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Ang Il. Angiotensina Il
AMPc. Adenosin monofosfato ciclico
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AT,R. Receptor AT,
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CE. Células endoteliales
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NO. Oxido nitrico
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Resumen

La hipertension es el principal factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares en humanos. Entre los sistemas mas importantes relacionados
con el control de la presion sanguinea estdn el sistema Renina-Angiotensina
(SRA) y los receptores oy-adrenérgicos (a;-ARs). La angiotensina Il (Ang Il) es
importante en regular la presion arterial, provoca remodelacion vascular e
hipertension asi como incrementos en el ARNm y proteina de a;-ARs. La literatura
describe que el SRA aumenta en ratas espontdneamente hipertensas jovenes, y
podria contribuir en la patogénesis de la hipertensiéon genética. En el sistema
cardiovascular, los a;-ARs regulan la contraccion del muasculo liso vascular y
cardiaco, y han sido implicados en patologias como la hipertension y la hipertrofia

cardiaca.

Nuestro objetivo fue explorar la influencia del bloqueo de los receptores AT;R y
o1p-AR sobre la hipertension inducida por infusion continua con Ang |l
(200ng/kg/min/28dias), se evalud la reactividad en las arterias aorta y caudal de
rata. La Ang Il incremento la presién arterial (115+2 a 220+8 mmHg); sin embargo,
el losartan (antagonista AT; R), administrado en el agua de bebida, revirtid
parcialmente la hipertension por Ang Il (14242 mmHg), mientras que el BMY 7378
(antagonista ayp-AR) no la revirti6 (204+9 mmHg). La contraccion maxima a
fenilefrina aument6 en aorta (Emax, 6.7£0.4 vs 7.9+0.3), y no en arteria caudal de
ratas con Ang Il; el BMY 7378 y el losartan revirtieron la hiperreactividad producida
por Ang Il en aorta. La evaluacién histolégica de las arterias aorta y caudal de los
diferentes grupos de ratas mostro que la Ang Il produce hipertrofia del vaso en la
tunica media; sin embargo, ésta se revertio con la administracion de BMY7373 o
losartan, administrados cuando ya existia hipertrofia establecida por 2 semanas
con Ang Il. Estos datos, indican que: la hiperreactividad inducida por Ang I,

parece estar mediada, de manera indirecta, por aip-AR.

Hipertension, angiotensina Il, hipertrofia, reactividad

Sandra Noemi Rodriguez Hernandez 8



Maestria en Biologia Experimental

Abstract

Hypertension is the main risk factor in the development of cardiovascular disease
in humans. Among the most important systems related to the control of blood
pressure are the renin-angiotensin system (RAS) and a1- adrenergic receptors (a;
- ARs). Angiotensin Il (Ang II) is important in regulating blood pressure, causes
vascular remodeling and hypertension as well as increases in mRNA and protein
al- ARs. The literature describes that increases SRA young spontaneously
hypertensive rats, and it may contribute to the pathogenesis of hypertension
genetic. In the cardiovascular system the a;- ARs regulate the contraction of
vascular smooth muscle and heart, and have been implicated in diseases such as
hypertension and cardiac hypertrophy.

Our aim was to explore the influence of the locking of the AT;R and a;p-AR
receptors on the hypertension induced by continuous infusion of Ang I
(200ng/kg/min/28dias), the reactivity in the aorta rat caudal arteries were
evaluated. Ang Il increased blood pressure ( 115 + 2-220 + 8 mmHg ), however ,
losartan ( AT:-R antagonist ) administered in the drinking water , partially reversed
by Ang Il hypertension ( 142 £+ 2 mmHg ) , while BMY 7378 (a1p -AR antagonist )
not reversed ( 204 + 9 mm Hg ) . The maximum contraction to phenylephrine
increased aorta (Emax, 6.7 = 0.4 vs. 7.9 = 0.3) and not in rat caudal artery with
Ang Il , the 7378 and BMY reversed hyperreactivity losartan produced by Ang Il in
aorta . Histological evaluation of the aorta and caudal arteries of different groups of
rats showed that Ang Il causes hypertrophy of the vessel in the tunica media, but
this was reversed by the administration of losartan or BMY7373 administered when
there was already established by hypertrophy 2 weeks with Ang Il. These data
indicate that: induced hyperreactivity Ang Il seems to be mediated indirectly by aip
-AR.

Hypertension, angiotensin Il, hypertrophy, reactivity
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1. Introduccioén

1.1 Hipertension arterial y prevalencia

La hipertension arterial es una enfermedad crénica de etiologia variada, que
se ha asociado con el aumento de catecolaminas circulantes en plasma,
hipersensibilidad del sistema nervioso simpatico, incremento del tono vascular y
de las resistencias periféricas (Marin, 1993; Villalobos-Molina e Ibarra, 1999;

Tanoune y col., 2002; Lyssand y col., 2008).

Se considera hipertensién cuando la presién arterial diastolica es superior a
90 mmHg vy la sistdlica mayor a 140 mmHg, como promedio de dos o mas
mediciones en las visitas al médico. Esta alteracion en la presion arterial es el
factor de riesgo mas importante para las enfermedades cardiovasculares, y es el
uno de los problemas de salud publica mas importante en las ciudades
industrializadas (Willians, 1994). Actualmente se encuentra entre las primeras
causas de mortalidad y morbilidad en México. La prevalencia es del 33.3% de la
poblacidbn mexicana mayor de 20 afios, de acuerdo a la Encuesta Nacional de

Salud y Nutricion (Gutiérrez y col., 2012).

El desarrollo de la hipertension es el resultado de mdltiples interacciones
entre la susceptibilidad genética y factores ambientales que influencian la funcién
cardiaca, renal y vascular para el incremento en la presion arterial. Un factor clave
en la hipertension es el incremento de la resistencia vascular periférica, debido a
las alteraciones funcionales, estructurales y mecanicas en las arterias de

resistencia (Touyz, 2005).

Sandra Noemi Rodriguez Hernandez 10
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La hipertension arterial es una enfermedad frecuente, que en sus fases
iniciales es asintomatica, de facil deteccion y casi siempre facil de tratar. Sin
embargo, en el 5-10% de los casos existe una causa directamente relacionada
con la elevacion de la presion (por ejemplo, defectos congénitos en el corazon,
anomalias renales; etc.) a este tipo de hipertension se le denomina hipertensiéon
arterial secundaria. En el 90-95% restante, la enfermedad es denominada
hipertension primara o esencial, donde la causa es desconocida (Brokk y Julius,

2000).

Existen una gran cantidad de factores que, contribuyen en el desarrollo de
la hipertension, como el consumo de alcohol, tabaquismo, la edad, obesidad,
género y resistencia a la insulina, entre otros (Kasper y col., 2006). A pesar de la
gran cantidad de investigaciones sobre el tema, no se conocen los eventos que
conducen al desarrollo de la hipertension arterial; sin embargo, en el ambito
vascular se han propuesto tres factores involucrados en la patogénesis de esta
condicion: 1) hipersensibilidad de los vasos sanguineos a estimulos
vasoconstrictores, 2) cambios estructurales en las paredes de los vasos
sanguineos (hay clara reduccion del diametro luminal y aumento en la relacién

media/lumen), y 3) disfuncién endotelial ( Mulvany, 2008).

1.1.1 Remodelaciéon vascular

La principal anormalidad hemodinamica en la hipertension es el incremento

en la resistencia periférica, debido a los cambios estructurales y funcionales en la

Sandra Noemi Rodriguez Hernandez 11
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vasculatura. Los cambios funcionales son respuestas agudas, las cuales incluyen
un incremento en la reactividad vascular a agentes vasoconstrictores, Yy
disminucién en la vasodilatacion. El incremento de la resistencia periférica resulta,
de forma general, por reduccion en el calibre de las arterias de resistencia
(aquéllas entre 100-300 um de diametro), que responden a estimulos fisiol6gicos o
fisiopatoldégicos para mantener la perfusion de acuerdo a las necesidades
metabdlicas de los tejidos. El control vasomotor es responsable de la adaptacion
rapida del diametro del lumen, mientras que las alteraciones en las propiedades
estructurales de la pared vascular constituyen un proceso dinamico que ocurre en
respuesta a modificaciones hemodinamicas a largo plazo. Inicialmente los
cambios son adaptativos, y posteriormente son maladaptativos que provocan
modificaciones en el grosor de la tinica media y diametro del lumen. Este proceso
llamado remodelacién vascular, contribuyen a la fisiopatologia de enfermedades

vasculares, incluyendo la hipertension (Touyz, 2005; Mulvany, 2008).

La remodelacion vascular se ha clasificado de acuerdo a la naturaleza de
los cambios en el didmetro del lumen (hacia dentro o hacia afuera), y por los
cambios en la masa media (incremento = hipertrofia; decremento = atrofia)
(Mulvany y col., 1996). La hipertrofia es un proceso reversible en etapas
tempranas, que se refiere al incremento del tamafio de las células como
consecuencia del aumento en la sintesis de proteinas. Este cambio estructural de
los vasos sanguineos se presenta en la hipertension e incluye la reduccion del

didmetro y el incremento en el grosor de la tinica media (Baker y col, 1992).

Sandra Noemi Rodriguez Hernandez 12
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Durante la remodelacion vascular, hay un proceso activo de cambios
estructurales, relacionado con alteraciones en procesos celulares (incluyendo
crecimiento, apoptosis, migracion, inflamacién y produccion de proteinas de matriz
extracelular), y que incrementa la relacion tdnica media / lumen (Touyz, 2003;
Touyz, 2005). EI aumento en la relacion tanica media / lumen en pequefias
arterias de resistencia, dado por el aumento de la masa muscular o por un
reacomodo inadecuado de elementos celulares, favorece de forma muy importante
la fisiologia de la hipertensién y sus complicaciones; estos cambios estructurales
aumentan la reactividad vascular, lo cual potencia el incremento de la resistencia
periférica, caracteristica de la hipertension (Schiffrin y Touyz 2004; Touyz, 2007,

Mulvany 2008).

