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ABSTRACT

Available evidence supports a synergistic interaction between the sympathetic nervous
and the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) both centrally and peripherally.
At peripheral level, it has been shown that inhibition of angiotensin Il (ANG) synthesis
(e.g. with captopril; CAP) decreases a,-adrenoceptor-mediated pressor responses
induced by noradrenaline (NA) in pithed rats. However, the specific as-adrenoceptor
subtype involved in this interaction remains unknown. The analysis of the above
interaction seems to be relevant as the asp-adrenoceptor has been proposed to play a
key role in the pathogenesis and/or maintenance of genetic hypertension. The purpose
of the present study was to analyze the effect of captopril on responses pressor
mediated by aa- and asp-adrenoceptors in anesthetized rats. Male Wistar rats (250-
300 g body weight) were anesthetized and prepared for mechanical ventilation through
the trachea; PE50 and PE10 tubing was inserted into the carotid artery and both
femoral veins for recording of blood pressure, and administration of drugs and
anesthetic, respectively; both vagus nerves were cut. Different groups of animals
received physiological saline or captopril; subsequently, a dose-response (D-R) curve
to NA or the asa-adrenoceptor agonist, A61603, was built in the presence of vehicle,
BMY-7378 (asp-adrenoceptor antagonist) or RS-100329 (selective as-adrenoceptor
antagonist); the animals that received NA were pretreated with propranolol and
rauwolscine to prevent interaction of NA with 3- and a,- adrenoceptors, respectively.
The results indicate that NA exerts its effects by activating asp- and asa-adrenoceptors
whereas A-61603 acts exclusively through ass-adrenoceptors in this model. Captopril
decreased the ability of BMY-7378 and that of RS-100329 to block NA-induced pressor
responses. In line with these observations, captopril pretreatment increased the
pressor responses evoked by A-61603. Taken together, the results support the
hypothesis that ANG Il differentially modulates pressor responses mediated by aip-
(facilitation) and asa-adrenoceptors (inhibition). These data appear to be in accordance
with the reported ability of ANG Il to promote expression of asp-adrenoceptors in the

vasculature of spontaneously hypertensive rats.

Palabras clave: Adrenoceptors, angiotensin Il, captopril, noradrenaline, A-61603
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RESUMEN

Se tienen evidencias de la interaccidon sinérgica entre el sistema nervioso
simpatico y el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) tanto a nivel central
como periférico. A nivel periférico, se ha reportado que la inhibicién farmacolodgica de la
sintesis de angiotensina Il (ANG IlI) con captopril promueve una disminucion de las
respuestas presoras a la noradrenalina mediadas por la activacion de receptores q,
adrenérgicos en la rata descerebrada y desmedulada. Sin embargo, a la fecha se
desconoce la participacion relativa de los subtipos de receptores a4 adrenérgicos en
esta interaccion. El andlisis de este aspecto parece relevante ya que se ha involucrado
al receptor a;p como un factor asociado a la génesis y/o el mantenimiento de la
hipertension arterial. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del captopril
sobre las respuestas presoras mediadas por la activacién de los subtipos de receptores
asa- Y Qqp. adrenérgicos en la rata anestesiada. Se utilizaron ratas Wistar macho (250-
300 g de peso corporal) anestesiadas, traqueotomizadas y ventiladas mecanicamente;
se insertaron canulas de polietileno en la arteria carétida y ambas venas femorales para
el registro de la presion arterial, la administracion de farmacos y una infusién continua
con pentobarbital sddico diluido, respectivamente, ambos nervios vagos fueron
cortados. Los animales recibieron solucién salina fisioldgica o captopril. Posteriormente,
se construyeron curvas dosis-respuesta a los agonistas, NA y al A61603 en presencia
de vehiculo, BMY-7378 (antagonista selectivo de los receptores aj;p) 6 RS-100329
(antagonista selectivo de los receptores a4); los animales que recibieron NA fueron
previamente tratados con propranolol y rawolscina (antagonistas) para evitar el efecto
de la interaccion de NA con los receptores B y a,, respectivamente. Los resultados
indican que la NA ejerce sus efectos mediante la activacion de receptores app y Qya
adrenérgicos; por su parte, el A-61603 se comport6 como un agonista altamente
selectivo de los receptores a4 en este modelo. El tratamiento con captopril promueve
una disminucioén de la capacidad de BMY-7378 y un aumento en la del RS-100329 para
bloquear las respuestas presoras a la NA; en concordancia con estos resultados, el
tratamiento con captopril promueve un aumento de las respuestas presoras al A-61603
(agonista selectivo a4a). Los resultados apoyan la hipotesis de que la ANG Il promueve
una modulacién diferencial de las respuestas presoras mediadas por los receptores ayp

(facilitacion) y a4a (inhibicion). Estas observaciones coinciden con reportes sobre la
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capacidad de la ANG Il para promover la expresion de receptores a,p adrenérgicos en
la vasculatura de ratas espontaneamente hipertensas.

Palabras clave: Receptores, angiotensina Il, captopril, noradrenalina y A-61603.
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ANTECEDENTES GENERALES
Regulacién de la funcién cardiovascular
Aspectos generales

La funcién cardiovascular esta regulada por una gran cantidad de
mecanismos cuya interaccion permite mantener el aporte de nutrientes, oxigeno
y purificaciéon de todos los aparatos y sistemas del organismo. A nivel anatémico
varios organos participan en este sistema de control, entre los que se
encuentran el corazén, los rifilones, el higado, los pulmones, las glandulas
suprarrenales y los vasos sanguineos; estos tejidos son regulados de manera
importante por el sistema nervioso central (SNC) y periférico (PSN). Estos
organos son productores de una infinidad de sustancias promotoras de cambios
cardiovasculares que actuan de manera directa e indirecta.

Para el estudio del control de la presion arterial, los mecanismos
implicados son divididos considerando la rapidez y duracion de su efecto. Asi,
existen mecanismos rapidos (nerviosos y quimicos), mecanismos intermedios
(fisicos y hormonales) y mecanismos lentos (rifidn y liquidos corporales). Estos
mecanismos trabajan de manera coordinada para mantener los niveles de
presion arterial dentro de los limites fisioldgicos, los cuales se consideran
normales con cifras de 120-80 mm Hg para la presién sistdlica y diastdlica,

respectivamente (High Blood Pressure, 2005).
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Regulacion nerviosa de la funcién cardiovascular
El sistema nervioso (SN) afecta fundamentalmente a funciones globales
como la redistribuciéon del flujo sanguineo a las diferentes areas del cuerpo, el
aumento de la actividad de bombeo del corazén vy, sobre todo, el control rapido
de la presién arterial. El sistema nervioso auténomo (SNA) se caracteriza por
regular de manera integrada un gran numero de funciones viscerales de forma
auténoma, sin requerir el control de la conciencia. EIl SNA parte del sistema
nervioso central hacia el resto del cuerpo; morfolégicamente se divide en tres
secciones: sistema nervioso entérico, sistema nervioso simpatico (SNS) y
sistema nervioso parasimpatico (SNP). El primero es suficientemente integrativo
y no requiere la participacion del sistema nervioso central, pero el SNS y SNP no
pueden funcionar sin el control del SNC. Los principales procesos que son
regulados a través del SNA son:
e Contraccién y relajacion del musculo liso vascular y visceral
e Todas las secreciones exdcrinas y ciertas endocrinas
e Pulso cardiaco
e Metabolismo energético, particularmente en el higado y musculo
esquelético
La principal diferencia entre las rutas eferentes autbnomas y somaticas es
que la primera consiste de dos neuronas arregladas en serie, mientras que en la
ultima solo una neurona conecta el SNC vy las fibras del musculo esquelético.
Las dos neuronas en las rutas autondmicas son conocidas respectivamente

como preganglionares y posganglionares (Rang y col., 2007).
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El SNP actua sobre el corazéon y su accidén es mediada por la acetilcolina
que disminuye la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion del miocardio,
pero este solo desempefa un papel menor en la regulacion de la presién arterial
sistémica, mientras que el SNS inerva la mayoria de los vasos sanguineos y el
corazén promoviendo un sistema de control sobre la actividad de éstos (Fig. 1).
La NA es el neurotransmisor liberado en las terminales nerviosas simpaticas; se
encuentra abundantemente en el hipotdlamo y en la formacion reticular del tallo
cerebral. La secrecion de adrenalina también se efectia de forma auténoma vy, al
igual que la NA, actua en el musculo liso vascular (Rang y col.,, 2007). La
actividad de la NA y de la adrenalina es modulada a nivel presinaptico por una
gran variedad de sustancias, incluyendo la propia NA que al actuar sobre
receptores presinapticos puede autoinhibir su liberacion, lo que representa un
mecanismo de retroalimentacién negativa. Este mecanismo de autoinhibicién es
operado a través de la activacion de receptores a, adrenérgicos acoplados
negativamente a la adenilato ciclasa con la consecuente reduccion de los niveles
intracelulares de AMP ciclico, de la activacion de la proteina cinasa A (PKA) y de
la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje en la terminal nerviosa.
Ademas, la NA liberada termina su accion a través de su recaptura dentro de las
terminales nerviosas 6 por su degradacion enzimatica; en este ultimo caso, el
proceso ocurre a través de enzimas intracelulares y extracelulares, como son la
monoaminooxidasa (MAQO) y la catecol-O-metil transferasa (COMT),

respectivamente (Rang y col., 2007).
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Figura 1 Sistema nervioso auténomo, 2007.
Sintesis y liberaciéon de noradrenalina
La ruta biosintética para la NA se muestra en la Fig. 2. El precursor
metabodlico de la NA es la L-Tirosina, un aminoacido aromatico presente en los
fluidos corporales. El primer paso consiste en la hidroxilacion del anillo fendlico
de la L-Tirosina mediante la tirosina-hidroxilasa (TH) dando origen a la L-

dihidroxifenilalanina (L-Dopa); el segundo paso consiste en la descaboxilacion
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de la L-Dopa en dopamina mediante al dopa-descarboxilasa; este proceso se
lleva a cabo en el citoplasma; finalmente, la dopamina sufre una hidroxilacion en
la posicion beta de la cadena lateral que la convierte en NA, paso que es llevado
a cabo por la enzima dopamina-p-hidroxilasa (DBH). La DBH es una enzima
intravesicular y, por consiguiente, la dopamina sintetizada ha de ser transportada
al interior vesicular para alli convertirse en NA. Finalmente, la NA puede recibir
un grupo metilo por accion de la enzima, feniletanolamina-N-metiltransferasa
(FNMT), para ser transformada en adrenalina. El paso limitante en esta ruta
biosintética es la conversion de L-Tirosina en L-Dopa, de ahi la importancia que
reviste la regulacion de la TH. Esta enzima aumenta su actividad cuando se
estimula el SNS, y se inhibe cuando los niveles tisulares de las catecolaminas
son elevados.

