los rifiones de ratas HT presentan deterioro de la capacidad
vasorelajante ((+) rotenona disminuye 13.2% la relajacion al carbacol log 102 M),
interesantemente, el tratamiento con AO y PZS previenen este efecto.
Efecto del aceite de aguacate y prazosina sobre la producciéon de ERO

Para comparar el deterioro de la vasorelajacion renal con la produccion de ERO
mitocondrial, evaluamos los cambios de fluorescencia de la sonda H.DCFDA en respuesta
a la adicién del sustrato glutamato/malato (figura 5). Los datos presentados en la figura
muestran que los niveles de ERO estan aumentados al doble en mitocondrias de rifidn de
ratas con HT cuando son comparadas con el grupo control. Se observd también que el AO
previno completamente este efecto disminuyendo 44% la formaciéon de ERO comparadas
con el grupo HT mientras que el tratamiento con PZS tuvo un efecto evidente, sin embargo
estadisticamente no significativo disminuyendo 37% la formacién de ERO comparado con
el grupo HT.
Evaluacion del efecto antioxidante del aceite de aguacate en la hipertension

Medimos el cociente GSH/GSSG como marcador de estrés oxidante (figura 6) con
el objetivo de determinar si el aumento de la produccion de ERO en el grupo de ratas HT
genera dafo oxidante y si la disminucion de la produccién de ERO en mitocondrias de rifidn
de ratas HT conferida por el tratamiento con AO y PZS evita el dafio 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 Ultima condicion. Por
otra parte, el AO previene significativamente este efecto pero no a valores como los del
grupo control (aumentando 3 veces la relacion 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 rifidn de ratas hipertensas

Una de las principales consecuencias del aumento del estrés oxidante es el dafio 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 respiracion mitocondrial deteriorada con bajo consumo de Oa..
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Evaluamos la funcionalidad mitocondrial del rifibn 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 funcion mitocondrial de rifion de
ratas HT y el grupo CTRL, y ademéas 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 funcién renal de ratas hipertensas

Con la finalidad de evaluar la repercusion de los efectos benéficos del AO sobre
parametros bioquimicos que evidencian el estado de la funcion renal, al final del tratamiento
se midid la cantidad de proteinas en orina excretadas en 24h (figura 8), se observa un
aumento 2.9 veces la proteina excretada en orina en las ratas con hipertensién y el
tratamiento con el AO previno este aumento en un 62%, en dichos parametro la PZS no
tuvo efectos significativos (A). Ademas, en la figura 8b se observa una disminucidn 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 dafio estructural en los glomérulos
renales por lo que se realizaron cortes histolégicos (figura 9). Los cortes de rifidén de las
ratas control y control con AO presentan una arquitectura normal con glomérulos bien
definidos, con cdpsula de Bowman normal, tibulos contorneados distales y proximales sin
cambios inflamatorios. El grupo de ratas HT presenta glomérulos fragmentados (incluso una
mayor cantidad de glomérulos vacios y disminucion de la cantidad de estos), aumento del
area de la cdpsula de Bowman, escasa luz en el tubulo contorneado distal (TCD) y tubulo
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, disminucion de la capsula 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
presion arterial sistélica (A) y diastélica (B) de ratas hipertensas (L-NAME). La presion
arterial fue medida 3 dias antes del final de los tratamientos. Los datos representan la media
+ e.e., n=8. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas.
P<0.05.
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Figura 2. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista ai:-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre las respuestas vasoconstrictoras de fenilefrina (A) y el tiempo de recuperacién
de la presion de perfusiéon después de la administracion de fenilefrina (B) en el rifidn. Los
datos representan la media * e.e., n=6-8. Los simbolos * 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 a;-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre las respuestas vasorelajantes renales a carbacol (endotelio dependientes). Se
construyeron curvas concentracion-respuesta a concentraciones creciente del agonista
carbacol en rifiones aislados y perfundidos colocados en un sistema tipo Langendorff. Los
datos representan la media + e.e., n=4-8. Los simbolos *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 a;-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre las respuestas vasorelajantes renales a carbacol (endotelio dependientes) en
presencia (+) o ausencia (-) de rotenona. Se construyeron curvas concentracion-respuesta
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a concentraciones creciente del agonista carbacol en rifilones aislados y perfundidos. Los
datos representan la media * e.e., n=4-8. El simbolo * representa diferencias significativas
vs O rotenona, P<0.05.
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Figura 5. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista ai:-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) en mitocondrias de rifion.
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
estadisticamente significativas, P<0.05.
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Figura 6. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista a;-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre el cociente GSH/GSSG en mitocondrias de rifion de rata. Los datos
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representan la media = e.e.,, n=3. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas, P<0.05.
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Figura 7. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista a;-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre la tasa de control respiratorio (TCR) en mitocondrias de rifion. 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 estadisticamente significativas, P<0.05.
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Figura 8. Efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista a;-adrenérgico prazosina
(PZS) sobre la proteinuria y las concentraciones séricas de creatinina. Estos parametros
fueron determinados al final del tratamiento. Los datos representan la media + e.e. n=4-5.
Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas, P<0.05.
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Figura 9. Microfotografias representativas de la histologia glomerular (tefiidas con
hematoxilina-eosina), efecto del aceite de aguacate (AO) y el antagonista ai-adrenérgico
prazosina (PZS) sobre el dafio glomerular causado por la hipertension. (A) CTRL, (B) CTRL
+ AO, (C) HT, (D) HT + AO y (E) HT + PZS. Cortes observados a 20x. B; capsula de
Bowman, D; Tabulo contorneado distal, G; Glomérulo y P; Tubulo contorneado proximal.
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8.2.5. Discusién