En este contexto, desde hace varios afios se ha sugerido que la hipertension
primaria se asocia con cambios estructurales en los vasos de resistencia (Mulvany
y col., 1996). En virtud de la importancia de la pared vascular en el desarrollo de la
hipertension arterial, es menester mencionar que los elementos que constituyen la
pared vascular son las células y la matriz extracelular. Las células representan el
20% del peso seco de la pared y las mas importantes son las células endoteliales
(CE) y las células del musculo liso vascular (MLV). La matriz comprende cuatro
grupos de macromoléculas: elastina, colageno, proteoglicanos y glicoproteinas
estructurales. La pared vascular se puede describir como un érgano activo,
flexible, dinamico, que cambia de forma y sus componentes aumentan,

disminuyen o se reorganizan, en respuesta a estimulos fisiologicos y patoldgicos

Sandra Noemi Rodriguez Hernandez 13
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(Dubey vy col., 1997; lermoli, 2001). Las arterias estan formadas por tres tanicas o

capas: intima, media y adventicia (Figura 1).

e Laintima esta constituida por una monocapa de células endoteliales con

matriz extracelular.

¢ La media esta separada de la intima por la lamina elastica interna y

comprende células del MLV, fibrillas elasticas y matriz extracelular.

e La adventicia (externa) es la mas variable y contiene fibroblastos, tejido

fibroelastico denso y nutrientes

Figura 1. Estructura arterial. Las arterias estan formadas por tres capas principales: la intima, la
media y la adventicia. (Tomado y modificado de Quesada y Carbonell 1999).

En los vasos sanguineos, las células del musculo liso y la matriz son responsables

de las caracteristicas estructurales y funcionales de la pared vascular, como la

Sandra Noemi Rodriguez Hernandez 14
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contraccion — relajacion, crecimiento, desarrollo, y remodelacién; y estan
involucradas en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares (Touyz y
Schiffrin, 2000). Existen muchos factores, tanto locales como sistémicos, que
regulan la funcion de las células de MLV como los péptidos vasoactivos
angiotensina Il (Ang II) y endotelina-1 (ET-1), involucrados en activar vias
relacionadas con el crecimiento, asi como la vasoconstriccion; de igual manera
también hay algunos factores vasorelajantes como el 6xido nitrico (NO) y

prostaciclina (PGly) (Touyz y Schiffrin, 2000).

1.2 Reguladores de la presion arterial

El sistema circulatorio asegura una correcta y adecuada perfusion
sanguinea a todos los tejidos, lo cual depende por un lado de una presién arterial
qgue permita la circulacién de la sangre y, por otro lado, de la capacidad de cada
organo o tejido para auto regular su propio flujo (Quesada y Carbonell, 1999). Los
ajustes circulatorios se realizan mediante modificaciones en el gasto cardiaco,
cambiando el didmetro de los vasos sanguineos de resistencia (arteriolas
principalmente) o la cantidad de sangre almacenada en los vasos de capacitancia
(las venas). Por lo que en este contexto, para la regulacion de la presion arterial a
nivel fisiol6gico existen diversos sistemas encargados de mantenerla, entre ellos la
regulacion nerviosa (la reactividad vascular a catecolaminas) y la regulacion
humoral (sistema renina angiotensina; SRA), entre otros (Grassi,1998; Brokk y

Julius, 2000; Guyton y Hall, 2000). A continuacion se describen con mayor detalle.
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1.2.1 Descripcion del sistema renina angiotensina (SRA)

1.2.1.1 Formacion de Angiotensinalll

El SRA tiene una funcién importante al regular los procesos fisiolégicos del
sistema cardiovascular (Engberding y Griendling, 2008). La principal molécula
efectora del SRA es la angiotensina Il ( Ang Il), una hormona que afecta la funcion
de précticamente todos los oOrganos, incluyendo el corazén, los rifiones, la
vasculatura y el cerebro, y participa en efectos benéficos o patologicos (Metha y
Griendling, 2007). La Ang Il es una hormona octapeptidica pleiotropica, y es el
componente mas importante de este sistema. Este sistema comienza por hidrélisis
enzimatica del angiotensinégeno, liberado por el higado, via la renina, por una
aspartil proteasa proveniente de las células yuxtaglomerulares de rifion (Kumar y
col., 2000). La renina una glicoproteina con 340 aminoacidos con una vida media
de casi 15 minutos, cuya secrecion esta controlada por tres vias, dos que actlan
a nivel local dentro de los riflones en la macula densa y la tercera que actla en
todo el sistema nervioso central, mediada por la liberacién de noradrenalina a
partir de nervios noradrenérgicos renales. Hidroliza el angiotensindégeno en enlace

10-11 del amino terminal para formar asi la angiotensina I., (Itoh y col., 1993).

La conversion de Ang | a Ang Il, se realiza por la accion de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), una dipeptidil carboxipeptidasa que hidroliza
el dipéptido carboxilo terminal His-Leu de la angiotensina |, para de esa manera
producir el octapéptido, que serd la angiotensina Il (Figura 2), y que se degrada

subsecuentemente por protedlisis adicional.
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Asimismo, la ECA influye en la degradacion metabdlica de bradicinina, un
vasodilatador potente que libera sustancias vasoactivas desde el endotelio;
ademas, la bradicinina inhibe la proliferacion celular del musculo liso al estimular la
liberacion de factores endoteliales como el NO y la PGI, (Touz y Schiffrin, 2000;

Eguchi y col., 2001;Lemarié y col., 2008; Mugabe y col., 2009).

Angiotensinoégeno
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

 RENINA -

Angiotensina l
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
1 2 3 45 6 7 8 9 10
Carboxipeptidasa

L ECA | Quimasa
== Catepsina G

Angiotensina ll
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
1 2 3 4 56 7 8

Figura 2. Esquema del Sistema Renina Angiotensina. El sistema renina angiotensina comienza con
la hidrélisis del angiotensindégeno, en la cual la renina incide en el aminoacido 11 Leu formando asi
el decapéptido angiotensina |, y este por la acciéon de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) rompe en el aminoacido 9 His formando asi el octapéptido angiotensina Il. Las lineas
amarilla indican los sitios de protedlisis de las diferentes enzimas. Las vias alternas que pueden
formar angiotensina Il, son carboxipeptidasa, quimas y catepsina G. (Modificado de Touyz, 2000).

La Ang Il tiene una vida media biologica en la circulacion que va de 15 a 60

segundos; actiua en el MLV, considerandose como un agente muy potente que
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aumenta la presion sanguinea, inclusive mas que la noradrenalina (Goodman y

Gilman, 2007)

El SRA se consideraba originalmente como un sistema circulante. Sin
embargo, estudios recientes han localizado casi todos los componentes del SRA
(angiotensinégeno, renina y ECA) en tejidos y Organos; tales la como la
vasculatura, el corazon, el rifion y el cerebro, lo que indica la existencia de SRA
tisular o local (Danser, 1996; Touyz y Schiffrin, 2000). Asi, estos érganos operan
de manera independiente al SRA circulante. Todos los componentes del SRA,
excepto la renina, se producen en la vasculatura asi como también se encuentra la
ECA en altas concentraciones en la capa adventicia (Figura 3) (Kumar y col.,

2000; Touyz y Schiffrin, 2000).
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Figura 3. Sistema renina angiotensina tisular. El angiotensindgeno, ECA y los receptores a Ang Il,
los AT se encuentran en el endotelio, células de musculo liso vascular asi como en la grasa
perivascular. VSCM; vascular smooth muscle cells, ACE; angiotensin-converting enzyme. (Tomado
y modificado de Touyz, 2000).
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Cabe mencionar que la via descrita no es la Unica via de sintesis de Ang I,
pues existen otras vias alternas importantes en algunos tejidos o que se activan
durante estados patoldgicos; por ejemplo, las quimasas, la catepsina G, la
guimiostatina sensible a la generaciéon de Ang | (chymostain- sensitive Ang II-
generating enzyme, CAGE) y la carboxipeptidasa (Figura 2), (Engberding y

Griendling, 2008).

La angiotensina Il puede incrementar el tono simpatico de manera directa,
asi como la liberacion de noradrenalina al estimular terminaciones nerviosas
simpaticas que contribuyen a una mayor vasoconstriccion . Muchos de los efectos
fisiologicos conocidos de la Ang Il son mediados por los receptores AT; y AT..
Ambos receptores pertenecen a la familia de los receptores con siete dominios
transmembranales y comparten el 30-34% de su secuencia de aminoéacidos

(Touyz, 2000).

1.2.1.2 Receptor AT,

El AT;-R estd codificado en humanos por un solo gen ubicado en el
cromosoma 3, mientras que en los ratones se conocen dos genes localizados en
los cromosomas 17 y 2 que dan origen a dos formas del AT;-R, conocidas como
receptores ATi, ¥ ATy, con mas de 95 % de similitud en su secuencia de
aminoacidos. El AT;-R estd conformado por 359 aminoacidos, tiene un peso
molecular de 40 KDa, y se encuentra distribuido en todos los 6rganos, incluyendo

el higado, el pulmdn, las adrenales, el cerebro, el rifibn, el corazén y la
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vasculatura; en forma particular esta presente en las tres tanicas del vaso

sanguineo (Touyz, 2000; Mehta y Griendling, 2007).