Las catecolaminas sintetizadas se almacenan en vesiculas de nucleo
denso en concentraciones muy elevadas (~1 M). La liberacién de catecolaminas
al espacio sinaptico se lleva a cabo mediante exocitosis (Fig. 3). El estimulo
secretor es la despolarizacion, que ocasiona la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje; la entrada de calcio por estos canales da lugar a la
fusion de la membrana de la vesicula con la membrana celular, formandose un
pozo de fusion por el que se libera en pocos milisegundos todo el contenido

vesicular.
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Figura 2 Ruta de biosintesis de noradrenalina. Tomado y modificado de Rang y Dale’s,
2006
El sistema nervioso simpatico en el control de la presion arterial sistémica
Las fibras nerviosas simpaticas que inervan los vasos sanguineos de
resistencia abandonan la médula espinal en forma de neuronas preganglionares
que salen a nivel de los segmentos toracicos y lumbares (Fig. 1). Después
pasan a las cadenas simpaticas paravertebrales situadas a ambos lados de la
columna vertebral y desde ahi siguen dos rutas hasta la circulacion: 1) a través
de nervios simpaticos especificos que inervan principalmente el corazén; y 2) a
través de los nervios raquideos que inervan principalmente la vascularizacion de

las zonas periféricas. La inervacion de las arterias pequenas y de las arteriolas
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permite que la estimulacién simpatica aumente la resistencia al flujo sanguineo y
de esta forma disminuya el flujo sanguineo a través de los tejidos, mientras que
la inervacion de los grandes vasos, especialmente de las venas, hace posible
que la estimulacion simpatica disminuya la capacitancia de estos vasos y, de
este modo, aumente el retorno venoso. Esto puede desplazar mas sangre al
corazon y modificar, por lo tanto, la contractilidad y el consumo de oxigeno

(Guyton y Hall, 1997).

Axdn s Estimulo nervioso

neurona 1

Vesiculas
contemendo
Tll:llrﬂh'ﬂﬁl'l'l.'i SOrcs

T It
& & Fiey - &
k "" \ \“-.\-"-'
Musculo liso vascular i
Activacion
Figura 3 Sinapsis a nivel vascular. Proceso de liberacion de un neurotransmisor, 2005.
La regulacion de la actividad vasoconstrictora se da en una zona llamada
centro vasomotor situada a ambos lados de la sustancia reticular del bulbo y del
tercio inferior de la protuberancia. Este centro transmite impulsos parasimpaticos
al corazén a través de los nervios vagos e impulsos simpaticos que recorren la
médula espinal y los nervios simpaticos periféricos para llegar a casi todos los
vasos sanguineos del cuerpo. Se han reconocido tres areas importantes de este

centro que son: un area vasoconstrictora bilateral, un area vasodilatadora y un

area sensorial bilateral; las neuronas de ésta ultima reciben sefales nerviosas
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procedentes principalmente de vias sensoriales que se incorporan a los nervios
vagos Yy glosofaringeos, mientras que las sefales eferentes de esta area ayudan
a controlar las areas vasoconstrictoras y vasodilatadores, permitiendo asi el
control, por ejemplo, del reflejo baroreceptor de control de la presion arterial
(Guyton y Hall, 1997).

Una de las funciones mas importantes del control de la circulaciéon por el
sistema nervioso consiste en producir elevaciones rapidas de la presion arterial.
El SNS, que inerva la mayoria de los vasos sanguineos, desempena su papel en
la regulacion de la presion arterial sistémica mediante la liberacion de NA 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 sefalizacion intracelular que da como
resultado modificaciones en el tono vascular (Fig. 5). Estos receptores son

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

Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son un grupo heterogéneo de receptores
que se encuentran situados en la membrana de las células del musculo liso
vascular; constan de siete 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 NA que
actuan como neurotransmisores y hormonas tanto en la periferia como en el

sistema nervioso central. El conocimiento puntual de la participacién de los
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receptores adrenérgicos en la regulacion de la presion arterial proporciona
herramientas para contrarrestar enfermedades cardiovasculares, ya que éstos
son blanco en la terapéutica de varias enfermedades de este tipo y para ello ha
sido de crucial importancia la caracterizacién y clasificacion de éstos, para lo
cual se han utilizado técnicas de biologia molecular y de farmacologia.

En 1948, Raymond P. Ahlquist propuso una clasificacion de estos
receptores con base en la capacidad de algunos agonistas simpaticomiméticos
de producir respuestas especificas. Estudiando seis aminas simpaticomiméticas,
observé sus potencias para relajar o contraer diferentes preparaciones arteriales
proponiendo la existencia de 2 tipos de receptores diferentes: los receptores alfa
y los receptores beta (contraccion y relajacién, respectivamente);
posteriormente, ésto fue confirmado con el uso de antagonistas farmacolégicos
(Powell and Slater, 1958; Black y col., 1964). Una década mas tarde, Langer
(Langer, 1974) dividio los receptores a en presinapticos (az) y posinapticos (a4)
basandose en su localizacion anatomica y diferencias farmacoldgicas
(Minneman, 1988; Garcia Sainz, 1995). Sin embargo, el uso de drogas mas
selectivas y técnicas de clonacion molecular permitieron posteriormente el
descubrimiento de al menos nueve subtipos de receptores adrenérgicos

clonados y caracterizados farmacoldégicamente (Alexander y Peters, 1999).
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Clasificacion de receptores adrenérgicos

Actualmente, se conocen nueve receptores adrenérgicos clasificados con
base en sus caracteristicas moleculares y farmacologicas (Fig. 4). Inicialmente
los receptores a4 adrenérgicos fueron clasificados en a4a y a4 basandose en la
sensibilidad a la cloroetilclonidina y al WB-4101 (Morrow y Creese, 1986),
designando al sitio de alta afinidad por el WB 4101 como receptor aqa-
adrenérgico y al de baja afinidad como receptor aqg-adrenérgico.
Posteriormente, fue clonado un tercer tipo de receptor adrenérgico del cerebro
de rata (Lomasney y col., 1991) que mostraba afinidad por varios antagonistas
que diferia de los otros subtipos. Observaciones posteriores con otros farmacos
antagonistas demostraron que este receptor representaba un nuevo subtipo de
receptor aq-adrenérgico siendo designado como a4p-adrenérgico. Con la
disponibilidad y variedad de agentes selectivos de los subtipos de receptores
adrenérgicos para estudios funcionales, ensayos de unién con radioligandos y el
empleo de la biologia molecular, se demostré la presencia de subtipos
adicionales adrenérgicos. Asi, dentro de las familias de los receptores az- y B-
adrenérgicos, al menos tres genes de cada tipo han sido clonados (Fig. 4); tres
genes dy (aza, G2 Y O2¢) Y tres genes B (B1, B2 Y Bs) (Lefkowitz y col., 1996).

Los genes que codifican para los receptores adrenérgicos aqa, 01g Y Q1p
en humanos, se encuentran en los cromosomas 8, 5 y 20, respectivamente
(Hieble y col. 1995; Michel y col., 1995).

Con base en criterios farmacolégicos, que incluyen baja afinidad por la

prazosina, se ha sugerido la existencia de un cuarto subtipo de receptor as-
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adrenérgico denominado como a4 (Holck y col., 1983; Flavahan y Vanhoutte,
1986; Muramatsu y col., 1990). Este receptor a4 -adrenérgico parece mediar
respuestas constrictoras en humano (Ford y col., 1996) y el conejo (Van der
Graaf y col., 1997; Kava y col., 1998) en tracto urinario bajo, aorta de cobayo

(Muramatsu y col., 1990) y en arteria mesentérica (Stam y col., 1999). Sin

embargo este cuarto receptor no ha sido identificado por técnicas bioquimicas o

Familia de receptores adrenérgicos

moleculares.

Incremento de [Ca®'];

Disminucion de AMPc Aumento de AMPc

Figura 4 Nomenclatura de los receptores adrenérgicos con las proteinas G a las que se
encuentran acoplados y los segundos mensajeros involucrados en la traduccién de la
sefial hormonal.

Papel y distribucion de los subtipos de receptores a; adrenérgicos

Los receptores aj-adrenérgicos son importantes mediadores de las
respuestas del SNS involucradas en la homeostasis cardiovascular, tales como
la contraccién cardiaca y del musculo liso vascular. Al igual que los otros
receptores adrenérgicos, los receptores a4 adrenérgicos son activados por las

catecolaminas, NA y adrenalina. Con base en estudios funcionales, bioquimicos
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y de union de radioligandos, actualmente se sabe que los receptores constituyen
un grupo heterogéneo de proteinas que se localizan en el SNC y en el SNP.

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. Por ejemplo, en el perro la contraccion de la
arteria aorta, la femoral, la mesentérica, la renal y la esplénica esta mediada
exclusivamente por la activacion de los receptores aq-adrenérgicos (Polonia y
col., 1985; Shi y col., 1989; Daniel y col., 1999). Por su parte, en la rata, la
arteria aorta (Han y col., 1990; Aboud y col., 1993), la carétida, la mesentérica, la
renal y la caudal (Han y col., 1990; Villalobos-Molina e Ibarra, 1996) tambien se
encuentra involucrado este receptor en la contraccion, ademas, también se ha
encontrado que en diversas arterias de humanos el receptor involucrado en la
contraccion es el as-adrenérgico (Flavahan y col., 1987). Aunque también se ha
demostrado la participacion de los receptores a-adrenérgicos en este proceso,
asi como en la modulacién de la liberacion de NA a nivel presinaptico en las
terminales nerviosas simpaticas (De Mey y Vanhoutte, 1981; McGrath, 1982;
Timmermans y van Zwieten, 1982).