El dafio persistente a 6rganos provocado por la hipertension arterial se debe per se
al aumento y el mantenimiento de la presion arterial sistémica. A nivel renal, este aumento
de la presion repercute en dafios estructurales debido a los tensién marcadamente baja de
02 (10 - 60 mmHg) que este 6rgano mantiene de manera fisiolégica (Welch, 2006), por lo
gque un aumento en la presion arterial sistémica por pequefio que sea puede provocar dafio
a los vasos sanguineos y de manera especial al rifion. Un estudio epidemiol6gico demostré
que el riesgo de dafio renal incrementa gradualmente con el incremento de la presion
arterial sistémica (Lifton et al., 2001), por lo que una disminucién incluso discreta de la
presion arterial puede significar un efecto benéfico a 6rganos blanco de la hipertension
arterial como lo es el rifion.

Con base en estos antecedentes, es evidente que el efecto antihipertensivo
promovido por la administracion del aceite de aguacate puede mejorar la funcién renal, lo
cual concuerda con lo encontrado en este estudio (Fig. 9). Se ha observado que el 4cido
oleico posee un efecto antihipertensivo, lo cual concuerda con estudios de poblaciones del
mediterrdneo cuyo alto consumo de &cido 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 presento un efecto
antihipertensivo tanto en la PAS como en la PAD, incluso al mismo nivel que el provocado
por el farmaco antihipertensivo prazosina, lo que podria ser explicado por el alto contenido
de Acido oleico presente en el aceite de aguacate de aproximadamente un 60% (Ortiz-Avila
et al., 2013). Por otro lado, se ha reportado que la disminucion del estrés oxidante,
especificamente la disminucién del estrés oxidante mitocondrial, puede disminuir la presién
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 investigacion 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 disminucién de la presién arterial de las ratas HT tratadas con el aceite
de aguacate.

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

hipertension (Ibarra et al., 2006), ademéas 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 activacion aia- y aip-adrenérgicas (Jerez et al, 2004). Se ha demostrado que la
actividad adrenérgica puede ser modulada de manera diferencial dependiendo de la
composicion de los acidos grasos presentes en la membrana celular de las células
endoteliales, de tal modo que la incorporacion de &cido oleico (C18:1) en las membranas
biologicas promueve la disminucion de la presion arterial en modelos de HT, por un
mecanismo que involucra la regulacion a nivel de la sefializacioén asociada con proteinas G
(Terés et al., 2008; Yang, 2005). El efecto antihipertensivo del aceite de aguacate podria
ser debido en parte a modificaciones en las respuestas no solo adrenérgicas sino también
a todas aquellas sefiales moleculares dependientes de la activacibn de receptores
acoplados a proteinas G, sin embargo, esta hipotesis requiere de mas investigacion.