La unién entre la Ang Il y el AT:-R induce un cambio conformacional en el
receptor que promueve su interaccion con la proteina Gqq/11 (€ntre otras), que a su
vez regula la transduccion de la sefial a través de varios sistemas efectores, tales
como la activacion de fosfolipasas A, D y C, y la inhibicion de la adenilato ciclasa.
La activacion de la fosfolipasa C genera IP; el cual libera Ca®" del reticulo y
diacilglicerol (DAG), el cual activa a la PKC (Figura 4). La PKC a su vez, fosforila
diversas proteinas que participan en acciones como: la contraccién del masculo
liso, la secrecion de aldosterona, asi como el crecimiento y la proliferacion celular

(Escobar y col., 2004; Engeberding y Griendling, 2008).

) Er|1trada_v . Activacion de
esplazamiento fosfolipasas
de Ca*? . ’
Activacion de Activacion de
cinasas MAP y vias Jak/Stat y
PI3 proteinas G
pequefias

Activacion de
oxidasas
NADP/NAD

Figura 4. Mecanismos multiples de acoplamiento receptor-efector AT;. Los receptores AT; se
acoplan a proteinas Gy Gi Gians. A través de efectores, segundos mensajeros y cascadas de
sefializacion, se incluye subsecuentemente un grupo grande de vias de respuesta para producir
efectos inmediatos y a largo plazo de la Ang Il (Tomado y modificado Goodman y Gilman, 2007).
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Otra caracteristica del AT;-R es que al unir Ang Il, eventualmente se
fosforilan sus residuos de serina en el extremo carboxilo terminal, lo cual da lugar
al reclutamiento de proteinas denominadas arrestinas, permitiendo la endocitosis
del complejo Ang II-AT:-R dentro de vesiculas recubiertas con clatrina y, por lo
tanto, la desensibilizacion del sistema. Una vez internalizado el receptor, puede
ser degradado o desfosforilado y reciclado hacia la membrana celular; cabe
aclarar que esto solo se presenta con el AT;-R, y no con el AT,-R (Thomas y Qian,

2003).

1.2.1.3 Receptor AT,

La segunda isoforma del receptor a la Ang Il, es el AT,-R. Los receptores
AT,y AT, comparten 30-34% de similitud, esta conformado por 363 aminoacidos,
el gen que lo codifica se encuentra en el cromosoma X, tanto en humanos como
en ratones (Touyz, 2000; Mehta y Griendling, 2007). El AT,-R se expresa de
manera predominante durante la etapa fetal, disminuyendo su expresion de
manera considerable después del nacimiento. Entre los tejidos que se expresan
estan, incluidos la aorta fetal, el mesenquima gastrointestinal, el tejido conectivo y
el cerebro. Cabe mencionar que en la etapa adulta la expresion de este receptor
se incrementa bajo condiciones de estrés o algunas patologias, entre las cuales se
incluyen insuficiencia e hipertrofia cardiacas (Griendling y col., 1996; Shanmugan y

col., 1996; Escobar y col., 2004; Lévy, 2004).

Las vias de sefializacién del AT,-R no se conocen claramente; sin embargo, existe

evidencia que muestra el acoplamiento del AT,-R con proteinas G inhibidoras
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(Gairz, Gairz), 10 cual provoca la activacion de fosfatasas tanto de serina-treonina.
Este acoplamiento provoca la desfosforilacion de proteinas activadas por el
acoplamiento del AT1-R (AT:-Gay), siendo éste un mecanismo por el cual el AT,-R
antagoniza las acciones del AT;-R. Los efectos fisiolégicos del AT,-R, son
contrarios a los del AT;-R, es decir participa en la vasodilatacion y en la inhibicidon
de la proliferacion celular, ademas interviene en el desarrollo fetal y en la

diferenciacion tisular (Escobar y col., 2004).

1.3 Funciones y efectos del SRA

El SRA tiene un papel importante dentro de los principales mecanismos
gue regulan la presion arterial sistémica, y los procesos fisiolégicos del sistema
cardiovascular, siendo la Ang Il el principal efector de las respuestas vasculares,
mediante la estimulacion de receptores AT; (Touyz y Schiffrin, 2000). La Ang Il
regula procesos con diferente temporalidad: media eventos inmediatos (en
segundos-minutos), tempranos (en minutos-horas) y tardios (en horas-dias)
(Touyz, 2005). La Ang Il es un potente vasoconstrictor, en el rifidn altera la
reabsorcion de sodio y agua, al estimular la zona glomerulosa de la corteza
suprarrenal para sintetizar y secreta aldosterona; también es un potente
estimulante de la sintesis de proteinas y la principal caracteristica de hipertrofia en
células vasculares del musculo liso. También la Ang Il ejerce su efecto
directamente en el musculo liso vascular como vasoconstrictor, afectando asi la

contractilidad y la frecuencia cardiaca e incrementa el tono simpatico y la
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neurotransmision adrenérgica y facilita la liberacion de catecolaminas (Weir y

Dzau, 1999; Watanabe y col., 2005; Godinez y col., 2006).
1.3.1 Incremento de la resistencia vascular periférica por la Ang Il

La Ang Il aumenta la resistencia periférica total por efectos directos e
indirectos sobre los vasos sanguineos: vasoconstriccion directa o aumento de la

neurotransmision noradrenérgica periférica.

Vasoconstriccion directa. La Ang Il contrae arteriolas precapilares, asi como
arterias por activacion de los AT;-R localizados en células de musculo liso

vascular y estimulacion via G4- PLC-IPs-Ca*,

Aumento de la neurotransmision noradrenérgica periférica; este tipo de
neurotransmision se facilita al incrementar la liberacion de noradrenalina a partir
de terminales nerviosas simpaticas, inhibir la recaptacién de noradrenalina hacia
las terminales nerviosas y aumentar la respuesta vascular a la noradrenalina. Las
concentraciones altas del péptido estimulan de manera directa a las células

ganglionares (Zimmerman y col., 1987; Saino y col., 1997).

1.3.2 Alteracién de la funcién renal por la Ang Il

La Ang Il genera efectos pronunciados sobre la funcion renal para reducir la

excrecion urinaria de Na* y agua, en tanto incrementa la excrecion de K.

El efecto general de este péptido sobre los riflones es aumento de la

presién renal-natriuresis. También se sabe que la Ang Il estimula la zona
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glomerulosa de la corteza suprarrenal e incrementa la sintesis y secrecion de

aldosterona.

1.3.3 Alteracién de la estructura cardiovascular

La Ang Il contribuye de manera importante a los cambios patolégicos en las

estructuras cardiovasculares (Figura 5). A este respecto, la Ang Il

1) Estimula la migracion, proliferacion e hipertrofia de células de musculo liso
vascular (Bell y Madri, 1990; Daemen y col., 1991, Itoh y col., 1993; Dubey y col.,

1995).

2) Aumenta la produccién de matriz extracelular por células de musculo liso

vascular (Scott-Burden y col., 1990).

3) Causa hipertrofia de los miocitos cardiacos.

4) Incrementa la produccion de matriz extracelular por fibroblastos cardiacos

(Baker y col., 1992).

En resumen, los efectos de la Ang Il en la resistencia periférica, la funcién renal y

la estructura cardiovascular ocurren por mecanismos directos e indirectos.
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Figura 5. Efectos de la angiotensina Il. Resumen de los tres efectos principales de la Ang Il y los
mecanismos que lo median. NA, noradrenalina.(Tomado y modificado Goodman y Gilman, 2007).

La Ang Il estimula la emigracion, la proliferacion, la hipertrofia, o una
combinacion de ellos, debido a que actian de manera directa sobre las células
para inducir la expresion de protooncogenes especificos. En cultivo de células, la
Ang Il incrementa con rapidez (en minutos) las concentraciones de estado
estacionario de ARNm para los protooncogenes c-fos, c-jun, c-myc y erg-1. Las
proteinas FOS y JUN, codificadas por c-fos y c-jun, se combinan y forman AP-1, y
este Ultimo altera la expresion de varios genes que estimulan el crecimiento de
células (Crawford y col.,

1994; Ostrom y col., 2003).
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1.4 Papel del sistema nervioso simpatico (SNS) en la regulacion
cardiovascular

El SNS esta distribuido ampliamente por todo el organismo y participa en la
gran mayoria de los procesos fisioldgicos. Este sistema posee la capacidad para
llevar a cabo una regulacion momentanea y a corto plazo (segundos-minutos) y
sostenida (dias-afios) de la presién sanguinea. EI SNS controla el musculo liso
vascular, asi como la frecuencia y la fuerza de contraccién del corazén (Rang y
col., 2008). La importancia de la contribucion del SNS sobre el tono vascular,
normal y anormal, se hace evidente al presentarse una caida considerable de la
presion arterial, después del antagonismo farmacologico de los receptores
adrenérgicos, tanto en humanos como en animales, ademas de los efectos
inmediatos del SNS sobre los vasos sanguineos, debido a que existen evidencias
que sugieren gue los nervios simpaticos perivasculares tienen efectos tréficos a

largo plazo sobre el sistema cardiovascular (Mark, 1996).

1.4.1 Receptores adrenérgicos

Las catecolaminas interactian con una familia bien conocida de receptores
adrenérgicos (AR). Estos receptores son mediadores criticos de las respuestas del
SNS, y de respuestas involucradas en la homeostasis cardiovascular. Los AR

pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Finch y
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Graham, 2006), se localizan en la membrana celular, donde reconocen a sus

agonistas y transducen la sefial hacia el interior de la célula (Xin y col. 1997).

Los AR median respuestas celulares a las catecolaminas noradrenalina
(NA) y adrenalina. Estas hormonas son secretadas por la glandula adrenal o
liberadas como neurotransmisor de neuronas adrenérgicas dentro del sistema
nervioso central y neuronas posganglionares simpaticas periféricas. Estas
catecolaminas participan en la regulacién cardiovascular; por ejemplo, la
activacion de AR en el corazén, incrementa la frecuencia cardiaca y la fuerza de
contraccion, mientras que en el musculo liso vascular contraen los vasos, lo que

produce un incremento de la presion arterial (Izzo y Black, 2008).