Se debe tener presente, sin embargo, que el musculo liso vascular esta
dotado de una mezcla de subtipos de receptores aq-adrenérgicos (Miller y col.,
1996) y que en la mayoria de los casos las respuestas a los agonistas son
probablemente mediadas por la activacion de mas de un subtipo de receptor

(Van der Graaf y col.,, 1996; Zhong y Minneman, 1999). E| ARNm para el
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receptor aia-adrenérgico es expresado en muy altos niveles en las arterias
periféricas (Guarino y col., 1996), pero en la mayoria de los casos esto no
correlaciona con la cantidad de proteina presente (Hrometz y col., 1999; Ohmi y
col.,, 1999). Un ejemplo claro de esta discrepancia se da en la arteria
mesentérica, en la arteria pulmonar y en la aorta, donde han sido encontrados
los ARNm que codifican para los tres subtipos de receptores as—adrenérgicos
(Xu 'y col., 1997), y en las cuales la contraccion es mediada por la activacion del
receptor asp-adrenérgico y, de manera secundaria, por el asg (Hussain y
Marshall. 2000). Ademas, en términos de los niveles de ARNm, el receptor aa
es el mas abundante, seguido del asg y, en menor proporcion, el aip; no
obstante, solo se ha confirmado la participacién funcional del receptor asg en la
arteria mesentérica, mientras que el adrenoceptor asp fue implicado en la
contraccion de las arterias, aorta, femoral, iliaca y mesentérica superior (Piascik
y col., 1997). De manera similar, se ha reportado que el receptor involucrado en
la contraccion a NA de la arteria iliaca y femoral del conejo es el aip (Satoh y
col., 1998, 1999).

De acuerdo con los resultados de estudios funcionales parece ser que los
subtipos de receptores aia- Y aip-adrenérgicos regulan la contraccion de los
vasos grandes, mientras que los receptores ag median la contraccion de vasos
de resistencia pequenos (Leech y Faber, 1996; Piascik y col., 1997; Gisbert y
col., 2000). En la Tabla 1 se enlistan los subtipos de receptores involucrados en
las respuestas contractiles en diferentes lechos vasculares. Resulta interesante

el hallazgo de que los receptores as-adrenérgicos también se expresan en el

Cristian Adrian Marquez Ramirez 15



UMSNH-IQB =

endotelio vascular de células de arteria coronaria en cultivo en donde median la
sintesis de oxido nitrico (Mendez y col., 2006). Estudios in vivo también han
demostrado de manera contundente la participacién de los subtipos de los
receptores ay-adrenérgicos en la regulacion de la funcion cardiovascular
(McGrath, 1982; Minneman, 1988; Bylund y col., 1995b). La evidencia disponible
sugiere un papel importante de los receptores a4 y a1p en la regulacién del tono
del musculo liso vascular (tabla 1). Por ejemplo, experimentos en ratas
descerebradas y desmeduladas han demostrado que las respuestas presoras
inducidas por estimulacién eléctrica de las fibras simpaticas posganglionares a
nivel toracico son mediadas por la activacion de receptores aia (Vargas y col.,
1994), y que los receptores aia- Yy aip-adrenérgicos desempenan un papel
importante en las respuestas presoras inducidas por el agonista a4-adrenérgico,
fenilefrina (Zhu y Vargas, 1996). Asi, los incrementos de presion producidos por
este agonista fueron bloqueados en forma efectiva por el antagonista selectivo
de los receptores aip, BMY-7378, mientras que el agonista selectivo de los
receptores oqa-adrenérgicos, A-61603, se comportd como un potente agonista
para producir respuestas presoras en estos animales (Vargas y col.,, 1994;

Guarino y col., 1996; Zhou y Vargas, 1996).
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Tabla 1 Receptores adrenérgicos en la vasculatura

Recepter Enbeype

Zpecies and Vesa:|

mRM4& or Protein Funetior.al Esferer.ce

Mouse

ACOT edls” LS Ol ef al., 1999

Rat

Awrfa € g B IIrumedz el al, 19997 Kenny el al, 199577 Prasak el ol
1995%"; Testa et al., 19955,

Van der Graaf ol ol | 7996 ™"

Carotid artery . Villalobos-Mclina and [barra, 1996

Mesenlerie artery e, g, 0y [LAP L TTromedz el al, 19997 Villalobos Moline snd Tharrn, 19967
Lachnitt et al., 1997°% Fiascik et &l., 1997

Tuul artery e g, g L ITromedz el al, 19997 Tachnit et ol | 1997 Piaseik ol al
1997+

Renal artery I AT (L ITrometz el al, 1999™ Han et &l 1990 ; Ploseils ot ol
1997+

Tliae artery ety 8y, ir, " IIrometz et al, 1999 Piasok ef al, 1997+

Fernoral artery oy ey, gt [ Hrometz et al, 1999 Piascik et al., 1997°%; Hrometz et al.,
1000

Pulmonary artery [ Hussain and barzhall. 1997

Mesenteric resistanes arteries e, fe g, 0, ir, Hrometz ot al, 1999 Von der Graaf et al., 199617 Tiascik
et al., 19974

Skeletal musele arterics i,y Nt Leech and Faber, 1996

Skelatal muscle veins [ Leesh and Faber, 1996

Vera cava ity Sayet of al., 1993

Guinea pig

Aorta ir,, Yamamate and Keike 1999

Nasal mucosa vasculature oy (o) 7 Tanimitzu et ., 2000

Rabbir

Thoracic acrts 0.y, 0.7, (E. 5, £ Takayaragi et al.. 1991; Fazura ot al., 1957, Muramatsu et
al., 1998

Carotid artery ., Muramestsu et al.. 1980

Abdominal aorto L Batah et al, 1900

TNiac artery Oy ey, (B Satoh et al., 1999

Mesenteric artery . iy Van der Graaf ot al., 1997 Satch ot al., 1999

Renal artary g ey, (T Satoh et al, 1999

Ear artery iryiry (77 Fagura et al, 1997

Cutaneous resistance arteries [ Smith er al,, 1997

Dog

Aorta tr.p Laow et =1, 1998

Linmual artery ir, Skrhic and Chiba, 19682

Mezanteric artery ., Daniel et al., 1999

Snbrutancons resistance arterics ir ey Armyle and MeGrath, 2000

Saphenous veln ., Hicks et al., 1991

Pig

Corcnary artery ., Yan et gl., 1598

Hruman

Aorta ity Rudner =t al., 1999

Caratid artery e, FRudner et al., 1999

Ferworal artery £y, g Rudner =t al., 1999

Thac artery e, Rudner et al, 1949

Mammary artery £y, 7 By g Rudner =t al., 1999

Celiac artery g Rudner et al., 1999

Hepatic artery £y, Rudner =t al, 1999

Mesenterir artery [y, Ty Rudner et al., 1999

Splenic artery ™ Rudner =t al., 1999

Omental artery ey, g Rudner et al., 1949

Reral artery ey, ey Rudner =t al., 1999

Pulmnnary artery L, g Rudner et al., 1949

Right coranay artery ' Rudner =t al, 1999

Left cornnary artery . Rudner et al., 1999

Circumflex artery ' Rudner =t al., 1999

Lin;rual artery (Lo . Skrhic and (thiba, 1982

Niac vein €14, Hom, (4p Rudner =t al., 1999

Vena rava te g S Rudner et al., 1999

Saphenovuis veln ey Hig Rudner =t al., 1999

Omental vein [ Rudner et al., 1999

Reral vein None Rudner =t al., 1999

Pulmwnary vein PR Ridner et al., 1999

Prostate vessels tr (oey ) (7 Marshall et =l., 1893

T A e vueoilr smooth wwscle vl e dowed frow pb# kuockoul mics 1Ol oL al, 19985

Tomado y modificado de Graham y col., 1996.
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Mecanismo de transduccién de sefiales en la contraccién

Posterior a la activacién de los receptores aq-adrenérgicos (y también de
AT1 (receptor para ANG Il)) se da una serie de eventos que resulta de la
interaccion inicial del receptor con una proteina G; tales eventos incluyen la
generacion de segundos mensajeros y reacciones de fosforilacién de proteinas

(Fig. 5).

M,

Noradrenalina

'oooo:..t:' . %1\ %
Receptor IP. \‘1:. “.

Contraccion

L
Reticulo sarcoplasmico
Figura 5. Mecanismo general de transduccién a;-adrenérgica, el aumento de Ca*
citosodlico favorece la contraccion en el musculo liso vascular. PIP,, fosfatidilinositol

bisfosfato; IP3, inisitol trisfosfato; DAG, diacilglicerol; PKC, proteina cinasa C.
Tomado y modificado de Molina y col., 2004.

Las proteinas G son heterotriméricas y desempefian un papel muy
importante en los procesos de sefalizacion transmembranal; estas proteinas

constituyen la parte central de un sofisticado mecanismo molecular el cual es
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capaz de recibir, integrar y procesar informacion del ambiente extracelular. Las
proteinas G heterotriméricas consisten de una subunidad a, la cual une e
hidroliza GTP, y un complejo no disociable By que interactua con proteinas
efectoras (Hepler and Gilman, 1992; Gudermann y col., 1996; Hamm and
Gilchirst, 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
disociacién de GDP de la subunidad a y es remplazado por GTP; a su vez, esto
promueve un cambio conformacional dando como resultado la disociacién 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 hidrolisar el GTP a GDP
terminando asi con la conformacion activa de esta subunidad, quedando una vez
mas las subunidades de la proteina G ensambladas.

La estimulacién de los subtipos de receptores aq-adrenérgicos da como
resultado la activacién de varias enzimas efectoras, incluyendo la fosfolipasa C
(PLC), la fosfolipasa A2 (PLA2) y la fosfolipasa D (PLD), asi como la activacién
de canales de Ca®" y K".

La complejidad de las vias de sefalizacién a las que se acoplan los
receptores aq-adrenérgicos se debe en parte a la capacidad de éstos para
acoplarse a distintas proteinas G y, consecuentemente, a diferentes efectores.
De estas proteinas G existen varias, pero presentan selectividad por algun tipo

de receptor y efector; asi, Gs y G; producen estimulaciéon e inhibicién de la
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enzima adenilato ciclasa, respectivamente. Mientras que la proteina Gg11
interactua con la fosfolipasa C (Lefkowitz y col., 1996); la activacién de la PLC
media a su vez la liberacion de fosfolipidos de la membrana y su consecuente
transformaciéon a trifosfato de inositol (IP3) y diacil glicerol (DAG), el primero
interactia con receptores especificos localizados en el reticulo sarcoplasmico
para inducir la liberacién de Ca®* (Fig. 5). El incremento de la concentracion
intracelular de Ca®* se deriva también de la apertura de canales de Ca?'
localizados en la membrana celular. Por su parte, el DAG activa la proteina
cinasa C (PKC), la cual fosforila una gran variedad de sustratos celulares,
incluyendo a los canales de Ca*".