El sistema nervioso simpatico participa de manera importante en la regulacion del
flujo de sangre a nivel renal y la tasa de filtracion 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 proteinas G (RAPG) en la superficie
celular lo que causa contraccion al incrementar las concentraciones de Ca*? citosélico y
activar la maquinaria contractil de actina y miosina (Salomonsson et al., 2000). Los
resultados de este estudio muestran respuestas contractiles dependientes de la activacion
de receptores a;-adrenérgicos similares en magnitud en todos los grupos (Fig. 2A). Sin
embargo, el tiempo necesario para que la vasculatura renal vuelva a su presion de perfusion
basal después de un estimulo adrenérgico, es decir, el tiempo que tarda la vasculatura en
relajarse después de un estimulo vasoconstrictor adrenérgico, se encuentra
significativamente aumentado en las ratas del HT (Fig. 2B), lo cual puede ser debido a un
mayor tiempo de activacion de los receptores adrenérgicos, lo que genera una respuesta
persistente. Una de las rutas posteriores a la activacion del RAPG por fenilefrina es la
activacion de varias isoformas de PKC, la cual es una cinasa ubicua que tiene varios
sustratos en el masculo liso vascular. Una de sus principales rutas conduce a la inhibicion
de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina, o que potencia la contraccion vascular
(Salamanca, 2006), por lo que un aumento en el tiempo de contraccion producido por la
activacion ai-adrenérgica podria aumentar la activacion de PKC y por lo tanto inhibir
persistentemente la fosfatasa de la cadena ligera de miosina.

Por otra parte, la disminucion de la biodisponibilidad del NO* como agente vaso

relajante se ha propuesto como el mecanismo mas probable de vasodilatacion atenuada en
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la HT (Mcintyre et al., 1999) lo que provocaria un mayor tiempo de contraccion vascular
adrenérgica. Como muestra la Fig. 3, el grupo HT presenta una disminucién 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
observaciéon de que la activacion de los RAPG incrementan la actividad de la NADPH
oxidasa, con lo que aumentan los niveles de anién superoxido el cual reacciona
rapidamente con NO* generando ONOO" y con ello disminuye la vasodilatacion dependiente
de NO* (Dikalova et al., 2010), manteniendo de este modo por mas tiempo las respuestas
contractiles.

El efecto benéfico del aceite de aguacate sobre las respuestas vasorelajantes del
endotelio en ratas con HT puede ser explicado por la disminucion del estrés oxidante (Fig.
6), lo cual concuerda con varios reportes de nuestro grupo de trabajo donde el aceite de
aguacate disminuyo el estrés oxidante en mitocondrias de higado, rifiébn y cerebro de ratas
diabéticas (Ortiz-Avila et al. 2013, 2014a,b, 2017). Esto podria ser debido a la presencia en
el aceite de B-sitosterol, el cual modula la actividad de enzimas antioxidantes (Vivancos y
Moreno, 2005; Yoshida y Niki, 2003). Ademas, diversos carotenoides presentes en el aceite
de aguacate también poseen efectos antioxidantes (Dutta, et al., 2005), y se ha demostrado
que la administracion concomitante de diversos antioxidantes, como seria el caso de
administrar aceite de aguacate, promueve un efecto sinérgico que disminuye ain mas el
estrés oxidante (Béhm, et al. 1998). Esto hace factible la hipotesis 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 contraccion
adrenérgica y aumentando la vasodilatacion generada por carbacol.

El efecto de la PZS sobre la vasodilatacion renal dependiente del endotelio (Fig. 3)
podria ser debido al antagonismo de los receptores a;-adrenérgicos, la consecuente
inhibicion de la ruta DAG-PKC y, por lo tanto, la disminucion en la produccion de ERO y de
ERN, ya que se ha demostrado que existe un aumento en la produccion de ERO
dependiente de la activacion de PKC y NADPH oxidasa en células endoteliales, células del
mausculo liso vascular y células mesangiales renales (Salamanca, 2006). Por ende, la
atenuacion del estrés oxidante podria aumentar la vasodilatacion dependiente de NO".

La rotenona se ha utilizado como un inductor de la produccion de ERO en el
complejo I de la CTE (Li et al., 2003). Los resultados de la Fig. 4C muestran que la rotenona
disminuye alin mas las respuestas vasorelajantes a carbacol en los rifiones de las ratas HT,