1.4.2. Clasificacion de los receptores adrenérgicos

Los AR se dividen en tres familias: a; AR, a; AR y B AR, su funcioén se realiza al
unirse a las catecolaminas, transducen sefales al acoplarse y activar a las
proteinas G heterotriméricas, formadas por las subunidades a, By vy (Gga1, Gi y
Gs, respectivamente), promoviendo el intercambio de GTP por GDP en la
subunidad a y su disociacién de las subunidades B y y (Finch y Graham, 2006). A
la fecha se han clonado los genes de 9 ARs: a4, Q1g, Q1p, O2a, O2g, Ozc, B1, B2 Y Ba
(Phillip y col., 2002). Los receptores a; se han clasificado en a;a 0i1g Qip; SU
cascada de sefializacién incrementa el Ca*? intracelular, ya que activan a la
fosfolipasa C (PLC) via una proteina Gga11, generando inositol trisfosfato (IP3) y

diacilglicerol (DAG). El IP3 viaja hasta sus receptores en el reticulo endoplasmico y
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libera Ca*?, el cual actlia de manera sinérgica con DAG para activar a la proteina
cinasa C (PKC), que fosforila proteinas especificas. Los tres a;-AR poseen
afinidad similar por las catecolaminas, se expresan en las arterias y al unirse a sus
agonistas median respuestas simpaticas, como la contraccién del musculo liso

vascular y cardiaco (Touyz y Schiffrin, 2000; Waldrop y col., 2002).

Por otra parte, los receptores a, se clasifican en a,a, 02 Y 0yc. Esta familia
de receptores disminuyen el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) al inhibir a la
adenilato ciclasa via una proteina G;, mientras que los receptores Bi1, B2 ¥ Bs
estimulan la produccion de AMPc al estimular la adenilato ciclasa via proteinas Gs.
Los a>-AR y B-AR son activados por adrenalina, pero pueden ser diferenciados por
farmacos con efectos opuestos sobre la adenilato ciclasa (Kobilka y col., 1998). En

la tabla 1, se muestran las caracteristicas de los tres receptores adrenérgico

Tabla 1. Receptores adrenérgicos y vias de sefializacion. Tomado vy

modificado de Goodman y Gilman, 2007.

Receptor Proteina G asociada Segundo mensajero

adrenérgico

a;- Adrenérgicos Proteina Activa PLC: IP;- Ca™y
Q1a, O18 Y Qip Gag1 DAG- PKC

a, - Adrenérgicos Proteina Inhibe adenilato ciclasa y
Qzp, Q2 Y Qoc, Gaiy Go baja AMPc

Activa canales de K*

Inhibe canales de Ca*?
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B - Adrenérgicos Proteina Activa la adenilato ciclasa

B1, B2y Bs Gs y aumenta AMPc

1.4.3. Receptores a,- adrenérgicos

Los a;-AR son de gran interés debido a su importancia al regular las
respuestas fisiolégicas mediadas por catecolaminas en el sistema cardiovascular.
Ademas, han sido implicados en patologias como hipertrofia y remodelacién
vascular. En este contexto, se ha demostrado que la hipersensibilidad del masculo
liso vascular deriva, entre otras cosas, por estimulos sobre los a;-AR. Estos
receptores son uno de los principales factores involucrados en mantener la presion
arterial durante la hipertension en ratas espontdneamente hipertensas (SHR); asi
como en otros modelos de hipertension (Villalobos-Molina e Ibarra, 1999; Garcia

Sainz y col., 1999).

Sin embargo, algunos estudios han mostrado que los receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) interactian con varias proteinas ademas de la proteina G,
ampliando la sefializacidn y asi se establecen distintas funciones dependiendo del
receptor estimulado (Hall y col., 1999; Hall y Lefkowitz 2002). Aunque los tres a;-
AR se acoplan a la via de sefializacion por Gga1, hay datos que indican que los
tres actdan por sefializacion diferencial después de estimular a la proteina Gg11
(Zhong y Minneman, 1999; Chen y Minneman, 2005). Estudios recientes han
mostrado que los a;-AR se asocian con otros sistemas; por ejemplo, se reportd

que los receptores a;p, forman heterodimeros con el AT1-R durante el embarazo y
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que la disminucion de esta asociacion se puede relacionar con preeclampsia

(Gonzéalez- Hernandez y col., 2010).

Estudios de union con radioligandos, analisis farmacologicos y el clonaje
molecular han mostrado que los tres a;-AR tienen diferentes propiedades

farmacoldgicas y secuencias de aminoacidos.

En las arterias de las ratas se ha detectado el ARNm de los tres a;-AR
(Piascik y col., 1994; Scofield y col.,, 1995). Sin embargo, por el uso de
radioligandos o en estudios funcionales y con anticuerpos contra los a;-AR se
demostré que uno o dos de los a;-AR predominan en la contraccion del musculo
liso (Piasck y col., 1997; Villalobos- Molina y col. 1997; Ibarra y col., 2000). Se
sabe que el ARNm del a;p-AR estd ampliamente distribuido, asi como también es
traducido en respuesta a ciertos estimulos, como en la hipertensién (Hague y col.,
2006). Estos receptores se mantienen fosforilados en sus estado basal y los
agonistas naturales adrenalina y noradrenalina, incrementan su fosforilacién, un

efecto similar a la activacion directa de la PKC (Garcia-Sainz y col., 2001).

Los a;-AR se han caracterizado en una gran variedad de vasos. En
particular, el a;p-AR se ha caracterizado en arterias: tales como la aorta, la
carétida, la mesentérica, la femoral iliaca y la renal, y se ha observado que median
la contraccién por agentes adrenérgicos y que contribuyen al control de la presion
arterial in vivo (Bracho-Valdés y col., 2009). Ademas, en las arterias que expresan
el aip-AR, predominante en la respuesta contractil, pero no en las arterias que

expresan el ai;a-AR 0 a35-AR, existe una poblacion de receptores
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constitutivamente activos, es decir, los receptores no requieren noradrenalina para
ser estimulados; sin embargo, este fendmeno no se observa en los otros dos a;-
AR y sugiere que los a;p-AR juegan un papel modulador en las arterias de
conductancia, evitando cambios subitos en el diametro arterial cuando se remueve
el agonista, manteniendo el flujo sanguineo (Gisbert y col., 2000; Ziani y col.,

2002)

En este contexto, existen diversas evidencias que muestran que los a;p-AR
se relacionan con la génesis y/o el mantenimiento de la hipertension, pues se
encuentran presentes antes del establecimiento de la misma, y se ha sugerido que
hay un incremento en la poblacion constitutivamente activa de los a;p-AR, razén
por la cual pueden ser responsables de la patologia y el aumento en el tono
simpatico en las ratas SHR (Villalobos-Molina e Ibarra 1996, 1999; Villalobos-
Molina y col.,1997; Guimaraes y Moura 2001; Gisbert y col.,2002; Garcia-Sainz y

Villalobos-Molina, 2004).

Estudios previos han mostrado que los a;-AR estimulados por
catecolaminas (norepinefrina) estan involucrados en el desarrollo de hipertrofia,

asi como en la proliferacion en células de musculo liso vascular (Xin y col., 1997).
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1.5 Antecedentes

Respecto a la comunicacion entre el SRA y el SNS, varias investigaciones
se han enfocado en explicar la relacion entre estos dos sistemas: el SRA y las
vias adrenérgicas periféricas y su participacion en la génesis de la hipertension.
Existen evidencias que sugieren que los dos sistemas tienen efectos, uno sobre el

otro, en la vasculatura periférica en el sistema nervioso central (Saxena, 1992).

Por otro lado, Schiffrin y col. (1984) encontraron un aumento en la densidad de los
a:-AR, y los receptores a Ang Il en la vasculatura de ratas SHR, antes del

desarrollo de hipertension (4 semanas de edad).

La Ang Il es un potente vasoconstrictor a través de la activacion del ATi-R
en masculo liso vascular, y mediante la modulacion de la funcion simpatica. Esto
altimo se debe a que la Ang Il facilita la neurotransmision de terminales nerviosas
simpaticas, por lo cual conduce al aumento en la frecuencia y contractilidad
cardiaca: al aumentar el tono simpatico a nivel presinaptico se facilita la liberaciéon

de noradrenalina (Weir y Dzau, 1999; Goodman y Gilman, 2007).

La infusién continua de Ang Il in vivo, durante dos semanas aumenta la
presion arterial, y en células de musculo liso vascular se incrementa la sintesis de
acido desoxirribonucleico (ADN), siendo este efecto depende de la estimulacion de
los a;-AR, pues la prazosina bloqueo el efecto mitogénico inducido por la Ang I
(Van Kleef y col.,, 1992). También existen otros datos que muestran que la
estimulacién con Ang Il en células de musculo liso vascular en cultivo, incrementa

el contenido de proteina. De manera muy interesante, observaron que hubo
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sintesis de novo de a;-AR (Hu y col., 1995) sugiriendo que entre ambos sistemas

existe una posible comunicacién cruzada (“cross-talk”).

Resultados de Godinez-Hernadndez y col., (2006) mostraron que dosis bajas
de captopril, un inhibidor de ECA disminuye la respuesta funcional contractil en
ratas SHR de 4 semanas de edad, asi como la expresion del ARNm y la proteina
a1p-AR en la aorta de ratas SHR. Estos datos sugieren que la ausencia de Ang Il
disminuye la expresion de los aip-AR en la aorta de ratas SHR, lo que conduce a
la disminucién de la reactividad vascular, indicando que existe una relacion entre

el SRA y los a;p-AR.