Como esta bien establecido, el aumento de la concentracién intracelular
de Ca*" conduce a la activacion de la maquinaria contractil y al consecuente
acortamiento de las fibras musculares para generar tension. EI musculo liso
posee un aparato contractil constituido basicamente por dos proteinas, actina y
miosina, de estructura filamentosa como se ha demostrado con estudios de
microscopia electronica y difraccion de rayos X (Lowy y col., 1970; Shoenbergz y
Haselgrove, 1974). La actina es una proteina contractil globular de cadena unica
y peso molecular de 42 KDa dispuesta en forma helicoidal en dos filamentos
alrededor de la tropomiosina. La miosina es una proteina hexamérica formada
por dos subunidades de alto peso molecular (cadenas pesadas) y cuatro
subunidades de bajo peso molecular (cadenas ligeras). Las cadenas ligeras
forman una cola en espiral con dos regiones protuberantes o “cabezas” que

contienen las zonas de unién con la actina (Adelstein y Hathaway, 1979;
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Somlyo, 1980; Somlyo, 1985). Para que se desencadene todo el proceso de
contraccién es necesaria la union de 4 atomos de Ca?* a una proteina
denominada calmodulina (CMD); este complejo Ca?*-CMD ahora formado se
une a la unidad catalitica de la enzima miosina cinasa de cadena ligera (MLCK),
formando un complejo holoenzimatico activo, Ca**-CMD-MLCK, que cataliza la
transferencia de grupos fosfato del complejo Mg®*-ATP a la cadena ligera (Stull y
col.,, 1982; Harstorne, 1987; lkebe y Reardon, 1989; Means y col.,, 1991;
Schulman y Hanson, 1993); este proceso genera la formacién de puentes
cruzados de actina-miosina. Cuando el nivel de Ca®* intracelular es menor de
10° M, aparece la relajacién como consecuencia de la desactivacion del

complejo Ca®*-CMD-MLCK.

El sistema renina-angiotensina-aldosterona en el control de la funcién
cardiovascular

A finales del siglo XIX Tiegerstedt y Bergman demostraron la existencia
de una sustancia presora contenida en extractos salinos brutos de rifdn que
denominaron  renina. Posteriormente, investigadores  argentinos y
estadounidenses reportaron que la renina es una enzima que actua sobre un
sustrato de proteina plasmatica denominada angiotensinégeno para catalizar la
formacion del material presor real, un péptido ahora denominado angiotensina. A
mediados del decenio de 1950 se reconocieron dos formas de angiotensina, un
decapéptido y un octapéptido, éste ultimo proveniente del primero en donde

participa la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Mas tarde se demostré
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que el octapéptido es la forma mas activa. Posteriormente, en 1958, Gross
sugirio que el sistema renina-angiotensina participaba regulando la excrecién de
aldosterona. El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) llegé a
reconocerse como un importante mecanismo fisiolégico en la regulacion
homeostatica de la presiéon arterial y la composicion de electrolitos de los
liquidos corporales. A principios del decenio de 1970, se descubrieron
polipéptidos que inhiben la formacion de angiotensina Il o que bloquean a su
receptor, dando lugar a la creacion de una clase util de agentes hipotensores,
los ahora llamados inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA). Tomando como base estos hallazgos, se elaboraron investigaciones que
proporcionaron informacién sobre la participacion del SRAA en enfermedades
cardiovasculares tales como la hipertension arterial, la insuficiencia cardiaca, la
enfermedad vascular periférica y la insuficiencia renal (Goodman y col., 1996).

El SRAA participa en la regulacion de la presion arterial a corto y a largo
plazo. Los factores que disminuyen la presion arterial, como la hipovolemia o la
disminucion de la resistencia periférica total, activan la liberacion de renina a
partir de los rifiones. La renina es una enzima que actia sobre el
angiotensinégeno para catalizar la formacion del decapéptido angiotensina [; la
cantidad de esta enzima liberada por los rifiones es el punto principal de
regulaciéon de la sintesis de angiotensina Il. La renina es sintetizada,
almacenada y secretada por las células yuxtaglomerulares que se encuentran en
las paredes de las arteriolas aferentes conforme entran a los glomérulos. La

renina es una aspartil proteasa cuyo principal sustrato es una a, globulina, el
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angiotensinégeno. La renina rompe el enlace peptidico entre los residuos 10 y
11 en el amino terminal de ésta proteina para generar angiotensina |. Esta
enzima se sintetiza como una preproenzima que posteriormente se procesa a
prorenina, la cual se encuentra en la circulacion en una concentracion 10 veces
mayor que la enzima activa, la renina, cuya vida media es de 15 minutos. La
secrecion de renina esta controlada por dos mecanismos intrarenales y un
mecanismo que funciona a través del SNS. En el primero, denominado via de la
macula densa, los incrementos del flujo de NaCl a través de la macula densa
inhiben la liberacién de renina, y las disminuciones, la estimulan. En el segundo,
denominado via del barorreceptor intrarrenal, los incrementos y decrementos de
la presion de perfusion en los vasos preglomerulares bloquean y estimulan la
liberacion de renina, respectivamente. Por ultimo la denominada via del receptor
B-adrenérgico, estd mediado por la liberacion de noradrenalina a partir de
terminales nerviosas simpaticas posganglionares; la activacion de los receptores
B1 adrenérgicos sobre las células yuxtaglomerulares aumenta la secrecién de
renina (Goodman y col., 1996.)

Una vez formada la angiotensina | esta da lugar a la formacion de
angiotensina Il por la acciéon de la enzima convertidora de angiotensina; esta
enzima es mas bien inespecifica y, entre sus sustratos se encuentra la
bradicinina, un potente vasodilatador que por accion de la ECA (similar a la
cinasa Il) se inactiva. La angiotensina lll, también denominada [des-Asp1]
angiotensina Il 6 angiotensina (2-8), puede formarse por efecto de la

aminopeptidasa sobre la angiotensina Il, o por el de la ECA sobre la [des-Asp1]
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angiotensina |. La angiotensina |, y en menor grado la Il, también pueden
metabolizarse hacia angiotensina (1-7) la cual no causa vasoconstriccion,
liberacion de aldosterona, sed ni facilitaciéon de la transmisién noradrenérgica.
Sin embargo, al igual que la angiotensina Il la (1-7) libera vasopresina, estimula
la sintesis de prostaglandinas y desencadena respuestas depresoras cuando se
inyecta en ciertos nucleos del tallo encefalico (Goodman y col., 1996).

Los efectos de la angiotensina Il, principal agente vasoactivo del SRAA,
ejerce sus efectos por medio de receptores especificos, denominados AT1 y
AT2 (Bumpus y col., 1991). El primero tiene alta afinidad por el losartan, y baja
afinidad por el PD-123177 y el CGP-42112A, mientras que el segundo posee
gran afinidad por el PD-123177 y el CGP-42112A, pero baja por el losartan.
Ambos tipos de receptores han sido clonados (Sasaki y col., 1991; Murphy y
col., 1991; Mukoyama y col., 1993). Ambos forman parte de la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G con siete segmentos transmembranales,
aunque el receptor AT2 no se encuentra estrechamente acoplado a proteina G,
ademas, se encuentra ampliamente distribuido en la vida fetal, pero su
distribucion es mas restringida en los adultos.

Estudios farmacologicos usando antagonistas especificos han
determinado que la mayoria de las acciones fisiologicas de la ANG Il son
mediadas por el receptor AT1 (Timmermans y col., 1993), del cual se han
identificado 2 subtipos denominados como AT1a y el AT1b (producto de genes
distintos) en la rata (lwai e Inagami, 1992) y el ratéon (Sasamura y col., 1992);

solo el AT1b ha sido identificado en humanos (Konishi y col., 1994). Por otra
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parte, la funcion del receptor AT2 no ha sido completamente determinada, pero
se ha sugerido que éste se opone a los efectos mediados por la activacion del
receptor AT1 con respecto a la presién sanguinea y la proliferacion celular
(Carey y col., 2000). La estimulacion del receptor AT1 conduce a la activacion,
via la proteina Gq, de la fosfolipasa C, la cual hidroliza fosfatidil inositol-4,5-
bifosfato para generar IP3 y DAG. El IP3 causa la liberacién de Ca®" intracelular,
la entrada de Ca®" extracelular debido a la apertura de canales de Ca?' y por
ende la activacion de la maquinaria contractii de la célula. Ademas, la
angiotensina Il también activa fosfolipasa D, la cual hidroliza fosfatidilcolina para
generar colina y acido fosfatidico (convertido en DAG). Se ha sugerido que esta
ruta juega un papel muy importante en la activacion de la PKC en la fase
sostenida de la contraccién inducida por la angiotensina Il (Kamaide y col.,

2003).

Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina

Se han desarrollado varios inhibidores especificos de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), siendo el primero de ellos el captopril. La
ECA rompe el enlace peptidico del par de aminoacidos en el extremo carboxilo
terminal del péptido que actua como sustrato. Su sitio activo contiene un atomo
de zinc. El captopril contiene un grupo sulfhidrilo colocado adecuadamente para
unir el atomo de Zn acoplado a un residuo de prolina que se une al sitio de la
enzima para promover la ruptura. El captopril es un poderoso inhibidor de los

efectos de la ANG Il en el animal integro. Este causa solamente una pequefia
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disminucion en la presion arterial en animales normales, mientras que en
animales hipertensos la disminucién de la presion es aun mas notoria, afectando
la capacitancia, los vasos de resistencia, reduce el llenado cardiaco asi como la

presion arterial (Rang y col., 2007).