lo cual podria ser debido a que el aumento del estrés oxidante mitocondrial por la adicion
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de rotenona genera una disminucién de la biodisponibilidad de NO® como agente
vasodilatador ya que se favorece la formacion 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 produccién de ERO aumenté en el grupo HT usando como sustrato respiratorio
del complejo | al glutamato/malato (Fig. 5), mientras que el aceite de aguacate disminuyo
la produccion de ERO. Estos datos también son concordantes con la observacion del
aumento del estrés oxidante en el grupo HT y su disminucion por el aceite de aguacate (Fig.
6). La disminucion de la produccion de ERO en el grupo HT+PZS (Fig. 5), podria ser
explicada por el antagonismo de los receptores aj-adrenérgicos, la inactivacién de su
cascada de sefializacion y una probable disminucion 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 disminucion de la presién arterial per se
no es suficiente para mitigar el estrés oxidante en modelos de HT (de Cavanagh et al.,
2006). Ademas, es importante mencionar que la ingesta de aceite de aguacate promueve
cambios en la composicién lipidica de las membranas (Ortiz-Avila et al., 2015), y se ha
reportado que la translocacién de PKC a la membrana celular se estimula al incrementar la
hidrofobicidad de PKC y es modificable dependiendo de la composicion lipidica de las
membranas, por lo que cambios en la composicion de lipidos de membrana podria modificar
la activacion de PKC y sus posteriores efectos (Jin et al., 2006; Newton, 1995; Salamanca,
2006)

Como se ha mencionado anteriormente, se tienen evidencias de la formacion de un
circulo vicioso de generacion de ERO entre la NADPH oxidasa y la mitocondria (Dikalova
et al., 2010). El dafio mitocondrial se hace evidente por el aumento del estrés oxidante y
por la disminucion del cociente respiratorio, ademas de que la disminucion de la funcién
mitocondrial esta directamente relacionada con el estrés oxidante ya sea como causa 0
como consecuencia (Bernatova, 2014). La disfuncién del complejo | de la CTE patrticipa de
manera importante durante la generacion de estrés oxidante en diversos estados
patoldgicos (Hirst et al., 2008; Murphy, 2009), lo cual ha sido asociado a la peroxidacion del
fosfolipido cardiolipina, el cual estabiliza la estructura del complejo | y optimiza su actividad
(Lenaz et al., 2006). La peroxidacién de la cardiolipina ha sido vinculada al deterioro de la

actividad del complejo | y al aumento de la generacion 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 observé una
disminucion en la respiracion mitocondrial con un sustrato del complejo | (Fig. 7A), lo cual
no ocurrié con succinato, un sustrato del complejo Il (Fig. 7B). El aceite de aguacate y la
PSZz (Fig. 7) mejoraron la funcion mitocondrial de forma significativa, lo cual correlaciono
con los resultados donde disminuyd la produccién de ERO por dichos tratamientos (Fig. 5),
lo cual podria ser debido a la presencia de una amplia variedad de antioxidantes presentes
en el aceite de aguacate como se explicé anteriormente. El efecto antioxidante es mas
evidente en las ratas que consumieron aceite de aguacate en comparacion con las ratas
tratadas con PZS.

Para evaluar si el efecto benéfico del aceite de aguacate y la PZS sobre la
disminucion de la presion arterial, el estrés oxidante, la funcién mitocondrial y la funcién
vascular tenia repercusiones sobre el funcionamiento renal, se evaluaron parametros
bioguimicos que determinan el estado fisioldgico de la funcion renal (Fig. 8). En las ratas
HT + AO se observo una disminucion 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 presion arterial en las ratas HT. Sin embargo, los resultados muestran que el aceite de
aguacate disminuye el estrés oxidante en una proporcion mayor que la PZS. Ambos
tratamientos no disminuyeron la cantidad de creatinina en suero (Fig. 8B).

El dafio estructural a los glomérulos durante la HT causa deterioro en la filtracién de
proteinas y por lo tanto estas son excretadas en orina, por lo que se decidié evaluar la
morfologia glomerular en cortes histologicos de rifion (Fig. 9). Durante la HT aumenta la
presion de filtracion en los glomérulos y de esta manera, aumenta la carga filtrada y
eliminacion urinaria de sodio. Una de las consecuencias mas relevantes de esto es la
disminucion del numero de nefronas debido a la hiperfiltracion que promueve cambios
hemodinamicos glomerulares. Al disminuir el nimero de nefronas, se produce un aumento
de la filtracion glomerular en cada uno de los glomérulos remanentes para mantener la
filtracion glomerular global y la carga filtrada total de sodio. El aumento de la presion
intraglomerular aumenta el trafico de proteinas a través del glomérulo y del tabulo proximal,
contribuyendo al desarrollo de esclerosis glomerular y fibrosis tibulointersticial. El efecto
profibrético ha sido demostrado en numerosos estudios: activa a los fibroblastos
aumentando la sintesis de proteinas de la matriz extracelular en el intersticio renal, activa
las células mononucleares y citocinas proinflamatorias, aumenta la expresion del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-(). Estos factores de crecimiento promueven la