Datos recientes de nuestro grupo de trabajo, muestran que la infusién con
Ang Il durante dos semanas, incrementa la presion arterial, la reactividad vascular
asi como el desarrollo de hipertrofia en la aorta. Ademas se observo que el co-
tratamiento con losartdn (antagonista AT;) o con BMY7378 (antagonista aip),
previenen el desarrollo de la hipertrofia, lo que sugiere que hay comunicacion

cruzada entre estos dos sistemas.
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2. Justificacién

La hipertension arterial representa actualmente un importante problema de salud
publica en nuestro pais, siendo una de las principales causas de morbi-
mortalidad. Asi, es de suma importancia conocer mas acerca de los procesos que
ocurren durante este padecimiento. Nos interesa en particular la importancia de la
angiotensina Il asi como los receptores adrenérgicos a;p-AR en el fendmeno
hipertensivo. Se conoce que el antagonismo de los receptores adrenérgicos aip Yy
AT, previene el desarrollo de la hipertrofia vascular (aorta) dependiente de
angiotensina Il; sin embargo, se desconoce si el bloqueo de estos receptores,

posterior a la hipertrofia vascular, pueda revertirla.
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3. Hipotesis

El antagonismo de los receptores adrenérgico a;p y AT; revierte los efectos

vasculares generados por la infusion continua con angiotensina Il.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar si el antagonismo de los receptores adrenérgico ai;py AT, revierte los

efectos vasculares durante la hipertension inducida por angiotensina Il.
4.2 Objetivos particulares

1. Determinar si el efecto hipertensivo de la angiotensina Il se revierte con el

antagonismo de los receptores adrenérgico a;p y ATj.

2. Evaluar la reactividad vascular adrenérgica en la hipertension inducida por

angiotensina Il.

3. Determinar la influencia de los receptores adrenérgico ai;p y AT, sobre el

remodelamiento vascular durante la hipertension inducida por angiotensina Il
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5. Materiales y métodos

Protocolo experimental

5.1 Animales

Se emplearon ratas Wistar macho de 3 meses de edad, las cuales se
mantuvieron con temperatura controlada (22 + 2 °C) y 40-60% de humedad, y con
acceso libre a agua y alimento. El almacenamiento, cuidado y procedimientos
experimentales de las ratas se realizaron evitando al méaximo el sufrimiento
innecesario, siguiendo las directrices aprobadas por el Comité Institucional de
Bioética sobre el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, y de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, SAGARPA, México). El numero de

ratas por grupo (n) fue de 5 para experimentos in vivo/in vitro.
5.2 Infusion continua de angiotensina ll

Las ratas se entrenaron para la medicion de la presion arterial en la cola por
pletismografia no invasiva, con un sistema digital Letica (PanLab, Espafa). Una
vez registrada la presion arterial basal, a un grupo de ratas se les implantdé una
bomba osmética Alzet (Alza Co., Cupertino, CA, EUA) por via subcutanea, que
contenia la Ang Il (Sigma Aldrich) para ser liberada de manera continua a dosis de
200 ng/kg/hora/28 dias; se midio la presion arterial cada tercer dia, después de
haber entrenado las ratas al procedimiento. Al final del tratamiento las ratas se
sacrificaron, mediante anestesia profunda con pentobarbital sédico, para

experimentos de 6rgano aislado y/o su preparacion para histologia.
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5.3 Efecto del procedimiento quirurgico en la presion arterial y

reactividad vascular en arterias aorta y caudal

Para evaluar el efecto del procedimiento quirdrgico, se emplearon ratas
normotensas, controles después de cirugia o sin cirugia, que se adiestraron para
medir la presion arterial basal y, posteriormente, se registrO cada tercer dia
durante 14 dias. Una vez finalizado el periodo de evaluacion, las ratas se
anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg ip), y se extrajo las arterias aorta

toracica y caudal, para experimentos in vitro.

5.4 Tratamiento con BMY 7378 (antagonista adrenérgico a;p) O
losartan (antagonista AT,) en ratas con bomba de Ang Il. Registro

de la presion arterial

Las ratas control y las tratadas con Ang Il, Ang lI+ BMY 7378 y Ang I+
Losartan, se entrenaron en paralelo. Una vez registrada la presion arterial basal,
se dejaron con bomba + Ang Il y a los 14 dias un grupo de ratas recibi6
tratamiento via oral con BMY 7378 (10 mg/kg/dia) durantel4 dias y otro grupo,
recibié losartan (1mg/kg/dia durante 14 dias) en el agua de bebida; se midi6 la
presion cada tercer dia. Al final del tratamiento las ratas se sacrificaron para
experimentos posteriores.

Los grupos para realizar los estudios funcionales y el analisis histologico fueron los
siguientes:

A) Ratas Control
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B) Ratas con Ang Il
C) Ratas con Ang Il + BMY7378

D) Ratas con Ang Il + Losartan

5.5 Registro de la presion arterial sistélica en los animales con

bomba

A las ratas se les midio la presion arterial sistélica por pletismografia. Esta
evaluacion se realizé registrando el pulso sistélico de la presion en la arteria
caudal de las ratas. La toma de presion se llevo a cabo en un cuarto cerrado, libre
de ruidos que puedan perturbar la tranquilidad de las ratas y a temperatura
ambiente. Con el propdésito de dilatar la arteria caudal y permitir un mejor flujo
sanguineo, las ratas se colocaron dentro de jaulas inmovilizadoras y sobre una
placa provista de un sistema de calefaccion que mantuvo la temperatura entre 30°
y 32°C.

El sistema de registro LE 5007 es un instrumento programable, basado en
un microprocesador que controla el proceso mecanico-electronico operativo de
una medicién de presién sanguinea, por un método no invasivo. El registro se
basa en la técnica esfigmomanomeétrica (la empleada en la toma de tension en
humanos); asi, el equipo tiene un manguillo de presién que ocluye el paso de
sangre, y de un transductor que registra las pulsaciones cardiacas. Ambos
instrumentos se colocan en la cola del animal para operar sobre la arteria caudal.

El sistema LE 5007 registra los valores de presién sistélica 0 maxima, diastolica o
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minima y frecuencia cardiaca. Para el almacenamiento de datos, el equipo se

acopla a un sistema de adquisicion de datos RSD232 y el software SEDACOM.

5.6 Registro de la contraccién isométrica en arterias aorta y

caudal aisladas de ratas control y tratadas con angiotensina ll

Las ratas se sacrificaron por anestesia profunda con pentobarbital soédico
(50 mg/kg intraperitoneal). Las arterias aorta y caudal se disecaron y limpiaron de
tejido conectivo y graso, se cortaron en anillos de 4-5 mm de longitud. Se removio
el endotelio y se fijaron en ganchos de acero inoxidable al fondo de una camara
para Organo aislado y a un transductor de tension isométrica, conectado a un
sistema de adquisicion de datos MP100 (Biopac Systems, Inc., U.S.A.), en donde
se registro la tension desarrollada por los anillos. Las arterias se sumergieron en
solucion Krebs con la siguiente composicion (mM): NaCl, 118; KCl, 4.7; KH2PO4,
1.2; MgS04.7H20, 1.2; CaClI2.2H20, 2.5; NaHCO3, 25.0; dextrosa, 11.7 y EDTA,
0.026 y a pH de 7.4, a temperatura de 37°C y burbujeadas continuamente con
02/CO2 (95:5). Los anillos arteriales se sometieron a una tension inicial de 3 g
(aorta) y 2 g (caudal), ademas se pre-estimularon 3 veces con fenilefrina (agonista
al adrenérgico) a concentracion sub-maxima que produce 80% del Emax, para
sensibilizar a los vasos. Se construyeron curvas concentracion-respuesta a
fenilefrina, en anillos de aorta toracica y caudal, y en presencia de rauwolscina y
propranolol (1x107 M, cada uno), para antagonizar a los 0,-AR y B-AR,

respectivamente.
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5.7 Estudio histolégico de las arterias aorta y caudal de ratas
control y tratadas

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

software KS-300 version 3.0 (Carl Zeiss).

5.8 Analisis de resultados

Los datos de todos los modelos utilizados representan la media * error
estandar. En los experimentos in vitro, los valores promedio representan la
contraccion de 4 a 6 anillos de arterias diferentes de los grupos de ratas. Se
empled un software estadistico (Sigma Plot version 11.0) para construir las
graficas y realizar el analisis estadistico. En estos estudios de desplazamiento, los
resultados son expresados en contraccion (g) de la respuesta maxima inducida
por el agonista adrenérgico. Para determinar las diferencias estadisticas
significativas (P< 0.05) entre los grupos o entre tratamientos con antagonistas, se

realizaron analisis de varianza de 2 vias, seguido de la prueba de Tukey para el
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analisis de significancia y se consideraron como estadisticamente significativos los

datos con una P< 0.05.
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6. Resultados

6.1 Efecto del procedimiento quirurgico sobre la presién arterial
sistélica

Las ratas fueron sometidas a cirugia falsa (sham) mientras que en otro
grupo no se realizé ningun procedimiento. Por pletismografia se registro el pulso
sistélico de la presion en la arteria caudal de las ratas. En la figura 6 se muestran
los resultados obtenidos a partir de mediciones de la presién arterial tanto en ratas
controles como en ratas sham. Se puede observar que en ambos grupos la
presion arterial sistdlica registrd valores menores a 120 mmHg; asimismo, se

puede apreciar que el procedimiento quirdrgico no tuvo ningun efecto.

160 -+

150 1 _@— conTROL
—O— SHAM
140 1

130 A
120 1

110 | m

100 A

Presion Arterial Sistolica (mmHg)

0 3 6 9 11 15 17 19 21
Tiempo (Dias)

Figura 6. Efecto del procedimiento quirargico en la presion arterial. Las ratas fueron sometidas a
una cirugia y se registro la presion arterial sistélica en mm Hg en funcién del tiempo en ratas
control y sham (cirugia).
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6.2 Efecto del procedimiento quirdrgico sobre la reactividad
vascular

Las ratas control y sham, a las cuales se les registré la presion arterial, se
sacrificaron y se extrajeron las arterias aorta y caudal, para construir curvas dosis-
respuesta a fenilefrina. Se puede observar que la respuesta a fenilefrina en aorta
de las ratas control y sham es similar, lo que indica que el procedimiento

quirargico no modifica la reactividad vascular de la arteria (Fig. 7A).