Localizaciéon de receptores a angiotensina Il

Como ya se menciond, se ha determinado que la mayoria de las
respuestas fisiologicas de la ANG Il son mediadas por la activacion del receptor
AT1, y que de éste se han identificado dos subtipos, AT1a y AT1b en rata y
ratén, siendo el AT1a el receptor predominante en la mayoria de los 6rganos,
mientras que el AT1b se encuentra en mayor proporcién en la glandula pituitaria
y la adrenal (Gasc y col., 1994). Por otra parte se ha sugerido que el receptor
AT1a tiene un papel en la regulacion del tono vascular, en ciertas funciones del

SNC, y en la reabsorcion renal de sodio.
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS
Interaccion entre el sistema nervioso simpatico y el sistema renina-
angiotensina-aldosterona

La ANG Il y la NA son sustancias endoégenas que promueven el aumento
del tono del musculo liso vascular y que desempefan un importante papel en la
regulacion de la funcion cardiovascular. Ademas, hay una gran cantidad de
evidencias que sugieren que la ANG Il tiene un efecto marcado sobre las
respuestas simpaticas en el sistema cardiovascular. Por ejemplo, la ANG I
potencia la respuesta a la estimulacién eléctrica de nervios simpaticos a través
de la activacion de receptores a angiotensina ubicados sobre las terminales
nerviosas, dando como resultado un aumento en la liberacion del
neurotransmisor adrenérgico (Boke y Malik, 1983; Duckles 1981; Zimmerman
1978). La ANG Il también incrementa la liberacion de catecolaminas de la
médula adrenal (Peach, 1977; MacLean y Ungar, 1986) y de las terminales
nerviosas simpaticas en el cerdo, la rata y en el raton (Ziogas y col., 1984; Mian
y col., 1989 y Musgrave y Majewski, 1989).

Por otra parte, se ha reportado que la ANG Il estimula la sintesis de DNA
y la hipertrofia, pero no la proliferacién en células de musculo liso vascular,
sugiriendo posibles efectos indirectos a través del incremento de la presion
sanguinea y de la actividad del SNS (Ellen y col., 1992). Adicionalmente, se
reportd que la transcripciéon del gen que codifica para el receptor AT1 vy la
expresion de la proteina son regulados por los niveles de NA, y que ésta

promueve una regulacion negativa del ARNm y la proteina del receptor AT1
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mediada, al menos en parte, por la activacion del receptor as-adrenérgico (Du y
col., 1997).

Por otra parte se tienen evidencias de que en la interaccion entre la ANG
Il'y el sistema nervioso simpatico, el receptor a ANG Il que interactua de manera
predominante es el AT1. De hecho, se ha reportado que el receptor AT2 no se
encuentra involucrado en el efecto potenciador del trafico simpatico en estudios
in vitro (Alexander y col., 2003).

Ademas, se ha reportado que ANG Il sensibiliza el sistema cardiovascular
amplificando la respuesta a la administracion exdogena de NA y por otra parte
bloquea la recaptura de NA por las terminales nerviosas presinapticas
(Khairallah, 1972; Panisset y Bourdois, 1968).

El presente trabajo comprende el analisis de la interaccion entre la ANG |l
y la NA a nivel postsinaptico de la cual existen evidencias provenientes de
experimentos in vitro (Dunn y col., 1991) e in vivo (De Jonge y col., 1981).
Especificamente, se demostré que el tratamiento con captopril, un IECA, inhibe
las respuestas presoras a la NA y a la estimulacion eléctrica de la cadena
simpatica preganglionar en ratas normotensas descerebradas y desmeduladas
(Fig. 6), las cuales son mediadas por los receptores adrenérgicos a; y a, (De

Jonge y col., 1981).
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Figura 6 Efecto del captopril sobre las respuestas presoras inducidas por la
noradrenalina (izquierda) y la estimulacion eléctrica de la cadena simpatica
preganglionar (derecha) en la rata descerebrada y desmedulada. o Control o Captopril.
(De Jonge y col., 1982).

Para comprobar la participacién de estos receptores, De Jonge y col.
(1982) construyeron curvas dosis-respuesta a agonistas selectivos de cada
receptor, observando que la magnitud de las respuestas presoras producidas
por la cirazolina (un agonista a4-adrenérgico) y el BHT-920 (un agonista op-
adrenérgico) disminuyd en animales que habian sido tratados con captopril (Fig.
7), sugiriendo que la ANG Il incrementa las respuestas mediadas por la
activacion de los receptores a4 y a, adrenérgicos (De Jonge y col., 1982).

Para evaluar la participacién de la concentracién de ANG Il sobre su
efecto potenciador as-adrenérgico, Marano y Argiolas (1994) evaluaron el efecto
potenciador de la ANG Il en ratas intactas y en ratas simpatectomizadas,
administrando una dosis subpresora de 10 ng/kg/min. El resultado fue que la

ANG II amplifica la respuesta presora a la fenilefrina via la activacion de
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receptores AT1, ya que el antagonista AT1, valsartan, inhibié dicho efecto (Fig.

8).
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Figura 7. Efecto del captopril sobre las respuestas presoras mediadas por la activacion
de los receptores adrenérgicos a; (cirazolina, panel izquierdo) y a, (BHT 920, panel
derecho) en la rata descerebrada y desmedulada. o Salina; o captopril (5 mg/kg, i.v.); ¥
A captopril (100 mg/kg, i.v.) (De Jonge y col., 1982).

Ademas, nuestra hipotesis de que la ANG Il modula de manera distinta
los receptores aa- y a4p- adrenérgicos, se ve apoyada con los datos generados
por Hu (1995) en donde la ANG Il promueve un aumento en la tasa de sintesis
de mRNA que codifica para los receptores adrenérgicos a4 y 01p €n células de
musculo liso vascular (aorta) en cultivo (tratadas 24hrs con ANG Il). Sin
embargo, Li (1997) en experimentos con células cardiacas en cultivo sugiere que
la ANG Il no promueve cambios en la sintesis de ARNm de los receptores aip y

aqg-adrenérgicos, mientras que el ARNm que codifica para el subtipo aqa

disminuyd de manera dependiente del tiempo de exposicion y de la dosis de
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ANG II. Por otra parte, y en este mismo contexto, existen datos surgidos de
experimentos in vivo con ratas SHR que sugieren que la expresiéon del receptor
aip-adrenérgico es promovida por la ANG I, incluso antes de la aparicion del

proceso hipertensivo (Godinez-Hernandez y col., 2006).
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Figura 8 Efecto de la infusion continua de una dosis subpresora de angiotensina Il
sobre la respuesta presora producida por la administracion de fenilefrina y su
antagonismo con valsartan en ratas intactas (a) y en ratas simpatectomizadas (b).
m Control; A Ang Il (10 ng/kg/min, i.v.); y o Valsartdn (1 mg/kg, i.v.) + Ang Il (10
ng/kg/min, i.v.) (Marano y Argiolas, 1994).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En conjunto con las ya descritas acciones facilitadoras de la ANG Il sobre
la transmision simpatica, la interaccidon sinérgica de este octapéptido con los
receptores o-adrenérgicos vasculares a nivel posinaptico, constituye un
mecanismo mediante el cual el aumento del tono vascular y la resistencia
periférica producidos por estimulacién del sistema nervioso simpatico pueden
verse amplificados. Tal mecanismo puede ser relevante en el mantenimiento de
la presién arterial y de la integridad estructural de los vasos sanguineos, asi
como en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension arterial y de otros
desordenes del sistema cardiovascular que involucran alteraciones de la
perfusion sanguinea y de la estructura de los vasos sanguineos y del musculo
cardiaco. No obstante, a la fecha se desconoce el o los subtipos de receptores
oi-adrenérgicos involucrados en la citada interaccién amplificadora con la ANG
Il. Este aspecto resulta de particular interés, dado que recientemente se ha
atribuido un papel importante a los receptores o4p-adrenérgicos en la

fisiopatologia de la hipertension arterial.
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JUSTIFICACION

La dilucidacién del subtipo de receptor a4-adrenérgico involucrado en el
fendmeno de interaccion sinérgica con la ANG Il puede proporcionar informacion
util para entender la relevancia fisiologica de dicha interaccién en la regulacion
del flujo sanguineo a nivel local y sistémico. Un mayor entendimiento de esta
interaccion puede, adicionalmente, proporcionar informaciéon util que ayude a
dilucidar los mecanismos, aun poco entendidos, de la hipertension arterial y a
mejorar su tratamiento. De hecho, el aumento de la resistencia vascular
periférica es el factor de riesgo mas importante para las enfermedades
cardiovasculares (Marin, 1993), siendo estas ultimas uno de los problemas de
salud publica mas importante en las naciones industrializadas (Williams y
Braunwald, 1994). A pesar de la gran cantidad de investigaciones, hasta ahora
se desconoce con exactitud el papel que desempefian el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) y el SNS en la patogénesis de la hipertension
arterial. En este sentido, se ha reportado que los componentes del SRAA, la
actividad de la renina plasmatica, el angiotensindgeno plasmatico y la liberacion
renal de renina pueden estar aumentados en ratas SHR jovenes y pueden
contribuir a la patogénesis de la hipertensién genética (Henrich y Levi, 1991; Hu
y col., 1995; Zicha. y Kune§, 1999). También se ha sugerido una
hipersensibilidad en respuesta a la NA en ratas SHR como un elemento
involucrado en la elevacion y el mantenimiento de la presion arterial alta
(Villalobos Molina y col., 1999). En este mismo contexto, existen datos que

sugieren que la expresion del receptor aip-adrenérgico es promovida por la ANG
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I, incluso antes de la aparicion del proceso hipertensivo (Godinez-Hernandez y
col., 2006), y que la interaccion sinérgica de la ANG Il con las respuestas
presoras producidas por la estimulacion eléctrica simpatica y la administracion
de NA exdégena es mayor en ratas hipertensas (SHR) (Clough y col., 1982). La
probable relevancia de la mencionada interaccion en la fisiopatologia de la
hipertensién arterial fue sugerida por la capacidad del captopril para reducir la
presion arterial en ratas SHR, pero no en ratas WKY, siendo las primeras en las
que la facilitacion de las respuestas adrenérgicas por la ANG Il fue mas
importante (Clough y col., 1982). El tratamiento con captopril también disminuyd
la presion arterial en ratas Alderley Park Wistar (APW) normotensas, las cuales
son especialmente sensibles al efecto facilitador adrenérgico de la ANG I
(Clough y col., 1982). Asi, estos datos sugieren una correlacion entre el efecto
facilitador adrenérgico de la ANG Il con la capacidad del captopril para reducir la
presion arterial. El papel de los receptores o4a Yy aqp-adrenérgicos en la
contraccion vascular ha sido soélidamente demostrado, por lo que es muy
probable que la interaccién de la ANG Il con las respuestas aq-adrenérgicas

involucre la participacion de alguno de estos subtipos de receptores.
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HIPOTESIS
La ANG Il facilitara las respuestas presoras mediadas por la activacion de
los receptores aip-adrenérgicos, e inhibira las que son mediadas por los

receptores asa-adrenérgicos en la rata anestesiada.

OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina sobre las respuestas presoras mediadas por la activacion de los

receptores aa- y oiyp-adrenérgicos en la rata anestesiada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Caracterizar mediante el uso de antagonistas selectivos de los receptores
adrenérgicos aa (RS-100329) y ap (BMY-7378) las respuestas presoras
producidas por la NA (agonista preferencial op) y el A-61603 (agonista
selectivo ai1a) en ratas anestesiadas.
2. Analizar el efecto del inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina,
captopril, sobre las respuestas presoras inducidas por la NA y el A-61603

en ausencia y presencia de los farmacos antagonistas (RS-100329 y

BMY-7378).
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-300g de peso corporal, las
cuales fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (50mg Kg~', i. p.).
Posteriormente, se colocé una canula de polietileno en la traquea con el fin de
proporcionar respiracion asistida mediante una bomba de presion positiva
(Harvard apparatus; 60 ciclos/min.; volumen de 20 ml Kg-1). Se colocaron
canulas de polietileno en la arteria carétida izquierda (PE-50) y en ambas venas
femorales (PE-10) para el registro de la presion arterial, mediante un analizador
de presion de la marca Digi-Med acoplado a una computadora, la administracion
de farmacos y una infusién continua de pentobarbital sédico (20 mg/kg/h),

respectivamente. Ambos nervios vagos fueron seccionados.

Protocolo experimental

Después de un periodo de estabilizacion de 10 min., se administraron los
tratamientos como se indica en cada uno de los grupos que se definen en la
siguiente seccion, y se construy6 una curva dosis-respuesta (D-R) a la NA y al
A-61603. En el caso particular de los experimentos con NA los animales fueron
tratados sistematicamente con propranolol (PRP; 1 mg/kg, i.v.) y rauwolscina
(RAW; 1 mg/kg, i.v.) para prevenir la accién del agonista sobre los receptores

adrenérgicos B y ay, respectivamente.
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Grupos de animales tratados con solucion salina (SAL)

Experimentos con noradrenalina

Grupo 1. Se administré SAL (1ml Kg™', i. v.), PRP (1mg Kg”, i. v.; 15 min
después de SAL), RAW (1mg Kg™, i. v.; 15 min después de PRP) y SAL (1ml
Kg™, i. v.; 15 min después de RAW). Después de 15 min se construyo una curva
D-R a la NA (0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 ug
Kg™”, i. v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupo 2. Se administro SAL (1ml Kg”, i. v.), PRP (1mg Kg™', i. v.; 15 min
después de SAL), RAW (1mg Kg™, i. v.; 15 min después de PRP) y BMY (1mg
Kg™, i. v.; 15 min después de RAW). Después de 15 min se construyé una curva
D-R a la NA (0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 pg
Kg'1, i. v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupo 3. Se administré SAL (1ml Kg™, i. v.), PRP (1mg Kg', i. v; 15 min después
de SAL), RAW (1mg Kg™, i. v.; 15 min después de PRP) y RS (0.5mg Kg™, i. v.;
15 min después de RAW). Después de 15 min se construy6 una curva D-R a la
NA (0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 ug Kg™, i. v.;

hasta alcanzar el efecto maximo).

Experimentos con A-61603

Grupo 1. Se administré SAL (1ml Kg™, i. v.) y, 15 min después, se administré
nuevamente SAL (1ml Kg™, i. v.). Después de 15 min, se construyé una curva
D-R al A-61603 (0.0031, 0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 ¢

3100 pg Kg™', i. v.; hasta alcanzar el efecto maximo).
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Grupo 2. Se administré SAL (1ml Kg'1, i. v.) y, 15 min después se administrd
BMY (1mg Kg™). Después de 15 min, se construyé una curva D-R al A-61603
(0.0031, 0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 pg Kg™, i.
v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupo 3. Se administré SAL (1ml Kg'1, i. v.)y, 15 min después se administré RS
(0.5mg Kg™). Después de 15 min, se construyé una curva D-R al A-61603
(0.0031, 0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 pg Kg™, i.

v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupos de animales tratados con captopril (CAP)

Experimentos con noradrenalina

Grupo 1. Se administré CAP (5mg Kg', i. v.), PRP (1mg Kg”, i. v.; 15 min
después de SAL), RAW (1mg Kg™, i. v.; 15 min. después de PRP) y SAL (1ml
Kg'1, i. v.; 15 min después de RAW). Después de 15 min se construyd una curva
D-R ala NA (0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 pg Kg’
' i. v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupo 2. Se administré6 CAP (5mg Kg, i. v.), PRP (1mg Kg™, i. v.; 15 min
después de SAL), RAW (1mg Kg™, i. v.; 15 min. después de PRP) y BMY (1mg
Kg™, i. v.; 15 min después de RAW). Después de 15 min se construyé una curva
D-R a la NA (0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 pg
Kg'1, i. v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupo 3. Se administré6 CAP (5mg Kg™, i. v.), PRP (1mg Kg™, i. v; 15 min

después de SAL), RAW (1mg Kg™, i. v.; 15 min después de PRP) y RS (0.5mg
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Kg'1, i. v.; 15 min después de RAW). Después de 15 min se construyd una curva
D-R ala NA (0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 ug Kg’

' i. v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Experimentos con A-61603

Grupo 1. Se administré CAP (5mg Kg', i. v.) y, 15 min después, se administré
SAL (1ml Kg™, i. v.). Después de 15 min, se construy6 una curva D-R al A-61603
(0.0031, 0.01, 0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 pg Kg™, i.
v.; hasta alcanzar el efecto maximo).

Grupo 2. Se administré CAP (5mg Kg™, i. v.) y, 15 min después BMY (1mg Kg™).
Después de 15 min, se construyé una curva D-R al A-61603 (0.0031, 0.01,
0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 ug Kg™, i. v.; hasta
alcanzar el efecto maximo).

Grupo 3. Se administrd CAP (5mg Kg™', i. v.) y, 15 min después RS (0.5mg Kg™).
Después de 15 min, se construyé una curva D-R al A-61603 (0.0031, 0.01,
0.031, 0.1, 0.31, 1, 3.1, 10, 31, 100, 310, 1000 6 3100 ug Kg™, i. v.; hasta

alcanzar el efecto maximo).

Farmacos empleados

Aparte de los anestésicos, los farmacos utilizados en el presente trabajo
(obtenidos de las fuentes que se indican) fueron los siguientes: noradrenalina, A-
61603, BMY-7378 y RS-100329 (Tocris), Rawoscina y Propranolol (Sigma-

Aldrich).
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Analisis estadistico
Los datos son la media + EE de 6 6 mas experimentos y la diferencia
significativa fue analizada mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas

con el paquete estadistico SigmaStat.
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RESULTADOS

Curvas D-R a Noradrenalina

Efecto de los tratamientos farmacolégicos sobre la presion arterial
diastdlica basal

Antes de analizar los resultados se evaluo6 el efecto de los tratamientos
farmacologicos sobre la presion arterial diastélica (PAD ~ 100 mmHg) vy la
frecuencia cardiaca (FC ~ 338 latidos/minuto) basales (tabla 2), observando que
el tratamiento con solucién salina no produce ningun cambio sobre dichos
parametros. Por el contrario, el tratamiento con CAP produjo una disminucién de
la PAD (APAD ~ 16 mmHg) sin cambios significativos sobre la FC.
Posteriormente, el tratamiento con los antagonistas a, y [(-adrenérgicos
(propranolol 'y rawolscina, respectivamente) no promovieron cambios
significativos sobre la PAD, sin embargo la FC disminuyo (AFC ~ 91 latidos/min).
El tratamiento posterior con BMY (APAD ~ 13 mmHg) y RS (APAD ~ 30 mmHg)
disminuy6 significativamente la PAD, sin consecuencias en la FC, tanto en el
grupo de animales tratados con CAP como en el grupo de animales tratados con
SAL.

Estos resultados sugieren una fuerte implicacion de los receptores aia-
adrenérgicos en el mantenimiento del tono vascular en el modelo de la rata
anestesiada, ya que la administracién del antagonista selectivo para estos
receptores produjo un efecto hipotensor aiin mas marcado que el observado con

la administracion del antagonista de los receptores aip-adrenérgicos (BMY).

Cristian Adrian Marquez Ramirez 41



UMSNH-11QB

Para determinar la participacion de los receptores adrenérgicos a1a- y Q1p-
adrenérgicos en la respuesta presora a la NA se construyeron curvas D-R a este

agonista en ausencia y presencia de los farmacos antagonistas (Fig. 9).

Tabla 2. Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre los valores basales de presion

arterial diastélica previo a la construccion de la curva D-R a noradrenalina.

PAD y (FC) PADy
GRUPO PRP(B)+RAW(a,) | ANTAGONISTA
INICIAL (FC)FINAL

SALINA

98+3 (329+19) | 9943 (328+19) 9143 (256+10)* Vehiculo 87+2 (256+10) |6

10244 (356+12) | 104+4 (354+12) | 105+2 (264+7)% | BMY-7378 (aip) | 9324 (254+7) |7

105+4 (360+26) | 105+4 (367+26) | 9946 (271+22)* |RS-100329 (asa) [68+2% (256+21)|6

CAPTOPRIL

9145 (329+17) | 77x4* (322+14) 7143 (246+9)% Vehiculo 7043 (243%9) |6

98+4 (303+54) | 82+3* (341+37) | 85%3 (233+27)* | BMY-7378 (aqp) |71£6" (223+21)|6

10544 (351+25) | 8645* (348+25) | 85+7 (245+10)% |RS-100329 (aya) |57+4* (226+10)|9

Presion arterial diastolica (PAD en mmHg) y frecuencia cardiaca (FC en latidos/min).