fibrosis intersticial renal, y son claves en el deterioro progresivo de la funcion renal (Qi et
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al., 2004; Schieppati y Remuzzi, 2003). A través de la mayor liberacibn de TGF-beta
también se estimula la sintesis de matriz mesangial, favoreciendo la esclerosis glomerular.
El efecto antioxidante del aceite de aguacate y el antagonismo de los receptores a:-
adrenérgico durante la HT promueven un efecto benéfico tanto a nivel fisiologico (Fig. 8)
como a nivel estructural renal (Fig. 9), los datos correlacionan con los resultados obtenidos
en el estudio de estrés oxidante, la funcién mitocondrial, la presion arterial y proteinuria.
Histolégicamente 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
disminucion de las caracteristicas inflamatorias que presentan las ratas HT.
8.2.6. Conclusion

El aceite de aguacate previene el dafio glomerular y el deterioro de la funcion renal
durante la hipertensiéon en ratas, disminuyendo el tiempo de la vasoconstriccidn a;-
adrenérgica renal, la formacion de ERO y el estrés oxidante, y mejora ademas el

funcionamiento mitocondrial.
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9. Discusion general

La hipertension arterial cursa como una enfermedad silenciosa al no presentar
sintomas, 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 cronicos de la HT en la poblacion
(ENSANUT, 2016). De manera general, la hipertension arterial genera una disminucion en
el aporte de nutrientes y oxigeno a todo el organismo, sin embargo, hay 6rganos

particularmente susceptibles a estos efectos, como el rifién.

Las complicaciones de la HT se relacionan directamente con la magnitud del
aumento de la presion arterial y el tiempo de evolucion; en la encuesta del afio 2012, 47.8%
de los adultos con HT fueron hallazgo de la encuesta, es decir, no habian sido
diagnosticados (ENSANUT, 2012), y por lo tanto, tienen mayor riesgo de padecer
enfermedades secundarias a la hipertension. La importancia de la disminucion y
mantenimiento de la presion arterial en un paciente con hipertension radica en que los
dafios a 6rganos blanco aumentan proporcional al aumento de la presion 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 presion arterial de
las personas, estableciendo considerar elevada la presion arterial en valores de PAS de
120-129mmHg y recomendando cambios en el estilo de vida y una reevaluacién de la
presion en 3-6 meses posteriores, con la finalidad de retardar los efectos secundarios
(Smith et al., 2017). En nuestros resultados el AO disminuyd la presion arterial en las ratas
HT incluso a valores similares a las ratas que tomaron el farmaco antihipertensivo
prazosina, un antagonista de los receptores ai-adrenérgico. En experimentos conjuntos se
evalud también el antihipertensivo losartan cuyo efecto fue mas eficaz al normalizar la
presion arterial de las ratas HT. Estos datos sugieren una mayor participacién de los
receptores AT en este modelo de HT. Por otro lado, el aceite de aguacate disminuyé la
PAS en 28mmHg y la PAD en 29mmHg, por lo que con base en los antecedentes, podria

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

Identificar a tiempo a los pacientes con hipertensién permitiria tomar medidas

correspondientes para disminuir la presion arterial y con ello evitar o al menos retrasar la
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aparicion de enfermedades como el dafio renal, una enfermedad incapacitante y de altos
costos econdémicos tanto para el paciente como para los sistemas de salud. (ENSANUT,
2012).

Existen cada vez mas pruebas cientificas que sostienen la hipétesis de que ciertos
alimentos, como el aceite de aguacate, contienen componentes que poseen efectos
fisiologicos benéficos, y que ademdas son propuestos como una opcion en las dietas

saludables.