Asimismo, se aprecia que la respuesta a la fenilefrina es similar en la
arteria caudal de ambos grupos de ratas y que no se modifico la reactividad de
esta arteria con el procedimiento (Fig. 7B). Posteriormente se evalud la maquinaria
contractil de las arterias, mediante la contraccion por despolarizacion con KCI 80
mM. Se observa que no hay diferencia en la respuesta contractil de la aorta en

ninguno de los dos grupos (Fig. 7C).

De manera similar, en la arteria caudal no hay diferencia en la respuesta
contractil de ninguno de los grupos (Fig. 7D), por lo que el procedimiento
quirdrgico no causo ninguna modificacién en la reactividad vascular de la aorta 'y la

caudal.
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Figura 7. Efecto del procedimiento quirdrgico en la respuesta contractil. Las ratas fueron sometidas
a una cirugia (sham) y sin cirugia (control), se obtuvieron anillos de las arterias aorta y caudal
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6.3 Efecto de la infusion continda de Ang Il sobre la presidn

arterial sistolica

Los valores basales de presion arterial sistélica, en las ratas Wistar fueron:
ratas control, 113.6 + 1.5 mmHg, ratas con Ang Il, 112.8 + 2.2 mmHg; ratas con
Ang Il + BMY 7378, 110.3 + 3.1 mmHg; y ratas con Ang Il con losartan, 113.3 £+ 1.7
mmHg. Los valores de presion arterial se incrementaron de manera dependiente
del tiempo por accién de la Ang Il, con aumento significativo a partir del cuarto dia
de la infusion continua de Ang Il (200 ng/kg/min); ademas este efecto se mantuvo
durante las 4 semanas de la infusién, con excepcién del grupo Ang Il con
Losartan.

Se observa que la Ang Il incrementd la presion arterial (112.8+2.15 a
220+8 mmHg). Sin embargo, el losartan (antagonista AT1-R), revirtio parcialmente
la hipertension por Ang Il (14212 mmHg), mientras que el BMY 7378 (antagonista
a1p-AR) no la revirtio (204+9 mmHg) (Figura 8).

El analisis estadistico mostrd diferencias significativas entre los grupos control vs
Ang Il, vs Ang Il con BMY 7378 o vs Ang Il con Losartdn (ANOVA 2 vias, Tukey

P< 0.05).
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Figura 8. Curso temporal de la infusion continua con Ang Il sobre la presion arterial sistdlica en
ratas control y en ratas con Ang Il y tratamientos. Ratas control (. ), tratadas con angiotensina Il
©), angiotensina + losartan (A), angiotensina + BMY7378 (v) Efecto de los antagonistas

losartan (antagonista AT;-R) y BMY 7378 (antagonista a;p-AR) sobre el efecto presor de la Ang Il
Los datos son el promedio de 5-6 ratas +* el error estandar.

6.4 Efecto contractil de los agonistas a;-adrenérgicos en las
arterias aorta y caudal de ratas control y ratas tratadas con Ang Il
y tratamientos

Al terminar el tratamiento de cada condicion experimental, se extrajo el
segmento toracico de la aorta y el segmento de la caudal, y se cortaron en anillos
de 4-5 mm de longitud para los ensayos funcionales de 6rgano aislado. Los anillos
arteriales se sometieron a una tension inicial de 3g (aorta), 2g (caudal) y se

construyeron curvas concentracion-respuesta a fenilefrina. Las curvas se
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realizaron en presencia de rauwolscina (1x107'M) vy propranolol (1x10'M),

antagonistas a,-AR y B-AR, respectivamente.

El analisis de la respuesta al agonista fenilefrina muestra que esta
catecolamina provoco6 contraccion, de manera dependiente de la concentracion,
en las arterias aorta y caudal de ratas control y tratadas con Ang Il (Figura 9 y 10).
Sin embargo, se observé que la sensibilidad a la fenilefrina fue diferente entre los

grupos experimentales.

En la figura 9 se muestran las curvas concentracion-respuesta a la

fenilefrina de la arteria aorta de los diferentes grupos experimentales.

Se observé que el grupo control tuvo una respuesta dependiente de la
concentracion, alcanzando un efecto maximo; sin embargo, en el grupo de Ang Il,
se incrementd la respuesta contractil a la fenilefrina con respecto al control, es
decir hay hiperreactividad al agente adrenérgico. Pero en el grupo de Ang Il con
Losartan la respuesta es similar a la del grupo control, y de igual manera el grupo
Ang Il con BMY7378, presentd respuesta similar, lo cual indica que en los grupos
con infusion de Ang Il por 14 dias y tratados durante 14 dias mas con los
diferentes antagonistas, se presentan una clara reversion de la hiperreactividad

causada por la Ang Il
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Figura 9.Efecto contractil de los agonistas a,-adrenérgicos en arteria aorta de ratas control y
tratadas. Curva concentracion-respuesta a fenilefrina en anillos de aorta de ratas control y tratadas
con Ang Il (200 ng/kg/min/28 dias) y tratamiento con BMY7378 (10 mg/kg/dia) o losartan (1
mg/kg/dia). Los datos representan el valor promedio de 5 ratas * el error estandar. ANOVA 2 vias,
* P < 0.05 Tukey vs. Control.
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Figura 10. Efecto contractil de los agonistas a;-adrenérgicos en arteria caudal de ratas control y
tratadas. Curva concentracion-respuesta a fenilefrina en anillos de aorta de ratas control y tratadas
con Ang Il (200 ng/kg/min/28 dias) y tratamiento con BMY7378 (10 mg/kg/dia) o losartan (1
mg/kg/dia). Los datos representan el valor promedio de 5 ratas + el error estandar.

6.5 Evaluacion de la reactividad vascular durante la contraccion
producida con KCI 80 mM en las arterias aorta y caudal

El efecto de hiperreactividad vascular observado solo en la aorta de ratas
tratadas con Ang Il durante la contraccion inducida por fenilefrina, se obtuvo
también con la contraccion producida con KCI 80mM (un agente despolarizante de
la membrana que permite la apertura de los canales de Ca** e induce contraccion
independiente de receptores). Indica que este aumento en la reactividad no se

debe a eventos a traveés de receptor, ya que la despolarizacion con KCI también
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evidencia el aumento en la contraccion maxima solo en la aorta de ratas tratadas
con Ang Il. Ademas, se aprecia que los tratamientos con losartan y BMY 7378,
revirtieron la hiperreactividad vascular en aorta de ratas con Ang Il con losartan, o
Ang Il con BMY 7378, a pesar de que el BMY 7378 no fue capaz de revertir la
hipertension producida por la Ang Il (Figura 11A). Por otro lado, en la arteria
caudal, no hubo cambios significativos en la contraccion inducida por el KCI 80
mM, en ninguno de los grupos con Ang Il, ni por la administracion de los

antagonistas losartan o BMY 7378 (Figura 11B).
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Figura 11. Evaluacion de la funcion contractil del musculo liso vascular en respuesta a la
estimulacién inducida por KCl 80 mM en arterias aorta y caudal. Anillos de arterias aorta (panel A)
y caudal (panel B), de ratas controles y tratadas con angiotensina Il y con el tratamiento losartan y
BMY7378. Los datos mostrados son el promedio de 5 ratas + el error estandar. ANOVA 2 vias, & P

< 0.05 Tukey vs. Control.
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6.6 Analisis histolégico de las arterias aorta toracicay caudal

Los datos mostrados en las arterias aorta y caudal en la contraccion al
agonista adrenérgico (fenilefrina), asi como la respuesta contractil al KCI, en la
arteria aorta, muestran que la Ang Il incrementa esta reactividad. Esto sugiere que
en los lechos vasculares donde la contraccion es mediada por el a;p-AR (aorta), el

receptor esta involucrado en la hiperreactividad observada.

Para lo cual hicimos cortes histologicos de las arterias aorta y caudal de los
cuatro grupos experimentales (Control, Ang I, Ang Il con BMY7378 y Ang Il con
Losartan). Se observd el aumento en la tanica media de la arteria, aunque este
fendbmeno solo se presentd en el grupo de Ang Il. Sin embargo, algo muy
interesante, es que los grupos Ang Il con BMY7378 y Ang Il con Losartan, en
ambos el tratamiento se administré cuando la hipertrofia ya estaba establecida, y
aun en presencia del estimulo de Ang Il, se observoé la reversion de la hipertrofia
inducida por la Ang Il (Figura 12). En cambio, en la arteria caudal de los diferentes
grupos experimentales (Control, Ang Il, Ang Il con BMY7378 y Ang Il con
Losartan), no hubo ninguna diferencia en el grosor de la tinica media de la arteria
(Figura 13), por lo cual se puede decir que en esta arteria no hubo efecto
hipertrofico por la Ang Il, ya que es un lecho vascular en el que predomina el aja-

AR, y éste no se asocia con la hipertrofia.
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Figura 12. Andlisis histolégico de la aorta tordcica. Andlisis de ratas control y tratadas con
angiotensina Il, angiotensina Il y los diferentes tratamientos. A) Seccion de arterias de 4 ratas para
cada grupo (Control, Ang Il, Ang Il + Losartan y Ang Il + BMY7378), tefiidas por tincion tricromica

de Masson. B) Las barras

media * el error estandar. Anova; Tukey. P < 0.05, & vs. Ang Il, *vs. Control.
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Figura 13. Analisis histolégico de la arteria caudal. Andlisis de ratas control y tratadas con
angiotensina ll, angiotensina Il y los diferentes tratamientos. A) Seccién de arterias de 4 ratas para
cada grupo (Control, Ang Il, Ang Il + Losartan y Ang Il + BMY7378), tefiidas por tincién tricromica
de Masson. B) Las barras representan el valor promedio de la medicion del grosor de la capa
media = el error estandar.
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7. Discusion

Los hallazgos del presente trabajo muestran una comunicacion entre el

sistema renina-angiotensina (SRA) y los receptores a;p- adrenérgicos vasculares.