* P < 0.05 vs PAD inicial; * P < 0.05 vs PRP + RW (antes del antagonista); & p < 0.05 vs
FC inicial.
Efecto del captopril sobre la participacién relativa de los receptores aqa- y
aip-adrenérgicos en respuesta a noradrenalina

En ambos grupos de animales se obtuvieron curvas D-R de tipo sigmoidal
(dosis dependientes) en respuesta a la administracién de las dosis crecientes de
NA. Tanto el BMY como el RS promovieron un desplazamiento de la curva D-R

a NA hacia la derecha, observandose un desplazamiento mayor en el grupo de
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animales tratados con BMY que con RS dentro del grupo tratado con SAL (Fig.
9a) mientras que en el grupo de animales tratados con CAP (Fig. 9b), se
observa un mayor desplazamiento de la curva D-R a NA provocada por la
administracion de RS que con BMY.

Nuestros resultados sugieren la participacion de los receptores aa y aip-
adrenérgicos en respuesta a NA, una disminucion de la participacion de los
receptores aip- Yy un aumento de la participacion de los receptores aia-
adrenérgicos en respuesta a NA por efecto del CAP (Fig. 9).

Para evaluar la participacion de los receptores adrenérgicos en respuesta
a NA en términos numéricos se calculd el efecto maximo (Emax), la dosis
efectiva 50 (DE50) y la relacién de dosis, con la finalidad de comparar los
resultados obtenidos en los animales tratados con SAL y los tratados con CAP.
Los datos se muestran en la tabla 3, donde se puede apreciar una clara
participaciéon de los receptores aip- y aia-adrenérgicos en ambos grupos (SAL y
CAP), ya que se observa un aumento en la dosis necesaria para producir el 50%
del efecto maximo y una relacion de dosis mayor a 1 tanto en los animales

tratados con BMY como en los animales tratados con RS.
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Figura 9. Efecto de BMY-7378 y RS-100329 sobre las respuestas presoras producidas
por la noradrenalina en animales tratados con solucion salina (a) o captopril (b). * p <
0.05 vs. vehiculo.

Ademas, se puede observar una disminucién de la potencia de NA en los

animales a los que se les administr6 BMY del grupo con CAP, comparado con el
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grupo con SAL, y por el contrario el CAP promueve un aumento de la capacidad
del RS para antagonizar las respuestas a NA. Sin embargo, no se observa una
disminucion en la eficacia de NA para alcanzar el efecto maximo en presencia
de ambos antagonistas,

El CAP promueve una disminucion del desplazamiento de la curva hacia
la derecha provocado por la administracion de BMY, siendo de forma contraria
cuando el antagonista fue RS, en otras palabras, la ausencia de ANG Il (grupo
con CAP) promueve un aumento en la activacion de los receptores aqa-
adrenérgicos por NA, y una disminucién en la activacién de los receptores aqp-
adrenérgicos por este mismo agonista.

Tabla 3. Valores de eficacia y potencia de noradrenalina en ausencia y

presencia de antagonistas.

Relacién
Grupo Antagonista Emax |[DE50 (pg/kg)
de dosis
VEHICULO 61.814.7 2.0£0.7 -
1. SALINA BMY-7378 (a0) | 724¢3.8 | 10.742.1° 53
(1 ml/kg, i.v.)
RS-100329 (a+a) 59.115 3.8+0.4" 1.9
VEHICULO 89.5+4.7*| 2.5+0.3 -
2. CAPTOPRIL
BMY-7378 (a1p) 80.5+5.1 6.8+1.0" 2.7
(5 mg/kg, i.v.)
RS-100329 (a+a) 69+3.6+ 7.8+1.9" 3.1

*p<0.05 vs salina-vehiculo; +p<0.05 vs vehiculo.
Relacion de dosis= DEsy, de NA con antagonista (BMY o RS) / DEs; de NA sin
antagonista (vehiculo).

Cristian Adrian Marquez Ramirez 45



UMSNH-IQB 5=

Efecto del captopril sobre las respuestas presoras a noradrenalina

Es evidente el aumento de la eficacia de NA en el grupo de animales
tratados con CAP comparado con el grupo de animales tratados con SAL. Tal
efecto se ve reflejado de manera mas acentuada si comparamos directamente
estas dos graficas, y si valoramos la eficacia y la potencia de NA en ausencia de
los antagonistas (tabla 4; Fig. 10).

Tabla 4. Valores de eficacia y potencia de noradrenalina tratados con SAL 6 CAP.

Grupo DES50 (pg/kg) Emax
SALINA (1ml/kg, i.v.) 2.0+£0.7 61.8 £4.7
CAPTOPRIL (5 mg/kg, i.v.) 25+0.3 89.5+4.7*

*p<0.05 vs salina.
90+

i
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Bl SALINA
704 A CAPTOPRIL

60+
504
40+

30+

APAD(mmHg)

20+

(;.01 C;.1 1 1'0 100 1C')00
[Noradrenalina] pg/kg, i.v.

Figura 10. Efecto del captopril sobre las respuestas presoras a noradrenalina. *p<0.05
vs. salina.
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Observamos un aumento estadisticamente significativo del efecto maximo
en respuesta a NA comparado con el grupo de animales tratados con SAL.
Estos resultaron sugieren que la ANG Il promueve una disminucién de las

respuestas presoras a NA en este modelo.

Curvas D-R al A-61603
Efecto de los tratamientos farmacolégicos sobre la presion arterial
diastdlica basal

En la tabla 5 se encuentra tabulado el efecto de los tratamientos
farmacoldgicos sobre la presion arterial diastélica basal. Cabe mencionar que no
se muestran los resultados de los valores de FC ya que ninguno de los
tratamientos promovié cambios significativos en este parametro. Podemos
observar una PAD, en promedio, de 100 mmHg antes de cualquier tratamiento y
una FC de 340 latidos/min (datos no mostrados).

Por otra parte, el tratamiento con captopril (APAD ~ 18 mmHg), BMY
(APAD ~ 22 mmHg) y el RS (APAD ~ 38 mmHg) promueven una disminucién
significativa de la PAD en todos los casos en donde se administraron, con una
mayor acentuacién del efecto en el grupo de animales tratados con RS dejando
una PAD basal en valores que oscilan entre los 60 mmHg, lo cual sugiere que
tanto el receptor ap- como el receptor asa-adrenérgicos juegan un papel muy
importante en el mantenimiento de la presion arterial normal en este modelo, al

igual que la angiotensina |l.
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Tabla 5. Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre los valores basales de PAD

(mm Hg) previo a la construccién de la curva D-R al A-61603.

PAD INICIAL GRUPO ANTAGONISTA | PADFINAL | n
1. SALINA
98+4 9813 Vehiculo 9914 6
10243 1034 BMY-7378 (a1p) 813+ 7
9745 9816 RS-100329 (a1a) 58+3+ 6
2. CAPTOPRIL
108+3 89+7* Vehiculo 8817 6
10314 87+3* BMY-7378 (a1p) 654+ 8
9416 7614 RS-100329 (a1a) 4123+ 6

* P < 0.05 vs. PAD inicial; + p<0.05 vs. Salina 6 Captopril (antes del antagonista).

Efecto del captopril sobre las respuestas presoras al A-61603 mediadas
por los receptores aqa- y dip-adrenérgicos

En los experimentos con el agonista A-61603 se observa una curva (tipo
sigmoidal) cuya respuesta es dependiente de la dosis administrada del agonista
(Fig. 11). Observamos que el tratamiento con el antagonista selectivo de los
receptores ajp-adrenérgicos (BMY) no produce desplazamiento de la curva D-R
hacia la derecha por lo que podemos dilucidar que este subtipo de receptor no
esta involucrado en la respuesta al agonista. Sin embargo, la administracién de
este antagonista promueve un aumento de las respuestas al A-61603, lo cual se

hace notar solo en el grupo de animales tratados con SAL ya que en el grupo de
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animales tratados con CAP se observa un incremento de la curva D-R al A-
61603 per se.

Se observa de manera contundente que el RS promueve un
desplazamiento de la curva hacia la derecha en respuesta a la administracién de
dosis crecientes de A-61603, lo que sugiere que las respuestas al A-61603 son
mediadas por la activacién de los receptores aa-adrenérgicos y no por los ap-.
También es evidente un aumento de la eficacia del A-61603 cuando los
animales fueron tratados con RS (Fig. 11 a y b), lo cual puede ser debido, en
parte, a la participacion de los receptores a1p- y aia-adrenérgicos ubicados en el
endotelio cuya activacion promueve un control sobre las respuestas mediadas
por los receptores aip- y asa-adrenérgicos ubicados en el musculo liso vascular

(Méndez y col., 2006).

a) SALINA

1001
%1 m Vehiculo

o] A BMY-7378 (asp)
® RS-100329 (a1p)

70+
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40-
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Figura 11. Efecto de BMY-7378 y RS-100329 sobre las respuestas presoras producidas
por el A-61603 en animales tratados con sol. salina o captopril. * P < 0.05 vs. vehiculo.

Para evaluar la participacion de los receptores adrenérgicos en presencia
y en ausencia de ANG Il, se utilizaron los antagonistas respectivos. Se
calcularon los valores de eficacia y potencia del A-61603 tanto en el grupo de
animales tratados con SAL como en el grupo de animales tratados con CAP. Los
resultados obtenidos fueron tabulados en la tabla 6, los cuales muestran una
clara evidencia de la capacidad del RS para antagonizar las respuestas
promovidas por la administracion de A-61603, aumentando ~ 130 veces la DE50
requerida en los animales a los que solo se les administré solo el vehiculo del
antagonista. Tal efecto resulté despreciable para los casos en los que se

administro BMY.
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Ademas, también se hace evidente un mayor desplazamiento de la curva,
promovido por el RS en el grupo de animales tratados con CAP (relacién de
dosis = 188) comparado con el grupo con SAL (relacién de dosis = 136).
Nuestros resultados sugieren que la ANG Il atenua las respuestas mediadas por

la activacion de los receptores asa-adrenérgicos.