La HT es una enfermedad cuyas causas aun no son completamente conocidas, pero
se conoce que ciertas moléculas y sus rutas de accion estan alteradas en humanos y en
diversos modelos de hipertension experimental, como los receptores que se encuentran
acoplados a proteinas G, de los cuales se tienen evidencias que tienen una alta actividad
durante la hipertension y ademas participan en la disfuncion del endotelio vascular, el cual
juega un papel central en la relajacion de las arterias (Li, Cao, Liu, y Xu, 2007). La Ang Il 'y
la noradrenalina son moléculas vasoactivas que han sido ampliamente investigadas y
relacionadas con la génesis y el mantenimiento de la hipertension, y ambas tienen
receptores especificos en la membrana de las células del musculo liso vascular acoplados
a proteinas Gqu1, por lo que al ser activados estos receptores generan movilizacion de calcio
al citosol provocando contraccidn vascular. Se investigo la participacion de la activacion de
los receptores AT: y ai-adrenérgicos durante la HT y se observd que las respuestas a Ang
Il se encuentran alteradas a nivel renal al menos a una concentracién de Ang Il de 1x10®
M, mientras que las respuestas vasoconstrictoras de los receptores ai-adrenérgicas no se
encuentran alteradas. Una posibilidad no explorada en esta investigacion para la
explicacidbn de estos resultados es la remodelacién de receptores presentes en la
vasculatura renal de estas ratas y la posible internalizacién de estos como mecanismo para
disminuir la presién arterial. Sin embargo, algo notable en los grupos HT que recibieron
aceite de aguacate fue la rapida disminucion de la presion de perfusion renal después de

la contraccién en respuesta a Ang Il y fenilefrina.

El control de la presion arterial se lleva a cabo mediante mecanismos de
vasoconstriccion y vasorelajacion que se contraponen para mantener un equilibrio y
mantener en sus limites normales la presion arterial. La relajacion vascular dependiente del
endotelio a través de la liberacion de NO® juega un papel central en este equilibrio de
contraccién-relajacion. En nuestros resultados las ratas con HT muestran deterioro de la
funcién relajante derivada del endotelio posterior a la contraccién renal con Ang Il y
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fenilefrina, mientras que el aceite de aguacate, el losartan y la prazosina previnieron este
efecto por un mecanismo aun pendiente de investigar, pero que presumiblemente involucra
la disminucién de la presion arterial sistémica y/o la disminucion del estrés oxidante
mitocondrial. Sin embargo, para dilucidar el mecanismo propuesto es necesario investigar
la participacion de dos enzimas clave en el modelo hipotético propuesto, la NADPH oxidasa

y la PKC y por otra parte, la participacién de enzimas antioxidantes.

El aceite de aguacate contiene (-sitosterol, el cual induce la actividad de enzimas
antioxidantes tales como la superdxido dismutasa de manganeso y la glutatiébn peroxidasa
(Vivancos y Moreno, 2005). El aceite de aguacate mejoré la funcion mitocondrial renal y
disminuyd el estrés oxidante, por lo que una hipotesis que podria 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 activacion de proteinas G, y por lo tanto,

atenuando la formacién de ERO.

Los resultados de este estudio revelan que el bloqueo de los receptores AT: para
Ang |l (losartén) y de los receptores ai-adrenérgicos (prazosina) disminuyen la formacion
de ERO en mitocondrias de rifion de ratas HT y esto genera un efecto benéfico en la funcién
mitocondrial. El aceite de aguacate reproduce resultados similares pero el mecanismo
permanece pendiente de explicar. Sin embargo, los efectos de los tratamientos con
losartan, prazosina y aceite de aguacate en ratas hipertensas, repercuten de manera
fisiologica en la funcién renal, disminuyendo la proteinuria y el dafio glomerular presentes
durante la hipertension. Se puede proponer que el efecto benéfico de todos los tratamientos
se debe en gran medida a la disminucidn del desequilibrio redox mitocondrial encontrado
en las ratas HT, cuyos efectos fueron mas pronunciados con el tratamiento con aceite de
aguacate y losartan que con prazosina. Hipotéticamente, al disminuir el estrés oxidante
podria aumentar la biodisponibilidad del NO* como agente vasodilatador, o que mejoraria
las respuestas vasorelajantes, el aporte de nutrientes y la detoxificacion renal. Ademas,
disminuiria la produccion de O,"y de ONOO-, y con ello aumenta la tensiéon de O renal, lo
que reduciria el estado hipoxico y la fibrosis renal, que a su vez prevendria el deterioro

estructural de las nefronas y mejoraria la reabsorcion de proteinas y evitaria la proteinuria.
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10. Conclusion general

El aceite de aguacate previene el dafio de la funcion renal, mejorando la
vasodilatacion renal dependiente del endotelio frente a estimulos constrictores
dependientes de la activacion de receptores ATy a;-adrenérgicos, por un mecanismo que

involucra disminucion del estrés oxidante y una mejor funcién mitocondrial.
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11. Perspectivas

Dilucidar si la NADPH oxidasa es un blanco de los efectos benéficos del aceite de
aguacate en el dafio 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 podrian mediar sus efectos benéficos en la hipertension.
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