En primer lugar, se confirmé que la Ang Il favorece el desarrollo de hipertension
arterial, que aumenta la hiperreactividad vascular y el desarrollo de hipertrofia,
siendo estos efectos mediados por la activacion de su receptor AT, (Figuras 8,9 y

10).

En segundo lugar, la hiperreactividad fue observada Unicamente en la
arteria aorta de rata producida por la infusion continua de Ang Il, la cual se revirtié
con el tratamiento con BMY7378 (antagonista ajp-adrenérgico) y con losartan
(antagonista AT;), administrados cuando ya existe hiperreactividad en la arteria
generada por 2 semanas de infusion con Ang Il . Esto hace evidente la clara
participacion de estos dos receptores (ajp-adrenérgico y AT;) en el desarrollo de la
hiperreactividad vascular, destacando que al bloquear los receptores aip-
adrenérgicos se revierte esta alteracion vascular y sugiere la comunicacion

cruzada con el SRA.

Una tercera observacion, fue que el bloqgueo de los receptores aip-
adrenérgicos no afecta la presion arterial; es decir, el bloqueo de esos receptores
no influyd en el incremento de la presion arterial producido por la Ang Il. Sin
embargo, los cambios vasculares y la hipertrofia, producidos por la infusion de Ang
II, se revirtieron por completo con el tratamiento de BMY 7378 y aun cuando el

antagonista se administr6 una vez establecida la hipertrofia y la hiperreactividad
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vascular, y aun cuando el tratamiento se administré en conjunto con la infusion de
Ang IlI; es decir, el BMY 7378 revirtidé los cambios y al mismo tiempo evitd que

estos siguieran ocurriendo.

Estos hallazgos hacen evidente la comunicacion cruzada entre el sistema
renina-angiotensina y los receptores ajp-adrenérgicos: este efecto, que se
presenta en la arteria aorta, lecho vascular en la que predomina el receptor aip
adrenérgico, nos permite sugerir que algo similar puede ocurrir en todas las

arterias donde ese receptor predomina para la contraccion.

La Ang Il tiene un papel importante sobre la remodelacion vascular durante
la hipertension (Touyz, 2000). El SRA ejerce su efectos en la vasculatura al unirse
y activar los receptores ATj, los cuales se localizan en las tres capas del vaso
sanguineo. La activacion del receptor AT1, en las células de muasculo liso vascular,
conduce a la contraccién muscular via la generacion de IP3 y la liberacién de Ca*?,
este i6n se une a la calmodulina para establecer la interaccion de actina-miosina,
dando asi la contraccion de las fibras musculares y como resultado la
vasoconstriccion (Touyz, 2005). En este sentido, nuestros datos muestran que la
infusién continua con Ang Il produce aumento en la presion arterial y de manera
dependiente del tiempo. A partir del segundo dia (Figura 8) de infusion se
observan incrementos significativos en la presiéon arterial sistolica. Ademas, el
receptor involucrado con el desarrollo de la hipertension es el AT, pues el
tratamiento con losartdn disminuy6 la presion arterial. Datos similares han sido

reportados por otro grupo de trabajo (Daigle y col., 2004).
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Sin embargo, algo importante que se observo fue que el tratamiento con
BMY 7378, no revirti6 el aumento de la presion arterial inducido por la infusion
continua de Ang Il. Este compuesto ha sido descrito como antihipertensivo; es un
antagonista selectivo de los receptores ajp-adrenérgicos. Algunos trabajos
muestran que aunque se usoO una dosis del doble en un experimento agudo sobre
ratas SHR y no se descarta su accion como agonista de los receptores centrales

5HT;a que modulan la presion arterial (Villalobos-Molina e Ibarra, 1999).

Adicionalmente, se han reportado datos similares donde el cotratamiento
con prazosina (antagonista selectivo de los receptores a;-adrenérgicos), no
disminuy6 el aumento de la presion arterial inducida por la infusion de Ang Il (Van

Kleef y col., 1992).

Con la finalidad de investigar el efecto que ejerce la Ang Il en la
vasculatura, en cuanto a la sensibilidad al agonista a;-adrenérgico fenilefrina se
realizaron estudios funcionales in vitro, en las arterias aorta y caudal de ratas. Es
importante hacer notar que en el presente estudio se elimind la participacion del
endotelio vascular, y que se bloquearon los receptores [-adrenérgicos y -
adrenérgicos, con la finalidad de determinar el efecto de la Ang Il sobre la

contraccién producida por la estimulaciéon a;-adrenergica, a nivel vascular.

Los datos obtenidos muestran que la contraccion inducida por la fenilefrina
en la arteria aorta, generd hiperreactividad en el grupo tratado con Ang Il (Emax
7.89+0.27 g) vy, sorprendentemente, en los grupos que fueron tratados con

losartan y BMY 7378, aun cuando el tratamiento se administré ya establecida la
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hipertension, de manera similar a los hallazgos de Gallardo-Ortiz (2011), se sabia
previamente que existia hiperreactividad a los 14 dias de infusion continua con
Ang IlI, y esta hiperreactividad fue revertida completamente con los dos
tratamientos, losartan (Emax 6.20+0.55 g) y el BMY 7378 (Emax 6.39+0.39 @), al
compararlo con el control (Emax 6.67£0.35 g). Este efecto solo fue observado en la
arteria aorta. En cambio, en la arteria caudal no se observo esta hiperreactividad
en ninguno de los grupos: control (Emax 3.07 £0.46 g), Ang 1l (Emax 2.86+0.28 @),
Ang Il + losartan (Emax 2.96+0.47 g), Ang Il + BMY7378 (Emax 2.94+0.46 g); por lo
tanto, la Ang Il no caus6 ninguna modificacién en la respuesta contractil en este

lecho vascular.

Estos datos confirman que la diversidad de la respuesta fisiologica, por la
estimulacién de agonistas adrenérgicos, es un proceso que se ve diferenciado
justo por la expresién diferencial de los receptores a;-adrenérgicos conocidos, que

se encuentran funcionalmente distribuidos en la variedad de arterias.

Por otro lado, se ha reportado que uno o dos receptores o;-adrenérgicos
parecen expresarse y predominar en el musculo liso vascular, mediando la
contraccion a agentes adrenérgicos; lo anterior se ha propuesto por resultados con
el uso de ligandos radiactivos, anticuerpos especificos contra los receptores ;-
adrenérgicos y estudios funcionales (Piascik y col., 1994; Piascik y col., 1997;
Villalobos-Molina y col., 1997). En este sentido, se ha reportado que la aorta de

rata adulta expresa funcionalmente el receptor oyp-adrenérgico,en la arteria
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mesentérica expresa una mezcla de los receptores oua Y oip Y la arteria caudal

expresa el a;a (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996).

De manera que si en nuestros datos la sensibilidad a la fenilefrina se ve
aumentada en la respuesta contractil en la arteria aorta y solo en el grupo de Ang
I, ésta parece estar mediada por los receptores a;p-adrenérgicos, se puede decir
que la Ang |l favorece la expresion en el numero de receptores aip -adrenérgicos
lo que aumenta la hiperreactividad vascular. En este sentido se reportd también
que el tratamiento con captopril, un inhibidor de la ECA del SRA, disminuyo la
expresion del receptor ajp-adrenérgico, ademas de que este receptor se
encuentra en mayor cantidad respecto a los otros dos, en la arteria aorta de ratas

SHR ( Godinez-Hernandez y col., 2006).

Sin embargo, para determinar si el aumento en el efecto contréctil, es decir,
la reactividad vascular en la arteria aorta producido por la Ang Il, es un efecto
mediado por receptores, se llevaron a cabo experimentos de contraccion a KCI (80
mM), lo que permite ver la respuesta de la maquinaria contractil del vaso,
independiente de receptor, debido a que la alta concentracion de K* en las células
de musculo liso inducen despolarizacién de la membrana, lo cual da lugar a la
activacion de canales de Ca®*" dependientes de voltaje, produciendo asi la

contraccion del vaso (Rang y Dale., 2008).

Se observd en nuestros datos que el KCI en aorta de rata con infusién
continua de Ang Il, incrementd la contraccion, y también se observé cuando se

indujo la contraccidbn por estimulacibn de receptores. En estos mismos
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experimentos, los tratamientos con losartdan y con BMY 7378, revirtieron la
hiperreactividad en las ratas tratadas con Ang Il, al provocar la contraccion con
KCI (80 mM) en la aortas, que fue similar a la del grupo control. Pero no es
sorprendente ver esto en las ratas tratadas con losartan, pues el antagonista
revierte la hiperreactividad en la arteria aorta, debido a la alta afinidad del
compuesto por el receptor AT, (Garcia-Sainz y col., 1997). Este efecto solo se
observé en la arteria aorta, ya que en la arteria caudal no hay ninguna diferencia
en la contraccion inducida por KCI, de la misma manera que cuando se indujo por

la estimulacion de receptores.

Es importante destacar que en esta arteria predomina el receptor aja-
adrenérgico, a nivel de RNAm, aunque también se encuentran los otros dos
receptores. Los tres receptores aj-adrenérgicos se encuentran en la arteria
caudal: 61.7% para el receptor aja-adrenérgico, 27.2% para el receptor aip-
adrenérgico y 11.1% para el receptor a;g-adrenérgico (Marti y col., 2005); sin
embargo, aunque el receptor a;p-adrenérgico esta presente en la arteria, parece
no ser funcional, asi como también se reporté que este receptor no participa en la

hipertension arterial inducida por la Ang Il (Sparks y col., 2011).