Efecto del captopril sobre las respuestas presoras al A-61603

Para evaluar de forma directa el efecto del CAP sobre las respuestas
mediadas por la activacion de los receptores aia-adrenérgicos, y aprovechando
la selectividad del agonista A-61603, en la Fig. 12 (y tabla 7) se muestra una
comparacion de las curvas D-R a este agonista, con un tratamiento previo con
SAL 6 CAP. Se obtuvo un efecto potenciador de las respuestas al A61603
cuando se administr6 CAP, de esta forma estos resultados sugieren un efecto

modulador negativo de ANG Il sobre las respuestas aia-adrenérgicas.
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Tabla 6. Valores de eficacia y potencia de A-61603 en ausencia y presencia de

antagonistas.
Relaciéon
Grupo Antagonista Emax |DES50 (ug/kg)
de dosis
VEHICULO 41.813.1 0.07+0.01 -
SALINA BMY-7378 (a1D) 57.9+3.3+ 0.1+0.01 1.5
(1ml/kg) RS-100329 (a1A) | 78.5#2.3+ | 9.5+1.3+ 136.0
VEHICULO 56.5£3.5* | 0.08+0.03 -
CAPTOPRIL
BMY-7378 (a1D) 68.1+4.1 0.1+£0.02 1.8
(5mg/kg, i.v.)
RS-100329 (a1A) 98.0+£3.7+ | 13.2+3.3+ 188.9

*p<0.05 vs. salina-vehiculo; +p<0.05 vs. vehiculo.

Tabla 7. Valores de eficacia y potencia de noradrenalina tratados con SAL 6 CAP.

Grupo DES50 (pg/kg) Emax
SALINA (1 ml/kg, i.v.) 0.07 £ 0.01 42 + 3
CAPTOPRIL (5 mg/kg, i.v.) 0.08 + 0.03 57 £4*

*p<0.05 vs. salina.

Cristian Adrian Marquez Ramirez

52



UMSNH-11QB

80+

60+ .
B SALINA
504 A CAPTOPRIL

40-

304

APAD(mmHg)

204

104

0=

0.001 0.01 0.1 1 10

[A-61603] pg/kg, i.v.

Figura 12. Efecto del captopril sobre las respuestas presoras al A-61603. * p<0.05 vs.
salina.
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DISCUSION

La interaccion de la ANG Il con las respuestas as-adrenérgicas adquiere
relevancia considerando que los receptores ap-adrenérgicos han sido
implicados en el origen y/o el mantenimiento de la hipertension arterial. Por lo
tanto, el entendimiento de esta interaccion puede ser relevante para dilucidar los
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en la génesis de esta enfermedad. La
NA es un agente vasoconstrictor ampliamente conocido, sin embargo, la
interaccion de la ANG Il con las respuestas producidas por la NA aun no se
conoce con claridad, y en especifico con las respuestas mediadas por la
activacion de los subtipos de receptores as-adrenérgicos. Se ha propuesto que
la ANG Il promueve un aumento de las respuestas presoras mediadas por la
activacion de estos receptores pero no se conoce si existe una respuesta
diferencial por los subtipos. En el presente trabajo se observa claramente que
las respuestas al agonista NA son mediadas por la activacion de los receptores
aia Y Qqp-adrenérgicos en la rata anestesiada puesto que los antagonistas
selectivos BMY y RS bloquearon significativamente la respuesta presora (Fig. 9).
Ademas, se observo que la propia administraciéon del BMY y del RS promovieron
una disminucién significativa de la PAD basal (tabla 2), observandose un efecto
hipotensor mas pronunciado en el grupo con RS (resultados apoyados con los
resultados en el grupo de animales a los que se les administré A-61603), lo que
sugiere un papel importante tanto del receptor a4p- como del aja-adrenérgico en

el mantenimiento del tono vascular basal. El caso contrario fue observado en los
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grupos de animales tratados con PRP y RAW cuyos efectos no promovieron un
cambio significativo de la PAD basal.

En este mismo sentido se observdé que el CAP promovid un efecto
hipotensor a la dosis de 5 mg/Kg i. v., tanto en el grupo de animales a los que se
les administr6 NA como a los que se les administré6 A-61603 (tablas 2 y 5),
sugiriendo la participacion de ANG Il como un agente involucrado en el
mantenimiento de la PAD en este modelo.

El efecto de la inhibicion de la ECA sobre las respuestas presoras
mediadas por la activacion de los receptores aip- y aqp-adrenérgicos fue en
realidad diferencial ya que nuestros resultados muestran un aumento en la
capacidad del RS para bloquear las respuestas presoras inducidas por la
administracion de NA y una aparente disminucién de la del BMY para bloquear
las respuestas a este mismo agonista, cuando los animales fueron tratados
previamente con CAP (5mg/kg) (Fig. 9 a y b). Lo anterior sugiere un efecto
potenciador de la ANG Il sobre las respuestas presoras mediadas por la
activacion del receptor aip-adrenérgico y una modulacion negativa sobre las
respuestas dependientes de la activacion del receptor aia-adrenérgico. En este
mismo sentido, el CAP promueve un aumento de las respuestas presoras a NA,
pero cabe destacar que tal efecto solo es evidente a dosis mayores de NA, y
teniendo en cuenta que la NA es un agente que se une preferencialmente al
subtipo asp-adrenérgico, probablemente a dosis mayores la relativa selectividad
de la NA se pierde con lo cual el agonista estimularia también a los receptores

aia-adrenérgicos (Fig. 10). Esto concuerda con los resultados con el uso de
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antagonistas, en donde se observa que el CAP promueve un aumento en la
participacion de los receptores aia-adrenérgicos en respuesta a NA y una
disminucion en la participacion de los receptores asp-adrenérgicos.

El A-61603 es un agonista altamente selectivo de los receptores aia-
adrenérgicos, siendo por este, aproximadamente 100 veces mas selectivo que
por los otros dos subtipos, por lo que cabria esperar que el antagonismo de los
receptores asp-adrenérgicos por el BMY no produzca cambios significativos en la
curva D-R al agonista. Esta premisa no se cumplié en su totalidad, ya que la
administracion previa de BMY produjo un inesperado aumento de la eficacia del
A-61603 para alcanzar el efecto maximo, sin embargo este efecto se vié
enmascarado en el grupo tratado con CAP, ya que su administracion promovié
un aumento de las respuestas presoras al agonista (Fig. 11 ay b).

Nuestros resultados con A-61603 en el grupo de animales a los que se
les administré6 RS (Fig. 11 a y b) sugieren la existencia de un mecanismo
hipotensor, que se contrapone a los efectos presores producidos por este
agonista. Tal mecanismo podria incluir la existencia de receptores asa- y Qip-
adrenérgicos ubicados en el endotelio y cuya activacion, se ha demostrado,
promueve la sintesis de un potente agente hipotensor, el éxido nitrico (Méndez y
col., 2006). En nuestra propuesta, estos receptores podrian ser susceptibles a
los agentes antagonistas y con ello entorpecer el mecanismo de sintesis de NO,
promoviendo un aumento de la respuesta al agonista, sin embargo, esto queda

como una hipétesis y/o perspectiva del presente trabajo.
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Sin embargo, el incremento de la respuesta presora al A-61603 en
animales tratados con RS puede ser debido, también, en parte a la marcada
reduccién de la presion arterial basal en este grupo de animales, la cual fue de
alrededor de 40 mmHg (tabla 5). No obstante, tal incremento no se observé en
las respuestas presoras a la NA en animales tratados con RS, en los cuales,
también se observé una fuerte disminucion de los valores basales de la presion
arterial (tabla 2).

Por otra parte, algo evidente es que la administracion de BMY minutos
antes de la construccion de la curva a A-61603 no produjo ningun bloqueo de la
respuesta al agonista, por lo que podemos concluir que la respuesta a la
administracion del A-61603 es mediada por la activaciéon de los receptores aqa-
adrenérgicos, apoyandonos en los resultados con el antagonista selectivo de los
receptores aqa-adrenérgicos, cuyo efecto fue notable, desplazando la curva D-R
hacia la derecha (Fig. 11; tabla 6).

El tratamiento con CAP promovié un aumento de la potencia del RS
(aumento del valor DE50) para antagonizar las respuestas presoras al A-61603
(tabla 6), lo cual sugiere que en ausencia de ANG Il las respuestas mediadas
por la activacion de los receptores asa-adrenérgicos se ven potenciadas, es decir
que ANG Il promueve una regulacion negativa sobre dichas respuestas. Estos
resultados apoyan nuestros resultados previos con NA, en donde el CAP
aumento la potencia del RS como antagonista de NA.

Dado que la respuesta presora producida por la administracién de A-

61603 es mediada por la activacion de los receptores aia-adrenérgicos, basta
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con comparar las respuestas presoras al agonista A-61603 en ausencia de
farmacos antagonistas (Fig. 12), para apreciar el efecto potenciador de CAP,
sugiriendo y apoyando la hipétesis de que ANG Il disminuye las respuestas

presoras mediadas por la activacion de los receptores aqa-adrenérgicos.
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RESUMEN DE RESULTADOS

e Noradrenalina ejerce sus efectos contractiles mediante su union vy
activacion a los receptores aia- y aip-adrenérgicos, mientras que el A-

61603 lo hace activando a los receptores aia-adrenérgicos.

¢ La inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina con captopril
promueve un aumento en la participacion de los receptores aqa-

adrenérgicos en respuesta a noradrenalina y al A-61603.

e La inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina con captopril
promueve una disminucion en la participacion de los receptores aqp-

adrenérgicos en respuesta a noradrenalina.

CONCLUSION
Los resultados con captopril apoyan la hipotesis de que la ANG Il ejerce
una modulacion opuesta de las respuestas presoras adrenérgicas aip

(facilitacion) y aqa (inhibicion).
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PERSPECTIVAS

e Evaluar esta interaccion sinérgica de ANG Il sobre las respuestas ayp-
adrenérgicas con un agonista que sea altamente selectivo por este
subtipo de receptor.

e Investigar la participacion que pudieran tener los receptores aqg-
adrenérgicos en esta interaccion, con el uso de herramientas
farmacoldgicas (agonistas y antagonistas).

e Dilucidar el papel que desempefan los tipos de receptores a la ANG I
(AT1 y AT2) en esta interaccion, cuya activacion se ha demostrado
promueve la sintesis de agentes vasoactivos tales como prostaglandinas,
oxido nitrico y bradicinina.

e [Establecer un modelo experimental para dilucidar la participacion de los
receptores as-adrenérgicos ubicados en el endotelio.

e Investigar si esta interaccion se ve modificada en un modelo patolégico

como lo son las ratas con hipertension arterial genética.
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