En el presente estudio observo que la infusion continua de Ang Il conduce
a cambios estructurales en la vasculatura, y se ha reportado que la Ang Il induce
el crecimiento de la pared vascular, aumentando la relacion media/lumen (Touyz,
2005). Ademas, la aparicion de hipertrofia en arteria femoral en ratas (arteria con
el receptor ajp-adrenérgico) con Ang Il se reportd anteriormente (Brede y col.,

2001). Sin embargo, en este estudio mostramos los cambios estructurales
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producidos por la infusién de Ang Il, observando que los cambios vasculares son
diferenciales, pues no se desarrollan de manera generalizada en todos los vasos
del mismo animal; por ejemplo, la arteria caudal no desarroll6 hipertrofia a pesar
de que las ratas se hicieron hipertensas y presentaron hipertrofia en la arteria

aorta.

De manera muy interesante se observa, por analisis histolégico de las
arterias, que los antagonistas losartan y el BMY 7378 revirtieron la hipertrofia
vascular producida por la Ang Il en la arteria aorta, sin producir cambios
estructurales en la arteria caudal de los mismos animales. Estos resultados
demuestran que en este modelo, la Ang Il, a través de su receptor ATy, inicia los
eventos que llevan al desarrollo de la remodelacion vascular; esto no es
sorprendente pues no solo es el efecto contractil en musculo liso, sino que la Ang
Il promueve diversos procesos a nivel cardiovascular (Touyz, 2005; Hunyady y
Catt, 2006). Se conoce que la Ang Il influye en la integridad de la pared vascular,
por modulacién del crecimiento de las células endoteliales, células musculares

lisas y fibroblastos (Schiffrin y col., 1984).

La Ang Il induce también el crecimiento celular, la migracién y la
diferenciacion celular (Touyz, 2000). Se describe como un agente pro-inflamatorio,
debido a la estimulacién de citocinas inflamatorias y moléculas de adhesion, a
través de factores de transcripcion nuclear como: NFkB, AP-1 y Ref-1 (Touyz,
2005); estimula la generacién de especies reactivas de oxigeno relacionadas con
la inflamacion, disfuncion endotelial y remodelacion vascular (Ohtsu y col., 2006).

Asimismo, la Ang Il activa a la proteina Cdc42, la cual regula la formacién de
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filopodios en la reorganizacion del citoesqueleto de actina. Los filopodios
participan en la motilidad celular, la Ang Il activa a la proteina al unirse a su

receptor AT, lo cual conlleva a migracion celular (Bilsen, 1997).

La hipertrofia que se observa claramente en la arteria aorta de ratas
tratadas con Ang Il, via la estimulacion del receptor AT;, da lugar a la activacion
de otras cascadas de sefializacion que promueven la sintesis de proteinas. Se ha
reportado que la Ang Il estimula el crecimiento via la fosoforilacién de la tirosina
cinasa, la activacion de la proteina cinasa activada por mitégenos, la movilizacion
de Ca®' intracelular y la produccién de las especies reactivas de oxigeno. Se
conoce también que en células de musculo liso vascular induce la fosforilacion de
multiples tirosina cinasas (Touyz, 2000). Asimismo, Wang y colaboradores
reportaron que la sefializacion del receptor AT; induce la transcripcion,
translocacion y activacion de metaloproteasas de la matriz tipo Il, asi como la
activacion de TGF-B1 y la deposicion de coldgeno que conducen al
engrosamiento de las tdnicas media e intima en la arteria carétida ( Chen y

Minneman, 2005; Wang y col., 2005).

En el andlisis histolégico del presente trabajo, el resultado mas importante
fue observar que el BMY 7378 fue capaz de revertir el proceso de hipertrofia
vascular en la arteria aorta de rata con infusién continua de Ang I, y teniendo en
cuenta que aun y cuando se continué con el estimulo del péptido, el antagonista
fue capaz de revertir la hipertrofia y al mismo tiempo evitarla, a pesar de que la

dosis utilizada de este farmaco no revirti6 la hipertensién. Estos resultados
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sugieren que al menos en el proceso de remodelacion vascular, hay una

participacion indirecta del receptor a;p-adrenérgico.

Sin embargo, desde hace tiempo se ha sugerido que parte de los efectos
troficos de la Ang Il pueden ser reforzados por activacion del sistema nervioso
simpético. En este sentido, Parenti y colaboradores encontraron que los agentes
vasoactivos Ang Il y norepinefrina son mitbgenos enddgenos, involucrados en la
remodelacion vascular; experimentos en células de musculo liso vascular
muestran que la Ang Il potencia el efecto mitdgeno de la norepinefrina (Parenti y
col., 2001). En este mismo sentido, en cultivo de células de musculo liso vascular,
la norepinefrina y la fenilefrina inducen efectos mitdbgenos asociados con la
estimulacién de la proteina cinasa, con acumulacién de protooncogenes como c-

fos, c-jun y c-myc (Yu y col., 1996).

En experimentos en células de musculo liso vascular de aorta de rata
adulta, demostraron que el crecimiento inducido por la norepinefrina es mediado
por los receptores ajp-adrenérgicos, que estan acoplados a la activacion de la
cascada de la proteina cinasa C, la cual conduce al aumento en la sintesis de

proteinas (Xin y col., 1997; Liy col., 2004).

Asi, nuestros datos permiten sugerir que la hipertrofia vascular producida
por la Ang Il en la arteria aorta, puede ser mediada en gran parte por la activacion
nerviosa simpatica o bien por alguna otra via que promueva la activacién de los
receptores adrenérgicos, especificamente el a;p- adrenérgico, los cuales

participan en el desarrollo de hipertrofia. Es decir, estos datos evidencian una
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clara interaccion entre el SRA vy los receptores aip-adrenérgicos. Datos similares
habian sido reportados por otros autores (Van Kleef y col., 1992), donde la
infusion con Ang Il producia un aumento en la sintesis de ADN, al medir la
incorporacion de timidina marcada radiactivamente. Ademas, la prazosina
(antagonista a;-adrenérgico) evit6 el efecto mitdgeno de la Ang Il, sin modificar el

desarrollo de hipertension.

Con esta informacién se puede sugerir que la hipertrofia observada en la
arteria aorta de ratas tratadas con Ang Il es resultado de los efectos pleiotropicos
que produce este péptido en las capas que conforman a las arterias. Sin embargo,
algo muy importante llama la atencion: la reversiébn de la hipertrofia con el
tratamiento tanto de losartan como con el de BMY 7378, efecto que solo se
visualiza en la arteria aorta, debido a que en la caudal no hubo hipertrofia. Para
poder explicar este fendmeno, por lo menos en parte, es importante considerar
que en la arteria aorta el receptor que se encuentra en mayor proporcién es el ap-
adrenérgico, asi como también se conoce que éste es responsable de la
contraccion a estimulos adrenérgicos, mientras que en la arteria caudal el receptor

gue predomina en la contraccion es el aia-adrenérgico.

Los datos de este trabajo sugieren que la hipertrofia vascular producida por
la Ang Il en la arteria aorta puede ser mediada por la activacién nerviosa simpatica
0 por alguna otra via que active los receptores ajp-adrenérgicos. Ademas el
tratamiento con losartdn (antagonista AT;) o con BMY 7378 (antagonista aip-
adrenérgico) revirtieron el proceso de hipertrofia y la reactividad vascular

producidas por la Ang Il, lo cual es muy importante pues aun cuando ya se
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encontraba establecida la hipertrofia e hiperreactividad vascular, ésta fue

susceptible de revertirse con el tratamiento.

Una posible explicacién es que, al antagonizar alguno de los sistemas el
otro deje de ejercer sus efectos troficos. Esta reversion de la hipertrofia podria
considerarse como atrofia muscular, la cual podria presentarse debido a que el
estimulo deja de ejercer su efecto asi como que la hipertrofia es debida al
aumento en la sintesis de proteinas, y se puede activar alguna via de degradacién
de proteinas. Un mecanismo hipotético para dicho efecto podria ser la

ubiquitinizacion (Dinh y Touyz, 2011).
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8. Resumen de resultados

1. La Ang Il increment6 de manera sostenida la presion arterial

2. La hipertension inducida por Ang Il esta mediada por los AT;R, este efecto

puede ser disociado por la administracion del losartan.

3. El efecto maximo (Emax) €n respuesta a fenilefrina y la contraccion a KCI (80
mM), son eventos que solo se incrementaron en la arteria aorta 'y no en la

arteria caudal de ratas tratadas con Ang Il.

4. Los tratamientos con losartan o BMY 7378 revirtieron la hiperreactividad

vascular en la arteria aorta.

5. Los tratamientos con losartdn o BMY 7378 revirtieron la hipertrofia vascular

causada por la angiotensina Il en la arteria aorta.

6. Se confirma una comunicacién cruzada entre la Ang Il y los receptores aip-

adrenérgicos vasculares.
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9. Conclusién

El antagonismo del receptor adrenérgico ai;p y AT; revierte la hiperreactividad

vascular asi como la hipertrofia causada por la angiotensina Il.

10. Perspectivas

En el presente trabajo se hace evidente la interaccion del SRA con los
receptores ajp-adrenérgicos; sin embargo, seria interesante identificar la via de
sefalizacion de Ang Il asociada con los fendmenos de hipertrofia e
hiperreactividad vascular, y su relaciéon con los receptores ajp-adrenérgicos en
células aisladas de aortas de ratas Wistar, asi como identificar si se alteran las
posibles proteinas de sefializacion involucradas en la hipertrofia celular, como son
Akt, S6K-1, 4EBP1 y MAPK.

Por otro lado, en ratas tratadas con Ang Il se podria analizar de manera
mas especifica el incremento en la sintesis de proteinas, asi como determinar cudl
es la posible via involucrada en la reversibilidad del proceso hipertréfico producido

por la Ang II.
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